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Streszczenie: Borelioza jest najczestsza choroba odkleszczowa dotykajaca mieszkancéw potkuli potnocnej. Chorobe t¢ wywoluja bakterie
zakwalifikowane do grupy Borrelia burgdorferi sensu lato. Wspolczesnie podstawa diagnostyki laboratoryjnej boreliozy jest dwustopniowe
badanie serologiczne. Pierwszym etapem jest test immunoenzymatyczny (ELISA), jezeli wynik badania jest dodatni lub watpliwy jako
test potwierdzajacy stosuje sie technike Western blot. W obu metodach jako gtéwne Zrédto antygenéw wykorzystuje si¢ catkowite lizaty
komoérkowe B. burgdorferi s.1. Jednak ogromna réznorodnos¢ gatunkéw w obrebie B. burgdorferi s.l. oraz niski stopient zakonserwowania
sekwencji ich bialek sprawia, ze wykorzystanie lizatow komdrkowych jednego z genogatunkéw nie jest wystarczajace do prawidtowego
rozpoznania boreliozy. Liczne doniesienia literaturowe wykazuja, ze wykorzystanie antygenéw rekombinantowych lub chimerycznych
B. burgdorferi s.1. moze by¢ potencjalnym rozwigzaniem problemdéw wystepujacych w immunodiagnostyce boreliozy. Jednak, aby testy
diagnostyczne oparte na bialkach rekombinantowych mialy jak najwigksza skutecznos¢ nalezy wykorzysta¢ w nich starannie wyselekcjo-
nowane antygeny lub ich fragmenty. Dzigki takiemu podejéciu mozna opracowa’ test, ktorego czuto$¢ pozostanie niezalezna od geno-
gatunku B. burgdorferi s.1., ktéry wywolal chorobe¢. Dodatkowo wykorzystanie jedynie fragmentdw bialek moze zdecydowanie ograniczy¢
czesto$¢ wystepowania reakgji krzyzowych.

1. Wprowadzenie. 2. Charakterystyka wybranych antygenéw B. burgdorferi s.1. 3. Diagnostyka boreliozy. 4. Problemy w serodiagnostyce
boreliozy. 5. Wykorzystanie biatek rekombinantowych i peptydéw syntetycznych w diagnostyce boreliozy. 6. Podsumowanie

RECOMBINANT ANTIGENS IN SEROLOGICAL DIAGNOSIS OF LYME BORRELIOSIS

Abstract: Lyme borreliosis, an infectious disease caused by tick-borne spirochetes of the Borrelia burgdorferi sensu lato complex, is regarded
as the most commonly reported vector-borne infection in the Northern Hemisphere. Currently, the basis for laboratory diagnosis of Lyme
disease is a two-step serological examination. The first is an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). If the test result is positive or
questionable, a Western blot is used as the second phase test. In both methods, the total cell lysates of B. burgdorferis.l. are used as the main
source of antigens. However, the huge diversity of genospecies within B. burgdorferi s.1. and the low degree of preservation of the sequence
of their proteins means that using the cell lysates of one of the species is not sufficient to correctly diagnose Lyme disease. Numerous litera-
ture reports show that the use of B. burgdorferi s.l. recombinant or chimeric antigens may be a potential solution to problems occurring
in Lyme disease immunodiagnosis. However, for diagnostic tests based on recombinant proteins to be as effective as possible, carefully
selected antigens or fragments should be used. With this approach, a test can be developed with a sensitivity that remains independent
of the B. burgdorferi s.l. species which caused the disease. In addition, the exclusive use of protein fragments may definitely reduce the
frequency of cross-reactions.

1. Introduction. 2. Characterization of selected B. burgdorferi s.l. antigens. 3. Diagnosis of Lyme disease. 4. Problems in Lyme disease sero-
diagnosis. 5. Use of recombinant antigens and synthetic peptides in the diagnosis of Lyme disease. 6. Summary
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1. Wprowadzenie

Borelioza jest chorobg odzwierzgca wywotywang
przez kretki nalezace do kompleksu Borrelia burgdorferi
sensu lato (s.1.). Schorzenie to zostalo opisane po raz
pierwszy u ludnosci zamieszkujacej miejscowos¢ Lyme
(stan Connecticut, USA), dlatego tez czesto okreslane
jest mianem choroby z Lyme (LD, Lyme Disease) [71].
Borelioza nalezy do najczestszych choréb odkleszczo-
wych (tj. przenoszonych na czlowieka w czasie ugry-

zienia zakazonego bakterig kleszcza z rodzaju Ixodes),
wystepujacych wérdéd mieszkancow poétkuli potnocne;j.
W wigkszoséci przypadkoéw, aby doszto do zakazenia
kretkiem potrzebny jest czas zerowania kleszcza wyno-
szacy okolo 36 godz. przy czym ryzyko to wzrasta do
100% po uptywie 72 godz. [40, 74].

Kompleks B. burgdorferi s.l. jest heterogenna grupa
bakterii z rodzaju Borrelia o globalnym zasiegu wyste-
powania. Obecnie, na podstawie filogenetycznego po-
dobienstwa, w obrebie kompleksu B. burgdorferi s.l.
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wyrdznia sie okolo 20 genogatunkdw, jednakze z uwagi
na podejmowane proby zidentyfikowania oraz opisania
nowych szczepéw uwaza sig, iz liczba ta nie jest osta-
teczna (Tab.I) [45, 64, 69].

Kretki B. burgdorferi s.l. to mikroaerofilne, Gram-
-ujemne bakterie nalezace do typu Spirochaetes. W za-
leznosci od fazy cyklu rozwojowego mikroorganizmy
te zaliczane sg3 do pasozytow zewnatrz lub wewnatrz
komorkowych. Komorki bakterii majg dtugos¢ od 10 do
30um i od 0,2 do 0,5 um szerokosci [5]. W budowie
komorek B. burgdorferi s.l. wyrdznia si¢ nastepujace
elementy: zewnetrzna blone lipidowa z wieloma lipo-
proteinami powierzchniowymi, przestrzen perypla-
zmatyczng, rzeski oraz wewnetrzng blone cytoplazma-
tyczng tworzaca protoplazmatyczny cylinder. Pomiedzy
blong zewnetrzng i wewnetrzng znajduje sie przestrzen
peryplazmatyczna, w jej obrebie umieszczone sg rzg-
ski (od 7 do 11), ktére umozliwiaja komérkom kretka
aktywne poruszanie [7, 36]. Bakterie nalezace do kom-
pleksu B. burgdorferi s.l. charakteryzuje pleomorfizm,
oznacza to, ze s3 wstanie zmieni¢ swoja morfologie
w odpowiedzi na warunki $rodowiska [53]. Znane sg
4 formy pleomorficzne B. burgdorferi s.l.: (i) kretek
tj. wegetatywna forma spiralna; (ii) blebs czyli forma
pecherzykowa; (iii) ,,round bodies” (RBs) jako forma

pozbawiona $ciany komoérkowej — nazywana réwniez
CWD (cell wall deficient), sferoplastem lub forma L;
(iiii) biofilm like (BFL), czyli kolonia ztozona z form
kretkowych, sferycznych oraz blebs [53, 54].
Sekwencja nukleotydowa genomu B. burgdorferi
sensu stricto B31 zostala okreslona w 1997 roku. Cal-
kowity genom tego szczepu obejmuje 1521419 par
zasad (pz), sklada sie na niego liniowy chromosom
(910725 pz), oraz 21 plazmiddéw (9 kolistych i 12 linio-
wych) o tacznym rozmiarze 610 694 pz [9, 19]. Wsrod
tak duzej liczby plazmidéw dwa z nich (Ip54 i cp26),
obecne sg u wszystkich genogatunkéw B. burgdorferi s.l.
[25]. W obrebie chromosomu zlokalizowane s gtéwnie
geny kodujace biatka odpowiedzialne za metabolizm
podstawowy, a jego sekwencja jest do$¢ silnie zakonser-
wowana wsrod dotychczas przebadanych przedstawi-
cieli B. burgdorferi s.1. Analiza sekwencji chromosomu
wykazala, ze patogen nie posiada genéw kodujacych
enzymy konieczne do wielu podstawowych funkeji
zyciowych komorki m.in. syntezy aminokwasdw, kwa-
sow tluszczowych, kofaktoréw enzymoéw i nukleotydow
oraz zwigzkow bioracych udzial w transporcie elektro-
néw. Odkrycia, te wskazujg na silne przystosowanie
B. burgdorferi s.l. do pasozytniczego trybu zycia [9, 19].
Znaczna cze$¢ genow zlokalizowanych na plazmidach

Tabela I
Zasieg wystepowania dotychczas poznanych genogatunkéw nalezacych
do kompleksu B. burgdorferi s..

Genogatunek Pa:ﬁ)agi?;;éé Wystepowanie
B. burgdorferi sensu stricto Tak Ameryka PéInocna, Europa
B. garinii Tak Europa, Azja
B. bavariensis Tak Europa, Azja
B. afzelii Tak Europa, Azja
B. spielmanii Tak Europa
B. bissettii Podejrzewana | Europa, Ameryka Péinocna
B. mayonii Podejrzewana | Ameryka Pélnocna
B. lusitaniae Podejrzewana | Europa
B. valaisiana Podejrzewana | Europa, Japonia, Tajwan, Korea
B. lanei Nie Ameryka Péinocna
B. americana Nie Ameryka Pélnocna
B. andersonii Nie Ameryka Pélnocna
B. californiensis Nie Ameryka Péinocna
B. carolinensis Nie Ameryka Péilnocna
B. japonica Nie Japonia
B. kurtenbachii Nie Ameryka Pélnocna
B. sinica Nie Chiny
B. tanukii Nie Japonia
B. turdi Nie Japonia
B. yangtze Nie Chiny

Na podstawie: [45, 48, 50, 61].
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(okoto 15%) koduje antygeny blony zewnetrznej. Biatka
te okreslajg zdolnos¢ kretka do transmisji pomie-
dzy zywicielami oraz szybkos¢ rozprzestrzeniania sig
zakazenia po wniknieciu do kolejnego z nich. Plazmidy
zawierajg, wiec glowng informacje genetyczng wply-
wajaca na wirulencje i patogennos¢ bakterii z rodzaju
Borrelia [9, 10]. Nie wszystkie szczepy B. burgdorferi
s.l. posiadaja peten komplet plazmidow, a zatem catko-
wity rozmiar genomu moze zmieniac si¢ wéréd réznych
izolatow B. burgdorferi s.l. [2, 49]. Wiele z plazmidow
jest fatwo traconych podczas hodowli in vitro co jest
zwigzane z utratg patogennosci. Zatem hodowla labo-
ratoryjna w pelni wirulentnych szczepow B. burgdorferi
s.l. jest wyjatkowo trudna [56, 62].

Borelioza to przewlekla, wieloukladowa choroba
o fazowym przebiegu. Jak dotad udowodniono, ze
u ludzi wywoluje ja 5 z dotychczas poznanych genoga-
tunkow B. burgdorferi s.l. tj. B. burgdorferi sensu stricto
(s.s.), Borrelia afzelii, Borrelia spielmanii, Borrelia garinii
i Borrelia bavariensis. W przeciwienstwie do Ameryki
Péinocnej, gdzie borelioze u ludzi wywoluje jedynie
B. burgdorferi s.s., w Europie wystepuja wszystkie geno-
gatunki ostatecznie potwierdzone jako patogenne dla
ludzi [45]. W przebiegu boreliozy lekarze najczesciej
rozrézniajg trzy fazy choroby: (i) wczesng — trwajaca
do 8 tygodni od momentu zakazenia; (ii) rozsiang
- pojawiajaca si¢ 6-26 tygodni od kontaktu z kleszczem
oraz (iii) pdzna — rozwijajaca si¢ po 6 miesigcach od
momentu przenikniecia kretka do organizmu czlowie-
ka [40, 59]. Najbardziej charakterystycznym objawem
wczesnej boreliozy jest rumien wedrujacy (EM, ery-
thema migrans), nie pojawia si¢ on jednak u wszystkich
zakazonych, a jedynie u 40-80% pacjentéw [2, 52, 59].
EM jest to zmiana skorna majaca poczatkowo postac
czerwonej plamy, ktdra rozszerza si¢, tworzac charak-
terystyczny wzor z centralnym przejasnieniem. W tej
fazie zakazenia pacjenci mogg nie doswiadcza¢ innych
dolegliwosci lub wykazywaé objawy grypopodobne.
Nieleczona choroba moze rozwina¢ sie¢ do wczesnej
fazy rozsianej w trakcie, ktorej mozliwe jest wysta-
pienie rumienia wedrujacego mnogiego. Dodatkowo
czesto obserwowane sg objawy neurologiczne (zesp6t
Bannwartha, zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych,
zapalenie korzeni nerwowych i nerwow czaszkowych)
lub rzadziej zapalenie serca oraz ostre nawracajace
zapalenie stawdw [2, 40, 59]. Przebieg pdoznego etapu
boreliozy jest w duzym stopniu uzalezniony od genoga-
tunku B. burgdorferi s.1., ktéry wywotat chorobe, dlatego
tez fatwo zauwazy¢ pewne rozbieznosci w pozniejszych
fazach choroby pomig¢dzy Europg a Ameryka Poinocng.
B. afzelii przypisuje si¢ w gléwnej mierze wywolywa-
nie zanikowego zapalenia skory (ACA, acrodermatitis
chronica atrophicans). Infekcje B. garinii i B. bavariensis
przewaznie prowadza do postaci neurologicznej cho-
roby (NB, neuroborelioza), natomiast B. burgdorferi s.s.

wywoluje gtéwnie boreliozowe zapalenie stawow (LA,
Lyme arthritis). B. spielmanii do tej pory wyizolowano
jedynie ze zmian skérnych 12, 17, 69].

2. Charakterystyka wybranych antygenéw
B. burgdorferi s.l.

Najlepiej poznanymi antygenami B. burgdorferi s.l.
sa te znajdujace si¢ na powierzchni komorki oraz biatka
budujace wici. Bialka powierzchniowe B. burgdorferi s.l.
dzielg si¢ na dwie gléwne grupy: lipoproteiny, ktore sa
zakotwiczone w blonie zewnetrznej poprzez znajdu-
jace sie na N-terminalnym koncu ugrupowania lipi-
dowe oraz integralne biatka blony zewnetrznej (OMP,
integral outer membrane proteins) zakotwiczone za
pomocg domen transblonowych [38].

Kretki B. burgdorferi s.]. charakteryzuja si¢ bardzo
wysoka zmienno$cia sekwencji aminokwasowej anty-
genow powierzchniowych, wsrdd ktorych przewazaja
silnie immunogenne lipoproteiny. Wigkszos¢ z nich jest
kodowana przez liczne plazmidy. Budowa antygenowa
B. burgdorferi s.]. zmienia si¢ w zaleznosci od warunkéow
srodowiska. Dlatego tez inne biatka sg eksponowane na
powierzchni kretka podczas bytowania w organizmie
kleszcza, a inne we wnetrzu ssaczego zywiciela. Zmiana
ekspresji poszczegdlnych gendw zachodzi w zwiazku
ze zmiang temperatury oraz wartoéci pH otoczenia,
w ktérym znajduje si¢ kretek. Lipoproteiny powierzch-
niowe odgrywaja wazna role w wirulencji oraz w inter-
akcjach pomiedzy zywicielem a patogenem, s3 rowniez
zaangazowane w unikanie odpowiedzi immunolo-
gicznej zywiciela. Inna grupa dobrze poznanych anty-
genow to biatka budujace wici, ktdre s3 wytwarzane
przez kretki bez wzgledu na miejsce ich bytowania [38,
39, 62, 65]. Krotka charakterystyke wybranych anty-
genow B. burgdorferi sl. przedstawiono ponizej oraz
zebrano w tabeli II.

VISsE

Bialko VISE (variable major protein-like sequence
expressed) to lipoproteina kodowana przez liniowy pla-
zmid 1p28-1. Locus zajmowane przez ten gen sktada si¢
z miejsca ekspresyjnego vIsE oraz 15 kaset wyciszaja-
cych, w obrebie, ktorych znajduje si¢ po szes¢ regionow
zmiennych (VR1 do VR6) rozdzielonych przez regiony
niezmienne (IR). Szacuje si¢, iz masa czasteczkowa VISE
B. burgdorferi s.1. wynosi okoto 35 kDa [41, 82]. W trak-
cie trwania zakazenia biatko VISE podlega zmiennosci
antygenowej, definiowanej jako dziedziczna i odwra-
calna zmienno$¢ struktury antygenowej, ktora wyste-
puje podczas przebiegu infekcji w tempie wyzszym,
niz mozna si¢ bylo spodziewa¢ w przypadku standar-
dowych mechanizméw rekombinacji lub mutacji. Pod-
czas infekcji rearanzacje te prowadza do powstania
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Tabela II
Charakterystyka wybranych antygenow B. burgdorferi s.l.

Etap cyklu zyciowego Anty-
Bbsl gen

Umiejscowie-

. Masa
nie genu

Dodatkowe informacje Zrédlo

Bytowanie w organizmie 31 kDa

kleszcza

OspA | Plazmid Ip54

« Niezbedne dla przetrwania Bbsl w ciele kleszcza

« Skladnik jedynej szczepionki przeciwko boreliozie (2,19, 66]

OspB | Plazmid Ip54 34 kDa

« Niezbedne dla przetrwania Bbsl w organizmie
kleszcza

Transmisja z kleszcza 20-25 kDa

do organizmu ssaka

OspC | Plazmid cp26

« Niezbedne do transmisji Bbsl z organizmu 3,8, 66
kleszcza do ssaka ’72’] ’
o Zakonserwowane fragmenty na N i C-koncu

Bytowanie w organizmie 20-21 kDa

ssaka

DbpA/B | Plazmid Ip54

» Odpowiada za adhezje¢ Bbsl do komoérek
gospodarza — wiaze dekoryne

« Bierze udzial w rozprzestrzenianiu si¢ i utrzyma-
niu kretka w organizmie ssaka

[18, 29, 57]

VIsE | Plazmid 1p28-1| 35kDa

« Locus zlozone z miejsca ekspresyjnego vIsE oraz
15 kaset wyciszajacych

o Bierze udzial w unikaniu odpowiedzi immunolo-
gicznej gospodarza (zmienno$¢ antygenowa)

« Posiada wysoko zakonserwowany region IR6
(pepC6)

[41, 82]

BmpA | Chromosom 36 kDa

» Odpowiada za adhezj¢ Bbsl do komoérek ssaka
- wigze lamine
» Wysoce zakonserwowane

(63, 68]

Bytowanie w organizmie | FlaA | Chromosom 37 kDa

« Buduje otoczke wici

kleszcza i ssaka FlaB

Chromosom 41 kDa

« Buduje rdzen wici

o Sekwencja aa wysoko rozpowszechniona wsrod
szerokiej gamy mikroorganizméw - gtéwnie
skrajne fragmenty bialka

« Wewnetrzny fragment p41/i — unikalny dla Bbsl

(15, 35, 75]

Bbsl - Borrelia burgdorferi sensu lato

miliardow klonéw, z ktorych kazdy eksprymuje inny
wariant VISE, pozwala to na uniknigcie odpowiedzi
ukfadu immunologicznego [56, 82]. VISE to silny immu-
nogen indukujacy produkcje zaréwno przeciwcial klasy
IgM jak i IgG juz na wczesnych etapach infekcji. Gleb-
sze badania nad VISE wykazaly, Ze w jego obrebie znaj-
duje sie wysoko zakonserwowany 26-aminokwasowy
region (IR6). Dodatkowo wykazano, ze to wlasnie ten
fragment bialka VISE jest gtownym antygenem stymu-
lujacym produkcje przeciwcial klasy IgG [27, 44, 82].

DbpA i DbpB

Biatka DbpA oraz DbpB (decorin binding protein
A/B) kodowane s3 przez operon dbpB/A zlokalizowany
na plazmidzie Ip54 [29]. Ich produkcja w komorce
kretka wzrasta wraz z spadkiem pH oraz wzrostem
temperatury do 37°C, a wigc wraz z zmianami warun-
kéw jakie towarzyszg transmisji patogenu z kleszcza
do organizmu ssaka. Bialka te odpowiadaja za adhezje
bakterii do tkanek zywiciela poprzez wigzanie dekoryny
- proteoglikanu oddziatujacego z wtéknami kolageno-
wymi. Wykazano, ze DbpA i DbpB odgrywaja kluczowa
role w pozniejszych etapach infekcji: rozprzestrzenianiu
sie oraz utrzymaniu kretka w organizmie ssaka. O ich

ogromnej roli w rozwoju zakazenia moze $wiadczy¢
fakt, ze szczepy B. burgdorferi s.1. pozbawione plazmidu
Ip54 sg awirulentne [18, 57]. Dodatkowo biatko DbpA
jest silnym immunogenem, ktory indukuje wytwarzanie
przeciwcial klasy IgG [27].

BmpA

Gen bmpA zlokalizowany jest na chromosomie
B. burgdorferi s.l. w sasiedztwie trzech gendéw paralo-
gicznych o nazwach bmpB, bmpC i bmpD, ktére razem
tworza ztozony operon [68]. Biatko BmpA (basic mem-
brane protein A) znane réwniez jako P39 umiejsco-
wione jest w blonie komoérkowej bakterii, a jego masa
czasteczkowa wynosi okoto 36 kDa. Proteina ta cha-
rakteryzuje si¢ wysokim stopniem zakonserwowania
sekwencji aminokwasowej [63]. Wyniki badan wska-
zuja, ze bialko BmpA wigze sktadniki macierzy zewna-
trzkomorkowej, gtéwnie laminy, co umozliwia kretkom
adhezje do komorek ssaka. Wykryto, ze domena wig-
zaca obejmuje osiemdziesigt C-koncowych aminokwa-
sow biatka [73]. Uwaza sig, ze biatko to moze odgrywac
znaczgcg role w indukowaniu odpowiedzi immunolo-
gicznej w komorkach blony maziowej torebki stawowej,
co prowadzi do rozwoju LA [81].
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OspA i OspB

Biatka OspA i OspB sa eksponowanymi na po-
wierzchni komoérek B. burgdorferi s.1. lipoproteinami
odpowiednio o masie 31kDa i 34kDa. Transkrybo-
wane s3 z pojedynczego promotora umiejscowionego
na liniowym plazmidzie lp54 [19, 34, 38]. Produkcja
bialek OspA i OspB zachodzi gtéwnie, gdy bakteria
znajduje si¢ w jelitach kleszczy, poniewaz bialka te
s3 konieczne do przetrwania kretka w jego organi-
zmie. Ekspresja regionu promotora ospA/B zanika,
gdy kleszcz zaczyna zerowad, jednak OspA jest wcigz
obecne na powierzchni komorek znajdujacych sie
w organizmie ssaka. Swiadczg o tym przeciwciata skie-
rowane przeciwko temu antygenowi wykryte w suro-
wicy pacjentéw nawet podczas poznej fazy infekcji [66].
Bialko OspA, bylo skladnikiem jedynej szczepionki
przeciwko boreliozie stosowanej w Stanach Zjedno-
czonych do 2002 roku [2].

OspC

Lipoproteina OspC o masie czasteczkowej wyno-
szacej, w zaleznosci od genogatunku kretka, od 20 do
25kDa. Kodowana jest przez locus umiejscowione na
plazmidzie cp26. Biatko OspC jest niezbedne do trans-
misji B. burgdorferi s.l. z organizmu kleszcza do ssaka.
Jego produkcja nastepuje co najmniej po 24 godz. od
momentu rozpoczecia pobierania krwi przez kleszcza
(szczyt przypada po 48 godz.), co tlumaczy dlaczego
zakazenie ssaka przez kretki odbywa si¢ z opdznie-
niem. Po pobraniu krwi przez pajeczaka zastepuje ono
biatko OspA produkowane podczas bytowania kretka
wewnatrz organizmu kleszcza [8, 66, 72]. OspC charak-
teryzuje si¢ bardzo duzym zréznicowaniem sekwencji
aminokwasowej pomiedzy genogatunkami B. burg-
dorferi s.. Dotychczas, wérdd izolatéw pochodzacych
zaréwno z Europy jak i z Ameryki Péinocnej okreslono
16 serotypow biatka OspC, w zwigzku z tym OspC
jest czesto stosowany do typowania szczepow B. burg-
dorferis.]. [76,78]. W sekwencji aminokwasowej anty-
genu OspC zakonserwowane fragmenty zlokalizowano
jedynie na jego koncach (aminokwasy od 11 do 30 na
N-konicu, oraz 10 terminalnych reszt aminokwasowych
z C-konca) [3, 4, 51]. OspC jest jednym z najbardziej
immunogennych biatek we wczesnej fazie zakazenia
B. burgdorferi s.1. Swoiste wobec OspC przeciwciata IgM
pojawiaja si¢ wczesniej niz te skierowane przeciwko
antygenowi VISE [2, 51, 72]. Wiele badan wykazalo,
ze OspC (obok bialek wici) jest gtéwnym antygenem
wykorzystywanym do wykrywania swoistych przeciw-
ciat IgM [27, 77].

FlaA i FlaB

Rzeski B. burgdorferi s.l. zbudowane sg z dwdch ro-
dzajow bialtek (FlaA oraz FlaB) kodowanych przez geny
zlokalizowane na chromosomie. Biatko FlaB (41 kDa)

buduje rdzen natomiast FlaA (37 kDa) stanowi otoczke
wici. W niektérych przypadkach powierzchnia rzeski
moze by¢ tylko w niewielkim stopniu pokryta biatkiem
FlaA, pozostawiajac odstonietym jej rdzen. Spowo-
dowane jest to faktem, iz gen flaA ulega ekspresji na
znacznie nizszym poziomie, niz ten kodujacy biatko
FlaB [15, 22]. Poréwnania sekwencji aminokwasowej
biatka FlaB wykazaly, ze jest ona wysoce rozpowszech-
niona wsrod szerokiej gamy mikroorganizméw (np.
Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium), w szczegol-
nosci dotyczy to skrajnych fragmentéw antygenu. Nato-
miast wewnetrzna czes¢ biatka FlaB (fragment p41/i
obejmujacy aminokwasy od 129 do 251), cechuje si¢
wieksza specyficznoscig dla B. burgdorferis.l. [35, 75].

3. Diagnostyka boreliozy

Rozpoznania choroby z Lyme dokonuje si¢ na pod-
stawie objawdw klinicznych, ktore sa nastepstwem
ugryzienia przez kleszcza. Najbardziej charaktery-
stycznym z nich jest rumien wedrujacy. Jego obecnosé¢
jest zwykle wystarczajagca do postawienia prawidlo-
wej diagnozy. Niestety EM, jak wspomniano wcze-
$niej, wystepuje jedynie u 40-80% pacjentoéw, wigc
nie zawsze istnieje mozliwo$¢ rozpoznania boreliozy
na tej podstawie. Dodatkowym utrudnieniem w roz-
poznaniu s3 alergeny obecne w $linie kleszcza, ktore
wprowadzane do organizmu zywiciela moga powodo-
waé miejscowy proces zapalny, przybierajacy postaé
roznej wielkosci zaczerwienienia, nie §wiadczacego
o przebiegu boreliozy. W zwigzku z tym konieczna jest
konsultacja z do§wiadczonym lekarzem, ktéry bedzie
w stanie odrézni¢ EM od zwyklego odczynu zapalnego.
Inne symptomy choroby z Lyme nie sg wystarczajaco
charakterystyczne aby umozliwi¢ na ich podstawie roz-
poznanie choroby, dlatego bardzo wazna role odgrywa
tutaj diagnostyka laboratoryjna. Dzieli si¢ ona na dwie
gléwne grupy: metody bezposrednie oraz posrednie.
Metody bezposrednie polegaja na identyfikacji calej
komorki patogenu, jego antygenéw lub materialu
genetycznego w probach biologicznych. Natomiast
metody posrednie polegaja na wykrywaniu swoistych
przeciwcial w surowicy pacjenta [2, 26, 40, 52, 59, 67].
W laboratoryjnej diagnostyce boreliozy materialem
badanym moze by¢ pobrana od pacjenta surowica krwi,
plyn mézgowo-rdzeniowy, ptyn maziowy lub wycinek
tkanki (np. skory) [45, 59].

Jedna z bezposrednich metod diagnostycznych jest
laboratoryjna hodowla kretkow, w ktorej material wyjs-
ciowy stanowig probki pobrane od pacjentéw (biop-
taty skory, plyn moézgowo-rdzeniowy, ptyn stawowy,
krew). Mimo 100% specyficznosci podejscie to nie jest
wykorzystywane w rutynowej diagnostyce boreliozy,
ze wzgledu na wysokie wymagania wzrostowe kretkow
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oraz dlugi czas potrzebny na przeprowadzenie testu
(jednoznacznie negatywny wynik mozna stwierdzi¢
dopiero po 5 tygodniach hodowli). Dodatkowo test ten
nie charakteryzuje sie wysoka czuloscig, ktora w zna-
czacym stopniu uzalezniona jest od rodzaju probki
stanowigcej material wyjsciowy. Skuteczno$¢ wyzej
wymienionej metody dla bioptatéw pobranych z miej-
sca wystepowania EM waha si¢ miedzy 40% a 90%
i miedzy 20% a 60% dla probek pobranych ze zmian
ACA [33, 45, 79]. Duzo nizsza czulos¢ (10-26%) otrzy-
muje si¢ dla ptynu moézgowo-rdzeniowego. W przy-
padku hodowli z krwi wskaznik ten wynosi zaledwie
9% dla pacjentéw z Europy i wzrasta nawet do 40%
przy uzyciu wiekszych objetosci krwi u pacjentéw z EM
w USA. Plyn maziowy stanowi material wyjsciowy, dla
ktorego skuteczno$¢ tego podejscia diagnostycznego
jest najnizsza — wynik testu w tym przypadku pra-
wie nigdy nie jest pozytywny. Z wyzej wymienionych
powoddéw metoda ta jest glownie wykorzystywana jako
narzedzie uzupelniajgce proces diagnostyczny u pacjen-
tow z dysfunkcjami ukladu immunologicznego [45, 79].

Detekcja DNA B. burgdorferi s.l. przy pomocy fan-
cuchowej reakcji polimerazy (PCR, polymerase chain
reaction) mozliwa jest w zréznicowanym materiale kli-
nicznym, takim jak wycinki skérne, plyn mézgowo-
-rdzeniowy oraz ptyn stawowy. Zastosowanie reakcji
PCR jest najbardziej wskazane we wczesnych etapach
choroby, gdy organizm nie wytworzyl jeszcze swo-
istych przeciwcial. Nalezy pamietaé, ze metoda ta nie
réznicuje materialu genetycznego pochodzacego od
zywych i martwych patogendéw, a wigc nie pozwala
na stwierdzenie czy ma miejsce aktywne zakazenie,
co jest jej znaczacg wadg. Czulos¢ metody PCR zalezy
od liczebnosci kretkow w organizmie zywiciela, sta-
dium choroby oraz od rodzaju materiatlu klinicznego.
Wykorzystanie reakcji PCR jest najbardziej skuteczne
w przypadku plynu stawowego (czulos¢ na poziomie
80%), natomiast dla materiatu pochodzacego ze zmian
skérnych czulos¢ jest nieco nizsza i wynosi 60-70%.
Dane dotyczace czutosci w wykrywaniu DNA B. burg-
dorferi s.l. w plynie mézgowo-rdzeniowym sg rozbiezne
i wahaja si¢ w granicach 10-30% [2, 70, 79].

Ze wzgledu na duze ograniczenia réznych metod
bezposrednich, w rutynowej laboratoryjnej diagnostyce
boreliozy najczesciej wykorzystywane sa testy posrednie
bazujace na wykrywaniu przeciwciat klasy IgM i IgG.
W obecnych badaniach serologicznych rekomendo-
wane jest dwuetapowe podejscie diagnostyczne, ktore
po raz pierwszy zostalo wprowadzone w 1993 roku
w USA przez kilka tamtejszych agencji ochrony zdro-
wia [11]. W Polsce ten sposob diagnostyki zalecany jest
przez Polskie Towarzystwo Epidemiologéw i Lekarzy
Chordb Zakaznych od 2007 roku. Pierwszym etapem
tego podejscia diagnostycznego jest czuly test immuno-
enzymatyczny (ELISA, enzyme-linked immunosorbent

assay). Jezeli test ELISA da wynik dodatni lub watpliwy
jako test drugiego stopnia (potwierdzajacy) stosuje si¢
Western blot (WB) [2, 45].

Testy ELISA ze wzgledu na swoja wysoka czulos¢
petnig role testow przesiewowych. Oparte sg one gtow-
nie na calkowitych lizatach komoérkowych kretkow.
Niestety takie preparaty antygenowe nie maja wyso-
kiej specyficznosci ze wzgledu na obecno$¢ w lizacie
B. burgdorferi sl. antygenéw reagujacych krzyzowo,
wsrod ktorych wymienia si¢ np. biatka wstrzasu ter-
micznego czy biatka wici, ktére powszechnie wystepuja
w komoérkach innych mikroorganizméw. Ze wzgledu na
niezbyt wysoka specyficzno$¢ testy ELISA charaktery-
zujg si¢ nadrozpoznawalnoscig, dlatego dodatni wynik
nie pozwala na postawienie ostatecznej diagnozy [6,
42]. Z tego tez powodu konieczne jest wykonywanie
testu potwierdzajacego drugiego stopnia, ktorym jest
Western blot, charakteryzujacy sie duzo wigksza specy-
ficzno$cia. Zwigzane jest to z mozliwoscig rozroznienia
poszczegolnych pasm bialkowych. W celu osiagniecia
jak najlepszej uzytecznosci diagnostycznej w tescie WB
wytypowano najbardziej reaktywne i charakterystyczne
antygeny znajdujace si¢ w lizacie komdrkowym kret-
kéw. Ustalono, ze dla wykrywania przeciwcial klasy
IgM, najbardziej wiarygodne sg testy, w ktérych pod
uwage bierze si¢ trzy pasma antygenowe (p23 [OspC],
p39 [BmpA] i p41 [FlaB]). Taki test interpretowany
jest jako pozytywny, gdy zareaguja co najmniej dwa
z nich [16]. Natomiast do wykrywania przeciwcial IgG,
najlepsza specyficznos¢ i czutos¢ otrzymuje sie biorac
pod uwage 10 roznych antygenow (tj. p18 [DbpA],
p23[OspCl, p28, p30, p39 [BmpA], p41 [FlaB], p45, p58
[fragment biatka Hsp60], p66 i p93). Test jest okreslany
jako dodatni, gdy pojawi si¢ co najmniej 5 z 10 ocze-
kiwanych pasm [14, 55].

4. Problemy w serodiagnostyce boreliozy

Mimo, Ze to diagnostyka serologiczna stanowi pod-
stawe w rozpoznaniu boreliozy nie jest ona wolna od
problemow, z ktérymi codziennie boryka sie wiele labo-
ratoriow diagnostycznych. Czuto$¢ tej metody w duzym
stopniu zalezy od czasu trwania choroby. Jako pierwsze
w organizmie Zywiciela pojawiajg si¢ przeciwciat klasy
IgM, ma to miejsce po okolo 2 tygodniach od zakazenia,
natomiast produkcja przeciwcial klasy IgG rozpoczyna
sie zwykle po 3-6 tygodniach i w miare rozwoju cho-
roby zastepuja one przeciwciala klasy IgM. Jednak nie
u wszystkich pacjentéw swoiste immunoglobuliny IgM
zanikaja w ciggu kilku miesiecy od momentu infekcji.
W niektorych przypadkach utrzymuja si¢ one we krwi
nawet przez kilkanascie lat. Dodatkowo przeciwciala
IgM moga by¢ wykrywane zaréwno podczas reakty-
wacji choroby oraz w przypadku ponownego zakaze-
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nia B. burgdorferi s.l. Dlatego tez odréznienie $wiezej
infekcji od przewleklej jedynie w oparciu o stwierdzenie
obecnosci swoistych IgM jest niemozliwe [1, 21].

Z powodu czasu koniecznego na wytworzenie przez
organizm swoistych przeciwcial w pierwszym etapie
infekcji (tzw. okienko serologiczne) wyniki badan
serologicznych sg czesto negatywne [13, 37, 72]. Tylko
u 10-50% pacjentéw z wczesng borelioza (EM wyste-
pujacym krocej niz 7 dni) s3 wykrywalne przeciwciata
skierowane przeciwko B. burgdorferi s.l. W miare trwa-
nia infekcji odpowiedZz immunologiczna stopniowo
dojrzewa, w wyniku czego czulos¢ testéw serologicz-
nych podczas pdzniejszych stadiow choroby znaczaco
wzrasta. W przypadkach pdznej fazy choroby swoiste
przeciwciata IgG sa wykrywane niemal u wszystkich
badanych pacjentow [30, 31, 79].

Kolejnym z ograniczen jest rézny wzor ekspresji
genéw kretka w kleszczu i w organizmie ssaka [24].
Dodatkowo réznorodnos¢ bialek powierzchniowych
jest zwiekszana poprzez zjawisko zmiennosci antygeno-
wej, ktore jest jednym ze sposobéw unikania odpowie-
dzi immunologicznej przez B. burgdorferi s.l. Oznacza
to, ze przeciwciala swoiste dla jednej postaci antygenu
nie beda reagowac z innymi jego wariantami [56].

Innym problemem jest uzyskanie lizatéw komor-
kowych, zawierajacych wszystkie najbardziej immu-
nogenne antygeny, poniewaz geny kodujace niektore
z nich ulegaja ekspresji jedynie in vivo [24, 65]. Dodat-
kowo produkcja niektérych bialek zanika poprzez
utrate kodujacych je plazmidéw w wyniku wielokrot-
nego pasazowania. Sktad antygenowy lizatow komorko-
wych zalezy réwniez od fazy wzrostu kretkdw w jakim
zostaly one zebrane. Wyzej wymienione czynniki sa
powodem problemoéw zwiazanych ze standaryzacjg
natywnych preparatow antygenowych, co znaczaco
wplywa na powtarzalno$¢ wynikéw uzyskiwanych
z wykorzystaniem testow diagnostycznych na nich
opartych [13, 43, 56, 62].

Ogromna réznorodnos¢ genogatunkéw zaliczanych
do kompleksu B. burgdorferi s.1. rowniez nie pozostaje
bez wplywu na skuteczno$¢ obecnej diagnostyki bore-
liozy. Sekwencje aminokwasowe wiekszosci najbardziej
immunogennych biatek sg nisko zakonserwowane
wsrod B. burgdorferi s.l., a co za tym idzie wykorzysta-
nie w serodiagnostyce jako preparatéw antygenowych
lizatéw komoérkowych jednego genogatunku niesie ze
sobg ryzyko uzyskania wyniku falszywie ujemnego.
Problem ten w szczegélnosci dotyczy Europy, gdzie
wystepuje az 5 patogennych dla ludzi przedstawicieli
B. burgdorferi s.l. Jego rozwigzaniem mogloby by¢
wykorzystanie w pojedynczym tescie diagnostycznym
lizatow komdrkowych kilku genogatunkow. Zwiekszy-
toby to czuloé¢ stosowanych testow, jednakze spowo-
dowatoby réwniez znaczacy wzrost kosztow rutynowe;j
diagnostyki [45, 78].

Komorki B. burgdorferis.]. wytwarzaja wiele biatek,
ktére sg homologiczne wsrdd drobnoustrojow, co jest
przyczyna wystepowania czestych reakcji krzyzowych.
Do antygendéw tych zaliczajg si¢ wszechobecne biatka
szoku termicznego oraz flagelina, ktdra jest biatkiem
budujacym wici. Falszywie dodatnie wyniki mozna
otrzymac w przypadku pacjentéw zakazonych takimi
patogenami jak: wirus Epsteina-Barr, Treponema palli-
dum, Borrelia hermsii, Borrelia recurrenitis, cytomega-
lowirus oraz cierpigcych na reumatoidalne zapalenie
stawdw [6, 30, 43].

5. Wykorzystanie bialek rekombinantowych
i peptydow syntetycznych w diagnostyce boreliozy

Intensywny rozwdj metod biologii molekularne;
i inzynierii genetycznej umozliwit otrzymywanie antyge-
néw rekombinantowych, ktére stanowia nowe narzedzia
diagnostyczne. Antygeny rekombinantowe sg to biatka
wytwarzane metodami biotechnologicznymi, ktore
moga zawiera¢ dodatkowe domeny fuzyjne wplywajace
na ich rozpuszczalno$¢ lub umozliwiajace ich tatwiejsze
oczyszczanie czy detekcje. Biatka takie stanowig alter-
natywne zrodlo antygendw, ktore mozna wykorzysta¢
do opracowania nowych testow serologicznych. Jed-
nakze, aby testy serodiagnostyczne oparte na biatkach
rekombinantowych mialy jak najwieksza skuteczno$¢
nalezy wykorzysta¢ w nich starannie wyselekcjonowane
antygeny lub ich fragmenty. Dostepne w bazach danych
sekwencje aminokwasowe bialek B. burgdorferis.l. oraz
narzedzia bioinformatyczne umozliwiaja wytypowanie
najbardziej immunogennych oraz zakonserwowanych
fragmentéw poszczegdlnych antygendw. Wykorzystanie
jedynie wyselekcjonowanych fragmentéw bialek moze
zdecydowanie ograniczy¢ czgsto$¢ wystepowania reakcji
krzyzowych, co znacznie ulatwi interpretacje wynikow
testow serologicznych, ponadto biotechnologiczna pro-
dukcja antygenéw moze pozwoli¢ na otrzymanie prepa-
ratow antygenowych zawierajacych biatka wytwarzane
przez kretki jedynie in vivo. Inng mozliwoscia jest wyko-
rzystanie w pojedynczym tescie diagnostycznym biatek
pochodzacych od kilku genogatunéw B. burgdorferi s.1.
Bardzo prawdopodobne jest, iz takie podej$cie umozliwi
prawidlowe rozpoznanie boreliozy, bez wzgledu na to
jakim genogatunkiem B. burgdorferi s.1. nastapilo zaka-
zenie. Latwiejszg standaryzacje oraz wigksza skutecz-
nos¢ testow mozna osiaggna¢ konstruujac antygeny chi-
meryczne, ktore powstaja na skutek potaczenia dwdch
lub wigkszej liczby genéw w jeden gen fuzyjny. Ekspresja
genu fuzyjnego prowadzi do powstania produktu chi-
merycznego, ktory faczy cechy biatek kodowanych przez
pojedyncze geny bedace czgscig takiego potaczenia.

W zwiazku z duzymi nadziejami jakie pokfada
sie w zastosowaniu antygenéw rekombinantowych
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i chimerycznych laboratoria na calym $wiecie prowadza
badania naukowe dotyczace oceny przydatnosci tych
bialek w rozpoznaniu réznych faz boreliozy (Tab. III).
Obecnie na rynku dostepne s testy ELISA III generacji
(zestawy diagnostyczne Borrelia IgM oraz Borrelia IgG
tirmy Biomedica, Borrelia burgdorferi IgG Recombinant
Antigens firmy GenWay Biotech) oraz testy Immuno-
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blot i Line Immunoblot (EUROLINE Borrelia firmy
Euroimmiun, recomLine Borrelia IgG i recomLine Bor-
relia IgM firmy Microgen Diagnostic) oparte na anty-
genach rekombinantowych [27, 45].

W licznych laboratoriach na calym $wiecie prowa-
dzone sg badania majace na celu stworzenia jednoeta-
powego testu diagnostycznego, opartego na tanszej

Tabela ITI
Uzyteczno$¢ biatek rekombinantowych w diagnostyce boreliozy
Nazwa Pochodzenie Test N .
) preparatu . Wyniki Zroédlo
biatka diagnostyczny
antygenowego
o Czulo$¢ niezaleznie od czasu trwania choroby: 66% (184/280)*
o Czulo$¢ w fazie wezesnej (EM): 44% (35/80)*
o Czulo$¢ w fazie wezesnej po leczeniu: 59% (63/106)*
o Czulo$¢ w fazie wezesnej rozsianej (wezesna NB): 100% (15/15)*
o Czulo$¢ w fazie wezesnej rozsianej (wczesna NB) po leczeniu:
IgG ELISA 4
& 64% (7/11)* [4]
o Czulo$¢ w fazie péznej (LA): 97% (32/33)*
o Czulo$¢ w fazie péznej (LA) po leczeniu: 88% (21/24)*
Priokariotyczny « Czulo$¢ w fazie poznej (NB): 100% (11/11)*
VIsE system ekspresyjny « Specyficznos¢: 99% (6/553)*
(B. burgdorferi | Tabora-Studiera; o Czulos¢ niezaleznie od czasu trwania choroby: 36% (102/280)*
s.s. B31) komorki E. coli « Czulo$¢ w fazie wezesnej (EM): 19% (15/80)*
szczep BL21 o Czulo$¢ w fazie wezesnej po leczeniu: 43% (46/106)*
« Czulo$¢ w fazie wezesnej rozsianej (wezesna NB): 73% (11/15)*
TgM ELISA o Czulo$¢ w fazie wezesnej rozsianej (wezesna NB) po leczeniu: [4]
55% (6/11)*
 Czulo$¢ w fazie pdznej (LA): 39% (13/33)*
« Czulo$¢ w fazie pdznej (LA) po leczeniu: 42% (10/24)*
o Czulo$¢ w fazie pdznej (NB): 9% (1/11)*
« Specyficzno$¢: 99% (6/553)*
« Czulo$¢ w fazie wezesnej zlokalizowanej: 74% (29/39)*
o Czuto$¢ po leczeniu: 90% (35/39)*
pepC6 Synteza chemiczna TeM/IeG ELISA | Czulo$¢ w fazie wezesnej rozsianej (wczesna NB): 95% (19/20)* 4
3
gM/lg « Czulos¢ w fazie péznej (LA): 100% (49/49)* [43]
« Czulo$¢ w fazie pdznej (NB): 100% (10/10)*
« Specyficzno$é: 99% (2/176)*
o Czulo$¢ niezaleznie od czasu trwania choroby: 75% (426/569)*
« Czulo$¢ w fazie wezesnej (EM): 66,5% (268/403)*
pepC6 Synteza chemiczna | IgM/IgG ELISA | « Czulo$¢ w fazie wezesnej rozsianej (wezesna NB): 88,6% (39/44)* [80]
(test komercyjny)| « Czulo§¢ w fazie pdznej (NB): 100% (8/8)*
 Czulo$¢ w fazie poznej (LA): 98,2% (112/114)*
« Specyficznosé: 99,5% (2/366)*
DbpA Prokariotyczny
(B .b”)rgd"rf e ,Slffsbtem eslflzlr.esw.ny LGELISA | + Cutosé w fazie poine] (NB): 439% (6/14)* (32]
s:s-1a abora-studiera; & « Czulo$¢ w fazie péznej (LA): 60% (9/15)*
komorki E. coli
szczep M15
Prokariotyczny
DbpA system ekspresyjny ” o
. Y o Czulo$¢ w fazie péznej (NB): 50% (7/14)* [32]
(B. afzelii A91) Tabo,ra-.Stud1er.a, IgG ELISA « Crultodé w fazie potnej (LA): 80% (12/15)*
komorki E. coli
szczep M15
Prokariotyczny
DbpA system ekspresyjny ” o
L )  Czulo$¢ w fazie pdznej (NB): 50% (7/14)* [32]
(B. garinii 40) Tabo,ra—.Studlerla, IgG ELISA « Czutodé w fazie poznej (LA): 20% (3/15)*
komorki E. coli
szczep M15
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Pochodzenie
Nazwa Test o 5
bialka preparatu diagnostyczny Wyniki Zroédlo
antygenowego
o Czulos¢ w fazie wezesnej (zlokalizowana i rozsiana):
53% (40/75)*
o Czulo$¢ w fazie wezesnej zlokalizowanej: 25% (4/16)*
o Czulo$¢ w fazie wezesnej rozsianej: 61% (36/59)*
o Czulos¢ w fazie wezesnej (zlokalizowana i rozsiana)
IgM ELISA po leczeniu: 73% (55/75)* [20]
o Czulo$¢ w fazie pdznej (zapalenie opon mézgowych lub
porazenie twarzy): 72% (29/40)*
Prokariotyczny o Czulo$¢ w fazie pdznej (LA): 45% (22/49)*
system ekspresyjny o Czulo$¢ w fazie pdznej (NB): 20% (5/25)*
OspC Tabora-Studiera; « Specyficzno$é: 98% (2/106)*
(B. burgdorferi | komorki E. coli o Czulos¢ w fazie wezesnej (zlokalizowana i rozsiana): 33% (25/75)*
s.8. 297) szczep SR2 o Czulo$¢ w fazie wezesnej zlokalizowanej: 31% (5/16)*
o Czulo$¢ w fazie wezesnej rozsianej: 34% (20/59)*
o Czulo$¢ w fazie wezesnej (zlokalizowana i rozsiana) po leczeniu:
IgG ELISA % (3,7/75)* o . . [20]
o Czulo$¢ w fazie pdznej (zapalenie opon mdzgowych lub
porazenie twarzy): 65% (26/40)*
o Czulo$¢ w fazie pdznej (LA): 84% (41/49)*
o Czulo$¢ w fazie pdznej (NB): 36% (9/25)*
« Specyficzno$é: 86% (15/106)*
Prokariotyczny IgM ELISA o Czulos¢ w fazie wezesnej: 65% (11/17)* [60]
OspC system ekspresyjny « Czulo$¢ po leczeniu: 65% (11/17)*
(B afzelii A91) Taborra—‘Studler.a; IgG ELISA o Czulo$¢ w fazie wezesnej: 53% (9/17)%
komérki E. coli o Czuto$¢ po leczeniu: 71% (12/17)* [60]
szczep M15
Prokariotyczny IgM ELISA o Czulo$¢ w fazie wezesnej: 41% (7/17)* [60]
OspC system ekspresyjny o Czulo$¢ po leczeniu: 47% (8/17)*
(B. garinii 40) Tabora—.Studler.a; o Czulos¢ w fazie wezesnej: 18% (3/17)*
komérki E. colilgG ELISA o Czuto$¢ po leczeniu: 36% (6/17)* [60]
szczep M15
Prokariotyczny IgM ELISA o Czulos¢ w fazie wezesnej: 12% (2/17)* [60]
OspC system ekspresyjny o Czulo$¢ po leczeniu: 18% (3/17)*
(B. l.mrgdorf e Tabo(ra-studler.a; o Czulo$¢ w fazie wezesnej: 6% (1/17)*
s.s.ia) komorki E. coli IgG ELISA ., . [60]
o Czulos$¢ po leczeniu: 6% (1/17)*
szczep M15
o Czulos$¢ niezaleznie od czasu trwania choroby: 38% (107/280)*
o Czulos¢ w fazie wezesnej (EM): 40% (32/80)*
o Czulos¢ w fazie wezesnej rozsianej (wczesna NB): 53% (8/15)*
o Czulo$¢ w fazie wezesnej rozsianej (wezesna NB) po leczeniu:
pepC10 Synteza chemiczna IgM ELISA 36% (4/11)* [4]
o Czulo$¢ w fazie pdznej (LA): 9% (3/30)*
o Czulo$¢ w fazie pdznej (LA) po leczeniu: 10% (2/22)*
o Czulo$¢ w fazie pdznej (NB): 18% (2/9)*
« Specyficzno$é: 99% (6/553)*
TgM ELISA . gzuios:c: w iaz%e w,c%esr?.ej ((I)iM): 41,3 % (40/97)* ;3]
pepC10 Synteza chemiczna o Czulos¢ w fazie pdznej: 10% (2/20)
TG ELISA . Czulos,c, w faz?e w,c%esr.lej (EM): 16,3 % (16/97)* (3]
o Czulo$¢ w fazie pdznej: 10% (2/20)*
IgM ELISA . Czuios{c/ w iaz?e w(c%es?e] (OEM): 48,5% (47/97)* 3]
OspCl Synteza chemiczna « Czulo$¢ w fazie pdznej: 15% (3/20)
1¢G ELISA o Czulos¢ w fazie wezesnej (EM): 24,5% (24/97)* 3]

o Czulo$¢ w fazie poznej: 25% (5/20)*
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s.s. B31) szczep BL21 (DE3)
pLysS lub B834

(DE3)

Pochodzenie
Nazwa Test o 5 .
) preparatu . Wyniki Zrédlo
biatka diagnostyczny
antygenowego
Prokariotyczny
system ekspresyjny
OspA-p93 Tabora-Studiera;
(62kDa) komorki E. coli IgM/IgG ELISA | « Czulo$¢ w fazie wezesnej: 10% (2/20)* [28]
(B. burgdorferi | szczep BL21(DE3) o Czulo$¢ w fazie pdznej: 56% (9/16)*
s.s. B31) pLysS lub B834
(DE3)
 Czulo$¢ w fazie wezesnej: 50% (49/99)*
Prokariotyczny o Czulo$¢ w fazie poznej: 89% (47/53)*
OspA-p93 system ekspresyjny « Specyficzno$¢ w przypadku choroby autoimmunologicznej
(97 kDa) Tabora-Studiera; (reumatoidalne zapalenie stawdw/toczen rumieniowaty
(B. burgdorferi | komorki E. coli IgM/IgG ELISA | ukladowy): 97% (1/40)* 28]
s.s. B31) szczep BL21(DE3) o Specyficznoé¢ w przypadku kily: 78% (6/27)*
pLysS lub B834 « Specyficzno$¢ w przypadku ludzi zdrowych z terendow
(DE3) endemicznych: 85% (3/20)*
« Specyficzno$¢ w przypadku ludzi zdrowych z terenéw
nieendemicznych: 100% (0/20)*
Prokariotyczny
OspB-Fla system ekspresyjny
(43 kDa) Tabora-Studiera; o Czulo$¢ w fazie wezesnej 28% (11/47)*
(B. burgdorferi | komorki E. coli 1gM/IgG ELISA o Czulo$¢ w fazie pdznej: 48% (10/21)* (28]
s.s. B31) szczep BL21(DE3)
pLysS lub B834
(DE3)
o Czulo$¢ fazie wezesnej: 62% (86/139)*
Prokariotyczny o Czulos¢ w fazie poznej: 87% (60/69)*
OspB-OspC- | system ekspresyjny « Specyficzno$¢ w przypadku choroby autoimmunologicznej
-Fla (64 kDa) | Tabora-Studiera; (reumatoidalne zapalenie stawow/toczen rumieniowaty
(B. burgdorferi | komorki E. coli IgM/IgG ELISA | ukladowy): 92% (4/50)* [28]

« Specyficznos$¢ w przypadku kily: 93% (4/56)*

« Specyficzno$¢ w przypadku ludzi zdrowych z terendéw
endemicznych: 84% (5/30)*

« Specyficzno$¢ w przypadku ludzi zdrowych z terendéw
nieendemicznych: 100% (0/28)*

* (liczba surowic seropozytywnych / liczba surowic przebadanych)

i latwiejszej w interpretacji technice ELISA. Nowe
narzedzia diagnostyczne jakimi sg antygeny rekombi-
nantowe i bialka chimeryczne rozbudzajg nadziej¢ na
osiagniecie tego celu. Jednak aby takie testy wykazywaty
sie wysoka czuloscig i specyficznoscia nalezy wykorzy-
sta¢ w nich starannie wyselekcjonowane antygeny lub
ich fragmenty. W zwigzku z tym wielu naukowcéw pro-
wadzilo badania naukowe majace na celu przetestowa-
nie skutecznosci testow serodiagnostycznych opartych
na poszczegolnych antygenach B. burgdorferi s.1. lub ich
fragmentach.

Antygen VIsE ze wzgledu na swoja wyjatkowo silna
immunogennos¢ oraz obecno$¢ w sekwencji zakon-
serwowanego fragmentu, byt obiektem zainteresowa-
nia wielu naukowcéw. W badaniach przeprowadzo-
nych przez Bacon i wsp. ogdlna czulos¢ (niezaleznie
od czasu trwania infekcji) testow IgG ELISA opartych
wylacznie na antygenie VISE (ELISA VISE) wynosila

66%. Nie byl to wynik znacznie odbiegajacy od tego
uzyskanego przy pomocy standardowego testu dwueta-
powego (STD 68%). Gdy uwzgledniono podziat na fazy
choroby, wykazano, ze czulos¢ testu IgG ELISA VIsE
w przypadku pacjentéw, u ktérych EM wystepowat
od tygodnia, wynosifa zaledwie 16%, za to wzrastala
ona znaczgco pomiedzy 2 i 4 tygodniem od zakazenia
osiggajac w tym przedziale czasowym 61%. Podczas
poznej fazy choroby testy IgG ELISA VISE charakte-
ryzowaly sie niemalze 100% czuloscia, a specyficznos¢
utrzymywala si¢ na poziomie 98% (90-100% w zalez-
noséci od grupy kontrolnej pacjentéow). W przypadku
zastosowania testu ELISA VISE do wykrywania prze-
ciwcial klasy IgM uzyskano nizsza czulo$¢ oznaczenia
wynoszaca 36%, test ten byt rowniez mniej skuteczny
w przypadku wykrywania swoistych immunoglobulin
w surowicach pacjentéw z chorobg trwajaca od 2 do
4 tygodni (32%). Natomiast w przypadku wykrywania
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choroby u pacjentow z EM trwajacym od tygodnia, czu-
to$¢ tego testu byla skrajnie niska i wynosita zaledwie
3%. Specyficznos¢ testow IgM ELISA VISE wynosila
99%, a wiec byla nieznacznie wyzsza niz w przypadku
wykrywania swoistych przeciwcial IgG [4].

Skuteczno$¢ pojedynczych testow IgG i IgM ELISA
wykorzystujacych syntetyczny 26-aminokwasowy pep-
tyd, ktorego sekwencja oparta jest na regionie IR6
umiejscowionym w obrebie genu vIsE zostata oceniona
przez Liang i wsp. (1999). Zespot ten przebadal suro-
wice pobrane od pacjentéw we wczesnej fazie choroby,
po antybiotykoterapii oraz w fazie przewleklej. Czutos¢
testow IgM/IgG ELISA C6 we wczesnej fazie choroby
wynosita 74%, w fazie p6znej wzrastata do 100%, a dla
pacjentdw po antybiotykoterapii osiggata 90%. Aby oce-
ni¢ swoisto$¢ testu IgM/IgG ELISA C6 zbadano proby
surowicy pobrane od pacjentéw z innymi zakazeniami
wywolanymi przez kretki, przewleklymi chorobami
autoimmunologicznymi lub chorobami neurologicz-
nymi oraz od os6b hospitalizowanych z terenéw gdzie
choroba z Lyme nie jest endemiczna. Dla tych surowic
ogolna specyficznos¢ przeprowadzonych testow ELISA
wyniosla 99% [43]. Ponadto, w 2013 roku Wormser
i wsp. przeprowadzili badania poréwnawcze miedzy
dostepnym na rynku amerykanskim testem C6 Lyme
ELISA kit (Immunetics, Boston, MA, USA), a STD.
Wykazano, iz ogélna czuto$¢ testu komercyjnego (bez
wzgledu na podzial na fazy choroby) wynosita 75%, co
znacznie przewyzszalo czutos¢ STD (50,6%), wykona-
nego na puli tych samych surowic. Tak duza réznica
byla wynikiem znacznie wyzszej czulos$ci C6 Lyme
ELISA kit w przypadku badania surowic pobranych od
pacjentow z EM - test komercyjny osiagat skutecznosé¢
na poziomie 66,5%, podczas gdy czulos¢ STD wynosita
zaledwie 34,5%. W pdznej fazie boreliozy czulos¢ obu
testow wzrosta do niemal 100%, jednak test ELISA C6
wciaz wykazal sie nieznacznie wyzsza skutecznoscia.
Gdy dokonano poréwnania specyficzno$¢ obu testow,
wynosifa ona 99,5% dla testu komercyjnego oraz 98,9%
dla STD [80].

Kolejnym antygenem, silnie stymulujgcym produk-
cje przeciwcial IgG, jest biatko DbpA, ktére cechuje sie
wysokim zréznicowaniem sekwencji aminokwasowej
wsrod genogatunkow B. burgdorferi s1. W celu osza-
cowania wplywu niskiego stopnia zakonserwowania
sekwencji niniejszego biatka na wyniki otrzymywa-
nych badan serodiagnostycznych wyprodukowano trzy
warianty antygenu DbpA pochodzace od patogennych
dla ludzi genogatunkéw B. burgdorferi s.l. wystepuja-
cych powszechnie w Europie (DbpA,, - B. burgdorferi
s.s.ia, DbpA - B. afzelii A91, DbpA , - B. garinii 40)
[32]. Otrzymane preparaty bialek rekombinantowych
wykorzystane zostaly nastepnie jako podstawa testow
immunoenzymatycznych fazy stalej. Przeprowadzone
testy ELISA wykazaly, iz wszystkie surowice pobrane

od pacjentdw cierpigcych na neuroborelioze zawie-
raly przeciwciala swoiste przynajmniej wobec jednego
wariantu antygenu DbpA (ogélna czulos¢ 100%).
Czulo$cig na poziomie 50% cechowaly si¢ testy ELISA
oparte na biatku DbpA , , taki sam wynik osiagnieto dla
testu ELISA wykorzystujacego antygen DbpA , . Naj-
nizsza czulo$cia, na poziomie 43%, w wykrywaniu NB
wykazywaly sie testy ELISA oparte na antygenie DbpA
pochodzacym z B. burgdorferi s.s. ia. Ogdlna skutecz-
no$¢ tych samych testow w przypadku pacjentéw z LA
byta nieco nizsza i wynosita 93%. Tutaj réwniez testy
ELISA wykorzystujace biatko DbpA ; cechowaly sig
najwyzszg czuloscia (80%), jednak w przeciwienstwie
do surowic pobranych od pacjentéw z NB w tym przy-
padku najmniej efektywnym testem byt ten oparty na
antygenie DbpA pochodzacym od B. garinii 40 (20%),
ktérego skutecznos¢ byla znacznie nizsza niz testu
ELISA wykorzysujagcym DbpA,. (60%). Immunoglo-
buliny zawarte w surowicach pobranych od chorych
w wiekszosci przypadkéw reagowaly tylko z jednym
z wariantdw DbpA, a reakcje krzyzowe pomiedzy bial-
kami byty bardzo rzadkie. U pacjentéw z wczesng faza
choroby (EM), czulos¢ testow IgG lub IgM ELISA wyko-
rzystujacych rézne warianty antygenu DbpA byla bar-
dzo niska, na poziomie kilku-kilkunastu procent [32].
Dane literaturowe dotyczace skutecznos$ci testow
opartych na antygenie OspC w diagnostyce wczesnej
boreliozy sg bardzo rozbiezne. Przeciwciala klasy IgM
przeciwko OspC obserwowano u 25-80% pacjentow
z EM (20, 23, 46, 47, 51, 58] oraz u 48-72% pacjentow
z NB [20, 51]. Badania wykonane przez Fung i wsp.
(1994) wykazuja, ze prawdopodobnie nawet do 50%
pacjentéw rozwija odpowiedz przeciwcial klasy IgM
skierowang przeciwko antygenowi OspC w pierwszym
tygodniu od zakazenia, a podczas fazy wczesnej roz-
sianej odsetek ten wzrasta do 60%. Po uptywie 2 mie-
siecy immunoglobuliny te mozna wykry¢ w surowicach
60-70% pacjentéw [20]. Naukowcy przypuszczaja, ze
rozbieznosci te wynikajg z wyjatkowo niskiego stopnia
zakonserwowania sekwencji antygenu OspC wérod
genogatunkow. Przeciwciala zawarte w surowicach
moga rozpoznawac epitopy biatka ze zréznicowang sku-
teczno$cia w zaleznosci od uzytego w tescie wariantu
antygenu. W celu zweryfikowania tej hipotezy Panelius
i wsp. (2002) wykonali testy IgM i IgG ELISA, gdzie
kazdy z nich oparty byt na biatku OspC pochodza-
cym z innego genogatunku B. burgdorferi s.l. (B. afzelii
A91, B. garinii 40, B. burgdorferi s.s. ia). Jak si¢ spodzie-
wano otrzymano znaczace roznice w czulosci testow,
w ktérych do wykrywania swoistych przeciwcial zasto-
sowano rozne biatka OspC. Najwigksza skutecznoscia
wykazywal si¢ test ELISA wykorzystujacy biatko OspC
pochodzace z B. afzelii A91. Testy te mialy znaczng
przewage bez wzgledu na to jaka klas¢ przeciwcial
wykrywano oraz czy badano surowice pochodzace od


http://mostwiedzy.pl

Pobrano z mostwiedzy.pl

AN\ MOST

410 WERONIKA GRAZLEWSKA, LUCYNA HOLEC-GASIOR

pacjentow we wczesnej fazie choroby czy od tych beda-
cych po antybiotykoterapii. Drugim co do skutecznosci
testem byt ten wykorzystujacy biatko OspC pochodzace
od B. garinii 40. Najmniej obiecujace wyniki uzyskano
dla testu ELISA opartego na biatku OspC pochodzacym
z B. burgdorferi s.s. ia, co jest zrozumiale poniewaz ten
genogatunek jest najmniej rozpowszechniony w Euro-
pie [60]. W celu rozwigzania problemdéw zwigzanych
z wysokim zréznicowaniem antygenu OspC wéréd
genogatunkow B. burgdorferi s.l., naukowcy przepro-
wadzili poréwnanie sekwencji aminokwasowych wyzej
wspomnianego biatka. W wyniku tej analizy wyodreb-
niono dwa zakonserwowane fragmenty antygenu OspC,
zlokalizowane na jego koncach. Badania Bacon i wsp.
(2003) wykazaty, ze testy IgM ELISA oparte na peptydzie
C10 (pepC10, obejmuje 10 aminokwasow z C-konca
biatka) sg skuteczniejsze w wykrywaniu wczesnej fazy
choroby niz STD. Czulos¢ testow IgM ELISA pepC10
u pacjentéw z EM trwajacym nie dluzej niz tydzien
byta na poziomie 27%. Wzrastala ona w miare doj-
rzewania odpowiedzi immunologicznej osiagajac 55%
w przypadku surowic pobranych od pacjentéw w ciaggu
2-4 tygodni od wystapienia EM [4]. Natomiast Arna-
boldi i wsp. (2013) wykazali, ze testy IgM ELISA oparte
na peptydzie OspCl1 (20 N-koncowych aminokwasow)
wykrywaly wczesna borelioze z czuto$cia 48,5% i specy-
ticzno$cia na poziomie 100%. Zaréwno testy IgG ELISA
wykorzystujace pepC10 jak i OspCl wykazywaly sie
znacznie nizszg czulo$¢ niz te bazujgce na wykrywa-
niu przeciwcial klasy IgM. Czutos¢ testow IgG ELISA
OspC1 wynosila okoto 25%, natomiast dla testow IgG
ELISA pepC10 spadta ona do zaledwie 15%. Uzyskane
wyniki pozwolily na wysnucie wniosku, iz to peptyd
OspCl1 charakteryzuje sie wyzsza skutecznoscig w sero-
diagnostyce wczesnej boreliozy [3].

Wiele wynikéw wskazuje na to, iz cigzko otrzymac
czuly i specyficzny test immunodiagnostyczny wyko-
rzystujacy jedynie pojedynczy antygen. Dlatego tez
naukowcy probowali udoskonali¢ testy diagnostyczne
konstruujac tzw. bialka chimeryczne. W 2000 roku
Gomes-Solecki i wsp. skonstruowali 17 biatek chime-
rycznych zlozonych z fragmentéw antygenéw po-
wierzchniowych takich jak: OspA, OspB, OspC, fla-
geliny (FlaB) i biatka 93 kDa (p93). Do konstrukcji
chimer wykorzystano gléwnie fragmenty antygenéw
pochodzace od B. burgdorferis.s. B31, jednak niektére
z nich zawieraly sekwencje uzyskane od B. afzelii Pko
oraz B. garinii K48. Po wstepnej selekcji, za pomoca
testow WB z wszystkich wyprodukowanych antyge-
néw chimerycznych wytypowano cztery najbardziej
obiecujace do dalszych testow serologicznych. Byly to
bialka chimeryczne: OspB-Fla (43 kDa), OspB-OspC-
-Fla (64 kDa), OspA-p93 (62 kDa) i OspA-p93 (97 kDa).
Przydatnos¢ skonstruowanych biatek chimerycznych
oceniono wykonujac testy IgM/IgG ELISA. Najbar-

dziej skuteczny w wykrywaniu wczesnej boreliozy byt
test ELISA wykorzystujacy antygen OspB-OspC-Fla
(62%). Charakteryzowal sie on réwniez wysoka czu-
toscia w wykrywaniu péznej boreliozy (87%), jednak
w tej fazie choroby najskuteczniejszym okazat sie test
ELISA oparty o biatko OspA-p93 (97 kDa) (89%).
Badania te wykazaly jak ogromny wplyw na skutecz-
no$¢ w wykrywaniu swoistych przeciwcial ma doboér
odpowiednich fragmentéw bialek do tworzenia chimer.
Doskonale pokazuje to przyklad testéw ELISA opartych
na biatkach chimerycznych OspA-p93 (62 kDa) i OspA-
-p93 (97 kDa) (réznigcych si¢ wielkoscig fragmentu
antygenu p93), ktore charakteryzowaly si¢ odmienng
czuloscig w wykrywaniu wezesnej jak i pdznej choroby
z Lyme. W celu okreslenia specyficznosci testow ELISA
opartych na wyzej wymienionych biatkach chimerycz-
nych wykorzystano surowice pacjentéw cierpiacych na
kite i choroby autoimmunologiczne (reumatoidalne
zapalenie stawow lub ukladowy toczen rumienio-
waty), a takze surowice zdrowych ludzi z obszaréw, na
ktorych choroba ta jest endemiczna oraz z terenéw
gdzie B.burgdorferi s.l. nie wystepuje. Wspomniane
antygeny nie dawaly reakcji krzyzowych z probami
surowic pacjentéw zamieszkujacych obszar, na ktérych
borelioza nie wystepuje endemicznie. Niestety uzyski-
wano wyniki falszywie dodatnie w przypadku surowic
pacjentéw cierpigcych na kile, choroby autoimmuno-
logiczne oraz zamieszkujacych tereny wystepowania
B. burgdorferi s.l. [28].

6. Podsumowanie

Rozpoznanie boreliozy jedynie na podstawie obrazu
klinicznego, ze wzgledu na jej zréznicowana postac, jest
niezmiernie trudne, badZz czgsto nawet niemozliwe.
Z tego powodu gtéwng role w diagnostyce choroby
z Lyme odgrywaja badania laboratoryjne. W ich zakre-
sie w ciggu ostatnich lat nastapit ogromny postep. Doty-
czy to w szczegdlnosci metod serologicznych, w ktorych
do wykrywania swoistych przeciwcial w surowicach
pacjentow wykorzystuje si¢ biotechnologicznie pro-
dukowane antygeny rekombinantowe. Ten intensywny
rozwdj zawdzieczamy nowym rozwigzaniom wyko-
rzystywanym w inzynierii genetycznej, dzieki, ktorym
udalo si¢ stworzy¢ wydajne eukariotyczne i prokario-
tyczne systemy ekspresji genow. Umozliwito to tatwe
otrzymywanie biatek rekombinantowych i chime-
rycznych stanowigcych nowe, obiecujgce narzedzia
diagnostyczne, bedace podstawg do opracowania lep-
szych testow. Z racji tego, iz czulo$¢ dostepnych testow
serologicznych w wykrywaniu pdznej boreliozy (LA,
ACA, NB) jest zadowalajaca, glownym celem naukow-
cow jest poprawa skutecznosci metod serodiagnostycz-
nych wykorzystywanych w rozpoznawaniu wczesnego
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etapu choroby z Lyme. By¢ moze pozwoli na to wyko-
rzystanie w testach immunodiagnostycznych starannie
wyselekcjonowanych antygendéw lub ich fragmentéw.
Dzigki opracowaniu nowych testéw, ktdre umozliwiag
wczesng i prawidlows identyfikacje zakazenia kret-
kiem, pacjenci szybko zostang poddani odpowiedniej
terapii, co znacznie moze ograniczy¢ rozwdj pdznych
postaci boreliozy. ROwniez wazne jest zwigkszenie spe-
cyficznosci przesiewowych testow ELISA, ktére obec-
nie czesto daja wyniki watpliwe lub falszywie dodatnie.
Dodatkowo ograniczenie liczby wykonywanych testéw
potwierdzajagcych WB, znacznie obnizytoby koszty
diagnostyki boreliozy. Wiele czynnikéw wskazuje, ze
najlepszym rozwigzaniem w rutynowej diagnostyce
choroby z Lyme bytoby opracowanie jednoetapowego
testu ELISA. Ma on znaczaca przewage nad WB ze
wzgledu na latwiejszg standaryzacje, nizszy koszt oraz
zdolnos¢ ilosciowego wykrywania swoistych przeciw-
cial w prébach pobranych od pacjenta. Niestety wiele
doniesien literaturowych wskazuje, iz aby osiaggnac ten
cel nie beda wystarczajace testy diagnostyczne oparte
jedynie na pojedynczych antygenach rekombinanto-
wych, poniewaz ich czuloé¢ i specyficznosé ze wzgledu
na niski stopien zakonserwowania sekwencji wéréd
genogatunkow B. burgdorferi s.1. nie jest zadowalajaca.
Rozwigzaniem moze by¢ zastosowanie mieszanek
odpowiednich bialek rekombinantowych pochodza-
cych od kilku genogatunkéw kretka lub opracowanie
preparatéw antygenowych nowej generacji tj. bialek
chimerycznych zlozonych z dobrze wyselekcjonowa-
nych fragmentéw roznych antygendw. Liczne prace
w tej tematyce dajg nadzieje, na opracowanie skutecz-
niejszych testow diagnostycznych opartych na antyge-
nach otrzymywanych metodami biotechnologicznymi.

Pismiennictwo

1. Aguero-Rosenfeld M.E., Nowakowski J., Bittker S., Cooper D.,
Nadelman R.B., Wormser G.P: Evolution of the serologic
response to Borrelia burgdorferi in treated patients with cul-
ture-confirmed erythema migrans. Microbiology, 34, 1-9 (1996)

2. Aguero-Rosenfeld M.E., Wang G., Schwartz I., Wormser G.P::
Diagnosis of Lyme borreliosis. Clin. Microbiol. Rev. 18, 484-509
(2005)

3. Arnaboldi PM., Seedarnee R., Sambir M., Callister S.M.,
Imparato J.A., Dattwyler R.J.: Outer surface protein C peptide
derived from Borrelia burgdorferi sensu stricto as a target for
serodiagnosis of early Lyme disease. Clin. Vaccine Immunol. 20,
474-481 (2013)

4. Bacon R.M., Biggerstaff B.J., Schriefer M.E., Gilmore R.D,
Philipp M.T., Steere A.C.: Serodiagnosis of Lyme disease by
kinetic enzyme-linked immunosorbent assay using recombi-
nant VIsE1 or peptide antigens of Borrelia burgdorferi compared
with 2-tiered testing using whole-cell lysates. J. Infect. Dis. 187,
1187-1199 (2003)

5. Barbour A.G., Hayes S.E: Biology of Borrelia species. Microbiol.
Rev. 50, 381-400 (1986)

6. Bruckbauer H.R., Preac-Mursic V., Fuchs R., Wilske B.: Cross-
-reactive proteins of Borrelia burgdorferi. Eur. J. Clin. Microbiol.
Infec. Dis. 11, 224-232 (1992)

7. Burgdorfer W., Barbour A.G., Hayes S.E, Benach J.L., Grun-
waldt E., Davis J.P: Lyme disease - a tick-borne spirochetosis?
Science, 216, 1317-1319 (1982)

8. Carrasco S.E., Troxell B., Yang Y., Brandt S.L., Li H., Sandu-
sky G.E., Yang X.E:: Outer surface protein OspC is an antiphago-
cytic factor that protects Borrelia burgdorferi from phagocytosis
by macrophages. Infect. Immun. 83, 4848-4860 (2015)

9. Casjens S.R., Palmer N., Van Vugt R., Huang W,, Stevenson B.,
Rosa P, Haft D.:A bacterial genome in flux: the twelve linear and
nine circular extrachromosomal DNAs in an infectious isolate of
the Lyme disease spirochete Borrelia burgdorferi. Mol. Microbiol.
35, 490-516 (2000)

10. Casjens S.R., Gilcrease E.B., Vujadinovic M., Mongodin E.E,
Luft B.J., Schutzer S.E., Qiu W.G.: Plasmid diversity and phylo-
genetic consistency in the Lyme disease agent Borrelia burgdor-
feri. BMC Genom. 18, 1-18 (2017)

11. Centers for Disease Control and Prevention. Recommendations
for test performance and interpretation from the Second Natio-
nal Conference on Serological Diagnosis of Lyme Disease. Morb.
Mortal. Wkly. Re. 44, 590-591 (1995)

12. van Dam A.P,, Kuiper H., Vos K., Widjojokusumo A., de Jongh
B.M.,, Spanjaard L., Dankert J.: Different genospecies of Borrelia
burgdorferi are associated with distinct clinical manifestations
of Lyme borreliosis. Clin. Infect. Dis. 17, 708-717 (1993)

13. Dessau R.B., Strle F. i wsp.: To test or not to test? Laboratory
support for the diagnosis of Lyme borreliosis. Clin. Microbiol.
Infect. 24, 118-124 (2018)

14. Dressler F,, Whalen J.A., Reinhardt B.N., Steere A.C.: Western
blotting in the serodiagnosis of Lyme disease. J. Infect. Dis. 167,
392-400 (1993)

15. Eiffert H.F, Hanefeld R., Thomssen H., Christen J.: Reinfection
in Lyme borreliosis. Infection, 24, 437-439 (1996)

16. Engstrom S.M., Shoop E., Johnson R.C.: Immunoblot interpre-
tation criteria for serodiagnosis of early Lyme disease. J. Clin.
Microbiol. 33, 419-427 (1995)

17. Fingerle V., Schulte-Spechtel U.C., Leonhard S., Hofmann H.,
Weber K., Pfister K., Strle F.,, Wilske B.: Epidemiological aspects
and molecular characterization of Borrelia burgdorferi s.l. from
southern Germany with special respect to the new species Borre-
lia spielmanii sp. nov. Int. J. Med. Microbiol. 298, 279-290 (2008)

18. Fischer J.R., Parveen N., Magoun L., Leong J.M.: Decorin-bin-
ding proteins A and B confer distinct mammalian cell type-
-specific attachment by Borrelia burgdorferi, the Lyme disease
spirochete. Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 66, 567-589 (2003)

19. Fraser C.M., Casjens S., Huang W.M,, Sutton G.G., Clayton R.,
Lathigra R.: Genomic sequence of a Lyme disease Spirochaete,
Borrelia burgdorferi. Nature, 390, 580-586 (1997)

20. Fung B.P, McHugh J.M.,, Leong A., Steere A.C.: Humoral
immune response to outer surface protein C of Borrelia burg-
dorferi in Lyme disease: role of the immunoglobulin M response
in the serodiagnosis of early infection. Infect. Immun. 62, 3213
3221 (1994)

21. Gasiorowski J., Witecka-Knysz E., Knysz B., Gerber H., Gladysz
A.: Diagnostyka boreliozy. Med. Pr. 58, 438-447 (2007)

22. GeY,, LiC., Corum L., Slaughter C.A., Charon N.W.: Structure
and expression of the flaA periplasmic flagellar protein of Bor-
relia burgdorferi. J. Bacteriol. 180, 2418-2425 (1998)

23. Gerber M.A., Shapiro E.D,, Bell G.L., Sampieri A., Padula S.J.:
Recombinant outer surface protein C ELISA for the diagnosis
of early Lyme disease. J. Infect. Dis. 171, 724-727 (1995)

24. Gilmore Jr. R.D., Mbow M.L,, Stevenson B.: Analysis of Borrelia
burgdorferi gene expression during life cycle phases of the tick
vector Ixodes scapularis. Microb. Infect. 3, 799-808 (2001)


http://mostwiedzy.pl

Pobrano z mostwiedzy.pl

AN\ MOST

412

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Glockner G.: Comparative analysis of the Borrelia garinii
genome. Nucleic Acids Res. 32, 6038-6046 (2004)

Goddard J:. Not all erythema migrans lesions are Lyme dise-
ase. Am. J. Med. 130, 231-233 (2017)

Goettner G., Schulte-Spechtel U,, Hillermann R, Liegl G., Wil-
ske B., Fingerle V.: Improvement of Lyme borreliosis serodia-
gnosis by a newly developed recombinant immunoglobulin G
(IgG) and IgM line immunoblot assay and addition of VIsE and
DbpA homologues. J. Clin. Microbiol. 43, 3602-3609 (2005)
Gomes-Solecki M.J., Dunn J.J., Luft B.J., Castillo J., Dykhuizen
D.E., Yang X.: Recombinant chimeric Borrelia proteins for dia-
gnosis of Lyme disease. J. Clin. Microbiol. 38, 2530-2535 (2000)
Hagman K.E., Lahdenne P, Popova T.G., Porcella S.E.,, Akins
D.R., Radolf J.D., Norgard M.V.: Decorin-binding protein of
Borrelia burgdorferi is encoded within a two-gene operon and
is protective in the murine model of Lyme borreliosis. Infect.
Immun. 66, 2674-2683 (1998)

Hansen K., Hindersson P, Pedersen S.P.: Measurement of anti-
bodies to the Borrelia burgdorferi flagellum improves serodia-
gnosis in Lyme disease. J. Clin. Microbiol. 26, 338-346 (1988)
Hansen K., Asbrink E.: Serodiagnosis of erythema migrans and
acrodermatitis chronica atrophicans by the Borrelia burgdorferi
immunodominant 60-kilodalton antigen common to. Infect.
Immun. 27, 545-551 (1989)

Heikkild T., Seppald I, Saxen H., Panelius J., Yrjandinem H.,
Lahdenne P.: Species-specific serodiagnosis of Lyme arthritis
and neuroborreliosis due to Borrelia burgdorferi sensu stricto,
B. afzelii, and B. garinii by using decorin binding protein. J. Clin.
Micobiol. 40, 453-460 (2002)

Hofmann H., Fingerl V., Hunfeld K.P,, Huppert H.I., Krause A.,
Rauer S., Ruf B.: Cutaneous Lyme borreliosis: guideline of the
German Dermatology Society. Ger. Med. Sci. 15, 1-31 (2017).
Howe T.R., LaQuier EW.,, Barbour A.G.: Organization of genes
encoding two outer membrane proteins of the Lyme disease
agent Borrelia burgdorferi within a single transcriptional unit.
Infect. Immun. 54, 207-212 (1986)

Johnson B.J., Robbins K.E., Bailey R.E., Cao B.L., Sviat S.L.,
Craven R.B., Dennis D.T.: Serodiagnosis of Lyme disease: accu-
racy of a two-step approach using a flagella-based ELISA and
immunoblotting. J. Infect. Dis. 174, 346-353 (1996)

Johnson R.C., Schmid G.P,, Hyde EW., Steigerwalt A.G., Bren-
ner D.J.: Borrelia burgdorferi sp. nov.: etiologic agent of Lyme
disease. Int. J. Syst. Bacteriol. 34, 496-497 (1984)

Kalish R.A., McHugh G., Granquist J., Shea B., Ruthazer R.,
Steere A.C.: Persistence of immunoglobulin M or immunoglobu-
lin G antibody responses to. Clin. Infect. Dis. 33, 780-785 (2001)
Kenedy M.R., Lenhart T.R., Akins D.R.: The Role of Borrelia
burgdorferi outer surface proteins. FEMS Immun. Med. Micro-
biol. 66, 1-19 (2012)

Kraiczy P.: Hide and seek: how Lyme disease spirochetes over-
come complement attack. Front. Immunol. 7, 385-393 (2016)
Krzyczmanik D., Sinczuk-Walczak H., Wittczak T., Cyran A,
Palczynski C., Walusiak-Skorupa J.: Borreliosis in occupational
medicine practice. Med. Pr. 63, 483-492 (2012)

Lawrenz M.B., Hardham ].M., Owens R.T., Nowakowski J.,
Steere A.C., Wormser G.P,, Norris S.J.: Human antibody respon-
ses to VISE antigenic variation protein of Borrelia burgdorferi.
J. Clin. Microbiol. 37, 3997-4004 (1999)

Leeflang M.M.G., Sprong H. i wsp.: The diagnostic accuracy of
serological tests for Lyme borreliosis in Europe: a systematic
review and meta-analysis. BMC Infect. Dis. 16, 140-157 (2016)
Liang ET., Steere A.C., Marques A.R., Johnson B.], Miller J.N.,
Philipp M.T.: Sensitive and specific serodiagnosis of Lyme dise-
ase by enzyme-linked immunosorbent assay with a peptide
based on an immunodominant conserved region of Borrelia
burgdorferi VISE. J. Clin. Microbiol. 37, 3990-3996 (1999)

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

WERONIKA GRAZLEWSKA, LUCYNA HOLEC-GASIOR

Liang ET., Philipp M.T.: Epitope mapping of the immunodomi-
nant invariable region of Borrelia burgdorferi VISE in three host
species. Infect. Immun. 68, 2349-2352 (2000)

Lohr B., Fingerle V., Norris D.E., Hunfeld K.P.: Laboratory dia-
gnosis of Lyme borreliosis: current state of the art and future
perspectives. Crit. Rev. Clin. Lab. Sci. 55, 1-27 (2018)
Magnarelli L.A., Fikrig E., Padula S.J., Anderson J.E, Flavell
R.A.: Use of recombinant antigens of Borrelia burgdorferi in
serologic tests for diagnosis of Lyme borreliosis. J. Clin. Micro-
biol. 34, 237-240 (1996)

Magnarelli L.A., [jdo J.W,, Padula S.J., Flavell R.A., Fikrig E.:
Serologic diagnosis of Lyme borreliosis by using enzyme-lin-
ked immunosorbent assays with recombinant antigens. J. Clin.
Microbiol. 38, 1735-1739 (2000)

Margos G., Fedorova N., Kleinjan J.E., Hartberger C., Schwan
T.G., Sing A., Fingerle V.: Borrelia lanei sp. nov. extends the
diversity of Borrelia species in California. Int. . Syst. Evol. Micro-
biol. 67, 3872-3876 (2017)

Margos G., Hepner S., Mang C., Sing A., Liebl B., Fingerle V.:
Completed genome sequences of Borrelia burgdorferi sensu
stricto B31 (NRZ) and closely related patient isolates from
Europe. Genome Announc. 5, 00637 (2017)

Margos G., Lane R.S., Fedorova N., Koloczek J., Piesman J.,
Hojgaard A., Sing A., Fingerle V.: Borrelia bissettiae sp. nov.
and Borrelia californiensis sp. nov. prevail in diverse enzootic
transmission cycles. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 66, 1447-1452
(2016).

Mathiesen M.J., Holm A., Christiansen M., Blom J., Hansen K.,
Ostergaard S., Theisen M.: The dominant epitope of Borrelia
garinii outer surface protein C recognized by sera from patients
with neuroborreliosis has a surface-exposed conserved structu-
ral motif. Infect. Immun. 66, 4073-4079 (1998)

Matyjasek A., Zdrojewski Z.: Borelioza — najnowsze rekomenda-
cje w diagnostyce i leczeniu. Forum Reumatol. 2, 58-64 (2016)
Merildinen L., Herranen A., Schwarzbach A., Gilbert L.: Mor-
phological and biochemical features of Borrelia burgdorferi
pleomorphic forms. Microbiology, 161, 516-527 (2015)
Moniuszko-Malinowska A., Penza P, Czupryna P, Pance-
wicz S., Zajkowska J.: Borrelia burgdorferi-morphological struc-
ture and motility as adaptation for transmission and survival
in the habitat of a tick — vertebrate setup. Prz. Epidemiol. 70,
420-427 (2016)

Moore A., Nelson C., Molins C., Mead P,, Schriefer M.: Current
guidelines, common clinical pitfalls, and future directions for
laboratory diagnosis of Lyme disease, United States. Emerging
Infect. Dis. 22, 1169-1177 (2016)

Norris S.J.: The vIs antigenic variation systems of Lyme disease
Borrelia: eluding host immunity through both random, segmen-
tal gene conversion and framework heterogeneity. Microbiol.
Spectr. 2, 34-41 (2014)

Ojaimi C., Brooks C., Casjens S., Rosa P, Elias A., Barbour A.:
Profiling of temperature-induced changes in Borrelia burg-
dorferi gene expression by using whole genome arrays. Infect.
Immun. 71, 1689-1705 (2003)

Padula S.J., Dias E, Sampieri A., Craven R.B., Ryan R.W.: Use of
recombinant OspC from Borrelia burgdorferi for serodiagnosis
of early Lyme disease. J. Clin. Microbiol. 32, 1733-1738 (1994)
Pancewicz S.A., Garlicki A.M., Moniuszko-Malinowska A.,
Zajkowska J., Kondrusik, M., Grygorczuk S., Czupryna P,
Dunaj, . Diagnosis and treatment of tick-borne diseases recom-
mendations of the Polish Society of Epidemiology and Infec-
tious Diseases. Przegl Epidemiol, 69, 309-316 (2015)

Panelius J., Lahdenne P.,, Heikkila T., Peltomaa M., Oksi J.,
Seppélé L.: Recombinant OspC from Borrelia burgdorferi sensu
stricto B. afzelii and B. garinii in the serodiagnosis of Lyme bor-
reliosis. J. Med. Microbiol. 51, 731-739 (2002)


http://mostwiedzy.pl

Pobrano z mostwiedzy.pl

AN\ MOST

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

ANTYGENY REKOMBINANTOWE W DIAGNOSTYCE SEROLOGICZNE] BORELIOZY

Pritt B.S, Petersen J.M. i wsp.: Borrelia mayonii sp. nov., a mem-
ber of the Borrelia burgdorferi sensu lato complex, detected in
patients and ticks in the upper midwestern United States. Int.
J. Syst. Evol. Microbiol. 66, 4878-4880 (2016)

Purser E., Norris J.S.: Correlation between plasmid content and
infectivity in Borrelia burgdorferi. Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 97,
13865-13870 (2000)

Roessler D., Hauser U., Wilske B.: Heterogeneity of BmpA (P39)
among European isolates of Borrelia burgdorferi sensu lato and
influence of interspecies variability on serodiagnosis. J. Clin.
Microbiol. 35, 2752-2758 (1997).

Rudenko N., Golovchenko M., Grubhoffer L., Oliver Jr J.H.:
Updates on Borrelia burgdorferi sensu lato complex with respect
to public health. Ticks Tick Borne Dis. 2, 123-128 (2011)
Schwan T.G., Piesman J., Golde W.T., Dolan M.C., Rosa PA.:
Induction of an outer surface protein on Borrelia burgdorferi
during tick feeding. Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 92, 2909-2913
(1995)

Schwan T.G., Piesman J.: Temporal changes in outer surface
proteins A and C of the Lyme disease — associated spirochete,
Borrelia burgdorferi, during the chain of infection in ticks and
mice. J. Clin. Microbiol. 38, 382-388 (2000)

Shapiro E.D.: Lyme disease. N. Engl. J. Med. 370, 1724-1731
(2014)

Simpson W.J., Cieplak W., Schrumpf M.E., Barbour A.G.,
Schwan T.G.: Nucleotide sequence and analysis of the gene
in Borrelia burgdorferi encoding the immunogenic P39 anti-
gen. FEMS Microbiol. Lett. 119, 381-387 (1994)

Stanek G., Reiter M.: The expiing Lyme Borrelia complex-clini-
cal significance of genomic species? Clin. Microbiol. Infect. 17,
487-493 (2011)

Stanek G., Wormser G.P,, Gray J., Strle E: Lyme borreliosis. Lan-
cet, 379, 461-473 (2012)

Steere A.C., Malawista S.E., Hardin J.A., Ruddy S., Askenase,
PW,, Andiman W. A.: Erythema chronicum migrans and Lyme
arthritis. Ann. Intern. Med. 86, 685-698 (1977)

Theel E.S.: The past present and (possible) future of serologic
testing for Lyme disease. J. Clin. Microbiol. 54, 1191-1196 (2016)

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

413

Verma A., Brissette C.A., Bowman A., Stevenson B.: Borrelia
burgdorferi BmpA is a laminin-binding protein. Infect. Immun.
77,4940-4946 (2009)

des Vignes F, Piesman J., Heffernan R., Schulze T.L., Staf-
ford III K.C., Fish D.: Effect of tick removal on transmission
of Borrelia burgdorferi and Ehrlichia phagocytophila by Ixodes
scapularis nympbhs. J. Infect. Dis. 183, 773-778 (2001)

Wallich R., Moter S.E., Simon M.M., Ebnet K., Heiberger A.,
Kramer M.D.: The Borrelia burgdorferi flagellum-associated
41-kilodalton antigen (flagellin): molecular cloning, expression
and amplification of the gene. Infect. Immun. 58, 1711-1719
(1990)

Wang G., van Dam A.P, Schwartz I., Dankert J.: Molecular
typing of Borrelia burgdorferi sensu lato: taxonomic, epide-
miological and clinical implications. Clin. Microbiol. Rev. 12,
633-653 (1999)

Wilske B., Fingerle V., Herzer P, Hofmann A., Lehnert G,
Peters H., Weber K.: Recombinant immunoblot in the serodia-
gnosis of Lyme borreliosis-comparison with indirect immuno-
fluorescence and enzyme-linked immunosorbent assay. Med.
Microbiol. Immun. 182, 255-270 (1993)

Wilske B.: Epidemiology and diagnosis of Lyme borreliosis. Ann.
Med. 37, 568-579 (2005)

Wilske B., Fingerle V., Schulte-Spechtel U.: Microbiological and
serological diagnosis of Lyme borreliosis. FEMS Immun. Med.
Microbiol. 49, 13-21 (2007)

Wormser G.P, Schriefer M., Aguero-Rosenfeld M.E., Levin A.,
Steere A.C., Nadelman R.B., Dumler ].S.: Single-tier testing with
the C6 peptide ELISA kit compared with two-tier testing for
Lyme disease. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 75, 9-15 (2013)
Yang X., Izadi H., Coleman A.S., Wang P,, Ma Y., Fikrig E.,
Anguita J., Pal U.: Borrelia burgdorferi lipoprotein BmpA activa-
tes pro-inflammatory responses in human synovial cells through
a protein moiety. Microbes Infect. 10, 1300-1308 (2008)
Zhang J.R., Hardham J.M., Barbour A.G., Norris S.J.: Anti-
genic variation in Lyme disease borreliae by promiscuous
recombination of VMP-like sequence cassettes. Cell, 89, 275-
285 (1997)


http://mostwiedzy.pl




