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in the course of Lyme disease

STRESZCZENIE

Problem seronegatywnosci, jesli chodzi o obecnosé swoistych przeciwciat dla Borre-
lia burgdorferi (B. bg.), dotyczy od okofo 40% surowic pacjentow z podejrzeniem bore-
liozy z Lyme — wtaczajac w to pacjentow z potwierdzonymi w wywiadzie incydentami
pokasania przez kleszcza i wystapieniem objawu patognomonicznego, jakim jest rumien
wedrujacy (Erythema migrans).

Pomimo Ze dysponujemy szerokim wachlarzem testow bakteriologicznych, serologicz-
nych czy molekularnych (PCR), diagnostyka boreliozy nastrgcza wielu trudnos$ci i moze
prowadzi¢ do uzyskiwania wynikow zaréwno fatszywie ujemnych, jak i fatszywie dodat-
nich. Przyczyn jest duzo i zostang uwzglednione w niniejszej pracy.

Praca dotyczy surowic seronegatywnych pod wzgledem przeciwciat anty-B. bg. pacjen-
tow, u ktorych wolne przeciwciata anty-B. bg., prawdopodobnie zwigzane przez anty-
geny bakteryjne, utworzyty krazace kompleksy immunologiczne (CIC).

Celem pracy byta analiza CIC pod katem obecnosci przeciwciat przeciwko B. bg. w su-

rowicach pacjentow trudnych diagnostycznie, u ktorych obraz kliniczny wskazywat na Adres do korespondencii

zakazenie kretkiem z rodzaju B. bg. g;ﬂiz'nﬂikToebdibfoagknu?sﬁ?ggn,
Badania przeprowadzono na surowicach od 107-osobowej grupy pacjentow z podejrze- e et Elsonory Reicher
niem boreliozy. Zastosowano nowa metodycznie analize obecnosci swoistych przeciw- ;’e'i_:s(pgzr‘;)"‘gﬁjéoo_z&637 Warszawa

ciat dla B. bg. Polega ona na wytracaniu i dysocjacji CIC, a nastgpnie oznaczaniu
w uzyskanej frakcji y przeciwciat swoistych dla B. bg.
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W 74 surowicach (ze 107 badanych), ujemnych w tescie ELISA, wykryto metoda Western-
-blotting we frakeji y az w 82% obecnos¢ przeciwciat swoistych dla B. bg. NajczeSciej
wykrywano przeciwciata dla antygenow: VISE, p100, p41, p39, OspC i p18, co oznacza,
ze wyniki uzyskane powszechnie stosowang metoda ELISA nalezy uwazac za faiszywie
ujemne i dlatego konieczne jest oznaczanie przeciwciat dla B. bg. takze we frakcji CIC.
Autorzy maja nadzieje, ze opracowane przez nich nowe podejscie, po niezbednych dla
celow rutynowej diagnostyki uproszczeniach, znajdzie zastosowanie w serodiagnosty-
ce boreliozy i w sposob znaczacy zmniejszy liczbe wynikow fatszywie ujemnych.

Forum Medycyny Rodzinnej 2011, tom 5, nr 3, 201-209

stowa kluczowe: borelioza z Lyme, krazace kompleksy immunologiczne (CIC), fatszywie-ujemne wyniki
testow serologicznych, zwigzanie swoistych dla Borrelia burgdorferi przeciwciat w CIC

ABSTRACT

The question of seronegativity, if cosider the presence of specific to B. bg antibodies,
concerns about 40% sera of the patients with suspected borreliosis of Lyme — inclu-
ding patients with confirmed by anamnesis incidents of the thick bite and apperrance
of the patognomonic manifestation migrating erythema (erythema migrans).

Beside, that we have got a plenty methods to dispose — the hacteriological, serologi-
cal or molecular (PCR) tests, diagnostic of Lyme borreliosis is still the source of many
problems and may lead to even false-negative results, and also false-positive results.
There is a plenty of reason for that and they will be taken under consideration in the
introduction part.

Presented paper raise the problem of seronegative sera regarding antibodies to B. bg,
where free antibodies have been probably bound to bacterial antigens, forming circu-
lating immune coplexes (CIC).

The goal of the researches was analysis composition of CIC, regarding the presence of
antibodies to B. bg in sera of patients difficult to diagnosis, where the clinical syndroms
strongly sugested the infection with B.bg. spirochaetae.

The researches cover group of 107 patients sera with suspected borreliosis. The new
methodological approach to analysis of the specific to B. bg antibodies was applied.
This method based on precipitation and dissociation of CIC, and next an estimation in
so prepared g fraction specific for B. bg. antibodies.

In 74 sera (from 107 tested), negative in the ELISA test, in 82% of the g fraction speci-
fic antibodies to B.bg. was estimated with using a Western-blott tests. The most frequ-
ently asessed antibodies were directed to antigens: VisE, p100, p41, p39, OspC and
p18, what lead to consideration, that results we have got, with using ELISA method,
should be considered as a false-negative and because of that is necessary to estimate
antibodies to B. bg. also in CIC fraction.

Authors can hope, that worked out a new methodological approach, after necessary for
routine diagnostic simplification, will be usefull in sero-diagnostics of borreliosis and
in a significant way dimnishes the amount of false-negative results.
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key words: borreliosis of Lyme, circulating immune complexes (CIC), false-negative results of the
tests, sequestration of specific anti-Borrelia antibodies in CIC
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WSTEP

Borelioza z Lyme jest przenoszong przez
kleszcze, przewlekta, wielouktadowa cho-
roba odzwierzeca, wywolywana przez kret-
ka Borrelia burgdorferi (B. bg.). Gtéwnym wek-
torem B. bg. sg kleszcze z rodzaju Ixodes [1].

Na podstawie objawéw klinicznych wy-
rézniono trzy fazy boreliozy w zaleznoSci od
czasu trwania zakazenia. W stadium pierw-
szym choroba zaczyna si¢ po okoto dwutygo-
dniowym okresie utajenia. Pierwszym obja-
wem jest rumien wedrujacy (Erythema mi-
grans) pojawiajacy sie w miejscu ukaszenia
przezKkleszcza [2]. Ponadto wigkszos¢ pacjen-
tow skarzy si¢ w tym czasie na objawy grypo-
podobne z bélami stawowo- mig§niowymi.

Druga faza choroby rozpoczyna si¢ po
okolo 2-10 tygodniach od zakazenia. Po spon-
tanicznym ustapieniu rumienia pojawiaja sie
wielorakie manifestacje narzadowe [2].

Faza trzecia boreliozy charakteryzuje sie
przebiegiem przewleklym (nawet kilkudzie-
sigcioletnim).

Symptomatologia boreliozy jest bardzo
bogata, a obraz kliniczny (zwtaszcza poczat-
kowo) sugeruje inna przyczyne schorzenia.
Nieleczona infekcja kretkiem moze dopro-
wadzi¢ do cigzkiego uszkodzenia zajetych
narzadow, a nawet do Smierci. Najbardziej
typowe jest zajecie ukladu nerwowego i ser-
ca, zapalenie stawow oraz manifestacje skor-
ne (pseudochtoniak boreliozowy, przewle-
kte zanikowe zapalenie skory).

Obecnie rozpoznanie boreliozy opiera
si¢ na danych z wywiadu dotyczacych uka-
szenia przez kleszcza, wystapieniu objawow
pod postacia rumienia lub grypopodobnych,
a takze dodatnich wynikach badan serolo-
gicznych. Pomimo powszechnie funkcjonu-
jacego schematu rozpoznawania boreliozy
na podstawie badan serologicznych autorzy
spotkali si¢ w swojej praktyce klinicznej
z przypadkamiseronegatywnej boreliozy po-
twierdzonej miedzy innymi badaniami histo-
patologicznymi. Swiadczy to o potrzebie po-
glebionej diagnostyki serologicznej w uza-
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sadnionych stanem klinicznym przypadkach
podejrzen infekcji kretkiem B. bg.

Dysponujemy szerokim wachlarzem na-
rzedzi diagnostycznych do wykrywania bore-
liozy. Najszersze zastosowanie jako badanie
przesiewowe ma metoda immunoenzyma-
tyczna (ELISA, enzyme- linked immunosor-
bent assay), ktora niemalze wyparta starsza
i mniej swoista metode immunofluorescen-
cji posredniej (IFA, indirect fluorescent anti-
body). ELISA jest metoda wydajna, powta-
rzalna, ale niepozbawiona wad — obserwuje
si¢ dosy¢ czeste reakcje krzyzowe z innymi
drobnoustrojami, migedzy innymi kretkami
kity, wirusem Epsteina-Barr czy Ehrlichia [3].

Jako test weryfikacji dodatnich wynikéw
ELISA i IFA stosuje si¢ metode Western-
blott. Metoda ta pozwala rozpozna¢ obec-
no$¢ przeciwciat klas IgM i IgG dla wybra-
nego zestawu antygendw o wysokiej swoisto-
Scidla B. bg. Jest to metoda kosztowna i trud-
naw wykonaniu, ale za to cechujaca si¢ duza
czutoScia i swoistoScia. Jej wada sa réznice
w interpretacji wynikow przez poszczegdlne
laboratoria oraz niedostateczna ich powta-
rzalnos¢ [4].

Reakcja tanicuchowa polimerazy (PCR,
polymerase chain reaction) jest metoda ce-
chujaca si¢ bardzo duza czutoscia i to stano-
wizarazem jej najwigksza wade. W przypad-
ku zanieczyszczenia probki badanego mate-
rialu otrzymujemy wyniki falszywie dodat-
nie. Zaleta tej metody jest mozliwo$¢ stoso-
wania roznorodnego materiatu, miedzy in-
nymi biopunktatéw skory, ptynu stawowego
i plynu mézgowo-rdzeniowego, co pozwala
okresli¢ miejsce zakazenia w przypadku, gdy
wystepuje tylko lokalna produkcja przeciw-
cial. Obecnie wprowadzono dwa warianty
metody — Real time PCR iImmuno PCR [5].

Z innych, rzadziej stosowanych metod
wypada wymieni¢ badanie bezpoSrednie,
hodowl¢ B. bg. oraz badanie histopatolo-
giczne (metoda Warthin Starry).

Na oddzielne omoéwienie zastuguje sero-
diagnostyka neuroboreliozy. Zajecie uktadu
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Fatszywie ujemne wyniki testow
serologicznych w kierunku Borrelia
hurgdorferi jako efekt kompleksemii
W przehiegu choroby z Lyme
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nerwowego manifestuje si¢ zwykle klinicz-
nie po okoto 2 tygodniach od zakazenia. Sr6-
doponowa produkcje przeciwciat zwykle
ocenia si¢ w odniesieniu do stezenia tychze
przeciwcial w surowicy (R IgG). Wazne jest
rowniez okreslenie stopnia przepuszczalno-
Sci bariery krew—mozg na podstawie rézni-
cy stezen albumin w plynie mézgowo-rdze-
niowym i surowicy (R Alb). Indeks R Alb/R
IgG jest przydatnym narzedziem w interpre-
tacji wynikéw uzyskanych od pacjentéw
z podejrzeniem neuroboreliozy.

Dlaczego diagnostyka boreliozy jest za-
tem tak trudna, skoro dysponujemy bogatym
arsenatem badan? Ztozonos¢ budowy bak-
terii oraz jej duza zmienno$¢ antygenowa,
o ktorej decyduja liczne plazmidy, powoduje
szereg trudnoSci interpretacyjnych z powo-
du miedzy innymi indukcji krzyzowo reagu-
jacych przeciwciat. W praktyce klinicznej
nalezy bra¢ pod uwage mozliwos¢ uzyskania
wynikoéw fatszywie dodatnich badz falszywie
ujemnych [6]. Najczestszymi przyczynami
wynikow fatszywie dodatnich sa reakcje krzy-
zowe, hipergammaglobulinemie — zwlasz-
czaw przebiegu choréb autoimmunologicz-
nych oraz ograniczenie diagnostyki do te-
stow przesiewowych.

Falszywie ujemne wyniki moga by¢ spo-
wodowane zbyt wczesnie przeprowadzona
diagnostyka (podczas gdy pacjent znajduje
si¢ jeszcze w tzw. okienku serologicznym),
atakze moga wystepowacw przypadku stwier-
dzonej u chorego dysfunkcji uktadu immu-
nologicznego, ograniczonej lokalnie pro-
dukcji przeciwciat (np. w ptynie mézgowo-
-rdzeniowym) oraz wewnatrzkomoérkowego
przebywania B. bg. Réwniez szeroko rozpo-
wszechnione stosowanie antybiotykoterapii
w poczatkowym stadium choroby moze wy-
wotaé ostabienie odpowiedzi humoralnej
iw rezultacie zafalszowanie wynikow badan
serologicznych [6].

W niniejszej pracy autorzy skupili si¢ na
przypadkach seronegatywnych pacjentéw,
u ktorych krazace przeciwciata zostaty zwia-

zane przez antygeny (prawdopodobnie bak-
teryjne) i utworzyly krazace kompleksy im-
munologiczne (CIC, circulating immune
complexes). Obraz kliniczny najczesciej sil-
nie wskazywat na infekcje kretkiem, pomi-
mo braku jednoznacznego potwierdzenia
w wynikach badan.

Analiza krazacych CIC pod katem obec-
nosci przeciwciat przeciwko B. bg. w trudnych
diagnostycznie surowicach (u pacjentéw
z obrazem klinicznym wskazujacym na obec-

nos¢ zakazenia kretkiem) byta celem pracy.

MATERIAL | METODY

Badania obecnoSci przeciwcial dla antyge-

néw B. bg. przeprowadzono na 107 surowi-

cach od pacjentéw z podejrzeniem borelio-
zy skierowanych do Zakladu Mikrobiologii

i Serologii Instytutu Reumatologii w latach

2008-2010.

W surowicach oznaczano nastgpujace
parametry:

— poziomy przeciwciat przeciwko antyge-
nom B. bg. oznaczano metoda ELISA
(testem Borrelia 1gG/IgM recombinant),
firmy Biomedica;

— jako test potwierdzenia stosowano test
Western-blotting (test recomLine Borre-
lia IgG/IgM), firmy Biomedica, ocen¢
wynikéw testu Western-blotting wykony-
wano w oparciu o zataczong do testu su-
maryczng skale oceny (punktowa) dla
poszczegdlnych przeciwcial;

poziom CIC oznaczano metoda ELISA

(C1g—CICkit) firmy Quidel (Stany Zjed-

noczone);

frakcje wzbogacona w CIC uzyskiwano

metoda wytracania glikolem polietyle-

nowym o ciezarze czasteczkowym 6000

(PEG-6000) wedtug Swierczynskiej

iwsp. [7];

frakcje y z osadéw PEG-6000 uzyskiwano

przez wytracenie nasyconym roztworem

siarczanu amonu w pH 3,5 (stosowanym
do dysocjacji CIC) wedtug metody wiasnej

[8], schemat metody przedstawia rycina 1;
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— biatko we frakcji y i osadach PEG-6000
oznaczano spektrofotometrycznie me-
toda wedlug Kalckara [9].

WYNIKI

W wyzej opisanych 107 surowicach przysta-
nych do Zaktadu Mikrobiologii i Serologii
w latach (2008-2010) w celu oznaczenia prze-
ciwciat dla B. bg. z powodu podejrzenia cho-
roby z Lyme (boreliozy) wykonano test ELI-
SA (traktowany jako test przesiewowy), a na-
stepnie wykonanow przypadku wyniku pozy-
tywnego (dla ktérejkolwiek z klas IgM czy
IgG) test potwierdzenia metoda Western-blot-
ting, w zaleznoSci od uzyskanego poziomu
przeciwciat dla antygenéw B. bg. Wynik ozna-
czef przedstawia rycina 2.

W 107 badanych surowicach bezpoSred-
nio wynik pozytywny (metoda ELISA) uzy-
skano dla 31%, w tym w klasie IgG 14%,
w klasie IgM 13%, oraz 4% dla klas 1gG
i IgM. Zgodnie z przyjeta procedura anali-
tyczna dla tych seropozytywnych surowic wy-
konano test potwierdzenia metoda Western-
-blotting, uzyskujac potwierdzenie tylko
w odniesieniu do 6 z nich (20%).

W pozostatych 74 surowicach (seronega-

tywnych w tescie ELISA) zastosowano pro-

=n =107 31%

(n = 33)

69% (n = 74)‘3

Surowice lgG dodatnie
Surowice IgM dodatnie
Surowice IgG + IgM dodatnie
Surowice ujemne (n = 74)

EOED

Rycina 2. Czestos$¢ wystgpowania przeciwciat dla
antygenow B. bg. oznaczonych metodg ELISA
w grupie 107 surowic dla klasy IgG i IgM
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| Surowica |

Supernatant po PEG 4/,,

| Osad PEG (CIC) |

Supernatant po frakcji y 4/,,

| Frakcja y z osadu PEG |

A
Oznaczono:
Swoistos¢ przeciwciat
biatko
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Wytracanie PEG-6000

Wytracanie w pH 3,5 frakcji y
nasyconym siarczanem amonu)

Rozpuszczenie w PBS
Neutralizacja do pH = 7,4
Wirowanie

Rycina 1. Metoda wytrgcania i dysocjacji surowiczych CIC

cedure wytracania frakcjiy z CIC [8]. W tak
uzyskanej frakcji oznaczono powtérnie me-
toda Western-blotting obecnos$¢ przeciwciat
dla swoistych antygenéw B. bg., zgodnie
z obowiazujaca metodyka. Obecnosci swo-
istych dla B. bg. przeciwciat wykonanych
metoda ELISA i Western-blotting przedsta-
wiaja ryciny 31 4.

W przypadku 82% frakcji y z seronega-
tywnych surowic wykryto obecno$¢é swoistych
przeciwcial dla B. bg., ktérych ilo§¢ i poziomy
pozwalaty zakwalifikowac je jako dodatnie

Sn=74

Surowice ujemne we frakcji y z osadu PEG
18%

Surowice dodatnie we frakcji y z osadu PEG
82%

[ Surowice dodatnie we frakcjiy z osadu PEG
Il Surowice ujemne we frakcji y z osadu PEG

Rycina 3. Czgsto$¢ wystepowania przeciwciat dla
antygenow B. bg. oznaczanych metodg Western-
blott we frakcjiy z osadu PEG w grupie 74 surowic
seronegatywnych w tescie ELISA
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% przeciwciat

% przeciwciat

n=74

IgG + IgM
18%

[l Przeciwciata klasy IgG
B Przeciwciata klasy IgM
O Przeciwciafa klasy 1gG + IgM

Rycina 4. Czesto$¢ wystgpowania przeciwciat dla
antygenow B. bg. roznych klas oznaczanych metodg
Western-blott we frakcji y w osadzie z osadu PEG w
grupie 74 surowic seronegatywnych

(ewentualnie watpliwe). Pozostate 18% frak-
cjiy zosadu PEG bylo ujemnych badz wyka-
zywaly pojedyncze linie swoiste i nieswoiste,
co nie pozwolilo zakwalifikowac ich, zgodnie
z przyjetymi kryteriami, jako dodatnich.

W grupie dodatnich dla B. bg. frakcji y
dominowaly przeciwciata w klasie IgG
(62%), przeciwciata w klasie IgM wystepo-

40,0

35,0

30,0

25,0

20,0

15,0
10,0 1
5,0 -

25,0

p100

VISE

p58 p41 p39 OspA

Klasa przeciwciat IgM

0spC pi18

20,0
15,0

10,0 1
5,0 1

p100

VISE

p58 p4 p39

Klasa przeciwciat IgG

OspA  OspC pi18

— % wystepowania poszczegdlnych swoistosci w surowicach z diagnostyki rutynowej

Rycina 5 A, B. Czgstos¢ wystepowania przeciwciat dla poszczegolnych antygenéw B. bg.
oznaczanych testem Western-blott we frakcji y z osadu PEG (dla klasy IgG i IgM)
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waly w 20%, za$ przeciwciala dla klas IgG +
IgM wystepowaty w 18%.

CzestoS¢ wystepowania przeciwcial dla
poszczegdlnych antygenéw B. bg. klasy IgG
i IgM przedstawiono na rycinach 5A i B.

W klasie IgM najczesciej wystepowaty
przeciwciata dla antygenow: p41 (34,2%),
OspC (23,7%), p39 (15,8%), p100 (10,5%).
CzestoSci wystepowania pozostatych prze-
ciwcial (VisE, p58, OspA i p18) wahaly si¢
w granicach od 2,5% do 7%.

W klasie IgG dominowaty, podobnie jak
w klasie IgM, przeciwciata dla antygendw:
p41l (22,4%), OspC (21%), p39 (19,7%),
p100 (10,5%), a czestosci przeciwciat dla
pozostalych czterech antygenéw wahaly si¢
od ~5% do 7,5%. Czgstosci wystegpowania
przeciwciat we frakcji y z osadu PEG dla
poszczegdlnych antygenow B. bg. (dla klasy
IgM) nie réznily si¢ istotnie od czgstosci
wystepowania surowiczych przeciwciat, zas
dla klasy IgG istotne réznice (nawet rzedu
30-50%) zaznaczyly si¢ w przypadku prze-
ciwciat dla antygenow VisE, pS8, p39iOspC.
Poréwnano takze zalezno$¢ liczby wynikow
dodatnich (%) we frakcji y z osadu PEG-
6000 w zaleznoSci od iloSci biatka w tym osa-
dzie, wyniki przedstawiono na rycinie 6.

Uzyskana zalezno$¢ maraczej charakter
tendencji, a nie silnej korelacji, gdyz odse-
tek wynikéw dodatnich w grupie frakcji y
o zawartoSci biatka do < 2 mg/ml wynosit
okoto 60%, a w grupie o najwyzszej zawar-
toSci biatka — powyzej 20 mg/ml wynosit
okoto 100%. Wskazuje to na istotna z punk-
tu widzenia analitycznego zalezno$¢ odset-
ka wynikéw pozytywnych od rzeczywistego
stezenia swoistych przeciwciat dla B. bg.
w CIC, a nie od catkowitego stezenia biatka
we frakcji y z osadu PEG, ktére moze by¢
efektem przegeszczenia tejze frakeji w trak-

cie preparatyki i wytracania CIC.

DYSKUSJA

Kompleksemia wystepujaca w surowicach

pacjentow towarzyszaca wielu schorzeniom,
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miedzy innymi uktadowym chorobom tkan-
ki tacznej, jest zwykle kojarzona z fazami
zaostrzenia procesu podstawowego, jak ma
to miejsce na przyktad w toczniu rumienio-
watym uktadowym. Z tym zjawiskiem idzie
w parze hipokomplementemia, podwyzsze-
nie wskaznikéw ostrej fazy i wskaznikow
aktywnoSci choroby oraz zmiana poziomoéw
i awidnoSci autoprzeciwciat [10]. Zbyt mato
uwagi zwraca si¢ na fakt, ze procesowi za-
ostrzenia choroby zwykle towarzysza dwa
zjawiska: pierwsze — to wyrzut z zajetych
organdw/tkanek do krazenia autoantygendw,
a drugie — to zwiazanie autoprzeciwcial
w krazacych kompleksach immunologicz-
nych. Pierwszy fenomen jest niedocenianym
na ogét wskaznikiem aktywnego procesu
uszkodzenia tkanek, drugi natomiast prowa-
dzi do neutralizacji krazacych autoprzeciw-
ciat, spadku ich mian w surowicach i w kon-
sekwencji do seronegatywnosci, a wlasciwie
do falszywie ujemnych wynikow testow.

W chorobach o etiologii infekcyjnej
(a zwlaszcza w jednostkach, gdzie wykrywal-
no$¢ czynnikéw infekeyjnych metoda klasycz-
nej mikrobiologii, a nawet metoda PCR jest
niezadowalajaca ze wzgledu na szybkie wni-
kanie bakterii do r6znego typu komorek) se-
ronegatywnos¢ jest problemem o znaczeniu
podstawowym. Przyktad tego typu problemu
stanowi diagnostyka boreliozy z Lyme. Kret-
ki B. bg. znikaja z krazenia po stosunkowo
krétkim czasie, za§ wykrywalno$¢ surowi-
czych przeciwciat anty-B. bg. w naszym mate-
riale jest rzedu okoto 17% (przy uzyciu stan-
dardowej metody ELISA), a odsetek po-
twierdzen metoda Western-blotting dla klasy
IgG wynosi 80%, za$ dla klasy IgM 46% [11].

Analizujac mozliwe przyczyny seronega-
tywnosci pod wzgledem obecnosci przeciw-
ciat anty-B. bg., uznano, ze jednym z powo-
déw moze by¢ kompleksemia zaobserwowa-
na w pojedynczych surowicach pochodza-
cych od chorych z borelioza [12]. Czg¢Scio-
wym wyjaSnieniem przyczyn problemdéw

w interpretacji wynikéw badan serologicz-
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Rycina 6. Poréwnanie czgstosci wynikéw dodatnich uzyskanych metodg
Western-blott w poszczegolnych przedziatach stezen biatka we frakcji y z osadu

PEG-6000

nych moze by¢, u niektoérych chorych, znacz-
ne opOznienie serokonwersji lub wigzanie
przeciwciat w krazacych kompleksach im-
munologicznych. Taka koncepcj¢ przedsta-
wia wielu autoréw [6, 13-15].

Wykonane oznaczenia CIC (metoda
Clq — fazy statej metoda ELISA) na duzej
grupie pacjentéw (praca przygotowana do
druku) nie potwierdzily zalozenia, iz kom-
pleksemia jest zjawiskiem czgstym w bore-
liozie, gdyz odsetek surowic dodatnich
w metodzie ELISA-C1q — fazy stalej wy-
niost tylko 19%. Réwnoczesne wykonywane
oznaczenia CIC (metoda wytracania gliko-
lem polietylenowym o masie czasteczkowej
6000 Dalton6w [8]) wskazywaty na obecnosé
komplekséw w wigkszoSci analizowanych
surowic, a analiza sktadu tego precypitatu
potwierdza, iz zawiera on juz zwigzane skta-
dowe dopetniacza (Clq, C3iC4). Ttumaczy
to niski odsetek wynikéw w metodzie ELI-
SA z Clq zastosowanej do wykrywania CIC
wiazacych dopeniacz.

Wyniki oznaczania swoisto§ci wykonane
testami Western-blotting we frakcjiy w petni
potwierdzily stusznos$¢ naszych oczekiwan
opartych na doswiadczeniach z seronega-
tywnymi surowicami z przypadkéw uktado-
wych choréb tkanki tacznej [10].

Uzyskane metoda Western-blotting po-

twierdzenia obecnosci przeciwciat dla B. bg.

W chorobach o etiologii
infekcyjnej
seronegatywnos¢ jest
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podstawowym. Przyktad
tego typu problemu
stanowi diagnostyka
boreliozy z Lyme
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w 82% surowic ujemnych to wynik bardzo
obiecujacy, gdyz w sposob radykalny zmniej-
szamy liczbe surowic, w ktorych uzyskujemy
wyniki falszywie ujemne.

Dodatkowym potwierdzeniem faktu, ze
przeciwciata anty-B. bg. (wystepujace w CIC)
sa efektem zwigzania wolnych przeciwciat
w krazace kompleksy immunologiczne jest
homologia swoistoSci dla poszczegdlnych
antygenow B. bg. w surowicach i we frakcjach
y z tych samych surowic (patrzryc.5). Ten za-
skakujaco dobry wynik jednak niewiele wno-
si do naszej wiedzy o strukturze i sktadzie sa-
mych komplekséw, poniewaz owa metoda
wytragcamy z surowic nie tylko CIC, ale tak-
ze agregaty immunoglobulin oraz niektére
makroglobuliny surowicze i stad nalezy ona
do tak zwanych ,,nieswoistych — antygeno-
wo” metod wykrywania CIC. Jesli zatem
wykrywamy swoiste przeciwciata dla B. bg.
we frakcji y z CIC, nalezy wnioskowac, ze
przynajmniej cz¢$¢ osadu po PEG-6000 sta-
nowia CIC, w ktérych swoiste przeciwciata
dla antygenu B. bg. zwiazane sa bezposred-
nio z antygenem B. bg. lub z biatkami gospo-
darza, z ktérymi krzyzowo reaguja [15].

Wszystkie wyzej opisane doSwiadczenia
majace na celu wyjasnienie przyczyn serone-
gatywnosci powinny by¢ uzupetnione o ana-
lize sktadu antygenowego metodami ,,anty-
genowo — swoistymi”, to jest takimi, ktore
pozwalaja ustali¢ rzeczywisty sktad antyge-
néw wystepujacych w CIC.

Takie postepowanie potwierdzitoby
w sposOb oczywisty wiarygodno$¢ zapropo-

nowanych metod i ze wzgledu na prostote

metodyczng tego podejScia do analizy skta-
du CIC umozliwitloby wprowadzenie owej
metodyki do diagnozowania surowic ,,trud-
nych” z punktu widzenia analitycznego. Be-
dzie to przedmiotem dalszych prac prowa-
dzonych przez nasz Zesp6t. Gdyby znalezé
w wyzej wymienionych CIC, obok przeciw-
ciat anty-B. bg., takze swoiste antygeny tego
kretka, pozwolitoby to okresli¢, czy zakaze-
nie jest w fazie aktywnej. Na razie bowiem
nie mozemy ustali¢ fazy zakazenia na pod-
stawie samej obecno$ci przeciwciat (takze
ich klasy), co jak podkreslaja stusznie nie-
ktdrzy autorzy [6], jest podstawowa niedo-
skonaloScia najczedciej stosowanych metod
serologicznych.

Proponujemy zatem, przyjmujac wyzej
wymienione zalozenia, zmiane¢ podejScia do
serodiagnostyki boreliozy z Lyme:

— serodiagnostyka boreliozy rozpoczyna
si¢ testem przesiewowym (immunoflu-
orescencja poSrednia lub ELISA), a wy-
niki dodatnie nalezy potwierdzi¢ testem
Western-bloting;

— wynik negatywny testu ELISA nie roz-
strzyga o nieobecnosci choroby z Lyme;

— mozliwa jest sekwestracja przeciwciat
w CIC i dlatego wytracamy je glikolem
polietylenowym (PEG-6000) i w osadzie
lub we frakcjiy po PEG wykonujemy test
Western-blotting.

Jesli zastosujemy wyzej wymienione pro-
cedury w 50-80% wynikéw ujemnych w tescie
ELISA (jesli obecne sg CIC), uzyskujemy
potwierdzenie obecnos$ci przeciwciatl dla an-

tygenéw B. bg. we frakcjiy z osadu PEG-6000.
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