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A rekombinans antigének atalakitottak a teszteles gyakorlatat. A
teljes sejt lizatuma csak az adott speciest fed1 tokeletesen!, €s
tartalmazza az aspecifikus antigéneket. Igy az érzékenység csak a
fajlagossag karara novelhetd, korlatozottan. Az 1n vitro
tenyészetben nem expresszalt VISE az egyik legérzékenyebb,
specifikus, a Borrelia speciesek kozott kivaldoan keresztreagalo
antigénnek bizonyult!. A rekombinans ELISA-k lehetove tettek a
VIsE, 1lletve a rosszul keresztreagald antigének kozil tobb
species alkalmazasat, az aspecifikus antigeneket elhagyasat. A
megerositeés feladata a valos €s fals pozitivitas elkilonitese
helyett inkabb a pozitivitas részleteinek meghatarozasa lett. A
rekombinans megero0sito vizsgalatok Uj generaciojat jelenti a
microarray, amely nagyszamu antigeén, illetve korokozo-panelek
vizsgalatat 1s lehetdvé teszi. A nitrocelluloz mebranok a 96
welles lemezek well-jeiben fekszenek, a kivitelezés megegyezik
az ELISA esetén megszokottal. Munkank celja a TestLine
microblot array jellemzeése.

Betegekés modszerek

Szeropozitiv (Mikrogen RecomLine, Mikrogen GmbH, Neuried,
Nemetorszag), kullancsexpozicionak kitett €s/vagy tipusos
erythema migrans-t (EM) ¢€szleld szemelyek mintait (n=62), 15
savopart (Mikrogen: 4 progressszor, 4 regresszor, 7 valtozatlan)
¢s 10 syphilisen atesett, TPHA ¢s RPR (<1:4) pozitiv szem¢ly
savojat vizsgaltuk. Az antitestek belepesi dinamikajanak
leirasahoz a microarray bevezetese ota mert tovabbi mintakat 1s
hasznaltuk (> n=137). Statisztika: Kyplot 6.0 (KyensLab Inc.,
Tokyo, Japan) ¢s Online ROC Curve Calculator (Johns Hopkins
University, Baltimore, MA, USA).

Esetdefiniciok:

 Korai: fennallo EM, vagy kora1 posztprimer korkep tinetei
(meningoradiculitis, facialis paresis, disszeminalt EM) ¢s
expozici6/EM 3 honapon beliil;

 K¢éso01: Multban expozicio es/vagy EM, tipusos fennallo
panaszok (periferias neuroathia, arthritis);

* Maradvany: Multban expozici0 ¢s/vagy EM, jelenleg
panaszmentes, vagy mas korkep 1gazolt/valoszinu.

Egy well a plate-en (minden antigén tripletként szerepel)
1. Treponema pallidum TpN17
2. Borrelia burgdorferi s.l. OspE

9 54

¢ : 3. Borrelia burgdorferi s.I. NapA

: : 5. - 5. Anaplasma phagocytophilum p44
> 6. Anaplasma phagocytophilum OmpA
2 7. Anaplasma phagocytophilum Asp62
ik 8. Borrelia burgdorferi s.l. OspB
; 9. Borrelia burgdorferi s.s., afzelii, garinii OspA
S 10. Borrelia burgdorferi s.s., afzelii, garinii, spielmannii OspC
@ 0o 11. Borrelia burgdorferi s.s., afzelii, garinii VISE
LA 12. Borrelia burgdorferi s.l. p83
13. Borrelia burgdorferi s.l. p58
14. Borrelia burgdorferi s.s., afzelii p41
15. Borrelia burgdorferi s.l. p39
Eredmények

A vartnak megteleloen az anti-VISE adta a szeropozitivitas alapjat,
korai esetkben ez kiegesziilt az anti-OspC-vel, amelya
szeroprogresszioval gyakran revertal. A pontszam emelkedéesevel
folyamatosan léptek be a tipusos keso1 antitestek. A TestLine
microarray 90,3% ¢€rzekenyseggel azonositotta a szeropozitivitast
100% fajlagossag mellett). A hat alnegativ eredmeény koziil 2 EM, 4
pedig a klintkum ¢€s a Mikrogen LIA alapjan maradvanyantitestek
mellett mutatkozott, igy a relevans €rzeékenyseg gyakorlatilag
100%. A szerologial valtozasok (savoparok) azonositasakor 2
esetben tapasztaltunk elterest. Az esetek 1smereteben (mindkettd
kezeles kozben 1ll. kozvetlenul utana 1smetelt szeroldogia) a
kulonbségnek valoszinuleg nincs klinikai jelentosege, illetve a
kezeles soran felszabadulo antigenekkel 1s 0sszefugghet.
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Az antitestek szamat tekintve a gyari cutoff ertekekkel a
microarray aluldetektalt. A hattér + 2SD (in-house) cutoff-
kritériumot alkalmazva a kilonbseg csokkent. Ezen plusz
antitestek szemmel tisztan kivehetdk voltak.

. . TestLine . . TestLine

Mikrogen TestLine 25D Mikrogen TestLine 25D
Pontszam 5 /.7 103+164 2724169 098+127 0,87+0,97 1411
(atlagxSD)

Emlitest erdemel a p17 (pl18, DbpA) detekcios deficitje. Ahol a
Mikrogen LIA eredménye egy speciesre utalt, a B. afzelii 1gG
pozitivitasok esetén 15-boOl 8-at azonositott a microarray, a B.
garinii/bavariensis specifikus IgG-k esetén 5-bol egyet sem.

A tiz TPPA ¢s RPR pozitiv mintabol a microarray 8-at azonositott,
ugyanakkor a fennmarado ketto 1s atlag + 2SD tartomanyon kiviili
erteket adott. A Borrelia szeropozitiv mintak kozul 3 (4,6%)
eseteben merult tel Anaplasma phagocytophylum szeropozitivitas,
igy esetleges koinfekcio lehetosege.

Kovetkeztetések

A TestLine microblot array véleménytuink szerint alkalmas a
szeropozitivitas megbizhato 1gazolasara €s jellemzesére. ElOnyet:

* 0 automatizalhatosag,
* akontaminaci0 lehetdségenek minimalizalasa,
* adifferencialdiagnosztikai szemlélet.

Az antitestek szamszerl aluldetektalasanak a jelentosége kerdéses,
mivel az erzekenyseget €s a szerologial stadium azonositasat a
klinikailag aktiv esetekben nem ¢€rintette, a maradvany-antitestek

diagnosztikus ¢rteke pedig kerdéses. A jelenseég hatterében az
alabb1 okok feltetelezhetok:

* a (tal?) szigoru cutoff érték,
* az anti-OspC IgG szeroreverzioja (biologiailag helyesen?),
 azanti-pl7 (DbpA) IgG gyenge ¢szlelese.

A szerologial valtozasok jol leképezhetok voltak. Kiemelendd,
hogy az automatizalt leletezés mellett sem elhagyhato a vizualis
ellenorzés, a gyenge reativitasok értékelése, és a mintazatok
figyelembevétele. Rekombinans tesztekkel az antitestszam helyett
celszerll az antitest-mintazatot a klinitkummal 0sszevetve
ertelmeznink?. A microarray alkalmazasa onallo syphilis-
szurdvizsgalatkeént nem javasolhato.

Barmely tesztet hasznaljuk, erdemes 0sszeasonlito mérésnek
alavetniink. Fontos az antitest-kinetika kovethetOosege €s az egyes
korformakban jelentds speciesek virulenciafaktorainak detektalasa
(VIsE minden esetben, neuroborreliosis - B. garinii DbpA/pl7/18;
arthritis — B. burgdorferi OspA ¢s NapA).

Limitacio

A Mikrogen LIA értekelese vizualisan tortént, ami az antitestszam
ertekeleseben hatranyt jelenthet a TestLine microarray szamara
annak szoftveres ertekelesekor.
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