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Streszczenie

Borelioza z Lyme ma bogatg symptomatologie i w znacznym odset-
ku przypadkéw moze przypominac wezesne stadia uktadowej cho-
roby tkanki tacznej. Czes¢ pacjentow trafia po wizycie u lekarza POZ
do reumatologa. Reumatolog moze zleci¢ badania autoprzeciwciat
,markerowych” oraz na obecnos¢ przeciwciat bakteryjnych (przeciwko
Borrelia burgdorferi). Odsetek wynikow dodatnich w kierunku B. burg-
dorferi jest znikomy (14,7%), istnieje zatem problem wiarygodnosci
tych wynikoéw.

Seronegatywnos¢ pod wzgledem obecnosci swoistych przeciwciat
dla B. burgdorferi dotyczy ok. 30-40% surowic pacjentéw z podej-
rzeniem boreliozy, tacznie z pacjentami z potwierdzonymi w wywia-
dzie ukaszeniami przez kleszcza i wystapieniem objawu patogno-
monicznego (rumienia wedrujgcego). Mimo ze dysponujemy licznymi
testami bakteriologicznymi, serologicznymi czy molekularnymi
(PCR), diagnostyka boreliozy nastrecza trudnosci i moze prowadzi¢

Summary

Lyme borreliosis is characterized by rich symptomatology which in
a very high percentage resembles early stages of connective tissue
diseases. Some patients after having contactes a physician are
referred to a rheumatologist. The rheumatologist may order a test
for “marker” antibody and a test for presence of anti-bacterial anti-
bodies (anti-Borrelia burgdorferi). Frequency of positive results of anti-
B. burgdorferi is rather low (14.7%), and because of that, there is
a problem of credibility of the above-mentioned test.

Seronegativity, as to the presence of specific antibodies to B. burg-
dorferi, concerns about 40% of sera of the patients with borreliosis,
including patients with confirmed incidents of the tick bite and appear-
ance of the pathognomonic manifestation (migrating erythema).
Despite many bacteriological, serological or molecular (PCR) tests avail-
able, diagnosis of borreliosis causes difficulties and may lead to false
negative or positive results. Authors of this work focused on cases
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do uzyskiwania wynikéw fatszywie ujemnych lub fatszywie dodat-
nich. Autorzy pracy skupili sie na surowicach pacjentéw seronega-
tywnych pod wzgledem przeciwciat dla B. burgdorferi, w ktérych wol-
ne przeciwciata przeciwko B. burgdorferi zostaty zwigzane przez
antygeny kretka i utworzyty krazace kompleksy immunologiczne (KKI).
Celem pracy byta analiza KKI pod katem obecnosci przeciwciat prze-
ciwko B. burgdorferi w trudnych diagnostycznie surowicach pacjen-
téw, u ktorych obraz kliniczny wskazywat na obecnos¢ zakazenia kret-
kiem z rodzaju B. burgdorferi (ryc. 1-7). Badania przeprowadzono na
surowicach 54 chorych z wywiadem wskazujacym na borelioze. Zasto-
sowano nowe metodyczne podejscie do analizy obecnosci swoistych
przeciwciat dla B. burgdorferi—wytracanie i dysocjacje KKI, a nastep-
nie oznaczanie w uzyskanej frakcjiy z osadu PEG przeciwciat swo-
istych dla B. burgdorferi. W 41 surowicach ujemnych w tescie ELISA
wytragcono frakcje y z osadu PEG i powtérnie oznaczono przeciwciata
dla B. burgdorferi. W 82% surowic wykryto obecnos¢ przeciwciat dla
B. burgdorferi, gtéwnie w klasie IgG. Wykonano test potwierdzenia meto-
da Western-blotting i w ponad 50% frakcji y uzyskano potwierdzenie
obecnosci tych przeciwciat, w 22% surowic uzyskano wyniki watpli-
we, w pozostatych 28% frakcji y wystepowaty co najmniej przeciw-
ciata dla antygenu p41. Autorzy majg nadzieje, ze opracowane przez
nich nowe podejécie, po niezbednych dla celéw rutynowej diagnostyki
uproszczeniach, znajdzie zastosowanie w serodiagnostyce boreliozy.
Jest to cel przysztych badan, jakie beda prowadzone w Zaktadzie Mikro-
biologii i Serologii IR przy wspdtpracy z innymi zaktadami.

Wstep

Borelioza z Lyme charakteryzuje sie bardzo bogata symp-
tomatologia i w znacznym odsetku przypadkéw moze przy-
pomina¢ wczesne stadia uktadowej choroby tkanki tacznej.
Typowe objawy (np. ,wedrujace” bole stawowe) wystepuja
w grupie chorych z boreliozg w okreslonym odsetku i dlate-
go czes¢ pacjentdw trafia po wizycie u lekarza pierwszego kon-
taktu do reumatologa. Reumatolog zgodnie ze standardem
diagnostyczno-terapeutycznym [1], po zebraniu wywiadu
i dokonaniu badania podmiotowego, zaleca badania dodat-
kowe: okreslenie parametréw stanu zapalnego (OB, biatko
C-reaktywne, leukocytoza), a takze badania serologiczne w celu
wykazania obecnosci przeciwciat charakterystycznych dla cho-
réb reumatycznych [2, 3]. Objawy obserwowane u chorych przy-
pominajg seronegatywne zapalenia stawéw badz atypowe
reumatoidalne zapalenie stawdw (gosciec palindromiczny),
co przy braku przeciwciat,,markerowych” prowadzi do zdia-
gnozowania niezréznicowanej choroby tkankitacznej. U tych
chorych w celu réznicowania choréb tkanki tacznej, np. w odczy-
nowym zapaleniu stawdw, powinno sie oznaczy¢ przeciwciata
przeciw antygenom bakteryjnym (Salmonella, Yersinia, Chla-
mydia, a takze Borrelia burgdorferi) [4].

Z przeprowadzonych i opublikowanych w Zaktadzie
Mikrobiologii i Serologii IR badan wynika, ze przeciwciata
dla B. burgdorferi wykrywane sa w 14,7% surowic badanych
w celu wykluczenia choroby z Lyme i potwierdzane w > 80%
dla klasy 1gG i w ok. 50% dla klasy IgM [5].

U znacznej wiekszosci chorych z podejrzeniem boreliozy
(z wyjatkiem tych przypadkdw, w ktérych pacjent sam zgta-

of patients with sera seronegative for antibodies to B. burgdorfer,
where free antibodies have been probably bound to bacterial anti-
gens, forming circulating immune complexes (CIC). The goal of the
researches was to analyse composition of CIC for the presence of anti-
bodies to B. burgdorferiin sera of patients difficult to diagnose, where
the clinical syndromes suggested the infection with B. burgdorferi
(Fig. 1-7). The researches covered sera of a group of 54 patients with
suspected borreliosis. A new methodological approach to analysis of
the antibodies specific to B. burgdorferi was applied. This method is
based on precipitation and dissociation of CIC, and estimation in pre-
pared fraction of antibodies specific to B. burgdorferi|n 41 sera neg-
ative in the ELISA test, ay fraction from PEG sediment was obtained
and in prepared y fraction antibodies against B. burgdorferi antigens
were estimated. In 82% of sera, such antibodies were found, main-
ly in the IgG class. The confirmatory Western-blot test was applied
and in 50% of tested fraction, the presence of specific anti-B. burg-
dorferi antibodies was confirmed, in 22% — equivocal results were
obtained and in the remaining 28% — antibodies to antigen p41 were
found. Authors conclude that this new methodological approach that
they developed, after simplification necessary for routine diagnosis,
may be useful in sero-diagnosis of borreliosis and will diminish the
percentage of false negative results in a significant way.

sza fakt ukagszenia przez kleszcza lub gdy chory nalezy do
grupy zwiekszonego ryzyka boreliozy, np. pracownicy
lesni) serodiagnostyka choroby z Lyme konczy sie na ujem-
nym wyniku badania skriningowego metoda ELISA lub na
braku potwierdzenia dodatniego wyniku testu ELISA
testem Western-blotting. Test Western-blotting wykony-
wany jest w celu potwierdzenia wystepowania swoistych
przeciwciat dla B. burgdorferi[6]. Technika ta pozwala na
wykrycie przeciwciata klas IgM i 1gG dla wybranego zesta-
wu antygenow o wysokiej swoistosci dla B. burgdorferi. Jest
to metoda kosztowna i trudna w wykonaniu, ale charak-
teryzuje sie duza czutoscia i swoistoscia. Jej wada sa roz-
nice w interpretacji wynikéw w poszczegélnych laborato-
riach oraz niedostateczna ich powtarzalnosc.

W praktyce diagnostycznej nalezy bra¢ pod uwage moz-
liwos¢ uzyskania wynikéw fatszywie dodatnich badz fat-
szywie ujemnych. Do czestych przyczyn wynikéw fatszywie
dodatnich naleza reakcje krzyzowe, hipergammaglobuli-
nemia w przebiegu choréb autoimmunologicznych oraz ogra-
niczenie diagnostyki do testéw skriningowych, czyli bez prze-
prowadzania testéw potwierdzenia. U podtoza wynikéw
fatszywie ujemnych moze leze¢ zbyt wczesnie przepro-
wadzona diagnostyka (kiedy pacjent znajduje sie jeszcze
w tzw. okienku serologicznym), a takze defekt immunolo-
giczny u pacjenta, lokalna produkcja przeciwciat, np. w pty-
nie mézgowo-rdzeniowym. Réwniez szeroko rozpo-
wszechnione stosowanie antybiotykoterapii w poczatkowym
stadium choroby moze spowodowac ostabienie odpowie-
dzi humoralnej i w rezultacie zafatszowanie wynikéw
badan serologicznych.

Reumatologia 2011; 49/5



330

Karolina Migskiewicz, Ewa Walczak, Katarzyna Roguska i wsp.

surowica
wytracanie PEG-600
supernatant
po PEG osad PEG
(KKI)

supernatant po frakgji y A/i

wytracanie w pH 3,5 frakeji y
(nasyconym siarczanem amonu)

frakcja y z osadu PEG

rozpuszczenie w PBS
neutralizacja do pH = 7,4
wirowanie

0zNnaczono:
swoistos¢ przeciwciat

biatko

Ryc. 1. Metoda wytracania i dysocjacji surowiczych krazacych komplekséw immunologicznych (KKI).
Fig. 1. The method of precipitation and dissociation of circulating immune complexes (CIC) from patients’ sera.

Jedna z mozliwych przyczyn seronegatywnosci moze
by¢ sekwestracja przeciwciat w krazace kompleksy immu-
nologiczne (KKI) [7]. W niniejszej pracy autorzy skupili sie
na chorych seronegatywnych pod wzgledem przeciwciat
dla B. burgdorferi, u ktérych wolne przeciwciata przeciw-
ko B. burgdorferi prawdopodobnie zostaty zwigzane przez
antygeny kretka i utworzyty KKI.

Analogiczna sytuacja wystepuje w 10-15% surowic
pacjentow z podejrzeniem uktadowej choroby tkanki
tacznej, gdzie przy dodatnich mianach ANA (czasem
nawet bardzo wysoko dodatnich > 1/1280) wynik testu
potwierdzenia metodg Western-blotting byt ujemny
(ewentualnie nieproporcjonalnie niski w stosunku do
miana ANA) przy réwnoczesnie obserwowanej komplek-
semii [8]. W pracy Palacz i wsp. wykazano, ze w ponad 80%
surowic ANA-dodatnich, w ktorych test potwierdzenia meto-
da Western-blotting wypada negatywnie, obecne sg auto-
przeciwciata ,,markerowe” we frakcji y z osadu PEG-6000,
tj. we frakcji, w ktorej obok makroglobulin surowiczych
wystepuja takze KKI [9].

Celem pracy byta analiza krazacych kompleksow
immunologicznych pod katem obecnosci przeciwciat prze-
ciwko B. burgdorferi w trudnych diagnostycznie surowicach
pacjentéw, u ktérych wywiad i obraz kliniczny wskazywat
na obecnos¢ zakazenia kretkiem z rodzaju Borrelia sp.

Materiat i metody

Badania na obecnos¢ przeciwciat dla antygendw B. burg-
dorferi przeprowadzono na 54 surowicach pobranych od
pacjentéw z podejrzeniem boreliozy, skierowanych do Zakta-
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du Mikrobiologii i Serologii IR w celu oznaczenia poziomow

przeciwciat dla B. burgdorferi.

W surowicach oznaczano nastepujgce parametry:

1) poziomy przeciwciat przeciwko antygenom B. burgdor-
feri oznaczano metoda ELISA (testem Borrelia 1gG/IgM
recombinant), firmy Biomedica,

2) jako test potwierdzenia stosowano test Western-blot-
ting (test recomLine Borrelia 1gG/IgM), firmy Biomedi-
ca, ocene wynikow testu Western-blotting wykonywa-
no na podstawie zatgczonej do testu sumarycznej
skali oceny (punktowa) dla poszczegdlnych przeciwciat,

3) poziom KKI oznaczano metoda ELISA (Clq — CIC kit) fir-
my Quidel (USA),

4) frakcje wzbogacong w KKI uzyskiwano metoda wytra-
cania glikolem polietylenowym o ciezarze czasteczko-
wym 6000 Da (PEG-6000) wg Swierczyhskiej i wsp. [9],

5) frakcje z osadéw PEG-6000 uzyskiwano przez wytracenie
nasyconym roztworem siarczanu amonu w pH 3,5 (sto-
sowanym do dysocjacji KKI) wg metody wtasnej [10],
schemat metody przedstawiono na rycinie 1,

6) biatko we frakeji i osadach PEG-6000 oznaczano spek-
trofotometrycznie metoda wg Kalckara [11].

Wyniki

W 54 surowicach przystanych do Zaktadu Mikrobiolo-
gii i Serologii w celu oznaczenia przeciwciat dla Borrelia burg-
dorferi z powodu podejrzenia choroby z Lyme (boreliozy)
wykonano test ELISA (traktowany jako test skriningowy),

a nastepnie w przypadku wyniku pozytywnego dla kt6-
rejkolwiek z klas I1gM lub 1gG w zaleznosci od uzyskanego
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Ryc. 2. Czestos¢ wystepowania przeciwciat przeciwko
antygenom Borrelia burgdorferi oznaczone w suro-
wicach metoda ELISA w grupie 54 surowic.

Fig. 2. Percentage of anti-Borrelia burgdorferi
antibodies in sera of 54 patients determined by the
ELISA method.

poziomu przeciwciat przeciwko B. burgdorferi wykonano
test potwierdzenia metoda Western-blotting. Wyniki
przedstawiono na rycinie 2. Dla pierwszych 54 surowic bez-
posrednio wynik pozytywny (metoda ELISA) uzyskano dla
13 badanych surowic, w klasie IgG-5 i w klasie IgM-8. Zgod-
nie z przyjeta procedura analityczna dla surowic seropo-
zytywnych pod wzgledem przeciwciat dla antygenow
B. burgdorferi wykonano test potwierdzenia metoda
Western-blotting i w przypadku 6 surowic (co stanowi 46%)
uzyskano potwierdzenie.

W odniesieniu do pozostatych 41 seronegatywnych
surowic zastosowano procedure opisana w metodyce
(patrz ryc. 1), polegajaca na wytraceniu z surowic glikolem
polietylenowym o ciezarze czasteczkowym 6000 Da frak-
cji wysokoczasteczkowej, w ktorej zlokalizowana jest
(oprécz innych makroagregatow) takze frakcja krazacych
komplekséw immunologicznych, zdysocjowana w osadzie
PEG-6000 i nastepnie poddana wytraceniu frakcja 7.
W tak uzyskanej frakcjiy z KKI powtérnie oznaczono meto-
da ELISA obecnos¢ przeciwciat dla antygendw B. burgdorferi.
Wyniki oznaczania obecnosci przeciwciat dla B. burgdor-
feri przedstawiono na rycinie 3.

We frakcjiy z osadu PEG z 8 surowic (co stanowi ok. 20%)
nie stwierdzono obecnosci przeciwciat dla B. burgdorferi
(wartosci graniczne 11 BBU — Borrelia burgdorferi Units).
W pozostatych 33 osadach (80,5%) uzyskano wyniki
powyzej wartosci cut off (Srednia dla grupy dodatniej wyno-
sita 16,5 BBU). Stwierdzono, ze w 82% (27 surowic) osa-
déw obecne byty przeciwciata w klasie IgG, w 15% (5 suro-
wic) obecne byty przeciwciata dla klasy 1gG i IgM i tylko w 3%

$.= 41

surowice ujemne
19,5 % (n = 8)

surowice dodatnie
80,5% (n =33)

| surowice dodatnie [ surowice ujemne

Ryc. 3. Czgstos¢ wystepowania przeciwciat prze-
ciwko antygenom Borrelia burgdorferi we frakcji y
z osadu PEG oznaczone metoda ELISA z grupy
41 surowic (seronegatywnych w tescie ELISA).
Fig. 3. Percentage of anti-Borrelia burgdorferi
antibodies iny fraction from PEG sediment indicated
in a group of 41 sera determined by the ELISA
method (seronegative in the ELISA test).

$,.=33
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-

m klasa IgG
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Ryc. 4. Czestos¢ wystepowania przeciwciat (klasa
IgG i IgM) dla antygenéw Borrelia burgdorferi wykry-
wanych we frakcji y z osadu PEG-6000 metoda
ELISA w grupie 33 seronegatywnych surowic.
Fig. 4. Percentage of anti-Borrelia burgdorferi anti-
bodies (IgG and IgM class) determined iny fraction
from PEG sediment done by the ELISA method in
a group of 33 seronegative sera (by the ELISA
method).

(1 surowica) osadéw przeciwciata w klasie IgM. Czestos¢
wystepowania przeciwciat dla antygendw B. burgdorferidla
klasy 1gG, IgM oraz IgG i IgM przedstawiono na rycinie 4.

W tej grupie, tj. w grupie frakcji y z osadu PEG, gdzie
stwierdzono poziomy przeciwciat od podprogowego (+/-)
do wysokiego (tj. > 20 BBU), wykonano test potwierdzenia
metoda Western-blotting. Wybrane przyktady Western-blot-
téw, dla ktérych uzyskano potwierdzenie obecnosci swo-
istych przeciwciat dla B. burgdorferi, przestawiono na ryci-
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Ryc. 5. Wybrane przyktady Western-blotéw wykonane jako test potwierdzenia obecnosci przeciwciat prze-
ciwko antygenom Borrelia burgdorferi we frakcji y z osadu PEG.
Fig. 5. Selected examples of Western-blots done as a confirmatory test for the presence of anti-Borrelia burgdor-

feri antibodies in fraction vy from PEG sediment.

nie 5, a czestos¢ wystepowania przeciwciat dla poszcze-
golnych antygenoéw B. burgdorferi klasy 1gG i I1gM na
rycinie 6.

W klasie 1gG dominowaty przeciwciata dla antygenow:
p41(36,6%), OspC (18,3%), p18 (11%), p100 (14,6%), a cze-
stos¢ obecnosci przeciwciat dla pozostatych czterech
antygendw waha sie od 1% do 6%. Czestos¢ wystepowa-
nia przeciwciat we frakcjiy z osadu PEG dla poszczegélnych
antygendw B. burgdorferi (dla klasy IgM) nie réznita sie istot-
nie od czestosci wystepowania surowiczych przeciwciat dla
klasy IgG, ale z uwagi na matg liczbe (5 przypadkdéw) frak-
cji y dodatnich w klasie IgM, danych nie umieszczono
w tabeli. Porownano takze zaleznos¢ liczby wynikéw dodat-
nich (%) we frakcji y z osadu PEG-6000 w zaleznosci od
ilosci biatka w tym osadzie (ryc. 7). W grupie frakcjiy z osa-
du PEG, gdzie uzyskano wartosci przeciwciat dla B. burg-
dorferiwyzsze od 15 BBU, uzyskano 50% potwierdzen, nato-
miast w pozostatych obu grupach (stabo dodatnie i +/-)
uzyskano odpowiednio 47,8%. Odsetek wynikéw dodat-
nich dla przeciwciat przeciwko B. burgdorferi we frakcjiy
z osadu PEG nie korelowat z poziomami krazacych kom-
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plekséw immunologicznych, tj. ze stezeniem biatka we frak-
cjiy z osadu PEG.

Dyskusja

O tym, Ze serodiagnostyka boreliozy jest trudnym pro-
blemem, nie trzeba juz wtasciwie nikogo przekonywad;
wiedza o tym zaréwno lekarze, jak i pacjenci, a w szczegdl-
nosci diagnosci laboratoryjni zajmujacy sie serodiagnostyka
choréb zakaznych. Posrednio Swiadcza o tym liczne publikacje
badan eksperymentalnych oraz przegladowych dotyczacych
tego zagadnienia, takze w pismiennictwie polskim [12, 13].

Prawidtowo prowadzona serodiagnostyka choroby
z Lyme powinna bra¢ pod uwage bardzo wiele czynnikéw,
ktérych nieuwzglednienie powoduje pojawienie sie bted-
nych wynikow badan serologicznych (zaréwno fatszywie
dodatnich, jak i fatszywie ujemnych). Prowadzi to w kon-
sekwencji do niepotrzebnej, nieobojetnej dla organizmu
pacjenta antybiotykoterapii w przypadku wynikéw fatszywie
dodatnich lub, co gorsza, w przypadku wynikéw fatszywie
ujemnych do zaniechania terapii lub ewentualnie tylko
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Ryc. 6. Czestos¢ wystepowania przeciwciat dla
poszczegblnych swoistosci Borrelia burgdorferi
oznaczone metoda Western-blott we frakcji y z osa-
du PEG.
Fig. 6. Percentage of antibodies to particular spe-
cific antibodies to Borrelia burgdorferi determined
by the Western-blot method in y fraction from PEG
sediment.

leczenia objawowego pacjenta z pominieciem eradykacji
czynnika etiologicznego, jakim jest kretek Borrelia burg-
dorferi sensu lato [dane nieopublikowane, 14].

Serodiagnostyka choréb reumatycznych i zakaznych
opiera sie na potwierdzeniu obecnosci tzw. przeciwciata
~markerowego” (ewentualnie grupy przeciwciat) o wyso-
kiej swoistosci w stosunku do antygenu potencjalnego czyn-
nika etiologicznego. Ponadto wartos¢ diagnostyczng prze-
ciwciata ,,markerowego” zwieksza korelacja jego pozioméw
ze stanem klinicznym (nasileniem objawdéw), duza zas dyna-
mika miana pozwala wnioskowa¢ o skutecznosci zasto-
sowanej terapii [15].

W chorobach zakaznych izotyp (klasa IgM czy 1gG) swo-
istego przeciwciata jest wskaznikiem fazy badz aktywno-
Sci zakazenia, ale juz nie jest wskaznikiem pozwalajgcym
rozrozni¢ fazy aktywnego zakazenia od zakazenia prze-
bytego w przesztosci, zwtaszcza w przypadku zakazenia
B. burgdorferi [6].

Wyniki fatszywie dodatnie sg czesto efektem ,,mimi-
kry antygenowej”, czyli podobienstwa antygenowego,
ktéra jest zjawiskiem dos¢ powszechnym wsrod czynnikdw
zakaznych i prowadzi do wystepowania w krazeniu prze-
ciwciat reagujacych krzyzowo. Zjawisko to jest szczegolnie
nasilone w przypadku B. burgdorferi, gdyz przeciwciata
reagujace krzyzowo z niektérymi antygenami B. burgdor-
feri wystepuja takze w przypadku zakazenia Treponema pal-
lidum, Ehrlichia czy wirusami Herpes [6]. Z innych przyczyn
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Ryc. 7. Porébwnanie stezenia biatka we frakcji y
z osadu PEG (kolor niebieski) z ,,mocg” blotu (wyra-
zong w punktach umownych — kolor czerwony).
Fig. 7. Comparison of the protein concentration in
the y fraction from PEG sediment (blue colour) with
results received by the Wester-blots (expressed in
relative points — red colour).

nalezy wymieni¢ hipergammaglobulinemie w przebiegu cho-
rob z autoimmunizacji.

Szczegoblnie czesta przyczyng wynikéw fatszywie
dodatnich dotyczgcg testéw skriningowych jest brak
standaryzacji metody oznaczania przeciwciat B. burgdor-
feri, co prowadzi przy poréwnaniu duzych grup surowic do
> 30% rozbieznosci w ocenie seropozytywnosci analizo-
wanych surowic badanych réznymi testami [13, 16].

Przyczyn wystepowania wynikow fatszywie ujem-
nych jest wiecej i sa one zréznicowane. Pierwszg i pod-
stawowg przyczyna jest zbyt pospieszne wykonywanie
badar przed serokonwersjg (w tzw. okienku serologicznym).
Innymi mozliwymi przyczynami moga by¢: nieuwzgled-
nienie stanu uktadu odpornosciowego pacjenta (nadre-
aktywnos¢ jako wynik defektu uktadu odpornosciowego),
zdolnosci do wewnatrzkomdrkowego przezycia kretkow (czy
ich form przetrwalnych) lub lokalnej syntezy przeciwciat
(ptyn modzgowo-rdzeniowy, ptyn stawowy) [6]. Zwykle
szybkie zastosowanie antybiotykoterapii takze moze
znacznie ostabi¢ powstawanie swoistej odpowiedzi immu-
nologicznej, a tym samym przyczyni¢ sie do wzrostu
seronegatywnosci pomimo obecnosci objawdéw klinicznych
choroby. Wyniki oznaczania swoistosci przeciwciat wyko-
nane testami Western-blotting we frakcji y w petni potwier-
dzity stusznos¢ oczekiwan autoréw bazujacych na doswiad-
czeniach z seronegatywnymi surowicami u chorych
z uktadowymi chorobami tkanki tacznej [8].

Uzyskane metoda Western-blotting potwierdzenie
obecnosci przeciwciat dla B. burgdorferi w 50% ujemnych
surowic jest wynikiem bardzo obiecujacym, gdyz w spo-
sob radykalny zmniejsza liczbe surowic, w ktérych uzy-
skujemy wyniki fatszywie ujemne.

Dodatkowym potwierdzeniem faktu, ze przeciwciata
przeciwko B. burgdorferi (wystepujace w KKI) sa efektem

Reumatologia 2011; 49/5



334

Karolina Migskiewicz, Ewa Walczak, Katarzyna Roguska i wsp.

zwigzania wolnych przeciwciat w KKI, jest homologia
swoistosci dla poszczegélnych antygendw B. burgdorferi
w surowicach i we frakcjach yz tych samych surowic. Ten
zaskakujaco dobry wynik jednak niewiele wnosi do naszej
wiedzy o strukturze i sktadzie samych komplekséw, ponie-
waz ta metoda wytracone sa z surowic nie tylko KKI, ale
takze agregaty immunoglobulin oraz niektére makroglo-
buliny surowicze. Stad metoda ta nalezy do tzw. nieswo-
istych antygenowo metod wykrywania KKI.

Opisane doswiadczenia, majace na celu wyjasnienie
przyczyn seronegatywnosci, powinny by¢ uzupetnione ana-
liza sktadu antygenowego metodami antygenowo swo-
istymi, to jest takimi, ktére pozwalaja ustali¢ rzeczywisty
sktad antygenéw wystepujacych w KKI.

Takie postepowanie potwierdzitoby w sposéb jedno-
znaczny wiarygodnos¢ zaproponowanych metod i z uwa-
gi na prostote metodyczna tego podejscia do analizy skta-
du KKI umozliwitoby wprowadzenie tej techniki do
diagnozowania surowic ,,trudnych” z punktu widzenia ana-
litycznego. Bedzie to przedmiotem dalszych badan pro-
wadzonych przez zespét autordw.

Whnioski

Mozna zatem zaproponowac, przyjmujac przedstawione
zatozenia, zmiane podejscia do serodiagnostyki boreliozy
z Lyme:

1) serodiagnostyka boreliozy rozpoczyna sie testem skri-
ningowym (immunofluorescencja posrednia lub
ELISA), a wyniki dodatnie nalezy potwierdzi¢ testem
Western-blotting;

2) wynik negatywny testu ELISA nie rozstrzyga o braku cho-
roby z Lyme;

3) mozliwa jest sekwestracja przeciwciat w KKI i dlatego
nalezy wytracic je glikolem polietylenowym (PEG-6000)
i w osadzie lub we frakcjiy po PEG powtérnie wykonac
test Western-blotting.

Zastosowanie ww. procedury w 50-80% wynikow
ujemnych w tescie ELISA (jesli obecne sg KKI) potwierdza
obecnosci przeciwciat dla antygendw B. burgdorferi we frak-
cjiy z osadu PEG-6000.
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