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W pracy przedstawiono wyniki uzyskane za pomocg dwoéch testbw ELISA do
wykrywania przeciwciat IgM i 1gG przeciwko Borrelia burgdorferi, wykonane
w dwdch grupach badanych: 96 os6b podejrzanych o borelioze i 48 osob podaja-
cych w wywiadzie liczne poktucia przez kleszcze. Wykazano wiekszg wykrywal-
nos¢ przeciwciat klasy IgM przy uzyciu testu wykorzystujgcego rekombinowane
antygeny kretka.

Pierwszy w Polsce przypadek serologicznie potwierdzonej boreliozy zostat opisa-
ny w 1987 roku przez Januszkiewicza i Kiede (3). Obecnie dzieki duzej dostepnosci
komercyjnych testéw diagnostycznych mozliwa stata sie wczesna diagnostyka choro-
by z Lyme, chociaz w wielu watpliwych przypadkach interpretacja wynikdéw nadal
sprawia klinicystom wiele trudnosci.

Teoretycznie do potwierdzenia zakazenia Borrelia burgdorferi mozna uzy¢ Kilku
metod:

1. techniki mikroskopowej (wykrycie kretkbw w badanym materiale) (6)
2. hodowli kretkow z badanego materiatu (4, 6)
3. iloSciowych testow serologicznych wykrywajacych specyficzne przeciwciata IgM

i 1gG przeciwko B. burgdorferi (1)

4. jakosciowych testow serologicznych wykrywajacych specyficzne przeciwciata IgM

i 1I9G wykorzystujgce technike Western biot (2)

5. badania polimerazowej reakcji tancuchowej (PCR).

Zarowno mikroskopowe badanie jak i hodowla nie sg przeznaczone do rutynowej
diagnostyki boreliozy. Mikroskopowa identyfikacja kretka wymaga specjalnej tech-
niki barwienia preparatu, natomiast hodowla na pozywkach trwa do kilku tygodni
z powodu dtugiego cyklu reprodukcyjnego bakterii.

Rutynowa diagnostyka boreliozy opiera sie wiec na okreslaniu poziomu specy-
ficznych przeciwciat klasy IgM i 1gG gtownie we krwi, ptynie mdzgowo-rdzeniowym,
ptynie stawowym. Do najczesciej stosowanych metod nalezg: odczyn immunofluores-
cenq'i posredniej (IF) oraz odczyn immunoenzymatyczny ELISA. W wigkszosci tes-
tow jako antygendw uzywa sie ,rozbitych” ultradZzwiekami catych kretkéw Borrelia



258 M. Kondrusik i inni Nr 3

burgdorferi, a rézne ich szczepy stuza do wzbogacania gamy antygenowej testow.
Porownanie czutosci i specyficznosci oferowanych testow jest czeto ograniczone z po-
wodu standaryzacji metod, roznie ustalanych wartosci granicznych oraz réznic
w probkach kontrolnych stuzacych do ustalania wartosci przyjetych za negatywne.

Wyniki falszywie ujemne w boreliozie mogg by¢ skutkiem zbyt wczesnego bada-
nia tj. przed pojawieniem sie swoistych przeciwciat lub tez oznaczania przeciwciat
tylko w surowicy w przypadku neuroboreliozy, gdzie przeciwciata mogg byé obecne
tylko w plynie mdzgowo-rdzeniowym. Podwyzszenie czutosci testow mozliwe jest
poprzez zastosowanie techniki ,wychwytujacej” specyficzne IgM oraz przez uzycie
izolowanych protein kretkéw jako antygendw (antygen rzeskowy 41 kDa odpowiada
za wczesng produkcje IgM).

Fatszywie dodatnie wyniki obecnos$ci przeciwciat przeciwko Borrelia burgdorferi
w klasie IgM mogga dotyczy¢ pacjentéw z dodatnim czynnikiem reumatoidalnym lub
ostrg infekcje wirusem Epstain-Barr. Zakazenia innymi kretkami mogg dawac reakcje
krzyzowe.

Testy Western biot wykazujg wiekszg specyficznos¢ niz testy ELISA i sg prze-
znaczone do weryfikacji wynikéw falszywie dodatnich.

Technika PCR jest najczulszag metodg wykrywajaca kretki Borrelia burgdorferi
jednak ze wzgledu na wysokie wymagania techniczne dostepno$¢ tego badania jest
ograniczona.

Celem pracy byfa poréwnawcza ocena wykrywalnosci przeciwciat w klasie IgM
i 1gG przeciwko Borrelia burgdorferi przy pomocy dwoéch rodzajéw testéw immuno-
enzymatycznych (ELISA): VIRO ELISA-Test anti-i2om?/;a-IgM i 1gG oraz Borrelia
burgdorferi IgM i IgG Recombinate Antigene.

MATERIAL | METODY

Zbadano obecnos$¢ przeciwciat IgM w 96 probkach surowic uzyskanych od pa-
cjentéow podejrzanych o chorobe z Lyme, w tym 54 (56%) mezczyzn i 42 (44%)
kobiet. Chorzy ci zgtaszali poktucie przez kleszcze w okresie ostatnich dwdch miesie-
cy oraz w wielu przypadkach pojawienie sie dolegliwosci takich jak: stany goragcz-
kowe, béle glowy, stawdw oraz obecno$¢ rumienia na skorze.

Poszukiwanie przeciwciat przeciwko B. burgdorferi wykonano w surowicy 48 pra-
cownikéw le$nych - mezczyzn, ktérzy mimo ze zgtaszali wielokrotne poktucia przez
kleszcze w ciggu ostatnich dwaéch lat nie podawali dolegliwosci, ktdrych wystagpienie
taczyliby z tym faktem.

Obecnos¢ przeciwciat przeciwko B. burgdorferi IgM i IgG badano w surowicach
réwnolegle przy uzyciu dwoch rodzajow testbw immunoenzymatycznych ELISA.

1. Test I-VIRO ELISA -Test anti Borrelia-IgM i 1gG firmy Viro-Immun Lat
Diagnostika GmbH, w ktdrym role antygendw spetniaty fragmenty kretkéw Borrelia
burgdorferi - szczepow europejskich. Jakosciowe oznaczenie przeciwciat IgM oraz
ilosciowe oznaczenie miana IgG wykonano wedtug instrukcji producenta przy uzyciu
surowic rozcienczonych 1:100, odczytujgc ekstynkcje probek w spektrofotometrze
firmy METERTECH Inc. przy dtugosci fali 450 nm. Przy oznaczaniu miana IgG
korzystano z diagramu wykreslonego na podstawie kontrolnych prébek surowic
z danymi przez producenta mianami.
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2. Test Il - Borrelia burgdorferi IgM i IgG Recombinente Antigene firm
BIOMEDICA Ges.m.b.H gdzie wykorzystano antygeny rekombinowane uzyskane
droga inzynierii genetycznej. Dla testu IgM byty dwa antygeny: p21Da (wykazujacy
czutos¢ we wczesnej fazie zakazenia) oraz pochodny antygenu p4Da-flageliny antygen
p4l i kDa - uzyskany z wewnetrznej czesci flageliny. Natomiast w tescie 1gG,
oprécz tych dwéch, zawarty byt takze antygen plOOkDa (charakteryzujacy sie
czutoscig w poOznej fazie zakazenia). Ten jakosSciowy test ELISA zostat wykonany
wediug zalecern producenta przy uzyciu prébek surowic w rozcienczeniu 1:100,
a ekstynkcja zostata odczytana przy pomocy spektrofotomeru firmy METERECH
Inc. przy diugosci fali 450 nm.

WYNIKI | OMOWIENIE

WsSrdd 96 pacjentéw, ktéorym wykonano oznaczenia przeciwciat IgM przeciwko
B. burgdorferi, w 5 przypadkach stwierdzono dodatnie wyniki w obu testach, nato-
miast az w 25 przypadkach dodatnie wyniki uzyskano przy uzyciu zestawu Il przy
ujemnych wynikach przy zastosowaniu zestawu I. U wszystkich tych 25 chorych
w powigzaniu z obrazem klinicznym rozpoznano borelioze. U 21 chorych przebiegata
ona jako erythema chronicum migrans, u 3 chorych rozpoznano Lyme meningitis,
u 1-go chorego Lyme arthritis.

Wsrod oséb zgtaszajacych liczne poktucia przez kleszcze w oznaczaniu przeciwciat
IgG przeciwko B. burgdorferi w 2 przypadkach roéwnolegle uzyskaliSmy dodatnie
wyniki w dwéch testach; w 1 przypadku przy dodatnim wyniku w teScie Il wynik byt
ujemny w tescie | oraz w 3 przypadkach przy ujemnym wyniku w tescie Il, w tescie
| stwierdzono wyniki dodatnie (tab. I).

Tabela . Poréwnanie wynikéw uzyskanych w tescie | i 11



260 M. Kondrusik i inni Nr 3

w 30 surowicach (31,2%) na 96 badanych wykazano obecno$¢ przeciwciat przeciwko
B. burgdorferi, podczas gdy zestawem VIRO ELISA Test a.nf-Borrelia-IgM ich obec-
nos¢ byta wykazywana w 5 (5,2%) przypadkach.

- Nie wykazano istotnej réznicy w wykrywalnosci przeciwciat przeciwko B. bur
dorferi IgG miedzy dwoma stosowanymi testami.
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THE COMPARISON OF TWO SEROLOGIC ELISA TESTS IN DIAGNOSIS
OF LYME DISEASE

SUMMARY

The purpose of this work was to evaluate detection of antibodies IgM and 1gG against
B. burgdorferi. We examined presence of IgM in 96 serum samples from patients suspected of Lyme
disease. We looked for 1gG in serum samples of 48 forest workers who submited frequent tick bites
in last two years. Among 96 patients whose sera were examined we had positive results in both tests
in 5 cases and in 25 cases positive results were achieved only in test Il. In 48 serum samples which
we examined for presence of 1gG in 2 cases positive results were in both tests, in 1 case positive in
test 1l and negative in test | in 3 cases positive result in test | and negative in test Il. According to
these results we drew following initial conclusions: 1) obtained results testify better sensivity and
specifity of test 1l which consists of recombinant antigenes of Borrelia burgdorferi, 2) no essential
difference was shawn in detection 1IgG among two used tests.
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