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Borelioza z Lyme jest najczesciej wystepujaca na $wiecie choroba
zakaZzna, przenoszona przez kleszcze. Zakazenie to ma charakter
wieloukladowy, w ktérym mozna wyodrgbni¢ kolejne stadia. W
poczatkowym okresie, we wezesnej fazie (I stadium), po kilku dniach lub
tygodniach od chwili zakazenia, pojawia sig rumien wedrujacy, ktéremu
mogg towarzyszy¢ objawy grypopodobne.

Nastepnie dochodzi do zakazenia wielu narzadow 1 uktadow (11 stadium);
pojawiaja si¢ dolegliwosci ze strony osrodkowego lub obwodowego
uktadu nerwowego, uktadu kostno-stawowego lub uktadu krazenia.
Pézna borelioza z Lyme charakteryzuje si¢ nieodwracalnymi zmianami
stawowymi, uszkodzeniem ukladu nerwowego w postaci encefalopatii
Iub uszkodzeniem nerwdw czaszkowych, obwodowych, a takze
przewlektym zanikowym zapaleniem skory. Wielopostaciowos$é
choroby wymaga diagnostyki réznicowej i czgsto sprawia trudnosci w
prawidtowym rozpoznaniu.

Dla utatwienia identyfikacji zakazen jak i dla celéw epidemiologicznych
wprowadzono definicj¢ przypadku boreliozy z Lyme. Pierwsza definicjg
sformutowano w 1991 roku w USA. Obejmowata ona chorych z
rumieniem wedrujacym oraz chorych z co najmniej jednym objawem
boreliozy pdznej i potwierdzeniem rozpoznania klinicznego badaniem
laboratoryjnym [1]. Europejska definicja wprowadzona w 1996 roku jest
szersza niz amerykanska ze wzgledu na wystepowanie w Europie, co
najmniej trzech chorobotwérczych dla czlowicka genogatunkéw B.
burgdorferi sensu lato, tj. B. burgdorferi sensu stricto, B. garini oraz B.
afzeliizwigzane z tym wigksze zréznicowanie objawow choroby [18].

W Europie najczgsciej wystepuja B. garini i B. afzeli, podczas gdy B.
burgdorferi sensu stricto znacznie rzadziej i zwykle w Europie
wschodniej. Zréznicowanie szczepdéw wywolujacych zakazenia na
naszym kontynencie musza by¢ brane pod uwage przy opracowywaniu
nowych testow diagnostycznych, jak PCR oraz antygendow
diagnostycznych do badan serologicznych.  Jest to bardzo wazne
poniewaz w ostatnim czasie wykryto w Europie kolejne, nowe
chorobotworcze genogatunki, B. valaisiana i B. spielmanii.

Antygeny Borrelia burgdorferi sensulato w diagnostyce zakazenia
Swoiste dla B. burgdorferi biatka, ktére moga by¢é wykorzystane jako
antygeny diagnostyczne charakteryzuja si¢ znaczna heterogennoscia.
Wystgpujace w Europie trzy chorobotwdrcze dla czlowieka genogatunki
i jeden w Ameryce Pln mozna podzieli¢ na przynajmniej siedem
serotypow, biorac pod uwagg jedynie zréznicowanie wystepujacych na
powierzchni komoérki swoistych biatek OspA. Odpowiadaja one
podziatowi na genogatunki: B. burgdorferi sensu stricto - serotyp 1, B.
afzeli - serotyp 2, B. garini - serotypy od 3 do 7 [23].

W przypadku bialka OspC, na podstawie roéznic w sekwencji
aminokwasow, wyodrgbniono dotychczas 4 serotypy kretkow [24]. Jest
to biatko wysoce immunogenne, odpowiedzialne przede wszystkim za
weczesng odpowiedz humoralna.

Jednym z najbardziej immunogennych biatek w komorce B. burgdorferi
jest flagelina, biatko wchodzace w sktad wici. Wywoluje ono silng i
wczesng odpowiedz humoralna. Biatko to w poczatkowym i1 koncowym
odcinku tancucha, wykazuje wysoki stopien homologii z sekwencja
aminokwasow flageliny Bacillus subtilis (65%) 1 Salmonella
Typhimurium (56%) [20]. Epitopy charakterystyczne dla gatunku B.
burgdorferi zlokalizowane sa tylko miedzy 129 a 251 aminokwasem.
Koncowa sekwencja tego polipeptydu wykazuje az 80% homologii z
biatkiem flageliny T. pallidum [5].

Obecnie w diagnostyce wykorzystywane sa takze  wysoce
konserwatywne, a jednocze$nie immunogenne epitopy w heterogennych
bialkach wytwarzanych in vivo, jak np. peptyd C6 w biatku VISE czy
analog biatka DbpA(p17).

Podstawa rozpoznania boreliozy z Lyme jest obecno$¢ okreSlonych
objawow klinicznych, potwierdzonych badaniem laboratoryjnym,
wykrywajacym swoiste przeciwciata klasy IgM i/lub IgG dla antygendéw
B. burgdorferi.

Metody diagnostyczne

Prawidtowe rozpoznanie boreliozy z Lyme zalezy od odpowiednio
dobranych metod i antygendéw diagnostycznych, nastgpnie od
prawidlowej interpretacji wynikow.

Powszechnie stosowane testy ELISA sa czule, proste w wykonaniu,
gwarantuja szybkie uzyskanie wyniku nie podlegajacego subiektywnym
ocenom badacza. Niestety ich niska swoisto$¢, wynoszaca 29-71% w.
zaleznoéci od zastosowanego antygenu [11], moze prowadzi¢ do
btednych rozpoznan.

Stosowane testy diagnostyczne do wykrywania boreliozy z Lyme
roznia si¢ migdzy soba antygenem diagnostycznym. W testach pierwszej
generacji byla to cata komorka bakteryjna, stosowana w metodach
immunoenzymatycznych w formie sonikatu lub cala, nienaruszona
komorka w odczynie immunofluorescencji. Ze wzgledu na bardzo matg
swoisto$¢, praktycznie testy tej grupy nie sa juz stosowane.

Zestawy diagnostyczne ELISA stosowane w badaniach
przesiewowych powinny naleze¢ przynajmniej do drugiej generacji,
poniewaz w grupie tej zostata udoskonalona swoisto$¢ i w duzym stopniu
zostaly ograniczone krzyzowe reakcje. Do tej grupy naleza testy, w
ktérych albo antygenem diagnostycznym sa izolowane frakcje biatek
albo stosowana jest wstepna absorbcja kretkami Reitera. Szczepy
uzywane do produkcji antygenu musza wytwarza¢ biatko OspC
umozliwiajace wykrycie swoistej odpowiedzi w klasie IgM oraz DbpA
(decorin binding protein A, dawniej pl7), bedace dominujacym
antygenem w odpowiedzi IgG.

W najnowszej, trzeciej generacji testéw, jako antygeny
diagnostyczne stosowane sa rekombinowane biatka. Dotychczas
otrzymano i sprawdzono pod wzgledem przydatno$ci w diagnostyce
boreliozy z Lyme, biatka p83/100 (wskaznik p6éznej fazy choroby), p41
(flagelina, p41int (wewngtrzna cz¢$¢ czasteczki flageliny o masie 14 000,
nie reagujaca krzyzowo z flageling innych gatunkoéw bakteryjnych),
biatka blony zewngtrznej OspA i OspC i p39. Ostatnie badania wskazuja,
ze dzigki uzupelnieniu antygenu diagnostycznego o rekombinowane
biatka DbpA (p17) i p58, a takze p14, p30, p43 mozna uzyska¢ wigksza
czuto$¢ testu. Ostatnio z powodzeniem w Stanach Zjednoczonych
wprowadzono rekombinowany swoisty antygen VISE i pochodzacy z
niego syntetyczny peptyd C6. Przydatno$¢ tych antygenow zdaja sie
potwierdza¢ badania surowic pochodzacych od europejskich chorych z
rumieniem wedrujacym, ACA 1 zapaleniem stawow. Jednocze$nie
jednak zwraca si¢ uwage na konieczno$é ostroznego przenoszenia
wynikéw badan z USA do Europy ze wzgledu na wystgpujace tu
zrdznicowanie genogatunkow i heterogennos¢ immunodominujacych
epitopow antygenu VISE [6].

W kazdym przypadku, powinny by¢ oznaczone przeciwciala
obu klas. Uzyskanie ujemnego wyniku badania serologicznego we
wezesnej fazie zakazenia nie przesadza o rozpoznaniu. Zalecane jest
powtorzenie badania z nowa probka surowicy po uplywie 4 tygodni od
wystapienia pierwszych objawdw choroby.

Nalezy takze pamigtac, ze swoiste przeciwciala wykrywane sa takze
u 0s6b zdrowych, co moze $wiadczy¢ o bezobjawowym przebiegu
choroby. W zalezno$ci od stopnia narazenia na kontakt z kleszczami
odsetek 0séb z przeciwciatami wynosi od 12% w normalnej populaciji
(krwiodawcy) do okoto 40% w grupach ryzyka np. wérdd lesnikow [3,4].
Obecnos¢ samych przeciwcial, bez objawdw zakazenia, nie moze byc
wskazaniem do leczenia.

W 2000 roku opublikowano, opracowane przez miedzynarodowa
grupe ekspertow, zalecenia dotyczace prawidlowej diagnostyki
laboratoryjnej boreliozy z Lyme (angielska wersja ,MiQ 12 Lyme
Borreliose” dostgpna w internecie na stromnie:
http://www.dghm.org/red/index).

Ze wzgledu na liczne nieswoiste reakcje krzyzowe i falszywie
dodatnie wyniki, ktérych nie mozna byto wyeliminowa¢ w powszechnie
stosowanych testach ELISA, mimo wprowadzania r6znych antygenow
diagnostycznych (sonikat catej komorki, izolowane biatka, antygeny
rekombinowane), zalecana jest obecnie dwustopniowa diagnostyka
serologiczna.
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. Polega ona na oznaczeniu w pierwszym etapie poziomu
przeciwcial potilosciowymi testami ELISA o wysokiej czulosci.
Nastepnie, probki surowic, z ktérymi uzyskano wynik dodatni lub
watpliwie dodatni sa badane jako$ciowa metoda Western-blot o wysokiej
swoistosci, w celu weryfikacji wezesniejszych rezultatdw. Interpretacja
wynikéw badafi ELISA i Western-blot odbywa si¢ wedlug $cisle
ustalonych kryteriow.

Western-blot
Jako test potwierdzajacy Western blot powinien charakteryzowac sig
wysoka, nie mniejsza niz 95% swoistoscia.
Pierwsze kryteria oceny wyniku badania metodqg Western-blot ustalone
zostaty przez Center for Disease Control and Prevention (CDC) w
Atlancie, USA. Interpretacja uzyskanych wynikéw zgodnie z tymi
kryteriami jest czgsto zalecana przez producentdéw testéw i nie rzadko
automatyczniec stosowana na kontynencie europejskim. Moze to
prowadzié¢ do bledéw w rozpoznaniu.
Opracowanie kryteriow oceny wynikéw badan metoda Western-blot
przeprowadzonych u chorych z terenu Europy jest bardziej ztoZone ze
wzgledu na wystgpowanie kilku genogatunkéw chorobotwoérczych na
obszarze tego kontynentu.
Analiza wystgpowania przeciwciat przeprowadzona w ramach programu
EUCALB, wykazata przydatno$¢ nastgpujacych 8 antygenéw w
diagnostyce zakazen B. burgdorferi sensu lato: OspC i p41 dla IgM oraz
p83/100, p58, p4l, p39, OspC, DbpA (pl7) dla IgG, jakkolwiek
wykazano zréznicowane ich znaczenie. Stwierdzono, bowiem ze czuto$é
i swoisto$¢ metody zalezna jest od genogatunku szczepu uzytego jako
antygen diagnostyczny. Waznym elementem jest zastosowanie kryteriow
uwzgledniajacych odpowiedz immunologiczna na antygeny szczepow
najczesciej wystepujacych na danym terenie. Ponadto, przyjeta
interpretacja wynikéw powinna by¢ réwniez powigzana z
charakterystyka objawdow klinicznych stwierdzanych na danym terenie
[13].
Aby poprawnie zinterpretowa¢ wynik badania, potrzebna jest informacja
na temat czasu trwania choroby, z ktérym $cisle zwiazane jest pojawienie
si¢ przeciwcial dla okre$lonych antygenéw. We wczesnej boreliozie
znaczenie ma intensywno$¢ przynajmniej dwoch frakeji biatkowych
(p4110spC)iw zwigzku z tym konieczne jest stosowanie odpowiednich
kontroli wewnetrznych, aby oceni¢ badanie pétilosciowo.
Dostgpne sg testy, w ktérych rozdziatowi poddano albo lizat calej
komorki albo wyselekcjonowane biatka B. burgdoferi produkowane
przezkomorki E. coli w wyniku manipulacji genetycznych.
Zaleta lizatu catej komorki jest mozliwos¢ wykrycia wigkszej liczby
immunogennych frakcji. Wada natomiast to, ze w niektérych
przypadkach trudno jest rozrézni¢ frakcje swoiste od krzyzowo
reagujacych. Zastosowanie jako antygen diagnostyczny w metodzie
immunoblot, szczepu, ktory wytwarza swoiste, immunogenne biatka
wymaga dokladnej standaryzacji i bardzo precyzyjnej indentyfikacji
frakcji biatkowych przy pomocy przeciwcial monoklonalnych.
Na terenie Europy zalecany jest w diagnostyce Western-blot z
antygenami B. afzelii (szczep PKo) poniewaz charakteryzuje sig
najwigksza czutoscia.
Przyjmuje sig, ze jezeli antygenem jest szczep B. afzelii to wynik
immunoblot jest dodatni jezeli przeciwciata IgM reaguja przynajmniej z
jedna frakcjg z posrod: p41 (silna reakcja), p39, OspC, DbpA (Ospl7).
Wraz ze zmiang antygenu diagnostycznego zmieniaja si¢ rowniez
kryteria interpretacji (patrz Tabela I).
Zastosowanie antygendw rekombinowanych ma wiele zalet. Uzycie ich
daje pewnos¢, ze uzyskane reakcje dotycza wylacznie swoistych biatek.
Ponadto, mozliwe jest zastosowanie w jednym tescie swoistych bialek
pochodzacych z réznych genogatunkéw, np. DbpA OspC i BmpA, a
takze swoistych peptydow bedacych fragmentami biatek, ktore w catosci
wywoluja reakcje krzyzowe, jak np. biatko p41 i peptyd p41 int., a takze
antygenow wytwarzanych przez bakterie tylko w warunkach in vivo, jak
DbpA 1 VISE. Ponadto, testy z antygenami rekombinowanymi sg obecnie
lepiej wystandaryzowane niz z lizatem komoérkowym [15].

Inne badania

Podstawa rozpoznania laboratoryjnego boreliozy z Lyme sa badania
serologiczne. Opisywane sg jednak serologicznie ujemne przypadki
choroby. Przyczyna tego zjawiska nie jest wyjasniona, mi¢dzy innymi
ttumaczy sig¢ to mozliwo$ciag powstawania kompleksow
immunologicznych [16]. W zwiazku z tym, jezeli mimo ujemnego
wyniku nadal klinicznie podejrzewane jest zaawansowane stadium
boreliozy, mozna zastosowac inne dodatkowe metody diagnostyczne, jak
np. PCR lub hodowle itp. Maja one takze zastosowanie u chorych z
nietypowym rumieniem wedrujacym, przy podejrzeniu wczesnej
neuroboreliozy, w ktorej nie zostaly jeszcze wytworzone przeciwciata
orazu chorych z obnizona odpornoscia.

PCR

Lancuchowa reakcja polimerazy umozliwia wielokrotne powielanie
okres§lonych, charakterystycznych dla danego drobnoustroju
fragmentéw genomu. W przypadku B. burgdorferi sensu lato, najczesciej
wykrywane sa sekwencje gendéw kodujacych flageling, biatka btony
zewnetrznej (Osp), 16S-RNA i 5S-23S-RNA [14]. PCR jest metoda
bardzo czula, a dolna granica wykrywalnosci wynosi okoto 10-1000
komoérek w badanej probece. Pomimo swych niewatpliwych zalet posiada
jednak szereg ograniczen. Do najwazniejszych nalezy rodzaj materiatu
do badania i stadium choroby, w ktérym zostal pobrany. Materiat
genetyczny krgtkow czgsciej mozna wykry¢ w ostrej fazie choroby nizw
jej okresie przewleklym. DNA kretkéw wykrywa si¢ w okoto 60-70%
wycinkow skory pobranych z rumienia wedrujacego i w okoto 60%
wycinkéw ze zmian typu ACA [14,17,19]. U chorych z rumieniem
wedrujacym DNA B. burgdorferi we krwi stwierdza sig nie czgsciej niz u
okoto 18% chorych, w ptynie mézgowo-rdzeniowym DNA wykrywa sie
w 38% przypadkéw w neuroboreliozie wczesnej 1 w 25% w
neuroboreliozie pdznej [8,9]. W zaleznoséci od stosowanych starterow
czuto$¢ metody PCR w plynie stawowym wynosi od 48% dla starterow
komplementarnych do sekwencji genu 16S rRNA do 96% dla starterow
dla OspA [10]. Na wynik badania moze mie¢ wplyw obecno$¢ w
badanym materiale DNA pochodzacego z komdrek gospodarza, jaki
hamujacy wplyw innych  sktadnikéw  tkankowych takich jak
hemoglobina, heparyna, porfiryny. Ograniczenia te moga prowadzi¢ do
uzyskiwania wynikow fatszywie dodatnich jak i falszywie ujemnych.
Powazny wplyw na otrzymany wynik maja tez metody ekstrakcji DNA,
gdyz ze wzgledu na niewielka liczbg bakterii w badanym materiale moze
dochodzi¢ do strat prowadzacych do fatszywie ujemnego wyniku [14].
Ponadto startery zastosowane do reakcji musza umozliwia¢ amplifikacje
fragmentow DNA charakterystycznych dla wszystkich
chorobotwdrczych i potencjalnie chorobotwérczych genogatunkéw B.
burgdorferi sensu lato z ta sama czutoscia.

Hodowla

Klasyczne postgpowanie w diagnostyce mikrobiologicznej, hodowla i
izolacja czynnika etiologicznego nie spetnia warunkéw wymaganych w
rutynowej diagnostyce. Aby wyda¢ wynik hodowlg kretkéw prowadzi
sie do 3 miesigcy. Uzyskany po tym czasie ujemny wynik nie wyklucza
zakazenia. Kretki B. burgdorferii mozna izolowa¢ ze zmian skoérnych
(bioptaty), plynu mozgowo-rdzeniowego, plynu stawowego i krwi.
Czuto$¢ tej metody w II stadium choroby waha sig od okoto 10 do 30%.
Najczesciej dodatnie posiewy uzyskuje sig z bioptatéw skoéry pobranych
z rumienia (ok. 50-85%), rzadziej z pltynu mézgowo-rdzeniowego (ok.
10%), z chrzastki stawowej; najmniej izolacji uzyskuje si¢ z plynu
stawowego 1 krwi.

Do hodowli kretkéw B. burgdorferii stosowane jest bardzo
bogate podloze BSK (Barbour'a, Stoenner'a, Kelly'ego) i jego rézne
modyfikacje, najczesciej podioze BSK w sktad ktoérego wehodzi ponad
60 sktadnikow, takich jak aminokwasy, witaminy, elektrolity; dodatkowo
jest wzbogacane surowica krolicza (6%) [12]. Inokulum nie moze by¢
mniejsze niz 10 komorek bakteryjnych. Ggstos¢ zawiesiny bakteryjnej w
podtozu BSK-H po inkubacji 14 dni nie przekracza 1010 komorek w 1
ml, a czas migdzy podziatami komérkowymi wynosi okoto 12 godzin. Na

Dodanie do zestawu antygendw biafek DbpA i VISE znacznie zwicksza podfozach statych bakterie te rosng jeszcze wolniej [7].

czutosé testu. We wezesnym stadium choroby, cz¢sto przeciwciala IgG

B.  burgdorferi sa bakteriami powoli rosngcymi na dostepnych

dla VISE pojawiaja sig przed przeciwcialami IgM dla innych obecnie sztucznych podiozach bakteriologiczaych. Ogptymalna

antygenow[21,22].

temperatura wzrostu krgtkéw przy obnizonym poziomie tlenu wynosi
32-370C.
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HodowlaiPCR

W poréwnaniu z zakaZeniami innymi drobnoustrojami, liczba kregtkéw w
dostgpnych do badania probkach materiatu klinicznego jest bardzo mata,
na granicy wykrywalno$ci metoda PCR. Ocenia si¢, ze w plynie
mobzgowo-rdzeniowym liczba tych drobnoustrojow nie przekracza 50
komorek w 1 mL [8], 1 uzyskanie wystarczajacej ilosci DNA kretkow do
amplifikacji metoda PCR jest czgsto niemozliwe. Mozna najpierw
wykona¢ posiew, a nastgpnie po hodowli przez 1-2 tygodnie, poszukiwaé
DNA B. burgdorferi sensu lato metoda PCR. Ma to szczegdlnie
znaczenie w przypadkach klinicznego rozpoznania neuroboreliozy przy
stabej odpowiedzi immunologicznej lub jej braku. Taki sposob
postgpowania z materiatem klinicznym, podnosi znacznie czuto$é
badania diagnostycznego w kierunku boreliozy [2].

Tabela. Interpretacja wyniku badania metoda Western-blot z antygenami
wystepujacych w Europie genogatunkow

Genogatunek* Frakcje antygenowe wykrywane przez przeciwciala klasy:
Ight IgG

B. afzelit Co najmniej jedna frakcja z. Co najmniej dwie frakcje z:
p39, OspC. p17 lub sina reakcja z|p83/100, p58, pd3, p39, p30, OspC, p21, DbpA
aniygenem pd1 7). P4

B. garini Ca najmnie] jedna frakcja z: Co najmniej jedna frakeja z:
39, OspC lub silna reakcja z{p83/100. p38, p30, OspC, p21. DbpA (P17}
antygenem p41

B. burgdorferi Co najmpie; jedna frakeja z: Co naimnie] jedna frakcja z:

sensu stricto p39, OspC, p17 lub siina reakcja z{p83/100, p58, p56, OspC, p21, DbpA (p17)
antygenem p41

Antygeny o najmnie) dwie fraksje z. Co najmniej dwie frakcje z.

rekombinowane p39, OspC, p41 int, p17 lub silna|p83/100, p58, p39, OspC, p41 int, DbpA (p17}
rezkeja z antygenem OspC

* genogatunek, z ktérego przygotowano antygen diagnostyczny
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