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Ocena zgodnosci wynikéw oznaczania przeciwcial przeciw
Borrelia burgdorferi sensu lato uzyskanych technika ELISA
z wykorzystaniem testow réznych producentéow

Assessment of result compatibility of anti-Borrelia burgdorferi sensu lato antibodies
determination by use of ELISA technique-based kits of different manufacturers
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Wprowadzenie. Borelioza jest jednym z najczedciej diagnozowanych
zakazen przenoszonych przez kleszcze. Wobec trudnosci w izolacji
kretka z grupy Borrelia burgdorferi sensu lato z materiatu biologicznego
i jego hodowli, jej rozpoznanie opiera sie gtéwnie na badaniach
serologicznych. Testy ELISA powinny charakteryzowa¢ sie wysoka
czutoscia i swoistoscia diagnostyczna, jednak pomimo ciggtego
doskonalenia nadal cechuja sie niedostateczng poréwnywalnoscia.
Cel. Ocena porownywalnosci wynikéw uzyskanych z uzyciem wybranych
testow ELISA pochodzacych od trzech réznych producentow.

Materialy i metody. Materiatem do badan byto 70 surowic pochodzacych
od oséb podejrzanych o zakazenie B. burgdorferis.l. Oznaczenia wykonano
zestawami ELISA firm Euroimmun, Aescu Diagnostics i Genzyme
Virotech GmbH, a probki surowic dajace dodatnie lub graniczne wyniki
w testach firmy Euroimmun weryfikowano technika immunoblot z
wykorzystaniem zestawéw RecomLine Borrelia (Mikrogen, Niemcy).
Woyniki. W przypadku przeciwciat klasy 1gG seropozytywnos¢
stwierdzono dla 36-40% surowic w zaleznosci od producenta testu
ELISA. Zgodnos¢ wynikéw dla wszystkich trzech testéw wynosita
22,9% (wyniki dodatnie), 27,1% (wyniki graniczne) i 50,0% (wyniki
ujemne). Natomiast w przypadku przeciwciat klasy [gM wyniki dodatnie
stwierdzano dla 18-33% prébek w zaleznosci od producenta, azgodnosé¢
wynikow dla wszystkich trzech testéw wynosita zaledwie 7,1% dla
wynikoéw pozytywnych, 34,3% dla wynikéw granicznych oraz 41,4%
dla wynikéw negatywnych.

Whioski. Porownywalnos¢ testow ELISA stosowanych jako testy
przesiewowe w diagnostyce boreliozy jest bardzo staba i niezadowalajaca,
zaréwno z punktu widzenia diagnosty laboratoryjnego, jak i klinicysty.
Interpretacja wynikéw badan przesiewowych w kierunku choroby
z Lyme powinna uwzglednia¢ ryzyko wystapienia zaréwno wynikow
fatszywie ujemnych, jak i fatszywie dodatnich.

Stowa kluczowe: Borrelia burgdorferi sensu lato, metoda
immunoenzymatyczna, ELISA, borelioza z Lyme, poréwnywalnos¢ wynikéw

Introduction. Borreliosis is one of the most frequently diagnosed
tick-borne infections. Isolation and cultivation of Borrelia burgdorferi
sensu lato spirochetes from the biological material is difficult, thus, the
serological methods are widely used for its diagnostics. ELISA tests
should present high diagnostic sensitivity and specificity, but despite
continuous improvements their comparability is still unsatisfactory.

Aim. To compare the results of selected ELISA kits for detection of IgM
and IgG antibodies against B. burgdorferi s.|.

Material & method. The study involved 70 serum samples from
patients suspected to be B. burgdorferi s.|. infected. The ELISA kits
were from Euroimmun, Aescu Diagnostics and GenzymeVirotech
GmbH. Positive and borderline results from the Euroimmun kits were
confirmed by the use of immunoblot method (RecomLine Borrelia,
Mikrogen, Germany).

Results. The seropositivity of IgG was ranging from 36 to 40% depending
on the ELISA kit manufacturer. The compatibility of the results for all kits
was 22.9% (positive results), 27.1% (borderline) and 50.0% (negative
results). However, the seropositivity of |gM was observed in 18 to 33%
of the samples depending on the manufacturer. The compatibility of the
results for all tests reached only 7.1% for positive results, 34.3% for
borderline and 41.4% for negative results.

Conclusion. The comparability of ELISA tests used for screening in the
diagnosis of Lyme disease is very low and unsatisfactory from the point
of view of laboratory diagnosticians and clinicians. The interpretation
of the results of screening tests for borreliosis should include the risk
of incidence of both false negative and false positive results.

Key words: Borrelia burgdorferi sensu lato, immunoenzymatic method,
ELISA, Lyme borreliosis, results compatibility
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Wprowadzenie

Borelioza jest najczesciej wystepujacym w Polsce
zakazeniem odkleszczowym. Pomimo dysponowania
szerokim wachlarzem metod bakteriologicznych,
serologicznych czy molekularnych, diagnostyka tego
zakazenia wcigz nastrecza licznych trudnosci i moze
prowadzi¢ do uzyskiwania wynikéw zaréwno fatszy-
wie ujemnych, jak i fatszywie dodatnich. Ztozony cykl
zyciowy kretka Borrelia burgdorferi oraz nabyte w toku
ewolucji strategie przezycia mikroorganizmu powo-
duja, ze diagnostyka boreliozy jest trudna i wymaga
czgsto indywidualizacji postgpowania diagnostyczne-
go [1-6]. Sprawe komplikuje dodatkowo mozliwos¢
wspdtwystepowania wraz z boreliozg innych zakazen
przenoszonych przez kleszcze, ktérych objawy kli-
niczne sg zblizone do objaw6w choroby z Lyme.

Borelioze wywotuja kretki z genogrupy Borrelia
burgdorferi sensu lato, do ktdrej nalezy co najmniej
15 genogatunkéw kretkow. Piec z nich uznawanych
jest za niewatpliwe czynniki etiologiczne boreliozy.
Nalezg do nich: B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii,
B. garinii, B. bissettii, oraz B. spielmanii. Wszystkie
wymienione gatunki wystepuja w Europie (w tym
w Polsce), natomiast na pétkuli zachodniej (USA)
wystepuje tylko jeden patogeniczny genogatunek
kretka: B. burgdorferi sensu stricto [1, 3, 7].

Wspbtcezesna diagnostyka choroby z Lyme opiera
si¢ na wykorzystaniu zaréowno metod bezposrednio
wykrywajacych obecnos¢ czynnika etiologicznego
w organizmie, jak i metod posrednich. Ze wzgledu na
trudnosci w bezposredniej izolacji kretkéw oraz niska
czuto$¢ diagnostyczng metod PCR (reakeja tancucho-
wa polimerazy — polymerase chain reaction), rutynowo
stosowane sg metody posrednie, w szczeg6lnosci opar-
te o techniki immunoenzymatyczne fazy statej (ELISA
— enzyme-linked immunosorbent assay) i immunoblot
[1-7]. Ponadto, w zwigzku z niedoskonatoscig ruty-
nowo stosowanych metod, stale poszukuje si¢ nowych
metod diagnostycznych poprawiajacych wydajnos¢
diagnostyczng w tej chorobie.

Powszechnie zalecane, rutynowe postepowanie
diagnostyczne przy podejrzeniu zakazenia kretkiem
B. burgdorferi s.I. obejmuje wykonanie w pierwszym
etapie badania przesiewowego z wykorzystaniem tech-
niki ELISA lub podobnej, np. IIF (metoda immuno-
fluorescencji poSredniej — indirect immunofluorescence
method), ELFA (metoda enzymatycznej fluorescencji
— enzyme-linked fluorescence assay), FPIA (metoda
immunofluorescencji w §wietle spolaryzowanym —
fluorescence polarization immunoassay), a nastgpnie
w przypadku uzyskania dodatniego lub granicznego
wyniku, wykonanie testu typu immunoblot, bedace-
go tzw. testem potwierdzenia [1-3, 8-12]. Metody
przesiewowe, w tym techniki ELISA, stosowane do
detekeji przeciwceial przeciw B. burgdorferi s.1., powin-

ny z zatozenia cechowac si¢ wysokg czutoscig diagno-
styczng, przy stosunkowo miernej lub matej swoistosci
diagnostycznej (dodatni wynik testu przesiewowego
zawsze podlega weryfikacji testem potwierdzenia).
W praktyce klinicznej czg¢sto obserwowana jest nie-
wielka poréwnywalnos$é¢ wynikéw uzyskiwanych
testami immunochemicznymi (ELISA i immunoblot)
réznych producentdw, co niejednokrotnie spowalnia
i utrudnia proces diagnostyczny. Jest to powazny
i niestety wcigz niedoceniany w praktyce problem
w diagnostyce serologicznej roznych zakazen, w tym
réwniez i choroby z Lyme.

Cel

Ze wzgledu na sygnalizowane w piSmiennictwie
oraz obserwowane w praktyce problemy dotyczace
poréwnywalnosci wynikow uzyskiwanych technikami
immunochemicznymi stosowanymi w diagnostyce
boreliozy (gléwnie technika ELISA) celem pracy
byta ocena poréwnywalnosci wynikéw testu ELISA
uzyskanych z wykorzystaniem zestawéw trzech r6z-
nych producentow.

Materialy i metody

Materiatem do badan byto 70 surowic pobranych
od 0s6b zamieszkatych na terenach Gérnego Slaska
i podejrzanych o zakazenie B. burgdorferi s.I. Badania
wykonano w ramach realizacji projektu polsko-nor-
weskiego ,,Ryzyko ekspozycji na kleszcze (Acari,
Ixodida) i przenoszone przez nie patogeny na terenie
Polski”, w ramach ktérego zbierano wywiad epide-
miologiczny (ankieta wypelniana przez badanego)
oraz wykonywano badania serologiczne w kierunku
zakazenia kretkiem B. burgdorferi s.l. wiréd ludnosci
zamieszkujacej obszary Polski potudniowej i podajacej
w wywiadzie pokasanie przez kleszcza (kleszcze).
Osoby z pozytywnymi wynikami badan serologicz-
nych (szczegdlnie testu immunoblot) kierowane
byly nastepnie do lekarza choréb zakaznych w celu
podjecia ewentualnego leczenia przyczynowego. Na
wykonanie badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej
Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach
(nr KNW-6501-100/08).

W toku badania, od kazdego pacjenta pobrano
5 ml krwi zylnej z zyly tokciowej, z ktorej po wykrze-
pieniu i odwirowaniu oddzielano surowice. Uzyskany
materiat przechowywano w temp. -70°C do czasu
wykonania badan.

Badania przesiewowe technika ELISA wykony-
wano rutynowo z wykorzystaniem testow firmy Euro-
immun (Niemcy) w klasach IgG i IgM (anti-Borrelia
burgdorferii [gM i anti-Borrelia burgdorferi plus VISE
IgG). Uzyskane w tescie ELISA graniczne i dodatnie
wyniki potwierdzano wykonujac test immunoblot
(RecomLine Borrelia, Mikrogen Diagnostik, Niem-
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cy). Oznaczenia tg metoda wykonywano manualnie,
zgodnie z instrukcja producenta, a do interpretacji
wynikow wykorzystano oprogramowanie RecomScan
(Mikrogen Diagnostik, Niemcy). Zgodnie z zalozona
procedura (i obowigzujacymi zaleceniami dotycza-
cymi diagnostyki boreliozy [1, 10, 12]), badania po-
twierdzajace technika immunoblot przeprowadzono
jedynie w probkach surowic dajacych pozytywne lub
graniczne wyniki w tescie ELISA firmy Euroimmun.

Dodatkowo w wybranej puli 70 surowic pocho-
dzacych od pacjentéow uczestniczacych w projekcie,
wykonano niezaleznie badania metodg ELISA z wyko-
rzystaniem testow ELISA dwéch innych producentow,
tj. zestawow AesculLisa anti-Borrelia IgG 1 IgM firmy
Aescu Diagnostics (Niemcy) oraz anti-Borrelia afzelii
IgGiIgM firmy Genzyme Virotech GmbH (Niemcy).

Skiad i pochodzenie antygenow kretkowych sto-
sowanych przez producentéw testow do oplaszezenia
fazy statej przedstawiono w tabeli I, natomiast charak-
terystyke analityczng testéw w tabeli I1.

Badania technikg ELISA przeprowadzono zgodnie
z instrukcjami producentéw. Do odezytéw absorbancji
wykorzystano czytnik ptytek ELISA PowerVave XS
(Biotek, USA), za$ do akwizycji i opracowania wyni-
kow — program KCJunior (Biotek, USA).

Statystyczne opracowanie wynikéw objeto pro-
centowg ocene czesto$ci wystepowania wynikow
ujemnych, granicznych i dodatnich, uzyskanych po-
szczegdlnymi testami ELISA w grupie analizowanych
probek oraz korelacje wynikéw pomiedzy testami roz-

nych producentéw, ktoérg przeprowadzono w oparciu
o wspdlczynnik korelacji rang Spearmana.
Wyniki

Wyniki oznaczen przeciwcial przeciwko B. burg-
dorferi s.l. wklasie IgG z podzialem na ujemne, granicz-
ne i dodatnie uzyskane zestawami firm Euroimmun,
Aescu Diagnostics i Genzyme Virotech przedstawia
tabela III. Podane zostaty réwniez wartosci $rednie
(M%SD). W celu umozliwienia poréwnania warto-
$ci stezen, dodatkowo zastosowano ich normalizacje
wzgledem podanych przez producentéw testow
warto$ci odciecia, wyliczajac stosunek wartosci ste-
zen do wartosci odcigcia podanej przez producenta
(S/Co —indeksy pozytywnosci).

Zgodnos¢ wynikow dla wszystkich trzech testow
wynosita 22,9% (wyniki dodatnie), 27,1% (wyniki
graniczne) i 50,0% (wyniki ujemne).

Test immunoblot dla probek surowic dajacych
dodatnie lub graniczne wyniki w tescie ELISA firmy
Euroimmun w klasie IgG wykonano dla 44 prébek,
uzyskujac 16 wynikéw dodatnich (co stanowito 36%
badanych probek), 4 wyniki graniczne (9%) i 24
wyniki ujemne (55%).

Wyniki oznaczen przeciwcial przeciwko B. burg-
dorferi s.l. w klasie IgM z podziatem na ujemne,
graniczne i dodatnie uzyskane zestawami firm Euro-
immun, Aescu Diagnostics i Genzyme Virotech przed-
stawia tabela IV. Dodatkowo podane zostaty wartosci
$rednie oznaczonych stezen przeciwciat (M£SD).

Tabela I. Sktad i pochodzenie antygenéw kretkowych wykorzystywanych w ocenianych zestawach ELISA

Table I. Composition and origin of antigens used in evaluated ELISA kits

Producent testu ELISA
/ELISA kit manufacturer

Antygeny na fazie statej dla przeciwciat IgG
/Solid phase antigens for 1gG antibodies

Antygeny na fazie statej dla przeciwciat IgM
/Solid phase antigens for IgM antibodies

Euroimmun

stricto + recombinant VISE

Aescu Diagnostics

Genzyme Virotech GmbH

natywne antygeny B garinii, B. afzelii i B sensu stricto + rekombi-
nowane VISE /native antigens of B. garinii, B. afzelii and B sensu

natywne antygeny (wszystkie genogatunki) + rekombinowane VIsE
/native antigens (all geno-speices) + recombinant VIsE

natywne antygeny B afzelii (szczep Pko) + rekombinowane VIsE
/native anitgens of B. afzelii (Pko strain) + recombinant VISE

natywne antygeny B garinii, B. afzelii i B sensu stricto
/native antigens of B. garinii, B. afzelii and B sensu stricto

natywne OspC (genogatunek) + rekombinowane p41i
(fragment wewnetrzny) /native OspC (geno-species)
+ recombinant p41i (intemnal fragment)

natywne antygeny B afzelii (szczep Pko)
/native antigens of B afzelii (Pko strain)

Tabela 1. Charakterystyka analityczna stosowanych zestawéw ELISA
Table 1. Analytical characteristics of evaluated ELISA kits

Producent testu
/Kit manufacturer

klasa przeciwciat
/class of antibodies

warto3¢ odciecia
/cut-off point

zakres pomiarowy
/analytical range

wspdtczynnik zmiennosci

czutos¢ analityczna /coefficient of variation [%]

(dane producenta)
/analytical sensitivity
(manufacturer’s data)

wewnatrzseryjnej
/intra-assay

miedzyseryjnej
/inter-assay

(n=12) (n=12)
Euroimmun I9G 20 RU/ml 2-200 RU/ml <2 RU/ml 4,8 7.4
IgM 20 RU/ml 2-200 RU/ml <2 RU/ml 5,0 8,2
Aescu Diagnostics 1gG 15 U/ml 0-300 U/ml 1 U/ml 4,4 9,1
IgM 15 U/ml 0-300 U/ml 1 U/ml 5,1 8,5
Genzyme Virotech 1gG 10 VE 0-100 VE 0,05 VE 4,6 7,7
GmbH IgM 10 VE 0-100 VE 0,05 VE 6,1 9,5
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Tabela 111. Wyniki oznaczen przeciwciat przeciw B. burgdorferi s.I. w klasie 1gG uzyskane z wykorzystaniem zestawdw ELISA firm Euroimmun, Aescu Diagnostics

i Genzyme Virotech GmbH w grupie 70 surowic

Table 1. Results of analysis of antibodies against B. burgdorferi s.I. in IgG class obtained by use of ELISA kits from Euroimmun, Aescu Diagnostics and Genzy-

me Virotech GmbH in a group of 70 sera

Wyniki /Results

Nazwa zestawu ELISA i producent testu

M=SD (wartosci znormalizowane+SD)

/Name of ELISA kit and manufacturer ujemn.e graniczpe dodqtrjie /M+SD (normalised values+SD)
/negative /bordeline /positive

Anti-Borrelia plus VISE ELISA 1gG (Euroimmun) 37% 23% 40% 46,9+69,3 RU/ml
(n=26) (n=16) (n=28) (2,34+3,46)

Aesculisa 1gG (Aescu Diagnostics) 53% 11% 36% 87,9+219,6 U/ml
(n=37) (n=8) (n=25) (5,86+14,64)

Anti-Borrelia afzelii 1gG ELISA (Genzyme Virotech GmbH) 47% 17% 36% 12,6+£11,3 VE
(n=33) (n=17) (n=25) (1,27+1,13)

Tabela V. Wyniki oznaczeh przeciwciat przeciw B. burgdorferi s.I. w klasie IgM uzyskane z wykorzystaniem zestawéw ELISA firm Euroimmun, Aescu Diagnostics

i Genzyme Virotech GmbH w grupie 70 surowic

Table IV, Results of analysis of antibodies against B. burgdorferi s.I. in IgM class obtained by use of ELISA kits from Euroimmun, Aescu Diagnostics and Genzy-

me Virotech GmbH in a group of 70 sera

Wyniki /Results

Nazwa zestawu ELISA i producent testu

M=+SD (wartosci znormalizowane+SD)

/Name of ELISA kit and manufacturer ujemne graniczne dodatnie /M=SD (normalised values+SD)
/negative /borderline /positive

Anti-Borrelia ELISA IgM (Euroimmun) 56% 21% 23% 36,3+52,9 RU/ml
(n=39) (n=15) (n=16) (1,82+2,64)

Aesculisa IgM (Aescu Diagnostics) 73% 8,5% 18,5% 16,3+£55,1 U/ml
(n=51) (n=6) (n=13) (1,09£3,67)

Anti-Borrelia afzelii IgM ELISA (Genzyme Virotech GmbH) 53% 14% 33% 9,849,1 VE
(n=37) (n=10) (n=23) (1,00+0,91)

Podobnie, jak w przypadku wynikéw w klasie IgG,
podane zostaty rowniez znormalizowane wzgledem
warto$ci odciecia wyniki oznaczen (S/Co).

Zgodnos¢ wynikow dla wszystkich trzech testow
wynosita zaledwie 7,1% dla wynikéw pozytywnych,
34,3% dla wynikéw granicznych oraz 41,4% dla wy-
nikéw negatywnych.

Test immunoblot dla prébek surowic dajacych
dodatnie lub graniczne wyniki w tescie ELISA firmy
Euroimmun w klasie IgM wykonano dla 31 prébek,
uzyskujac 10 wynikéw dodatnich (co stanowito 32%
badanych probek), 2 wyniki graniczne (7%) i 19
wynikéw ujemnych (61%).

Poniewaz weryfikacji metoda immunoblot pod-
legaly jedynie probki dajace wynik dodatni lub gra-
niczny w tescie ELISA firmy Euroimmun, poréwnanie
wynikéw pomiedzy technikg ELISA i immunoblot byto
mozliwe jedynie dla podgrupy 44 wynikéw w klasie
IgG i 31 wynikéw wklasie IgM. Pozwolito to jedynie na
zakwalifikowanie uzyskanych wynikéw testu ELISA
jako prawdziwie badz falszywie dodatnie i uniemoz-
liwito wyliczenie czulosci i swoistosci diagnostycznej
dla ocenianych testéw ELISA.

Ponadto wykazano dodatnie korelacje pomiedzy
wynikami uzyskanymi testami ELISA trzech produ-
centow. W klasie IgG wykazano naste¢pujace korelacje
miedzy wynikami uzyskanymi testami firm: Euroim-
mun i Aescu Diagnostics (R=0,540; p<0,001); Eu-
roimmun i Virotech (R=0,524; p<0,001); Virotech

i Aescu Diagnostics (R=0,634; p<0,001). W klasie
IgM wykazano nastepujace korelacje miedzy wynika-
mi uzyskanymi testami firm: Euroimmun i Aescu Dia-
gnostics (R=0,670; p<0,001); Euroimmun i Virotech
(R=0,778; p<0,001); Virotech i Aescu Diagnostics
(R=0,751; p<0,001).

Dyskusja

Rutynowa diagnostyka zakazen kre¢tkami
B. burgdorferi s.l. opiera si¢ na wykrywaniu obecnosci
przeciwcial skierowanych przeciwko antygenom tego
kretka w materiale biologicznym [1-3, 5, 8-11]. Wy-
korzystywane sg do tego testy serologiczne, najczesciej
oparte o techniki ELISA i immunoblot. Pomimo ciggte-
go doskonalenia metod immunochemicznych, diagno-
styka zakazen kretkami B. burgdorferi s.1. jest trudna
[5, 6, 10]. Przyczyna trudnosci diagnostycznych
i fatszywie ujemnych wynikow badan serologicznych
jest m.in. wystepowanie réznigcych si¢ antygenowo
genogatunkow kretkéw, zmiana prezentowanych
w trakcie zakazenia antygenow, zmiennos¢ antygeno-
wa igenotypowa biatek kretkowych, kompartmentyza-
cja odpowiedzi immunologicznej oraz wystepowanie
przeciwcial w postaci skompleksowanej z antygenami
kretka [ 1, 5]. Interpretacje kliniczng obecnosci prze-
ciwciat przeciwko B. burgdorferi s.l. utrudnia réwniez
dtugie utrzymywanie si¢ odpowiedzi immunologicz-
nej, brak standaryzacji stosowanych testow oraz brak
testu jednoznacznie zwigzanego z aktywnym okresem

choroby [1, 2, 5].
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Przesiewowe testy ELISA stosowane do diagnosty-
kiboreliozy z zatozenia powinny cechowac si¢ wysoka
czutoscig diagnostyczng, zaktadajaca nadrozpozna-
walnos¢, czyli wzglednie czeste wystgpowanie wyni-
kéw fatszywie dodatnich, powodowanych innymi niz
borelioza zakazeniami lub zwigzanych z reaktywno-
$cig krzyzowa wykrywanych przeciwcial [ 1-3, 5, 10].

Zwyczajowo do konstrukeji testéw ELISA sto-
sowane sg antygeny kretkowe, uzyskiwane przez
sonifikacj¢ kretkoéw B. burgdorferi s.l. hodowanych
w warunkach in vitro (sa to tzw. testy I generacji).
Zawierajg one oprocz zmiennych ilosci antygenow
gatunkowo swoistych, rowniez znaczne iloci nieswo-
istych antygenoéw bakteryjnych (np. flagelling i biatka
szoku cieplnego), prowadzacych do uzyskiwania
wynikow nieswoiscie dodatnich. Warto pamigtac
tez, ze ultrasonaty kretkéw hodowanych in vitro nie
zawieraja waznego diagnostycznie antygenu VISE,
ktérego biosynteza u kretka zachodzi jedynie w or-
ganizmie kregowca [1, 10]. W nowszych wersjach
testow immunoenzymatycznych (II generacja testow
ELISA), jako antygeny stosowane sg rekombinowane
antygeny kretkowe, a takze natywne biatka antygeno-
we uzyskiwane w hodowli kretkéw in vitro, a nastgpnie
poddane izolacji i wieloetapowemu oczyszczeniu.
Biosynteza natywnych biatek w hodowli kretkow
moze zaleze¢ od warunkéw hodowli, takich jak:
sktad podloza, temperatura, pH, stezenie tlenu czy
dwutlenku wegla, co powoduje, ze wyizolowane biatka
moga roznic si¢ reaktywnoscig. Wskazuja na to m.in.
doniesienia o heterogennej ekspresji antygenu OspC
(biatko zewnetrznej ostonki A-C — outer surface protein
A-C) [1,7,13]. Réwniez poszczegdlne genogatunki
i serotypy kretkow, stosowane jako Zrédto antygenow
w testach immunochemicznych, moga cechowac¢ sig
zmienng ekspresjg poszczegdlnych antygendw, a an-
tygeny te moga réznic si¢ sekwencjg aminokwasows,
co warunkuje zmienng reaktywnos¢ przeciwciat z tak
otrzymanymi biatkami antygenowymi. Wspomnia-
ne wyzej roznice sekwencji dotycza w najwigkszym
stopniu tak waznych diagnostycznie antygenow, jak
biatko OspC (p25) lub DbpA (p18) (biatko A wiazace
dekoryne — decorin-binding protein A) i moga si¢gaé
nawet 60% [1, 14]. Z drugiej strony wiadomo, iz
rekombinowane biatka OspC mogg stabiej reagowaé
z przeciwciatami IgM w surowicach pacjentéw, co
prowadzi do uzyskiwania falszywie ujemnych wyni-
kéw [13]. W pismiennictwie przedmiotu przewaza
poglad, ze czutos¢ zaréwno testu ELISA, jak i testu
immunoblot, jest tym wigksza, im szerszy jest zestaw
antygenow kretkowych (jak rowniez ich pochodzenie
—genogatunki kretka) stosowanych przez producenta
testu do oplaszczenia fazy stalej [ 10, 15, 17, 18].

Pewne nadzieje w diagnostyce serologicznej cho-
roby z Lyme stanowig antygeny peptydowe, bedace

krotkimi (od kilku do dwudziestu kilku reszt amino-
kwasowych) fragmentami antygenéw kretkowych,
wybranymi z uwagi na najwigksza i najbardziej specy-
ficzng reaktywnos¢ z surowicami pacjentéw w réznych
fazach zakazenia. Najbardziej znanym antygenem
tego typu jest tzw. antygen C6 lub IR6 (sz6sty region
konserwatywny — sixth invariant region), bedacy
fragmentem antygenu VIsE [16], jednak opisywano
réwniez zalezno$¢ wynikéw badan serologicznych
od zmian w sekwencji peptydu C6 (rozne sekwencje
reprezentujgce rézne gonogatunki kretkow).

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki badan
wlasnych, w ktoérych oceniano poréwnywalnosé
wynikéw uzyskanych testami ELISA trzech réznych
producentow, generalnie wskazuja na brak zgodnosci
tych wynikéw. Przyczynami obserwowanych rozbiez-
nosci moga by¢ m.in. réznice w sktadzie antygenow
oplaszczajacych faze statg oraz ich pochodzenie (geno-
gatunki kretkéw wykorzystanych przez producentéw
jako Zrédto antygendw), a takze odmienne, arbitralnie
ustalane przez producentéw, punkty odciecia tych
testow. Stan taki spowodowany jest brakiem migdzy-
narodowych ustalen dotyczacych doboru antygenow
i wzorca przeciwcial, a takze ustalenia jednolitych
zasad konstrukeji i zastosowania testéw immuno-
chemicznych w diagnostyce boreliozy, co podkreslaja
réwniez inni autorzy [ 1, 6, 8, 10, 19-25]. Przyczyna
obserwowanych réznic w uzyskanych wynikach moze
by¢ réwniez zalezna od fazy choroby swoisto$¢ i dy-
namika produkcji swoistych przeciwciat przeciwko B.
burgdorferi s.l., a wraz z tym zmieniajaca si¢ czulosé
diagnostyczna metod serologicznych [ 24, 25].

W przypadku wynikéw dla klasy IgG wykonanych
z wykorzystaniem zestawéw firm Euroimmun, Aescu
Diagnostics i Genzyme Virotech GmbH uzyskano
podobny odsetek wynikéw dodatnich (36-40%) oraz
stosunkowo dobra korelacje pomiedzy wynikami te-
stow réznych producentéw. Jednak zgodnosé wynikow
dla wszystkich trzech testow wynosita 23% dla wy-
nikéw pozytywnych, 27% dla wynikéw granicznych
oraz 50% dla wynikéw negatywnych, co stanowi o co
najmniej miernej uzytecznosci wynikéw z punktu
widzenia praktyki kliniczne;.

W przypadku wynikéw dla przeciwciat klasy IgM
uzyskane wyniki cechowaty sie jeszcze wigkszym roz-
rzutem, co najwyrazniej widoczne jest w przypadku
wynikéw dodatnich (od 18,5% dla testu AesculLisa
IgM do 33% dla testu firmy Genzyme Virotech
GmbH). Zgodnos¢ wynikéw dodatnich w testach
wszystkich 3 producentéw wyniosta zaledwie 7,1%,
co przy braku innych badan diagnostycznych (np.
testu typu immunoblot) czyni pojedynczy wynik
testu ELISA wykonany przygodnie dostepnym zesta-
wem niewiarygodnym i praktycznie bezuzytecznym
z punktu widzenia kliniczno-diagnostycznego.
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Dane z piSmiennictwa dotyczace poréwnywal-
nosci testow ELISA oraz ich czulosci 1 swoistosci
diagnostycznej dostarczajg podobnych do opisanych
w niniejszym doniesieniu wynikéw. W badaniach
Chmielewskiej-Badory i wsp. [20] wykazano, ze od-
powiednio 61,7 153,9% prébek surowic pochodzacych
od pacjentéw z rozpoznang klinicznie boreliozg cha-
rakteryzowato si¢ dodatnimi lub granicznymi wynika-
mi testu ELISA w klasach IgM i1gG oraz 62,21 59,4%
w teScie immunoblot w klasach IgM i IgG. Ponadto
stwierdzono w nich silng, dodatnig korelacje pomie-
dzy pozytywnym wynikiem testu ELISA, a dodatnim
wynikiem testu immunoblot, szczeg6lnie potwierdza-
jacego obecnos¢ przeciwcial przeciw antygenowi OspC
w klasie IgM i antygenowi VISE w klasie IgG [20].

Natomiast badania Smismans i wsp., oceniajace
czutos¢ 1 specyficznos¢ diagnostyczng testéw ELISA
dwoch réznych producentéw wykazaly czulosé dla
przeciwcial klasy IgG w zakresie od 53 do 88%, za$
IgM — od 64 do 89%. Natomiast specyficznos¢ dia-
gnostyczna ksztattowata si¢ odpowiednio w klasach
IgM i IgG w zakresach od 52 do 78%10d 92 do 100%.
W badaniu tym najwigksza czutoscia i specyficznoscia
diagnostyczng cechowat si¢ test C6 Lyme, oparty
o peptydowy antygen C6 bedacy fragmentem anty-
genu VIsE i oceniajacy obecnos¢ przeciwcial obu klas
facznie (czutosé diagnostyczna 91%, specyficznosé
diagnostyczna 92%) [19], co jednak nie znajduje
potwierdzenia w badaniach wlasnych autoréw [dane
niepublikowane].

Réwniez badania Angiwsp., oceniajace poréwny-
walno$¢ wynikéw o$miu testow ELISA 1 pigciu testow
immunoblot, opartych zaréwno na natywnych lizatach
kretkowych, jak i rekombinowanych antygenach kret-
kowych, wykonane na 89 prébach surowic wykazaty,
ze czutos¢ diagnostyczna testow ELISA wynosita od 34
do 59%. Réwniez wyniki oznaczen wykonanych tech-
nika immunoblot byto bardzo rozbiezne. Notowano
m.in. pozytywne wyniki testow WesternBlot w préb-
kach surowic negatywnych we wszystkich o$miu ba-
danych testach ELISA. Autorzy tego badania konklu-
duja, ze wyb6r testu ELISA i immunoblot w znaczacy
sposob wptywa na wykrywalnosé boreliozy i mig-
dzylaboratoryjna poréwnywalno$¢ wynikéw badan
serologicznych wykonywanych w jej kierunku [21].

Ocena bieglosci analitycznej 516 laboratoriow
dokonana w ramach Wisconsin State Laboratory of
Hygiene/College of American Pathologist Proficiency
Testing Program w latach 1992-1994 wskazuje, ze
okoto potowa uczestniczacych laboratoriéw nieprawi-
dlowo identyfikowato nadsytane w ramach programu
surowice kontrolne. Specyficzno§¢ diagnostyczna
oznaczen wynosita od 81 do 95% w zaleznosci od
okresu badania, za$ czutos¢ diagnostyczna od 75 do
93%. Falszywie pozytywne wyniki badan przesiewo-

wych (gléwnie technikg ELISA) uzyskiwano nawet
w ok. 55% dla niektérych probek surowic kontrol-
nych (np. probka surowicy zawierajaca przeciwciala
przeciw Treponema pallidum zostata zakwalifikowana
jako pozytywna przez 70% uczestnikéw programu).
W §lad za tymi wynikami, autorzy opracowania su-
gerujg wprowadzenie sztywnych kryteriow dopusz-
czajacych komercyjnie dostepne zestawy do uzytku
w diagnostyce laboratoryjnej choroby z Lyme (czutos¢
diagnostyczna powyzej 90%, a swoisto$¢ diagnostycz-
na powyzej 95%) [22], cow praktyce i przy obecnym
braku ogdlnoswiatowej standaryzacji metod stuzacych
do serologicznej diagnostyki boreliozy z Lyme wydaje
si¢ mato mozliwe.

Metanaliza 18 publikacji oceniajacych czulos¢
diagnostyczng testéw ELISA opublikowana w 2016 r.
przez Cook’a i Puri wykazala, ze parametr ten dla
poszczegdlnych prac wahat si¢ w zakresie od 30,6 do
86,2%, za$ $rednia wazona dla wszystkich analizowa-
nych prac wnosita 59,5% [25].

Réwniez analiza zmian czutosci diagnostycznej
stosowanych w diagnostyce boreliozy z Lyme metod
serologicznych wlatach 1996-2016, przeprowadzona
przez tych samych autoréw [ 25 ] nie wykazata znacza-
cej poprawy czulosci diagnostycznej na przestrzeni
tego czasu.

Zgodnie z zalozong ogdlng procedurg oraz
zaleceniami [1, 3, 10, 12, 14], badania potwierdza-
jace technika immunoblot przeprowadzono jedynie
w prébkach surowic dajacych pozytywne lub graniczne
wyniki w tescie ELISA firmy Euroimmun. Z uwagi na
powyzsze ograniczenia autorzy opracowania nie sg
w stanie w pelni ocenié¢ rzeczywistej czutosci i swo-
isto$ci diagnostycznej wszystkich badanych testow
ELISA. Ze wzgledu na brak obiektywnych danych
klinicznych (dostgpne jedynie dane ankietowe), trud-
no jest tez jednoznacznie okresli¢ symptomatologie
i czas trwania zakazenia (faz¢ choroby) u badanych
pacjentéw. Dlatego przy opracowaniu wynikéw moz-
liwa byta jedynie ocena seropozytywnosci dla testéw
poszczegdlnych producentéw oraz ocena zgodnosci
ich wynikéw (poréwnywalnosci), a dla testéw ELISA
firmy Euroimmun, stosowanych jako podstawowy test
przesiewowy w I etapie badan populacyjnych, mozliwe
byto poréwnanie wynikéw testu ELISA z wynikami
testu potwierdzenia (test immunoblot). W klasie IgM
potwierdzalno$¢ dodatnich i granicznych wynikow
testu ELISA firmy Euroimmun wynosita 39% (32%
probek dodatnich i 7% granicznych w tescie Reco-
mLine Borrelia IgM), za$ w klasie IgG — 45% (36%
probek dodatnich 1 9% granicznych w tescie Recom-
Line Borrelia IgG). Podczas interpretacji powyzszych
wynikéw nalezy zwréoci¢ uwage na wynoszacg ok. 40%
potwierdzalno$¢ wynikéw pozytywnych i granicznych
uzyskiwanych technika ELISA dokonywang testem
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typu immunoblot. Posrednio dowodzi¢ to moze uzy-
skiwania w tescie ELISA wynikow fatszywie dodatnich.
Pamietaé nalezy jednak o specyficznym sktadzie grupy
badanej (wigkszo$¢ probek stanowity surowice dajace
wyniki graniczne lub stabododatnie w tescie ELISA),
co niewatpliwie moze zaburzaé¢ obiektywna oceng
ryzyka wystapienia wynikow fatszywie dodatnich
uzyskanych z uzyciem ocenianych zestawow ELISA.

Problem niskiej swoisto$ci diagnostycznej testow
ELISA stosowanych w diagnostyce boreliozy wynika
z faktu stosowania jako antygenow, nieoczyszczonych
biatek kretkowych (natywne antygeny otrzymywane
z bakteryjnych lizatéow komérkowych) lub wybranych,
pojedynczych antygenéw rekombinowanych i pepty-
dowych. Ponadto, do uzyskania falszywie dodatniego
wyniku testu przesiewowego moga si¢ przyczyniac
obecne w probkach, ogélnie znane czynniki interfe-
rujace w metodach immunochemicznych, takie jak
czynniki reumatoidalne, przeciwciata heterofilne
i skierowane przeciw biatkom zwierzecym oraz krzy-
zowo reagujgce przeciwciata zwigzane z zakazeniem
innymi gatunkami kretkéow (kita i inne kretkowice,
kretki saprofityczne) lub bakteriami posiadajgcymi
wspdlne antygeny nieswoiste (flagellina, biatka szoku
cieplnego). Opisywano rowniez fatszywie dodatnie
reakcje pojawiajace si¢ w przebiegu wirusowych za-
palen watroby, zakazeniu wirusem Epsteina-Barra
(EBV — mononukleoza zakazna) oraz w chorobach
autoimmunologicznych [1, 5, 10, 14].

Zgodnie z zaleceniem Polskiego Towarzystwa Epi-
demiologéwiLekarzy Choréb Zakaznych (PTEiLChZ),
dotyczacym diagnostyki i leczenia boreliozy, rozpo-
znanie kazdej postaci klinicznej boreliozy z wyjatkiem
rumienia wedrujacego, wymaga dwuetapowego pro-
tokotu diagnostycznego. W pierwszym etapie nalezy
wykazac obecnos¢ swoistych przeciwcial w klasie IgM
lub IgG metoda immunoenzymatyczng (ELISA lub
réwnorzedng), a w drugim etapie u chorych z wy-
nikami dodatnimi lub watpliwymi, nalezy wykona¢
badania technika immunoblot [12]. Przy takim,
powszechnie zalecanym dwuetapowym toku poste-
powania diagnostycznego, kontrowersyjna wydaje si¢
mozliwo$¢ uzyskania na pierwszym etapie diagnostyki
(w tescie przesiewowym wykonywanym np. technika
ELISA) wyniku falszywie ujemnego, co eliminuje
pacjenta z dalszych etapéow diagnostyki i odsuwa
rozpoznanie zakazenia w czasie. Spowodowane to
moze by¢ réznymi czynnikami, zaréwno zaleznymi
od stosowanej metodyki badan (np. nieodpowiednio
dobranych wartosci odcigcia lub sktadu antygenow
oplaszczajacych faze stala), jak i indywidualnych cech
odpowiedzi immunologicznej pacjenta. Bioragc pod

uwage powyzsze obserwacje wlasne oraz liczne, cyto-
wane powyzej dane z piSmiennictwa, w tym réwniez
ryzyko uzyskania fatszywie ujemnego wyniku testu
ELISA, za wysoce zasadne wydaje si¢ wykonywanie
obu etapéw diagnostycznych (ELISA + immunoblot)
jednoczesnie, zwlaszcza u pacjentéw, u ktérych istnieja
kliniczne przestanki do rozpoznania boreliozy, a wy-
niki testu ELISA dostarczaja wynikéw ujemnych badz
granicznych. Réwniez ze wzgledu na obserwowany
brak poréwnywalnosci wynikow testu ELISA, rzetelne
monitorowanie stezenia przeciwcial skierowanych
przeciw B. burgdorferi s.l. (tj. seryjne oznaczanie ste-
zenia tych przeciwcial u tego samego pacjenta), moze
by¢ wykonywane tylko z wykorzystaniem testéw tego
samego producenta, tj. opierajacych si¢ na wykorzy-
staniu jednakowych antygenow optaszczajacych faze
stalg oraz materialow kalibracyjnych i kontrolnych.

Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze obecnie
nie dysponujemy testami serologicznymi (zaréwno
typu przesiewowego, jak i testami potwierdzajacymi)
0 100% czulosci i specyficznosei diagnostycznej. Nie
nalezy wiec zapominaé o ryzyku uzyskania fatszywie
ujemnego lub dodatniego wyniku badania przesiewo-
wego, a uzyskane wyniki interpretowac w powigzaniu
z obrazem klinicznym i sytuacja epidemiologiczna
panujaca na danym terenie.

Whioski

1. Poréwnywalnos¢ testow ELISA stosowanych jako
testy przesiewowe w diagnostyce boreliozy jest
bardzo staba i niezadowalajaca zaréwno z punktu
widzenia diagnosty laboratoryjnego, jak i klinicysty.

2. Staba poréwnywalnos¢ wynikéw przesiewowych
badan serologicznych prowadzi do wniosku, iz
przy ich interpretacji nalezy bra¢ pod uwage moz-
liwo$¢ wystapienia zaréwno wynikéw fatszywie
dodatnich, spowodowanych np. przeciwciatami
krzyzowo reagujacymi z antygenami B. burgdorferi
s.L., jak i wynikami falszywie ujemnymi, spowodo-
wanymi niedostateczng i cz¢sto nieoszacowana,
czutoscig diagnostyczna tychze testow.

Zrédto finansowania: Praca zostata wykonana w ramach
realizacji projektu polsko-norweskiego ,,Ryzyko ekspozycji
na kleszcze (Acari, Ixodida) i przenoszone przez nie
patogeny na terenie Polski”, nr PL0343 realizowanego
przez Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach w la-
tach 2009-2011.
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