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Abstract - Two-tiered serological testing is the recommended laboratory diagnostic approach for Borrelia
infection, as outlined in international guidelines. This approach utilizes a screening test, typically an indirect
immunofluorescence assay (IFA) or enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), followed by a confirmatory
Western blot (immunoblot) technique. While effective in diagnosing complex manifestations of Lyme dis-
ease, such as Lyme arthritis and neuroborreliosis, this method exhibits lower sensitivity and specificity in early
infection. Consequently, published data correlating serological results with clinical presentations are often
variable. This study analyzed ELISA results from 878 patients, along with 181 IgM and 157 IgG immunoblot
results, evaluating ELISA performance in relation to immunoblot outcomes. We also explored potential and
practical factors contributing to discrepancies between ELISA and immunoblot results. The sensitivity and
specificity of our anti-Borrelia IgM ELISA tests were 78.9% and 82.9%. For the IgG ELISA tests, sensitivity was
83.3% and specificity was 90%. The positive predictive values were 68.2% for IgM and 71.4% for IgG. The ELISA
false positivity could have arised from cross-reactivity with antigens such as the p41 protein. Antibodies tar-
geting immunodominant, pathogen-specific proteins often appear concurrently. Notably, antibodies against
OspC proteins from multiple Borrelia species (B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, B. garinii, and B. spielmannii)
were detected in some immunoblot samples. Our study demonstrated adequate performance of IgM and IgG
ELISA tests, consistent with published data. Optimizing test selection based on immunodominant antigens,
minimizing false-positive and false-negative results, and ensuring appropriate application and timing of two-

tiered serological diagnostics require enhanced clinical expertise.
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Introduction

Lyme disease is a complex, multi-organ condition
caused by Borrelia burgdorferi sensu lato, a spiro-
chete transmitted by Ixodes tick species. It can affect
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the skin, muscles, joints, and central nervous system.
The incidence of Lyme disease is rising in Europe, with
more than a tenfold increase in reported cases between
1990 and 2010, reaching 35,000 cases per year in 2010
[1]. Prevalence varies significantly across countries.
Belgium, Finland, the Netherlands, and Switzerland
report the highest rates, exceeding 100 cases per
100,000 people, whereas in countries such as Belarus,
Croatia, Denmark, France, Ireland, Portugal, Russia,
Slovakia, Sweden, and the United Kingdom, the rates
are much lower, with fewer than 20 cases per 100,000
people annually [2]. In Romania, the incidence fluctu-
ates but remained below 4.5 cases per 100,000 annually
from 2010 to 2020 [3].
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In March 1996, 14 European countries (12 from the
then-European Union) launched the EUCALB (European
Concerted Action on Lyme Borreliosis) initiative to study
and monitor the ecological, taxonomic, and geographical
distribution of the pathogen, as well as its pathological
and epidemiological significance. This initiative was nec-
essary due to challenges in detection, variability in labo-
ratory results, and the potential for severe complications
[4]. In 2011, Stanek and colleagues from 11 European
centers published a comprehensive review on the clini-
cal presentations of Lyme disease [5]. Later, experts from
the European Centre for Disease Prevention and Control
published a systematic review on the accuracy of serolog-
ical methods for detecting the infection [1].

The causative agents of Lyme-like borreliosis belong
to the Borrelia burgdorferi sensu lato (Bbsl) complex,
which includes Borrelia burgdorferi (dominant in North
America), Borrelia afzelii, and Borrelia garinii (more
common in Europe), as well as some rarer subtypes [6].
In a mouse model, different strains have demonstrated
distinct tropisms and infection dynamics. For instance,
Borrelia sensu lato BRE-13 primarily infects the brain,
while the rare PBI strain of Borrelia bavariensis infects
both the brain and heart early, often within 12 hours of
a tick bite [7]. Polymorphisms within the OspC gene and
the 16S-23S rRNA intergenic spacer sequences hold diag-
nostic and clinical significance. This is because mutual
immunity between genotypes is not always present, mak-
ing successive infections possible. Moreover, laboratory
detection varies in sensitivity between genotypes, requir-
ing serological tests to be optimized for current epitopes.
Certain genotypes are also more virulent than others [8,
9, 10], with OspC genotypes A, B, H, I, and K considered
key virulence factors [6]. The RST1 strain isolate, used
for antigen detection in North America, is less detectable
with RST2 and RST3 strains, which are less prevalent in
the bloodstream and tend to cause milder inflammation
and disease [11].

According to Stanek and colleagues, the clinical mani-
festations of Lyme disease include the following:

o Cutaneous forms: erythema migrans, Borrelia
lymphocytoma, acrodermatitis chronica atrophi-
cans.

o Lyme arthritis: synovitis, inflammation of one or
more large joints, typically the knee.

o Skeletal and myocardial symptoms: rarely, myo-
sitis, as well as endocarditis, myocarditis, pericar-
ditis, and arrhythmias.
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o Ocular symptoms: uveitis, conjunctivitis, episcle-
ritis, keratitis.

o Neuroborreliosis: presenting with a wide variety
of symptoms [5].

The culture of Borrelia burgdorferi remains the gold
standard for laboratory diagnosis. However, this method
has variable sensitivity, ranging from 1% to 70% in
patients with Lyme arthritis or cutaneous manifesta-
tions. It is also technically demanding and not widely
accessible, meaning a negative culture does not exclude
infection.

Serological methods are the most widely used diag-
nostic tools due to their ease of sampling, improving
sensitivity and specificity, and broader availability [5].
However, erythema migrans and early neuroborreliosis
do not always result in positive seroconversion. For ery-
thema migrans, this is typically not problematic, as diag-
nosis relies primarily on clinical presentation and patient
history [12]. For neuroborreliosis, specific diagnostic
recommendations have been developed by Mygland
and colleagues for the EFNS (European Federation of
Neurological Sciences) [13].

The serological diagnosis of Borrelia sensu lato
infection follows a two-step process, as recommended
internationally [14]. Immuno-enzymatic and immuno-
fluorescent antibody detection methods serve as initial
screening tests, followed by confirmatory Western blot
(immunoblot) techniques to detect complex antibody
patterns. Among screening methods, immuno-enzymatic
tests are simpler, more accurate, and easier to perform,
but they generally provide only qualitative estimates of
antibody titres [6]. These two-tier diagnostic recommen-
dations are summarized in recent publications (Figure 1)
6, 14].

The aim of this manuscript is to review common
pitfalls in conventional two-step IgM and IgG antibody
determination against Borrelia, report the diagnostic
experience of the Infectious Diseases Laboratory at Tirgu
Mures County Hospital, and assess the performance indi-
cators of ELISA tests used.

Material and Methods

2.1 Purpose and Study Methods

Between 2015 and 2017, 878 cases of Borrelia serology
were analyzed at the Infectious Diseases Laboratory of
Clinical County Hospital, Targu Mures using ELISA and
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Figure 1. Conventional two-tiered Borrelia serology recommendations (according to Moore et al., 2016).

Western blot (immunoblot) methods. The two-tier diag-
nostic algorithm could only be partially validated due to
challenges such as the high volume of outpatients, the
relatively high cost of Western blot testing, the partial
lack of justification for test requests, repeated testing, and
limited adherence to the diagnostic algorithm by refer-
ring specialists.

Atotal of 372 cases were screened using Virotech ELISA
kits and 506 with Mikrogen ELISA kits. Additionally, 181
cases underwent IgM Western blot analysis, and 157 cases
were tested for IgG using Mikrogen RecomLine reagents.

The primary goal of this study was to evaluate the per-
formance (sensitivity, specificity, and predictive values)
of ELISA methods from serum compared to Western blot
and to identify potential sources of error in the diagnostic
process. Patient demographics, medical history, clinical
symptoms, and treatment data were not included in the
analysis.

2.2 ELISA Methods

The quality of ELISA reagents used varied based on their
antigen content. The Virotech ELISA IgM Test Kit and
Borrelia + VISE IgG Europe ELISA IgG Test Kit utilize
antigenic lysates containing a mixture of B. afzelii strain
PKo, B. garinii strain PBr, and B. burgdorferi strain ZS7.
In contrast, the Mikrogen RecomWell Borrelia IgM
ELISA® and RecomWell Borrelia IgG ELISA® employ a
recombinant immunodominant antigen mixture from

three Borrelia species: B. burgdorferi sensu stricto, B.
garinii, and B. afzelii. The IgM kit includes the antigens
OspC, p4l, and VIsE, while the IgG kit contains p100,
OspC, VIsE, and p18.

The Virotech ELISA Borrelia IgM and IgG methods
were conducted according to the manufacturer’s instruc-
tions. Reagents were preheated, and samples along with
control sera (negative, cut-off, and positive) were diluted
1:100 in dilution buffer, loaded onto microtiter plates,
and incubated for 30 minutes at 37°C. Following incuba-
tion, the plates were washed four times with 350 pL wash
buffer. Afterward, 100 pL of anti-human IgM or IgG con-
jugate was added to each well, incubated for another 30
minutes, and washed four times. Subsequently, 100 uL of
3,3,5,5 -tetramethylbenzidine (TMB) substrate solution
was added and incubated for 30 minutes. The reaction
was stopped using 50 pL citrate stopping solution, and
absorbance was measured at 450 nm.

For the Mikrogen RecomWell Borrelia IgM and IgG
methods, reagents were allowed to reach room tempera-
ture before use. Samples and control sera were diluted
1:100 with dilution buffer and added to the microtiter
plates. Plates were incubated for 60 minutes at 37°C,
washed four times with 300 uL wash buffer, and then
treated with 100 pL of anti-human IgM or IgG horse-
radish peroxidase conjugate for 30 minutes. After a final
wash, 100 pL of TMB substrate solution was added to
each well and incubated for 30 minutes. The reaction was
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terminated using 100 pL of stopping solution, and light
absorbance was measured at 450 nm.

Both methods were automated, performed using
Personal Lab (Adaltis, Italy) and Virclia ThunderBolt
(Virclia, Spain) ELISA systems. Antibody titres were eval-
uated against a cut-off value of 10 U/mL for the Virotech
test and 20 MU/mL for the Mikrogen test.

2.3 Immunoblot Method

The Mikrogen Immunoblot, RecomLine Borrelia IgM/
IgG®, used for confirmatory diagnosis, is designed to
detect several genotypes: B. burgdorferi sensu stricto, B.
garinii, B. afzelii, B. spielmanii, and B. bavariensis. This kit
employs a combination of recombinant antigens, includ-
ing OspC, p18 from all species, p100, p39, p41, P58, VISE,
and OspA. The immunoblot relies on antigens separated
via electrophoresis on a solid-phase foil, enabling com-
prehensive antibody detection.

Per the manufacturers instructions, reagents were
allowed to reach room temperature, and test strips were
pre-soaked in 2 mL of dilution buffer for three minutes.
For IgM determination, 40 pL of sample was added per
test strip, while 20 uL was used for IgG analysis. The strips
were incubated at room temperature for one hour, lightly
agitated, and washed three times with 2 mL of wash buf-
fer for 5 minutes each. Subsequently, 2 mL of diluted
anti-human IgM or IgG horseradish peroxidase conju-
gate was added, followed by a 45-minute incubation and
a final wash. Afterward, 1.5 mL of diluted TMB substrate
solution was applied to each strip for eight minutes, and
the reaction was stopped by rinsing with distilled water.

Table 1. Scale for Immunoblot reactions

Antibody positivity was evaluated by assigning scores
based on the pattern of staining, as recommended by the
manufacturer:

o 0-5 points: Negative.
« 6 points: Borderline.
o 27 points: Positive.

The scoring system weights specific antibody reactions
differently. For instance, anti-OspC antibody positivity
is assigned a score of 8 for IgM (sufficient for a positive
evaluation) but only 5 for IgG. Anti-VIsE antibody posi-
tivity, which typically indicates acute infection, is scored
at 5, while anti-p41 protein antibody is assigned only 1
point. Band intensities were compared visually or using
scanning software, with scores assigned only to bands
equal to or more intense than the control band.

According to Mikrogen Diagnostik test, the com-
bined sensitivity of IgM and IgG detection by immuno-
blot is:

o 79% for erythema migrans,
o 96% for Lyme arthritis,

o 100% for neuroborreliosis,
o 100% for Lyme arthritis.

Results

3.1 ELISA Results

The majority of immunoenzymatic measurements for
detecting antibodies against Borrelia were conducted
using Mikrogen ELISA, with a smaller proportion per-
formed using Virotech ELISA. The methodologies and
reference ranges of the two manufacturers differ signifi-
cantly. Table 2 provides descriptive statistics, including the
mean, standard deviation, and overall range of measured

Antigen IgM score IgG score values.
p100 5 5
VIsE 5 5 Table 2. Descriptive Statistics for Immunoenzymatic
p58 4 4 Determinations
E:; All ; Method  Average + SE Mi;:l —luMeax R;fz:legnece
OspA 5 5 Virotech
OspC 8 5 IgM (n=372)  11.47 £0.84 0.88-175.83 0-9
pl8 5 5 IgG (n=266)  10.40 £0.86 0.40-77.96 0-9
Summary Mikrogen
<5 Negative Negative IgM (n=506) 1593 +1.45 0.76-296.65 0-20
6 Borderline Borderline IgG (n=370)  17.11 £1.70 0.81-140.48 0-20
=7 Positive Positive
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Table 3.A. Qualitative Distribution of Results, Virotech
ELISA Results

ELISA Result IgM (n=372) IgG (n=266)

Negative 211 (56.7%) 184 (69.2%)
Equivocal 37 (9.9%) 24 (9.0%)
Positive 124 (33.3%) 58 (21.8%)
Total 372 (100%) 266 (100%)

Results are presented as absolute numbers and percentages (in
brackets)

Table 3.B. Qualitative Distribution of Result, Mikrogen
ELISA Results

Category IgM (n=506) IgG (n=370)

Negative 334 (66.0%) 283 (76.5%)
Equivocal 31 (6.1%) 10 (2.7%)
Positive 141 (27.9%) 77 (20.8%)

Total 506 (100%) 370 (100%)

Results are presented as absolute numbers and percentages (in
brackets)

The Virotech method results showed mean values in
the slightly positive range for IgM and in the borderline
range for IgG. In contrast, Mikrogen’s results remained
in the negative range for both IgM and IgG antibodies.
Despite these differences, the positivity ratios for both
methods were comparable: 33.3% vs. 27.9% for IgM and
21.8% vs. 20.8% for IgG. Tables 3.A and 3.B present the
qualitative distribution and primary quantitative charac-
teristics of the results.

3.2 Immunoblot Results

Immunoblot analysis was exclusively conducted using
the Mikrogen Recomblot IgM/IgG kit during the study
period. As a confirmatory diagnostic method, it detected
IgM antibodies in 21.5% of cases and IgG antibodies in
22.9%. Retesting of borderline results was not feasible.
The highest scores recorded were 32 for IgM and 25
for IgG. Approximately three-quarters of patients were
negative, with aggregate scores between 0-5, indicative
of either no reaction or nonspecific low antibody titers.
The distribution of immunoblot results is summarized in
Table 4.

3.3 ELISA Performance Analysis

As ELISA and other immunoenzymatic methods are pri-
marily recommended as screening tests, their diagnostic
value is often debated due to significant variability in

Table 4. Distribution of Immunoblot Results

Category IgM Rfcomblot IgG Ricomblot
(n=181) (n=157)
Negative 135 (74.6%) 118 (75.2%)
Borderline 7 (3.9%) 3 (1.9%)
Positive 39 (21.5%) 36 (22.9%)
Total 181 (100%) 157 (100%)

performance data. To assess the Mikrogen ELISA’s per-
formance, a subset of 60 IgM and 52 IgG cases underwent
immunoblot testing for confirmatory diagnostics. The
sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV),
and negative predictive value (NPV) are shown in Tables
5.A and 5.B.

3.4 Examples of Complex Immunoblot Antibody Patterns
Figure 2 illustrates typical immunoblot patterns observed in
the study. Positive immunoblot results frequently revealed
antibodies against multiple immunodominant antigens
(lanes 2.B, C, D, E). Commonly detected antibodies included
those targeting p100, VISE, OspC, and p18 proteins.

Table 5.A. Performance Characteristics of ELISA Results,
IgM Performance (n=60)

Immunoblot Result  ELISA Negative = ELISA Positive
Negative 34 4
Positive 7 15
Performance Metric Value (%) 95% CI
Sensitivity 78.95 54.43-93.95
Specificity 82.93 67.94-92.85
PPV* 68.18 51.22-81.39
NPV** 89.47 77.87-95.36

Table 5.B. Performance Characteristics of ELISA Results,
IgG Performance (n=52)

Immunoblot Result  ELISA Negative = ELISA Positive
Negative 36 2
Positive 4 10
Performance Metric Value (%) 95% CI
Sensitivity 83.33 51.59-97.91
Specificity 90.00 76.34-97.21
PPV* 71.43 48.82-86.76
NPV** 94.74 83.49-98.46
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Figure 2. Examples of Borrelia immunoblot results.

A- multiple Osp C IgM positivity, B- multiple Osp C

and p41 IgM positivity, C-Osp C (Borrelia afzelii) and

p41 positivity, D- complex double IgM+IgG positivity
without Osp C reactivity; E- complex IgG positivity with
Osp C reactivity; F- presence of isolated p41 IgG, G-
identification control band. In all cases, the immunoblot
method shows the reaction against protein antigens
separated according to their molecular weight and other
physico-chemical properties, allowing weighting of
seropositivity.

For IgG, these antibodies are each scored at 5 points
during evaluation. While individually insufficient to
meet the 7-point threshold for positivity, their cuamula-
tive presence in a sample often results in a high overall
score. For IgM, simple positivity is generally driven by
OspC reactivity, which alone scores 8 points.

Interestingly, multiple anti-OspC reactivities against
Borrelia sensu stricto, B. afzelii, B. garinii, and B. spiel-
manii were detected in several positive samples (e.g.,
samples A and B). The manufacturer did not provide
specific data regarding cross-reactivity among strains.
Consequently, it is hypothesized that in these cases,
infections with multiple pathogenic strains, either con-
currently or sequentially, may have occurred.

The p41 protein, also known as flagellin, is not exclu-
sively specific to Spirochaetes but is shared among other
ciliated bacteria. Recent research indicates that it may
also possess immunomodulatory properties [15]. Isolated
p41 protein reactivity was noted in some cases, and this
may correlate with ELISA positivity in both the Virotech
and Mikrogen IgM kits, representing a frequent cause of
false-positive ELISA results.
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Notably, no OspA reactivity was identified in any of
the analyzed samples. (Figure 2)

Discussions

4.1 Diagnostic Pitfalls - Timing of Serological Testing and
Evaluation of Antibody Titres

Serology remains the primary diagnostic method for
confirming Borrelia infections, given the challenges
of directly detecting the pathogen. Accurate timing of
laboratory testing is crucial: during the first two weeks
of infection, antibody detection is typically ineffective.
However, in the immediate post-infection period, two-
step serological diagnostics offer good sensitivity and
specificity. The IgM-to-IgG isotype switch occurs rapidly,
leading to the swift appearance of IgG antibodies.

For neuroborreliosis, cerebrospinal fluid (CSF) anti-
body testing should supplement serum analysis. While
serum antibody titres are often elevated in advanced
disease and detectable by both methods, false-negative
results may occur during the first six weeks of infection
[13]. Antibody positivity can persist for months or even
years following successful treatment [17].

Hammers-Berggren et al. conducted a nine-year fol-
low-up study on 30 patients with erythema migrans and
91 with neuroborreliosis. Using ELISA assays with ciliary
antigens, they found high IgM and lower IgG titres in
early erythema migrans cases. IgM was positive in 70%
of erythema migrans cases, with isolated IgM or IgG
positivity in nine patients. After three years, IgM titres
became negative in 17 cases but persisted in four patients
for up to 17 months. For IgG, 57% of seropositive cases
(12/21) remained positive after five years. In neurob-
orreliosis cases, 75% of patients showed declining IgM
titres over nine years, while IgG titres decreased in 67%.
Among patients with complications or residual symp-
toms, only one had persistently high IgM titres, and nine
showed persistently high IgG [17].

Although serological tests are critical in diagnosis,
variability in immune response duration complicates the
differentiation between persistent infection and rein-
fection, limiting their utility in assessing treatment out-
comes. Emerging methods, such as IgG avidity testing,
could potentially distinguish between recent infections
(low-avidity IgG) and late-stage infections (high-avidity
IgG). However, these methods are hindered by limited
reagent availability and standardization. Other promising
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biomarkers include gamma-interferon release assays and
CXCL13 measurements, which may differentiate active
infection from prior treated cases and detect neuroin-
flammation [6].

A Bulgarian study of 219 erythema migrans cases
examined IgM and IgG dynamics two months after dis-
ease onset. Seronegativity was observed in 63% of cases
within the first 10 days and in 24% after two months.
IgM positivity rates were 28% initially and 55% after two
months, while IgG positivity increased from 3% to 16%.
After antibiotic therapy, IgM reactivity persisted in 10%
and IgG in 38% of cases after one year, with some patients
remaining asymptomatic [18].

Kannian et al. compared IgG antibody profiles in anti-
biotic-refractory, drug-responsive, and untreated Lyme
arthritis patients. In untreated cases, titres remained
high for 2-5 years. In refractory cases, titres rose slightly
during the first three months despite prolonged antibi-
otic treatment, while titres in successfully treated cases
plateaued or decreased within one to three months [19].

In some instances, prolonged antibiotic therapy may
be required. Moysa et al. described a case involving anti-
biotic resistance in an Irish patient with a challenging
diagnosis, variable serological results, and diverse symp-
toms. Despite seven weeks of doxycycline therapy, symp-
toms persisted, necessitating an additional two months
of combination antibiotic therapy to achieve symptom
resolution [20].

Our results show a relatively low seropositivity rate,
with 28-33% for IgM and 22-23% for IgG antibodies
detected via ELISA. In subgroups where blot testing
was performed, positivity rates were 21-23% for both
isotypes. This low positivity highlights the importance
of optimal timing for testing. However, we did not ana-
lyze the correlation between symptom onset, presumed
diagnosis, and blood sampling timing, limiting further
conclusions.

4.2 Diagnostic Pitfalls - Antigenic Variability and
Diagnostic Test Characteristics

First-generation ELISA tests used ultrasonically prepared
cell lysates as antigen mixtures but lacked stable concen-
trations of immunodominant antigens such as the VISE
protein. Modern second-generation tests incorporate
extracted or recombinant antigens, including OspC,
OspA, and epitopes like the C10 and C6 peptides [21].
The Western blot (immunoblot) technique employes
antigens separated on a polyacrylamide gel, enabling
comprehensive evaluation of the antibody profile. This

method determines whether antibody production is tar-
geted toward immunodominant antigens or those with
lower significance and specificity.

The early immunodominant antigens of Borrelia
include outer surface protein C (OspC; 21-25 kDa), vari-
able major protein-like expressed sequence (VIsE; 34-35
kDa), and the flagellar protein (p41/flagellin/FlaB; 41
kDa), all expressed on the pathogen’s outer surface [6].
Additional proteins with high antigenicity that can elicit
an immune response during early infection include the
flagellar protein FlaA (37 kDa), decorin-binding proteins
(DbpA and DbpB), RevA, p66, BBK07, BBK32, BBG33,
LA7, BmpA, FliL, and several others. Microarray studies
have identified antibodies in serum samples from indi-
viduals with Lyme arthritis in the United States that react
with at least 89 predominantly surface antigens. Current
diagnostic recommendations highlight the importance
of using multiplex, immunodominant antigens to ensure
reliable testing [6].

4.3 Performance Indicators of Borrelia Serological Tests
Performed in Our Laboratory

Guerin and colleagues have reported performance indi-
cators for some second-generation serological tests,
highlighting variable sensitivity and specificity in early
infection stages. For example, an ELISA containing the
VISE C6 epitope for erythema migrans and early Lyme
borreliosis showed sensitivity of 29% and specificity of
96% in the USA, and sensitivity of 65-68% and speci-
ficity of 91-92% in Europe. The Enzygnost C6 ELISA®
demonstrated 78% sensitivity and 96% specificity, while
the VISE pepC10 test showed 51% sensitivity and 94-95%
specificity. Interestingly, the dot-blot method exhibited
high sensitivity (96%) but poor specificity (35%). For
late-stage manifestations such as neurological symptoms,
carditis, and arthritis, all new-generation screening tests
performed well, with sensitivities ranging from 88-100%
and specificities exceeding 95% [21].

In an earlier study, an ELISA using a 26-mer synthetic
peptide of the VISE antigen achieved sensitivities of 74%,
85%, and 100% in acute, convalescent, and late infec-
tion stages, respectively, with specificities ranging from
62-99% [22]. However, a meta-analysis of 75 studies by
Leeflang et al. revealed conflicting results: serological
tests (ELISA and/or immunoblot) had a sensitivity of
50% for erythema migrans, 77% for neuroborreliosis,
97% for acrodermatitis chronica atrophicans, and 73% for
generalized Lyme disease, with specificity ranging from
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90-99%. The study also noted no significant performance
advantage of tests using recombinant antigens over those
using purified or whole-cell lysates. Furthermore, labo-
ratory-prepared and commercially manufactured ELISA
tests showed comparable performance to immunoblot-
ting, and two-step diagnostics offered no significant ben-
efit in diagnosis [23].

In contrast, Ang et al. reported lower sensitivity (34—
59%) for eight ELISA and five blot assays using whole-
cell lysates and recombinant antigens. Notably, among
89 tested samples, several yielded false-negative results
across all ELISA methods [24]. Another meta-analysis
of North American studies found that two-step serolog-
ical diagnostics were more effective than other proto-
cols, reinforcing recommendations from the Centers for
Disease Control and Prevention [25].

In our study, ELISA tests demonstrated acceptable
sensitivity and specificity. Detection of IgG antibod-
ies by ELISA was superior to IgM, with sensitivities of
83.3% versus 78.9% and specificities of 82.9% versus
90%, respectively. The negative predictive values (NPV)
of ELISA tests were higher than their positive predictive
values (PPV): 89.7% for IgM and 94.7% for IgG ver-
sus 68.2% and 71.4%, respectively. These results were
obtained using tests from a single manufacturer employ-
ing immunodominant recombinant antigens.

It is important to note that all performance indicators
were calculated across all forms of Lyme disease, rather
than being stratified by specific clinical presentations.
Sensitivity, specificity, and predictive values are critical
criteria for evaluating diagnostic adequacy; however, cli-
nicians should carefully consider the positive predictive
value when interpreting immunoenzymatic test results.
Our findings support the use of ELISA as a cost-effec-
tive and straightforward screening tool. The combined
sensitivity and specificity of the immunoblot method,
regarded as the reference standard, are excellent for diag-
nosing Lyme arthritis and neuroborreliosis, as reported
by the manufacturer. Thus, immunoblot is recommended
as a second-step diagnostic test.

However, our study did not evaluate key aspects
such as the interval between the two tests in individual
patients, the correlation of immunoblot results with spe-
cific clinical symptoms, or the proportion of post-treat-
ment seroconversion. These factors would provide a
more comprehensive understanding of the clinical utility
and significance of two-step diagnostics.
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Conclusions

Serological testing remains an essential tool for confirm-
ing Borrelia infection. Our findings reveal a predomi-
nance of negative results in both ELISA and immunoblot
testing. ELISA tests for IgM and IgG antibodies demon-
strated adequate performance, consistent with published
data. The use of immunodominant, specific antigens is
critical to minimizing false-positive and false-negative
results. While ELISA offers acceptable sensitivity and
immunoblot proves effective for detecting complex cases,
our study’s low positivity rates underscore the impor-
tance of appropriate test selection and timing.

List of Abbreviations

o ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay

o EMBASE - Excerpta Medica database

o IgG - immunoglobulin G

o IgM - immunoglobulin M

o OspC - outer surface protein C

o OspA - outer surface protein A

o pl00 - Borrelia burgdorferi p100 protein

o pl8 - pl8 protein

e p39 - p39 protein

o p4l - p4l protein, flagellin

o p58 — p58 protein

o RST1 - ribosomal RNA intergenic spacer type 1,
OspC A genotype

o RST2 - ribosomal RNA intergenic spacer type 2,
OspC K genotype

o RST3 - ribosomal RNA intergenic spacer type 3,
OspC I genotype

o VISE - variable major protein-like sequence, exp-
ressed
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Kétlépcsos szerologiai vizsgalat tapasztalatai a Borrelia-
fertozés immunoldgiai hatterének és analitikai
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Osszefoglalé - A Borrelia fertézés kimutatésaban a kétlépcsés szeroldgiai diagnosztika nemzetkdzi irdnyelvek-
ben ajanlott, széles korben elterjedt laboratériumi maodszer. Sz(ré vizsgélatként indirekt immunfluoreszcen-
cia, vagy immun-enzimatikus maédszerek hasznélatosak, a megerésité diagnosztikdban pedig a Western blot
(immunoblot) technikat alkalmazzék. A borreliosis szamos megjelenési formdja kozul ezek a szovédményes
esetek, a Lyme arthritis és a neuroborreliosis kimutatasdban eredményesek, a kezdeti fertézésre vonatkozdan
az érzékenységuk és fajlagossaguk alacsonyabb. A szakirodalomban ezért a szeroldgiai tesztelés eredménye-
inek a klinikai korreldcidira vonatkozé adatok meglehetésen heterogének. Tanulmanyunkban megvizsgaltuk
878 beteg enzyme-linked immunoassay (ELISA) teszt-eredményeinek, 181 IgM, illetve 157 IgG immunob-
lot reakcid eredményeinek eloszlasat, valamint az ELISA teljesitmény mutatoit immunblotra vonatkoztatva.
Attekintettlk tovabba az ELISA és a blot technikék eredményei kozti eltérések néhany potencidlis és gyakor-
lati okdt. Az dltalunk hasznalt anti-Borrelia IgM ELISA tesztek szenzitivitdsa 78.9%, specificitdsa 82.9% volt, mig
az IgG tesztek esetében 83.3%, illetve 90%-0s értéket mutatott. A pozitiv prediktiv érték szintje 68.2% (IgM),
illetve 71.4% (IgG) volt. ELISA alpozitivitdst okozhatnak olyan antigén-fehérjék, amelyek keresztreagalnak, pél-
daul a p41 fehérje ellenes antitestek. Azimmundominans, fajlagos patogén-fehérjék elleni antitestek gyakran
csoportosan jelennek meg. Erdekes megfigyelésiink, hogy néhany immunoblot mintaban is tobbféle pato-
gén-torzs (Borrelia sensu stricto, B. afzelii, B. garinii, B. spielmannii) OspC fehérjéje elleni antitest volt kimutat-
hato. Tanulmanyunkban az IgM és 1gG ellentestek meghatédrozasara végzett ELISA tesztek teljesitmény mutatdi
megfeleldnek, és mas szakirodalmi adatokkal 6sszehasonlithaténak mutatkoztak. Azimmundominans antigé-
nekre épuld tesztek kivalasztasa, az dlpozitiv és dlnegativ eredmények ardnyanak csokkentése, valamint a két-
|épcsds szeroldgiai diagnosztika helyes alkalmazésa és idézitése fokozott szakmai jartassagot igényel.

Kulcsszavak - Borrelia, ELISA, immunoblot, kétlépcsés diagnosztika
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Bevezetés

A Lyme-kor a Borrelia burgdorferi sensu lato Spirochaeta
faj altal okozott, az Ixodes kullancsfaj kozvetitésével ter-
jedd komplex, tobbszervi megbetegedés, amely a kiiltaka-
rét, azizomszovetet, iziileteket és a kozpontiidegrendszert
egyarant érintheti. A betegség incidencidja Eurdpaban
novekve, 1990 és 2010 kozott tobb, mint tizszeresére (2010-
ben évi 35.000) emelkedett a bejelentett esetek szama [1].
Az orszagok kozti el6fordulasi arany erdsen kiilonbozd,
Belgiumban, Finnorszagban, Hollandidban és Svajcban
a legmagasabb, >100/100.000, mig szamos orszag-
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ban, példaul Fehéroroszorszagban, Horvatorszagban,
Daniaban, Franciaorszagban, Irorszégban, Portugaliaban,
Oroszorszagban, Szlovakiaban, Svédorszagban, és az
Egyesiilt Kiralysagban jelentsen kevesebb, <20/100.000
lakos/év [2].
hivatalos adatok szerint 2010-2020 kozott egyszer sem
haladta meg az évi 4.5/100.000 lakos ardnyszamot [3]. A
Borrelia fert6zés kimutatasi nehézségei, a laboratoriumi

Romadnidban az incidencia valtozo, de

eredmények heterogenitasa és a potencialisan stlyos sz6-
védmények miatt 14 eurdpai orszag (12 az akkori Eurdpai
Unidbol) 1996 marciusaban elinditotta az EUCALB
(European Concerted Action on Lyme Borreliosis) nevi
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kezdeményezést [4], amely egyrészt a korokozé dkologiai,
taxondmiai és foldrajzi eloszlasat, valamint patoldgiai
és epidemioldgiai jelent6ségét hivatott tanulmanyozni
és kovetni. 2011-ben Stanek és 11 eurdpai kozpontban
dolgozé munkatarsai egy Osszefoglalo véleménycikket
kozoltek a borreliosis klinikai megjelenési formainak
definicidjardl [5]. Ezt kovetden az European Centre for
Disease Prevention and Control szakért6i megjelentettek
egy szisztematikus, dttekintd cikket a fertézést kimutato
szerologiai mddszerek pontossagarol [1].

A Lyme-szerti borreliosisokat okozé tipusok egy csa-
ladba tartoznak, ezeket gyijténéven Borrelia burgdorferi
sensu lato (Bbsl) csoport-komplexbe soroljuk [6], ide tar-
toznak az Eszak-Amerikdban dominans Borrelia burg-
dorferi, valamint az Eurépéban gyakoribb Borrelia afzelii
és Borrelia garinii, valamint néhany ritkabb altipus [6.]
Egér modellben kimutattak, hogy a kiilonb6z6 torzsek
mas-mas tropizmussal és fert6zés dinamikaval birnak:
a Borrelia sensu lato BRE-13 torzs az agyat, a Borrelia
bavariensis ritka PBI torzse az agyat és a szivet fertdzi
meg igen hamar, gyakran mar a kullancs-harapas utani
els6 12 oraban [7]. Tipusokon beliil az Osp C gén, illetve
a 165-23S rRNS intergén spacer szekvenciak esetén lehet
elktiloniteni polimorfizmusokat. Ezek tobb szempontbol
is diagnosztikai, illetve klinikai fontossaggal rendelkez-
nek: a genotipusok kozt nem mindig 4ll fenn kolcsonos
védettség, tehat lehetséges két egymasutani fertézés is; a
kiilonb6z6 genotipusok laboratériumi kimutatdsa nem
egyforma érzékenységli, ezért a szerologiai teszteket az
aktualis epitopokra optimizalni kellene, tovabba, egyes
genotipusok virulensebbek, mint mésok [8, 9, 10]. Az
OspC genotipusok koziil az A, B, H, I, K fontos viru-
lencia faktornak szdmitanak [6]. Az Eszak-Amerikaban
hasznalt RST1 torzs izolatum antigén segitségével a vér-
ben kisebb mértékben jelenlevs, enyhébb gyulladast és
betegséget okozd RST2 és RST3 torzsek kevésbé kimu-
tathatdak [11].

Stanek és munkatarsai szerint a borreliosis klinikai
megnyilvanulasai a kovetkezok:

o borre lokalizalodé formak: erythema migrans,
Borrelia lymphocytosis, acrodermatitis chronica
atrophicans,

o Lyme arthritis: egy vagy tobb nagyiziiletre, altalaban
a térdre lokalizal6doé synovitis, iziileti gyulladas,

o vaz- és szivizomtiinetek: ritkdn myositis, endo-,
myo-, és pericarditis, ritmuszavarok,

o szemtinetek: uveitis,

conjunctivitis, episcleritis,

keratitis,

o neuroborreliosis, valtozatos megjelenési formakkal
[5].

A laboratériumi diagnozis standardja ma is a Borrelia
burgdorferi kitenyésztése, am ez igen véltozd érzékeny-
ségli modszer (1-70% kozott Lyme arthritises, illetve
bértiinetekkel jelentkez6 betegeken), nehéz, és nem min-
denhol elérhetd eljaras. A negativ eredmény ilymddon
nem zarja ki a fertzést.

A szerolégiai eljarasok a mintavétel egyszerlisége, a
novekvd szenzitivitas és specificitas és hozzaférhetdségiik
miatt a legelterjedtebb modszerré véltak [5]. Az eryt-
hema migrans és a korai neuroborreliosis nem minden
esetben valtanak ki pozitiv szerokonverziot. EI6bbi ese-
tében ennek a jelentdsége korlatozott, mert a diagnozis
elsésorban a klinikai tiineteken és a kortorténeten alapul
[12]. A neuroborreliosis diagnosztikdjara vonatkozodan
pedig Mygland és munkatarsai dolgoztak ki ajanlasokat
az EFNS (European Federation of Neurological Sciences)
részérdl [13].

A Borrelia sensu lato fert6zés szerologiai diagnozisa a
nemzetkdzi ajanlasok szerint kétlépcsds [14]: szlirGtesz-
tnek immun-enzimatikus és immunfluoreszcens anti-
test kimutatdsi modszereket, megerdsité modszerként
pedig komplex antitest mintazatokat kimutaté Western
blot (immunoblot) technikat haszndlnak. A sziirétesz-
tek kozott az immun-enzimatikus tesztek egyszeriibbek,
pontosabbak és kényelmesebben elvégezhetdk, legtobb-
szOr azonban csak kvalitativ eredményt szolgaltatnak,
amely hozzavet6legesen tiikrozi a valddi antitest-titert
[6]. A kétlépcsOs diagnosztika ajanldsait tobb uj kozle-
mény foglalja 6ssze tomoren (1. abra) [6,14]. Kéziratunk
célja a Borrelia ellenes IgM és IgG antitestek konvenci-
onalis kétlépcsés meghatarozasa gyakori buktatéinak
rovid attekintése, a Marosvasarhelyi Megyei Korhaz
Fert6z0 betegségek Laboratériumaban szerzett Borrelia
diagnosztikai tapasztalatok bemutatasa, valamint a hasz-
nalt ELISA tesztek teljesitmény mutatdinak ismertetése.
(1. abra)

Anyag és modszer

2.1. A vizsgdlat modszerei és célja
2015-2017 kozott a Marosvasarhelyi Megyei Korhaz

o

Fert6z6 Laboratoriumdban 878 esetben végeztiink
Borrelia szerologiai vizsgalatot, ELISA és Western blot
(Immunoblot) mddszerrel. A kétlépcsés diagnosztikai

elvet csak részben tudtuk érvényesiteni, a jarobetegek
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Elsd teszt
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1. abra. Konvenciondlis kétlépcsds Borrelia-szeroldgia ajanlasai (Moore és munkatarsai, 2016 szerint)

nagy szama, a Western blot ardnylag magas szolgaltatoi
ara, a javallatok részleges indokolatlansaga, az ismételt
tesztelések, a vizsgalatot rendel6é szakorvosok algorit-
mushoz valé alkalmazkodasi hianya miatt. 372 esetben
Virotech ELISA Kkittel, 506 esetben Mikrogen ELISA kit-
tel végeztiink szlir6vizsgalatot, 181 esetben keriilt sor IgM
Western blot, és 157 esetben IgG blot analizisre, Mikrogen
RecomlLine reagens felhasznalasaval. Jelen vizsgalat célja
a szérumbdl végzett ELISA modszerek teljesitményének
(szenzitivitas, specificitas, pozitiv és negativ prediktiv
érték) jellemzése a Western blothoz vald viszonyitassal,
valamint a vizsgalati algoritmus néhany potencialis alkal-
mazasi hibaforrasanak attekintése; a betegek demografiai
adatai, korel6zménye, klinikai tiinetei és kezelési adatai
nem kertiltek feldolgozasra.

2.2 ELISA médszerek

A hasznalt ELISA reagensek mindsége az antigén-tar-
talmat illetéen eltéré volt: a Virotech ELISA IgM Test
Kit® és Borrelia + VISE IgG Europe ELISA IgG Test
Kit® antigén lizdtumokat hasznal, B. afzelii PKo torzs,
B. garinii PBr torzs és B. burgdorferi ZS7 torzs antigén
keverékét tartalmazza. A Mikrogen ELISA RecomWell
Borrelia IgM®, IgG® rekombinans, 3 Borrelia speciesb6l
szarmaz6 immundominans antigén keveréket alkalmaz:
B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. afzelii. Az IgM
kit antigének: Osp C, p41, VIsE, mig az IgG kit antigének:

100

p100, Osp C, VISE, p18.

A Virotech ELISA Borrelia IgM és IgG modszert a
gyarto utasitasai szerint végeztiik, a kovetkezéképpen: a
reagenseket elémelegitve, a mintakat és a kontroll-széru-
mokat (negativ, cut-off és pozitiv) higité pufferrel 1:100
aranyban felhigitva ramértilk a microtiter-lemezre, 30
percet inkubaltuk 37°C, majd 350 pL mosopufferrel négy
alkalommal mostuk. Mosas utan minden lyukba 100 pL
anti-human IgM, illetve anti-humén IgG konjugatumot
mértiink, 30 perc inkubdlds utdn négyszer mostuk, és
tovabbi 30 percig 3,3)5,5-tetrametil-benzidin (TMB)
szubsztrat oldattal fedtiik. A reakciokat 50uL citrat stopp-
ol6 oldattal allitottuk le, az abszorbanciat 450 nm hullam-
hosszon olvastuk.

A Mikrogen RecomWell Borrelia IgM és IgG modsze-
rek alkalmazasanal a reagensek szobahdre vald felme-
legitése utan a mintakat és a kontroll-szérumokat (nega-
tiv, cut-off és pozitiv) higité pufferrel ugyanigy 1:100
aranyban felhigitva kimértiik a microtiter-lemezre, 60
percet 37°C-on inkubaltuk, majd 300 uL mosépufferrel
négy alkalommal mostuk. Mosas utan a lyukakba 100pL
anti-human IgM, illetve anti-human IgG torma-pe-
roxiddz konjugatumot mértiink, 30 percet inkubaltuk,
majd mosas utan lyukanként 100 pL TMB szubsztratu-
mot mértiink ki, amelyet tovabbi 30 percig tartottunk a
lemezen. A reakcidkat 100 uL stoppol6 oldattal dllitottuk
le és a fényelnyelést 450 nm-en mértitk. Mindkét meg-
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1. tablazat. Az Immunoblot reakcidk értékelési skalaja

Antigén IgM pontszam IgG pontszam
p100 5 5
VIsE 5 5

p58 4 4

pal 1 1

p39 4 5
OspA 5 5
OspC 8 5

p18 5 5

Osszesités
<5 Negativ Negativ
6 Bizonytalan Bizonytalan
>7 Pozitiv Pozitiv

hatdrozast automatizalt modszer segitségével végez-
tiikk, Personal Lab (Adaltis, Olaszorszag), illetve Virclia
ThunderBolt (Virclia, Spanyolorszag) ELISA késziiléken.
A betegek antitest titerét a Virotech teszt esetében refe-
rencia-szérummal nyert 10 U/mL, a Mikrogen teszt ese-
tében 20 MU/mL cut-off értékhez hasonlitottuk.

2.3. Immunoblot médszer

A megerGsitd  diagndézisban  hasznalt Mikrogen
Immunoblot, RecomLine Borrelia IgM/IgG tobb geno-
tipus kimutatasara alkalmas: B. burgdorferi sensu stricto,
B. garinii, B. afzelii, B. spielmanii és B. bavariensis. A kit
rekombinans antigének keverékét hasznalja: Osp C, p18
minden speciesb6l, p100, p39, p41, P58, VISE, Osp A. Az
immunoblot elektroforézissel szétvalasztott antigének
elegyét hasznalja szilard fazisu folidra rogzitve, ezért az
ellenanyagok jelenlétét komplex mddon képes értékelni.
A gyart6 utasitasai szerint, a reagenseket szobahdre
melegitettiik, a tesztcsikokat pedig 2 mL higit6 pufferben
el6aztattuk kb. 3 percig, majd tesztcsikonként minden
valyuba felmértiink 40 pL mintat az IgM, illetve 20 uL
mintat az IgG antitestek meghatarozasahoz. Egy o6ras
szobahén vald inkubalast, illetve enyhe razatast kovetGen a
tesztcsikokat 2 mL mosé pufferrel 3 alkalommal 5-5 percig
mostuk. Ezutdn minden valyaba 2 mL higitott anti-human
IgM, illetve anti-human IgG torma peroxidaz konjugatumot
mértiink, 45 percig inkubaltuk, majd az el6bbi feltételek sze-
rint a csikokat haromszor mostuk. Mosas utan valyunként
1.5 mL higitott TMB szubsztrat oldatot vittiink fel, ame-
lyet 8 percig tartottunk a tesztcsikokon, majd a reakcidkat

desztillalt vizzel valo oblitéssel leallitottuk.

Az immunoblot médszernél a kialakult antitest-po-
zitivitdsi mintdzatra minden minta esetén egy score-t
adtunk, amelynek a gyart6 altal ajanlott értékelése: 0-5
pont-negativ, 6 pont-hatarérték, >7pont-pozitiv. A
kiilonboz6 antitestek jelenlétére adott pontszam valtozo,
és a két tipus esetén is stlyozott: példaul az Osp C antigén
ellenes antitest pozitivitdsra IgM esetén 8 pont jar (ami
o6nmagaban elégséges a pozitiv blot értékeléshez), IgG
esetén csak 5 pont, a VISE ellenes antitest (altalaban akut
fertézést mutat) 5 pont, a p41 fehérje ellenes antitest csak
egy pontot ér a skalan (1. tablazat). A fest6d6 savok inten-
zitasat Ossze kell hasonlitani a kontroll sav intenzitasa-
val, ez vizualisan vagy szkennel6 szoftver segitségével is
elvégezhetd. Pontszamot csak a kontroll sav fest6désével
egyenlé vagy annal intenzivebben jel616d6 savok megje-
lenésekor adunk.

A Mikrogen Diagnostik szerint a blotting modszerrel
kimutatott IgM és IgG antitestek Osszesitett szenzitivitasa
erythema migransra 79%, Lyme arthritisre 96%, neuro-
borreliosisra 100%, mig specificitasa 100%.

Eredmények

3.1. ELISA eredmények

A Borrelia ellenes antitestek kimutatasara szolgaléo immu-
nenzimatikus mérések nagyobb részét Mikrogen ELISA,
illetve egy kisebb hanyadat Virotech ELISA mddszerrrel
végeztilk. A két gyartd modszertana viszonylag kiilon-
b6z6, ugyszintén a referencia-tartomanyok is kilon-
boznek. Az atlagértékekre és szorasra, valamint a teljes
mért tartomanyra vonatkozo adatokat az 2. tablazatban
mutatjuk. Ezekbdl kiolvashaté, hogy a Virotech modszer
atlagai az enyhén pozitiv tartomanyban (IgM esetén),

2. tablazat. Azimmun-enzimatikus meghatarozasok
leird statisztikaja

Atlagérték Min-Max Referencia-
+SE érték tartomany
Virotech
IgM (n=372) 11,47 £0,84 0,88-175,83 0-9
IgG (n=266) 10,40 +0,86 0,40-77,96 0-9
Mikrogen
IgM (n=506) 15,93 £ 1,45 0,76-296,65 0-20
IgG (n=370) 17,11 £1,70 0,81-140,48 0-20

Az értékek VU/mL (Virotech), illetve MU/mL (Mikrogen)
formdban vannak feltiintetve
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illetve a hatarérték-tartomanyban (IgG esetén) vannak,
ezzel szemben a Mikrogen modszer atlagai mindkét
antitest tipus esetén negativ tartomanyban maradtak. A
pozitivitasi hanyad a két modszer esetén osszehasonlit-
hato volt (33,3% vs. 27,9% IgM antitest esetében, illetve
21,8% vs. 20,8% IgG esetében). Az eredmények min6ségi
megoszlasat és fontosabb mennyiségi jellemz6it a 3.A és
3.B tablazatok mutatjak be.

3.2. Immunoblot eredmények

Ezt a meghatarozast a teljes vizsgalati periodusban kiza-
rélag a Mikrogen Recomblot IgM/IgG kit segitségével
végeztitk. A masodik vonalbeli diagnosztikdban hasz-
nélt modszer az IgM antitestekre vonatkozdan az esetek
21,5%-nal, mig az IgG antitestekre vonatkozéan 22,9%-
ndl mutatott pozitivitast. A hatdrérték pontszamd min-
takat nem allt médunkban Ujra tesztelni. A legmagasabb
Osszesitett pontszam az IgM esetén 32, az IgG esetén 25
pont volt. A betegek mintegy hdromnegyede negativ
értékelést kapott, ami 0-5 Osszesitett pontszam esetén
jar (abban az esetben, ha reakcid, vagy ha alacsony pont-
szamu, kevéssé fajlagos ellentestek mutathatok ki). Az
eredményeket a 4. tablazat osszesiti.

3.B. tablazat. Az eredmények kvalitativ eloszlasa

Mikrogen IgM ELISA  Mikrogen IgG ELISA

Kategoria mintaszam mintaszam
Negativ 334 (66,0) 283 (76,5)

Hatérérték 31 (6,1) 10 (2,7)
Pozitiv 141 (27,9) 77 (20,8)
Osszes 506 (100) 370 (100)

Az eredmények abszoliit szdm és szdzalék (zdrdjelben) formdjdaban
keriiltek feltiintetésre

3.A. tablazat. Az eredmények kvalitativ eloszlasa

Virotech IgM Virotech IgG
ELISA ELISA
ELISA eredmény mintaszam mintaszam
Negativ 211 (56,7) 184 (69,2)
Hatérérték 37(9,9) 24 (9,0)
Pozitiv 124 (33,3) 58 (21,8)
Osszes 372 (100) 266 (100)

Az eredmények abszoliit szdm és szdzalék (zdrojelben) formdjdban
keriiltek feltiintetésre.
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4. tablazat. Azimmunblot eredmények mindségi
eloszlasa

IgM Recomblot IgG Recomblot
Kategoria mintaszam mintaszam
Negatiy 135 (74,6) 118 (75,2)
Hatarérték 7 (3,9) 3(1,9)
Pozitiv 39 (21,5) 36 (22,9)
Osszes 181 (100) 157 (100)

3.3. ELISA performancia vizsgalat

Mivel a szakirodalomban az ELISA és egyéb immunen-
zimatikus, fluoreszcens vagy kemilumineszcens madd-
szerek szlirGtesztként ajanlottak, de a diagnosztikai érté-
kitket mutaté adatok jelentés heterogenitast mutatnak,
megvizsgaltuk a Mikrogen ELISA tesztek performancia
jellemzdit, referencia-moddszerként hasznalva az immu-
noblot tesztek eredményeit, 60, illetve 52 olyan betegnél,
akik esetében el6bb ELISA, majd a diagndzis pontositasa
érdekében blot meghatdrozast végeztiink. A szenzitivitas,
specificitas, pozitiv és negativ prediktiv értékek a 5.A és
5.B. tablazatokban lathatok.

3.4. Példak komplex immunoblot antitest mintdzatokbdl

A 2. dbran néhany jellegzetes immunoblot mintazatot
mutatunk be. A pozitiv immunoblot eredményeknél
gyakori volt a tobbszords, immundominans antigének-
kel szembeni antitestek jelenléte (2. B, C, D, E savok).
A pl100, VISE, OspC és pl8 fehérje ellenes antitestek
gyakran egylittesen jelentkeztek. Az IgG esetében ezekre
5-5 pont jar az értékelésben, tehat énmagukban nem
elegendéek a 7 pontos pozitivitasi kiiszob eléréséhez,
de halmozott fest6dés esetén ezek az ellentestek magas

5. A.tablazat. Az ELISA eredmények érzékenysége,
fajlagossaga és prediktiv értéke

IgM (n=60) Immunoblot
ELISA Negativ Pozitiv
Negativ 34 4
Pozitiv 7 15
Szenzitivitas (%) 78,95 54,43-93,95
Specificitas (%) 82,93 67,94-92,85
PPE (%) 68,18 51,22-81,39
NPE (%) 89,47 77,87-95,36

Az értékek abszolut szamban, illetve szdzalékardnyban vannak
kifejezve. PPE - pozitiv prediktiv érték, NPE - negativ prediktiv
érték
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5.B. tablazat. Az ELISA eredmények érzékenysége,
fajlagossaga és prediktiv értéke

IgG (n=52) Immunoblot
ELISA Negativ Pozitiv
Negativ 36 2
Pozitiv 4 10
Szenzitivitas (%) 83,33 51,59-97,91
Specificitas (%) 90,00 76,34-97,21
PPE (%) 71,43 48,82-86,76
NPE (%) 94,74 83,49-98,46

Az értékek abszoliit szamban, illetve szdzalékardnyban vannak
kifejezve. PPE - pozitiv prediktiv érték, NPE — negativ prediktiv
értck

pontszamot kélcsondznek a mintanak. Az IgM esetében
egyszerll pozitivitdst altaldban az OspC reaktivitas oko-
zott (erre 8 pont jar az értékelésben). Erdekességképpen,
szamos pozitiv mintandl talaltunk t6bbszords, Borrelia
sensu stricto, B. afzelii, B. garinii, B. spielmannii ellenes
anti-OspC pozitivitast (példaul az A és B mintdknal).
A gyartd a torzsekkel kapcsolatos keresztreaktivitasrol
nem kozolt adatokat, ezek hidnyat feltételezve felmerdil,
hogy a jelzett esetekben tobbféle patogén torzzsel vald
fertézés tortént (egyidejileg vagy egymas utan). A p4l
fehérje, vagy flagellin nemcsak a Spirochaetakra, hanem
mas csillos baktériumokra jellemzd, ujabb adatok szerint
immunmodulalé hatast [15]. Szoliter p41 fehérje-reak-
tivitas a Virotech és a Mikrogen IgM kitek esetén ELISA
pozitivitassal is szovédhet, ez az alpozitiv ELISA reakciok
egyik gyakori oka. Osp A reaktivitast egyetlen mintanal
sem talaltunk (2. abra).

Megbeszélés

4.1. Diagnosztikai buktatok — A szeroldogiai vizsgalat id6zi-
tése és az antitest-titer vdltozdsai és azok értékelése
A Borrelia fertézés igazolasaban, a kdrokozé kozvetlen
kimutatdsanak nehézségei miatt a szerologia elsé vonal-
beli lehetdség marad. A laboratoriumi vizsgalatok helyes
id6zitése elsédlegesen fontos: a fertdzés elsé egy-két hetében
az ellenanyagok kimutatdsa tobbnyire eredménytelen, a koz-
vetlentill ezutin kovetkez6 periddusban viszont a kétlépcsds
szerologiai diagnosztika jo érzékenység és fajlagossagu. Az
IgM-IgG izotipusvaltas aranylag gyorsan bekovetkezik,
mialtal az IgG antitestek is hamar megjelennek.

A neuroborreliosis igazoldsdra a szérumvizsgalat mel-
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2. abra. Példak a Borrelia immunoblot eredményekbdl.
A — t0bbsz6rds Osp C IgM pozitivitas, B — tébbszords Osp
C és p41 IgM pozitivitas, C - Osp C (Borrelia afzelii) és
p41 pozitivitas, D — komplex kettés IgM+lgG pozitivitas,
Osp C reaktivitas nélkil; E — komplex IgG pozitivitas,

Osp C reaktivitassal; F — izolalt p41 1gG jelenléte,

G - azonosité kontroll sdv. Azimmunoblot moédszer
molekulatomegiik és egyéb fiziko-kémiai tulajdonsagaik
szerint szétvalasztott fehérje-antigének elleni reakciét
minden esetben lebontva mutatja, lehetévé téve a
szeropozitivitas sulyozasat.

lett a liquor antitest-vizsgalat elvégzése is indokolt, bar
elrehaladott betegség esetén a szérumban is magas az
antitest titer, amely mindkét mddszer segitségével kimu-
tathatd [16]. Ez akar az els6 hat hétben is dlnegativ lehet
[13]. Korai vizsgalatokban kimutattdk, hogy eredményes
kezelés utan honapokig, s6t akar évekig fennallhat az anti-
test pozitivitas [17]. Hammers-Berggren és munkatarsai
30 erythema migransban, illetve 91 neuroborreliosisban
szenvedd beteget vizsgaltak, 9 évig terjed$ utdnkovetés-
sel. A Borrelia ellenes IgM és IgG kimutatasihoz ELISA
tesztet és csillo-antigéneket hasznalva, 30 erythema mig-
ransban a fert6zés elején magas IgM és alacsonyabb IgG
titert talaltak, az IgM antitestek az esetek 70%-ban voltak
pozitivak. Az erythema migrans csoportban 9-9 betegnek
volt izolalt IgM, illetve IgG pozitiv antitestje. Az dtlagosan
harom éves kovetés soran 17 esetben az IgM negativra
valtott, de 4 esetnél még 17 hénap utan is pozitiv titert
mértek. Az IgG esetén a 21 szeropozitiv eset 57%-a (12
eset) maradt pozitiv 5 év utan is. A neuroborreliosisos
esetek koziil 10 csak IgM pozitivitast, 53 IgM+I1gG kettds
pozitivitdst mutatott, mig 28 betegnek csak IgG antitestjei
voltak, dltaldban alacsonyabb IgM, illetve magasabb IgG
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koncentraciéval a fertézés elején. Az dsszesen 9 évig ter-
jedd kovetés soran az IgM titer a betegek 75%-nal, az IgG
pedig 67%-nal csokkent negativ tartomanyba. 23 sz6v6d-
meényes, illetve maradvanytiineteket mutat6 beteg koziil
csak egynek volt perszisztalé magas IgM, mig 9 betegnek
perszisztalé magas IgG értéke [17].

A szeroldgiai vizsgalatoknak ilyen moédon fontos sze-
repe lehet a diagnozis felallitdsaban, de a kezelés eredmé-
nyességének értékelésében zavard tényezé a valtozo tar-
tamu immunmemoria, mely miatt nehezen azonosithat6
a perszisztalod és a potencialis Ujrafert6z6dés. A konven-
ciondlis mddszerek mellett felmeriilt az IgG aviditds teszt
sziikségessége, amely elméletileg kiilonbséget tehetne az
alacsony aviditast IgG termeldésével jaro, friss fert6zé-
sek, valamint a magas aviditasu, érett IgG antitesttel jel-
lemezhet6 késéi stadiumok kozott. Az ujrafertézésekben
tapasztalt értékelési nehézségek, valamint az ilyen rea-
genst gyarto cégek hidnya miatt a modszer egyel6re nem
terjedt el. Egyes adatok szerint az aktivalt T-limfocitak
altal termelt y-interferon felszabadulds mérése is hasznos
lehet az aktiv és a volt, de eredményesen kezelt fert6zéssel
tarsuld szeropozitivas elkiilonitésében. A CXCL13 che-
mokin meghatérozasa az aktiv idegrendszeri gyulladas
meghatdrozasaban segithet [6].

Egy bulgdriai tanulmany 219 erythema migranssal
jelentkezd esetnél, a betegség kezdete utan két honapig
dinamikéjaban vizsgalta az IgM és az IgG antitestek szint-
jét, és jelentds hanyadban szeronegativitast irt le (63% az
els6 tiz napban, 24% két honap utan). Az elsé tiz napban
végzett vizsgalatok 28%-ban mutattak ki IgM, 6%-ban
IgM+IgG, 3%-ban csak IgG pozitivitast, mig két honap-
ndl ez az arany 55%, 5%, illetve 16% volt. Egy évvel az
antibiokum terapia utdn a betegek 10%-nal irtak le IgM,
valamint 38%-nél IgG reaktivitast, az elébbiek koziil 4
esetnél semmiféle tarsult klinikai tiinet nem volt [18].

Kannian és munkatarsai antibiotikum-refrakter és
reszponziv, valamint a nem kezelt Lyme-arthritises
betegcsoportok IgG ellenanyag-mintdzatait hasonlitottak
Ossze, antigénként Borrelia burgdorferi ultrahangos keze-
léssel nyert lizatumot, valamint sejtfelszini lipoproteine-
ket (DbpA, VISE C6 peptide, OspA, and Arp) és ELISA
technikat hasznalva. A kezeletlen csoport ellenyag kon-
centracidja 2-5 évig magas maradt, a refrakter csoportnal
a median titer a hosszu antibiotikus kezelés ellenére az
els6 harom hénapban enyhén novekedett, mig az ered-
ményesen kezelt csoportnal egy-harom hoénapig stagnalt,
vagy csokkent [19].

Egyes esetekben az antibiotikum terapiat szokatlanul
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hosszu ideig sziikséges folytatni a tiinetek enyhiiléséig
vagy megsziinéséig. Moysa és munkatarsai leirtak egy
nehezen diagnosztizalt, tobbféle immun-enzimatikus
teszttel kiillonboz6 eredményeket mutato, nagyon valto-
zatos tiinetekkel jelentkezé betegnél tapasztalt antibio-
tikum-rezisztenciat. Az irorszagi beteg amerikai utazas
utan, eredetileg erythema migrans-sal, progressziv izom-
fajdalmakkal, vandorlé arthritissel, koncentracids zava-
rokkal jelentkezett csaladorvosanal. Az elsé, hét hétig
tartd, napi 2x100mg doxicyclin kezelés eredménytelen
volt, a beteg tlinetei igen valtozatossa valtak: intenziv
faradtsdg, hasi fajdalom, iziileti fdjdalmak, nyomasztd
izomfajdalmak, gorcsok, erdés fejfajas, zavarodottsag
és gondolkodasi nehézségek, koncentracids és olvasasi
nehézségek, alvaszavarok jelentkeztek. Tovabbi két hona-
pos clarithromycin, rifampicin, és lymecycline kezelésre
a tiinetek jelentds része megsziint [20].

Sajat eredményeink eloszldsi mintdzata aranylag
alacsony pozitivitasi aranyt mutat: 28-33%-os az IgM,
22-23%-o0s az IgG tipust antitestek ELISA tipusu kimu-
tatasa esetén. Az alcsoportoknal, akik esetében blot meg-
hatarozast is végeztiink, a pozitiv tesztek ardnya 21-23%
volt, hasonl6 az IgM és IgG antitestek esetében. Az ala-
csony pozitivitasi arany felveti a vizsgalat helyes id6zité-
sének problémdjat. Nem végeztiink elemzést a tiinetek
megjelenésének, a fertézés feltételezett diagnozisanak,
valamint a vérminta vételének idépontjai kozotti dssze-
tiiggésekrol, amelyek hidnyaban tovabbi kovetkeztetése-
ket lehetetlen levonni.

4.2. Diagnosztikai buktatok - antigén variabilitds és a
diagnosztikai tesztek valtozo karakterisztikdi

A korai, ugynevezett els6 generaciés ELISA tesztek ult-
rahangos kezeléssel eldallitott sejt-lizatumot hasznaltak
antigén egyveleg gyanant. Ezek a tesztek nem tartalmaz-
tak stabil koncentracioban a fert6zés kiilonbozé stadiu-
maira jellemzé immundominans, multiplex antigéneket,
mint példaul a VISE fehérjét. A ma hasznalatos masodik
generacids tesztek kozt is heterogenitas van, egyesekben
extrahalt, masokban rekombinans antigéneket hasznal-
nak, mint példaul az Osp C, Osp A, VISE, illetve az Osp C
és a VISE domindns epitdpjai, a C10 és a C6 peptid [21].
Masodik 1épésben, a Western blot (immunoblot) techni-
kaban poliakrilamid gélen szétvéalasztott antigén elegyet
hasznalnak, amelynek az az elénye van, hogy egyszerre
értékelhetd a teljes antitest profil, amelyen latszik, hogy a
fenndllé antitest termelés immundomindns, vagy kevésbé
jelentds, és csokkent fajlagossagu antigének ellen iranyul.
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A Borrelia korai, immundominans antigénjei kozé
tartozik a korokozo kiils6 sejtfelszinén exponalt kiilsd
felszini fehérje C (OspC; molekuldris tomege 21-25 kDa)
és a valtozo f6 fehérje (VMP) -szert expresszalt szekven-
cia (VIsE; molekulatomege 34-35 kDa), valamint a 41
kDa nagysagu flagellaris fehérje (p41/flagellin/FlaB) [6].
Egyéb magas antigenicitasi koérokozo-fehérjék, amelyek
a korai fert6zés soran immunvalaszt valthatnak ki: a 37
kDa nagysagu flagellaris fehérje (FlaA), a dekorinkotd
fehérje (Dbp) A és B, RevA, p66, BBK07, BBK32, BBG33,
LA7, BmpA, FliL és tobb mas fehérje is. Microarray
vizsgalatokkal kimutattak, hogy az Amerikai Egyesiilt
Allamokban Lyme arthritisben szenved6 egyének szérum
mintaiban levé antitestek legalabb 89, elsésorban felszini
antigénnel reagalnak. A jelen diagnosztikai ajanlasok az
eredményes tesztelés érdekében kiemelten hangsulyoz-
zak a multiplex, immundomindns antigének alkalmaza-
sanak fontossagat [6].

4.3. A laboratoriumunkban végzett Borrelia szeroldgiai
tesztek teljesitmény-mutatoi

Guerin és munkatarsai leirtak néhdny masodik gene-
racids szlirGteszt teljesitmény mutatoit. Ezek a fert6zés
kezdeti fazisaiban altalaban alacsonyabb érzékenységet és
fajlagossagot mutatnak, példaul a VISE C6-epitdpot tartal-
mazo ELISA erythema migrans és korai Lyme-borreliosis
kimutatdsira az Amerikai Egyesiilt Allamokban 29%-
os szenzitivitast és 96%-os specificitast, Eurdpaban
65-68%-0s szenzitivitast és 91-92%-s specificitast ért el.
Az Enzygnost C6° ELISA teszt érzékenysége 78%, fajla-
gossaga 96%, mig a VISE pepC10 teszt szenzitivitasa 51%,
specificitasa 94-95%. Ebben a felmérésben a dot-blot
modszer érdekes médon magas szenzitivitasi (96%), de a
fajlagossaga gyenge (35%). Ugyanakkor a késéi neurolo-
giai tlinetek, carditis, arthritis kimutatasdban mindegyik
Uj generacids szlirGteszt jo teljesitett, 88-100% kozotti
érzékenységgel, és 95% feletti fajlagossaggal [21].

Egy masik, korai vizsgdlatban antigénként a VISE
antigén 26-mer szintetikus peptidjét hasznalo ELISA a
fert6zés akut, felépulési és késéi stadiumaban 74%, 85%,
illetve 100% szenzitivitast, és 62-99% kozti specificitast
értek el [22]. Leeflang és munkatérsai egy, az EMBASE és
Medline adatbézisokban fellelhetd, referencia-standardot
hasznalé 75 publikacion végzett metaanalizisben érde-
kes, az eddigieknek altalaban ellentmondé eredményekre
jutottak. A kiilonb6z6 borreliosis formakra vonatkozéan
a szerologiai (ELISA és/vagy blot) tesztelés érzékenysége
erythema migransra vonatkozdan 50%, neuroborrelio-

sisra 77%, acrodermatitis chronica atrophicansra 97 %,
mig nem pontositott formdju Lyme-korra vonatkoztatva
73% volt, a fajlagossdg az erythema migransra, neuro-
borreliosisra és dltalaban a Lyme-korra vonatkoztatva
90-99% kozott mozgott. A rekombinans antigéneket
hasznal¢ tesztek mutat6éi nem voltak jobbak a tisztitott,
vagy teljes sejt-lizatumot alkalmazd tesztekénél. Ezen
tanulmany szerint a laboratériumokban és a kereskedelmi
gyartoknal készitett ELISA tesztek teljesitmény mutatoi
Osszehasonlithatok az immunoblot teljesitményével, és
a kétlépcsds diagnosztika nem nyujtott gyakorlati elényt
a diagnozis feldllitasaban [23]. Ellentmond ennek, hogy
Ang és munkatdrsai nyolc kiilonb6zé ELISA tesztet és
Otféle, teljes sejt-lizatumot és rekombinans antigéneket
alkalmazo blot vizsgalatban mindéssze 34-59%-o0s érzé-
kenységet talaltak, és 89 mintabol tobb olyat is talaltak,
amelyekre mindegyik ELISA modszer alnegativ tesztet
eredményezett [24]. Egy maésik, Eszak-Amerikai tanul-
manyokat 9sszefoglalé meta-analizis a kétlépcsds szero-
logiai diagnosztikat eredményesebbnek mutatta egyéb
protokolloknal, és a Centre of Disease and Prevention
ajanlasa is ez maradt [25].

Sajat eredményeinket tekintve, az ELISA tesztek
szenzitivitdsa és specificitdsa elfogadhaté tartomanyba
esett. Az IgG antitestek ELISA-val valé kimutatdasanak
érzékenysége és annak fajlagossaga felilmulta az IgM
ellenanyagokét: 83,3% vs. 78,9%, illetve 82,9% vs. 90%.
Az ELISA tesztek negativ prediktiv értéke jobb volt, mint
a pozitiv prediktiv érték: 89,7% az IgM, illetve 94,7% az
IgG esetében, illetve 68,2% és 71,4%. Ezeket az eredmé-
nyeket ugyanazon gyartotdl szarmazo tesztekkel értitk
el, amelyek immundominans, rekombinans antigénekre
épiiltek. Megjegyzendd, hogy ezeket a teljesitmény-jelz4-
ket a borreliosis Osszesitett korformdira szamitottuk ki,
viszont nem vizsgaltuk kiilon a mar emlitett megjelenési
formdkat. A fenti mutatok a diagnosztikai alkalmassag
kritériumait teljesitik, a pozitiv prediktiv érték-viszo-
nyokat viszont mindenkor szem el6tt kell tartania az
immunenzimatikus tesztet megrendelé szakorvosnak.
Eredményeink azt mutatjak, hogy az ELISA modszer
egyszer(ibb és olcsdbb szilirStesztként indokolt. A refe-
rencia médszerként hasznalt immunoblot moédszer kom-
binalt diagnosztikai érzékenysége és fajlagossaga a gyartd
szerint Lyme arthritisre és neuroborreliosisra vonatko-
zban kivalo, ezért masodik lépcsében javasolt elvégezni.
Megjegyezziik, hogy tanulmanyunkban nem vizsgaltuk
az egyes betegeknél a két tesztelés kozott eltelt id6t, az
immunoblot eredmények kiilonb6zé klinikai tiinetek-
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kel val6 korrelacioit, sem a kezelés utdni szerokonverzio
hanyadat, amelyek segitségével jobban megitélhet6 volna
a kétlépcsos diagnosztika valddi klinikai jelentGsége.

Kovetkeztetések

A szeroldgiai vizsgalatok a Borrelia fert6zés igazola-
sdban fontos diagnosztikai eszkzok. Ardnylag nagy
szamu eredmény eloszlas-mintazatan a negativ tesztek
talsulyat tapasztaltuk, az ELISA és az immunoblot tesz-
telésben egyarant. Tanulmdnyunkban az IgM és IgG
ellentestek meghatarozasara végzett ELISA tesztek tel-
jesitmény mutatéi megfeleldnek, és mas szakirodalmi
adatokkal osszehasonlithatonak bizonyultak. Az alpo-
zitiv, illetve alnegativ ELISA eredmények hanyadanak
csokkentésében mindkét reakcié tipusban fontos az
immundominans, fajlagos antigének hasznalata. Mivel az
ELISA szenzitivitdsa elfogadhatd, az immunoblot pedig
a szakirodalmi adatok titkrében a szovédményes esetek
kimutatasaban eredményes, a tanulmanyunkban kimuta-
tott alacsony pozitivitasi arany miatt felmeriil a tesztelés
helyes javallatanak, illetve id§zitésének sziikségszertisége.
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Roviditések jegyzéke

ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay
EMBASE - Excerpta Medica dataBASE

IgG - immunglobulin G

IgM - immunglobulin M

Osp C - outer surface protein C

Osp A - outer surface protein

p100 - Borrelia burgdorferi p100 protein

p18 - p18 protein

p39 - p39 protein

p41 - p4l protein, flagellin

p58 — p58 protein

RST1 - ribosomal RNA intergenic spacer type 1, Osp
C A genotipus

RST?2 - ribosomal RNA intergenic spacer type 2, Osp
C K genotipus

RST3 - ribosomal RNA intergenic spacer type, Osp
C I genotipus

VISE - variable major protein-like sequence, expres-
sed

Irodalom

(ldsd az angol nyelvii cikk végén)



