16 | DIAGNOSTYKA

Rys historyczny

Pierwsze podejrzenia, ze uklucie przez
kleszcza moze skutkowaé wystepowaniem
niektorych znanych dzisiaj objawéw, po-
jawily sie na poczatku XX wieku. Na spo-
tkaniu Szwedzkiego Towarzystwa Derma-
tologii w 1909 roku szwedzki dermatolog
Arvid Afzelius przedstawil wyniki swoich
badan nad rumieniem wedrujgcym i zasu-
gerowal, Ze moze mie¢ on zwiazek z ugry-
zieniami kleszcza. Byta to pierwsza oficjal-
na praca wyjasniajaca etiologie choroby,
znanej dzi§ jako borelioza. Charles Garin
i Antoine Bujadoux w 1922 roku, nieza-
leznie od siebie, opisali przypadki neuro-
boreliozy, a powigzanie ukaszen kleszczy
z objawami neurologicznymi udowod-
nil niemiecki neurolog Alfred Bannwarth
wlatach 40. W 1975 roku borelioza zostala
rozpoznana w okolicy miasta Lyme, w sta-
nie Connecticut (Stany Zjednoczone). Od
nazwy tej miejscowosci wziela si¢ nazwa
- choroba z Lyme. Kolejne serie badan do-
prowadzity naukowcéw do odkrycia drob-
noustroju odpowiedzialnego za rozwoj
choroby z Lyme w organizmie ludzkim.
Dokonat tego doktor Willy Burgdorfer.
W 1982 roku wyizolowal z kleszcza kret-
ki, ktore pozniej na jego czes¢ nazwano
Borrelia burgdorferi, poniewaz to on udo-
wodnil zwigzek miedzy ukluciem klesz-
cza a wystepowaniem choroby. Nazwa ga-
tunkowa bakterii Borrelia pochodzi z kolei
od nazwiska strasburskiego bakteriologa
Amédée Borrela, ktory odkryt ja w 1905
roku.

Borelioza w Polsce
W Stanach Zjednoczonych, czy-
li w kraju, w ktorym dokonano odkry-

/ 8N
/ M

DR N. FARM. INZ. PATRYK MATUSZEK 4

Borelioza (choroba z Lyme)
— CO nowego!?

cia przyczyny choroby z Lyme, wystepuje
tylko jeden patogenny dla cztowieka geno-
gatunek - Borrelia burgdorferi sensu stricto.
W Europie sytuacja jest bardziej zrozni-
cowana - wystepuja przynajmniej cztery:
Borrelia burgorferi, Borrelia garinii, Borre-
lia afzelii oraz Borrelia spielmani. Problem
boreliozy w Polsce jest monitorowany od
1996 roku, kiedy Panstwowy Zaklad Higie-
ny opublikowal pierwsze dane epidemiolo-
giczne. Zanotowano wéwczas 751 przypad-
kéw. Z roku na rok wykrywalnos¢ boreliozy
w Polsce rosta, siggajac niemal 14 000 przy-
padkéw w 2014 roku.

Problemy w diagnostyce
boreliozy

Dlugo utrzymujace si¢ przeciwciala IgG
Z uwagi na liczbe wykrywanych co
roku przypadkéw boreliozy rodzg si¢ py-
tania: Czy s3 to przypadki zgloszone tyl-
ko na podstawie dodatniego wyniku se-
rologicznego? Czy s3 to pacjenci rowniez
z rozpoznaniem klinicznym? Podstawa
rozpoznania boreliozy jest obraz klinicz-
ny pacjenta. Wykonywanie badan serolo-
gicznych u 0sob bezobjawowych nie ma
sensu, gdyz sama obecno$¢ przeciwcial
nie $wiadczy o chorobie. O pewnej dia-
gnozie boreliozy mozemy moéwi¢ tylko
w jednym przypadku: kiedy na skorze pa-
cjenta pojawi sie rumien wedrujacy. Jest
on na tyle specyficznym objawem, ze wy-
maga antybiotykoterapii bez konieczno-
$ci wykonywania badan laboratoryjnych.
W pozostatych przypadkach (przy braku
rumienia i wystgpieniu innych objawow)
konieczne jest wykrycie swoistych prze-
ciwcial anty-Borrelia w surowicy pacjen-

ta. W takiej sytuacji mowimy o rozpozna-
niu prawdopodobnym, nie mozna bowiem
wykluczy¢ sytuacji, w ktorej wspomniane
objawy towarzyszg innej chorobie, a obec-
ne przeciwciala IgG (niekiedy réwniez
IgM) anty-Borrelia sa $ladem serologicz-
nym po przebytym zakazeniu. Uwaza si¢
zatem, ze jezeli dwukrotna antybiotykote-
rapia nie przynosi poprawy stanu klinicz-
nego pacjenta, nalezy rozwazy¢ inne niz
borelioza przyczyny dolegliwosci pacjen-
ta. Czgsto zadawanymi pytaniami sg:
« Jak dtugo po zakazeniu utrzymuja si¢
przeciwciala?
« Kiedy powtorzy¢ badanie po leczeniu?

Utrzymywanie sie przeciwcial anty-
-Borrelia w surowicy jest kwestia osob-
niczg. U niektorych pacjentéw stopniowo
zanikaja po antybiotykoterapii, u wie-
lu utrzymuja si¢ jednak latami lub nawet
wykazuja niewielki wzrost. Odpowiadajac
zatem na drugie pytanie, mozna powie-
dzie¢, ze klasyczne badania serologiczne
nie stuzg do monitorowania aktywnosci
choroby. Jedynym wyznacznikiem sku-
tecznosci leczenia jest remisja objawow.

Przetrwale przeciwciala IgM
Przeciwciata  klasy IgM
$ciej jako pierwsze wytwarzane s3
przez uklad immunologiczny czlowie-
ka w efekcie zakazenia. W przypadku
wielu infekcji majg one réwniez tenden-
cje do szybkiego zanikania. Obecnos¢
przeciwcial klasy IgM traktowana jest
zatem jako dowdd $wiezej infekcji.
W przypadku boreliozy moze by¢ nie-
co inaczej. Zdarza sig¢, ze obecne w suro-
wicy pacjenta przeciwciata IgM sg prze-
trwale. W takiej sytuacji ich obecno$¢ nie

najcze-



oznacza $wiezej infekcji, lecz $wiadczy
o wczesniejszym kontakcie czlowieka
z bakteria. Z takim wynikiem spotykamy
sie najczedciej u pacjentow, u ktorych le-
czenie wdrozone zostalo we wczesnej fazie
choroby (przed pojawieniem si¢ przeciw-
cial klasy IgG). Znane sa sytuacje, kiedy
przetrwale IgM utrzymywaly sie w suro-
wicy pacjenta 3-4 lata bez obecnosci IgG.
Warto zatem ponownie zaznaczy¢, ze je-
dynie remisja objawdéw $wiadczy o sku-
tecznosci leczenia.

Brak standaryzacji testow

W 1995 roku, w Stanach Zjednoczo-
nych pojawily sie pierwsze oficjalne reko-
mendacje dotyczace diagnostyki borelio-
zy. Wydane one zostaly przez Center for
Disease Control and Prevention (Atlanta).
Kilka lat péZniej zostaty wprowadzone za-
lecenia Mikrobiologisch-Infektiologische
Qualitdtsstandards (MiQ 12 Lyme-Borre-
liose; Wilske i wsp. (2000)) w Niemczech.
W Polsce pierwsze rekomendacje zostaty
wydane w roku 2007 przez Polskie Towa-
rzystwo Epidemiologow i Lekarzy Chordb
Zakaznych, ktérych uzupelnieniem sg re-
komendacje Krajowej Izby Diagnostow
Laboratoryjnych z 2014 roku. Wszyst-
kie wspomniane towarzystwa jednoglo-
$nie uznajg rumien wedrujacy za objaw
spefniajacy kryterium rozpoznania cho-
roby bez konieczno$ci wykonywania ba-
dan laboratoryjnych. W przypadku kiedy
pierwszymi oznakami boreliozy sg objawy
niespecyficzne, nalezy wykona¢ stosowne
badania laboratoryjne zgodnie z 2-etapo-
w3 strategia:
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o test przesiewowy ELISA w Klasie IgM, IgG,
o test potwierdzenia Westernblot

w przypadku dodatniego testu ELISA.

Jednym z problemow jest fakt, ze kaz-
dy z producentéw stosuje inne skfady an-
tygenowe testéw, co prowadzi do rozbiez-
nosci w uzyskanych wynikach. Modnym
jest réwniez licytowanie sie, ktory z do-
stepnych testow jest bardziej czuly i swo-
isty. W przypadku testow do diagnostyki
boreliozy mozna poda¢ nastepujace defi-
nicje czulosci i swoistosci:

Czulos$¢ diagnostyczna - procent wy-
nikéw pozytywnych w grupie 0sob choru-
jacych na borelioze.

Swoistos¢ diagnostyczna - procent
wynikow negatywnych u osob niechoru-
jacych na borelioze.

Czulo$¢ i swoistos¢ diagnostyczna to
parametry wzgledem siebie odwrotnie pro-
porcjonalne. Test jest najczesciej albo czuly,
albo swoisty, co determinuje koniecznos¢
zastosowania 2-etapowej strategii diagno-
styki boreliozy, w ktorej 1. etap (test ELISA)
jest maksymalnie czuly, a 2. etap (Immu-
noblot) jest maksymalnie swoisty.

Zadaniem testu ELISA jest wyda-
nie wiarygodnego wyniku negatywnego
(prawdziwie negatywnego). Na tym etapie
diagnostyki istotnym jest, aby mie¢ pew-
nos¢, ze pacjent, ktory otrzymuje wynik
negatywny, nie wymaga dalszej diagno-
styki w kierunku boreliozy. W tym celu
nalezy wykluczy¢ obecno§¢ wszystkich
mozliwych przeciwcial, jakie ukfad im-
munologiczny czlowieka moze wytworzy¢
w efekcie zakazenia. Najlepiej sprawuja sie
zatem testy oparte o tzw. pelen lizat bak-
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teryjny (wszystkie antygeny obecne w $cia-
nie komorkowej bakterii Borrelia), ktory
wykrywa kazda mozliwa kombinacje od-
powiedzi immunologicznej. Lizaty bak-
teryjne od czasu odkrycia tak swoistych
antygenow jak VIsE (Variable Major Prote-
in-like Sequence Expressed) sa wzbogacane
o to biatko rekombinowane. Takie rozwig-
zanie gwarantuje wysoka czulos¢ diagno-
styczng, a wynik negatywny z bardzo wy-
sokim  prawdopodobienstwem mozna
uzna¢ za prawdziwy. Niestety, coraz cze-
$ciej producenci testow ulegaja poku-
sie podniesienia swoistosci testow ELISA
(kosztem czulosci), eliminujac ze skladu
testu okreslone antygeny. W ekstremal-
nych przypadkach dochodzi do sytuaciji,
kiedy skfad testu przesiewowego zosta-
je zredukowany do 3 antygenow. W takiej
sytuacji wynik ujemny testu moze by¢ fat-
szywy, gdyz wyklucza tylko 3 potencjalne
przeciwciala, a nie wszystkie. Bywa row-
niez, e jako test przesiewowy oferowany
jest test CLIA (nieujety w zadnych reko-
mendacjach) zamiast testu ELISA.
Test Immunoblot ma za
nie potwierdzi¢ kazdy dodatni i wat-
pliwy wynik testu ELISA, eliminu-
jac jednoczesnie te, ktore byly falszywe
(spowodowane przez nieswoiste przeciw-
ciala, np. anty-p41). Pojecie Westernblot
ma dzi§ charakter bardziej umowny.
Klasyczne testy Westernblot to takie,
w ktorych pelen ekstrakt antygenowy roz-
dzielony jest elektroforetycznie na poje-
dyncze pasma antygenowe. Rozwigzanie
takie coraz czgéciej zastepowane jest przez
testy Lineblot, w ktérych producenci sto-
suja oczyszczone antygeny lub antyge-
ny rekombinowane. W przypadku testow
Immunoblot rowniez obserwuje si¢ brak
jednomyslnosci producentéw co do skta-
du antygenowego i kryteriéw oceny. Ro-
dzi to powazny problem braku zgodnosci
pomiedzy laboratoriami korzystajacymi
z testow roznych producentéw.

zada-

Nowosci w diagnostyce
boreliozy

Dimer OspC

Przeciwciala IgM przeciwko OspC
(Outer Surface Protein C) s3 wysoko spe-
cyficznym markerem wezesnej fazy bo-
reliozy. Najczesciej pojawiaja sie jako

TEKST PROMOCYINY

pierwsze w efekcie zakazenia i wystepuja »
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P u ok. 90% $wiezo zakazonych pacjen-
tow. Sam antygen OspC w $cianie ko-
morkowej bakterii wystepuje w posta-
ci dimeru. Taka forma bialka zapewnia
bardziej specyficzne, biwalentne wigza-
nie przeciwcial IgM. W konwencjonal-
nych testach ELISA oraz Immunoblot,
w ktérych uzywano rekombinowanego
OspC, stosowany byl monomer. W ta-
kiej postaci wigzanie przeciwcial IgM
z antygenem jest mniej specyficzne.
W roku 2012 naukowcom z Instytutu Im-
munologii Do$wiadczalnej EUROIM-
MUN AG (Lubeka) udalo sie stworzy¢
i opatentowa¢ technologie produkeji re-
kombinowanego OspC, w ktérym dwie
monomeryczne podjednostki biatka potg-
czone s3 mostkiem disiarczkowym w di-
mer. W takiej postaci rekombinowane
OspC posiada identyczne wlasciwosci
jak posta¢ natywna, a w poréwnaniu do
klasycznego rekombinowanego OspC
wykazuje o 30% wyisza swoistos¢ [1].
Nowy antygen zwany OspC - advanced
zastosowany zostal w testach Immunoblot
firmy EUROIMMUN (anty-Borrelia EU-
ROLINE RN-AT IgG, IgM. ).

Monitorowanie skutecznosci leczenia
boreliozy

Najlepszym dowodem na skuteczno$¢
antybiotykoterapii jest remisja objawow
klinicznych. Jezeli dwukrotne leczenie

nie przyniosto pozadanych efektow, na-
lezy rozwazy¢ inne przyczyny dolegliwo-
§ci pacjenta. Przeciwciala anty-Borrelia
moga by¢ obecne w ludzkiej surowicy na-
wet wiele lat, dlatego ich utrzymywanie
si¢ nie $wiadczy o niepowodzeniu lecze-
nia. Klasyczne testy serologiczne (ELISA
oraz Westernblot) nie powinny by¢ zatem
stosowane do monitorowania skuteczno-
§ci leczenia.

W kilku niezaleznych badaniach
udowodniono, Ze poziom przeciwcial
anty-VISE u chorych na borelioze rezu-
sow i psow dynamicznie spada po wdro-
zonej antybiotykoterapii [2-5].

Wspomniane badania pozwolily zatem
przypuszczaé, ze monospecyficzne ozna-
czanie przeciwcial anty-VISE moze by¢
przydatne w monitorowaniu skutecznosci
leczenia boreliozy. 4 lata pdzniej ta sama
grupa naukowcéw powtorzyla ekspery-
ment na grupie 120 pacjentdw z potwier-
dzong klinicznie borelioza. U 91% oséb
zaobserwowano calkowity lub znaczacy
spadek przeciwcial anty-VISE w okresie
12-15 miesiecy po leczeniu.

NOWY test EUROIMMUN Lyme
Trace ELISA stworzony zostal do ilo-
§ciowego oznaczania przeciwcial anty-
-VISE. Obecnie badanie nie jest uwzgled-
nione w zadnych kryteriach rozpoznania
boreliozy, dlatego nalezy uwaza¢ je za
dodatkowe. Opierajac si¢ na dostepnych

publikacjach, mozna zaproponowaé na-
stepujaca strategie:
« badanie przeciwcial anty-VIsE -

przed wdrozeniem antybiotykoterapii

(po wykonaniu diagnostyki zgodnej

z obowigzujgcymi standardami),

« badanie przeciwcial anty-VIsE - 6
miesiecy po leczeniu,

« badanie przeciwcial anty-VIsE - 12
miesiecy po leczeniu.

Jednokrotne wykonanie badania Lyme
Trace ELISA nie jest uzasadnione, po-
niewaz pojedynczy wynik nie jest inter-
pretowany jako dodatni czy ujemny. Ce-
lem badania jest monitorowanie poziomu
przeciwcial anty-VIsE, dlatego poleca sie
postepowaé wg powyzszego schematu.

Jezeli chodzi o interpretacje wynikow
badania testem Lyme Trace to uwaza sie,
ze przynajmniej 4-krotny spadek pozio-
mu przeciwcial anty-VISE moze $wiadczy¢
o0 powodzeniu terapii.

Chemokina CXCL13 - marker
aktywnosci neuroboreliozy
Laboratoryjna diagnostyka neurobo-
reliozy opiera sie przede wszystkim na
ocenie wewngtrzoponowej syntezy prze-
ciwcial anty-Borrelia w klasie IgM oraz
IgG. Jest to badanie kluczowe w rozpo-
znaniu choroby, lecz nie powinno by¢ uzy-
wane w celu monitorowania skutecznosci
terapii. Wiadomo, ze syntez¢ przeciwcial
anty-Borrelia w osrodkowym ukladzie
nerwowym obserwuje sie jeszcze przez
pewien czas po skutecznym leczeniu. [6]
narzedziem  monito-
rujacym  aktywnos¢  neuroborelio-
zy jest ocena chemokiny CXCL13
w plynie mozgowo-rdzeniowym (PMR).
Wedlug dostepnych badan opisujacych
odpowiedz immunologiczng w o$rod-
kowym ukfadzie nerwowym (OUN),
chemokina CXCL13 produkowana jest
w plynie moézgowo-rdzeniowym na sa-
mym poczatku neuroboreliozy, a jej zanik
obserwuje si¢ réwnolegle z ustepowaniem

Pomocnym

objaw6w neuroboreliozy.

chemokiny CXCL13
jest narzedziem bardzo pomocnym
w monitorowaniu zdiagnozowanej
wczeéniej neuroboreliozy. Nie powin-
no sie stawia¢ diagnozy jedynie na pod-
stawie poziomu CXCLI13, gdyz jej pod-
wyzszone wartosci obserwuje sie réwniez
w zapaleniu opon mézgowo-rdzeniowych

Badanie



zwigzanym z HIV, infekcjg Streptococcus,
Toksoplazma i w przebiegu stwardnienia
rozsianego.

Podsumowanie

Borelioza jest jedng z najbardziej kon-
trowersyjnych choréb zakaznych w Pol-
sce. Wzrost jej wykrywalnos$ci wiaze sie
przede wszystkim z wicksza $wiadomo-
$cig spoleczenstwa, liczbg wykonywanych
badan laboratoryjnych oraz z szerszym
dostepem do lepszych testéw diagno-
stycznych. Ostatnia dekada zaowocowata
kilkoma istotnymi osiggnieciami nauko-
wymi, ktore przyczynily si¢ do rozwoju
nowych testéw diagnostycznych. Najwaz-
niejsze dotycza dwoch antygenéw - OspC
i VISE.
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Doktadne poznanie struktury OspC
pozwolito opracowa¢ technologie produk-
cji dimerycznego biatka przypominajace-
go posta¢ natywng - tzw. OspC,, . Tak
zaprojektowany antygen pozwala wykry-
wac przeciwciala z wieksza 0 30% swoisto-
$cig. Potwierdzona zostata réwniez wyso-
ka immunogenno$¢ i swoisto$¢ antygenu
VIsE. Dzi$ poznajemy role przeciwcial an-
ty-VIsE w monitorowaniu leczenia.

Ze wzgledu na wysoka specyficzno$é
OspC i VIsE znajduja sie w skladzie anty-
genowym niemal kazdego dostgpnego te-
stu.

W diagnostyce laboratoryjnej neuro-
boreliozy istotng trudno$¢ stanowi za-
wodnos¢ zlotego standardu powszechnie
stosowanego w mikrobiologii — hodow-
li wykonanej z PMR. Badaniem pomoc-

1. C. Probst, A. Ott, T. Scheper, W. Meyer, et al. N-ter-
minal disulfide-bridging of Borrelia outer surface pro-
tein C increases its diagnostic and vaccine potentials.
Ticks and Tick-borne Diseases 3 (2012) 1- 7.

2. M. Philipp, L. Bowers, P. Fawcett et al. Antibody Re-
sponse to IR6, a Conserved Immunodominant Region
of the VISE Lipoprotein, Wanes Rapidly after Anti-
biotic Treatment of Borrelia burgdorferi Infection in
Experimental Animals and in Humans. ] Infect Dis.
2001 Oct 1;184(7):870-8. Epub 2001 Aug 30.

nym, wlaczonym jednoczesnie w kryteria
rozpoznania neuroboreliozy, jest ocena
wewnatrzoponowej syntezy przeciwcial
anty-Borrelia. Swoista odpowiedZ humo-
ralna w OUN jest jednak procesem wy-
magajagcym czasu. Na poczatku neuro-
boreliozy wartos¢ CSQ,, moze nie réznic
sie znaczaco od wartoéci fizjologicznej.
Pomocne w takim przypadku jest bada-
nie chemokiny CXCL13, ktora pojawia
sie znacznie wezesniej i szybko zanika po
skutecznym leczeniu.

Niezaleznie od tego, ile nowych infor-
macji dostarczyta nauka na temat borelio-
zy, kilka probleméw jest nadal nierozwi-
ktanych. Najwazniejszym zadaniem jest
doktadne wyjasnienie roli pozostatych
przeciwcial i ujednolicenie sktadu antyge-
nowego testow réznych producentow. B
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BORELIOZAONLINE.PL — wyszukiwarka laboratoriow
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Baza laboratoriéw pracujgcych zgodnie z rekomendacjami
Polskiego Towarzystwa Epidemiologow i Lekarzy Chordb Zakaznych.

Aktualna lista laboratoriow
w Polsce — doktadny adres
i lokalizacja na mapie.

Wyszukiwanie laboratoriéow,
w ktorych sg wykonywane
konkretne badania.

Odpowiedzi na pytania
pacjentow.
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