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Liste over forkortelser (alfabetisk)

ACA Acrodermatitis chronica atrophicans, kronisk hudinfeksjon
BA Borreliaartritt, leddbetennelse

CSF Spinalveeske (cerebrospinal fluid)

ELISA Enzyme linked immunosorbant assay

EM Erythema migrans, lokal, tidlig hudinfeksjon

LB Lyme borreliose

LNB Lyme nevroborreliose

PCR Polymerasekjedereaksjon (polymerase chain reaction)
NK-celler Naturlige dreperceller (natural killer cells)

SLP Sammenliknende laboratorieprgving

SSHF Serlandet sykehus helseforetak

Bakgrunn

Lyme borreliose (LB) er en sykdom forarsaket av bakterien Borrelia burgdorferi sensu lato,
en spirokete. | Europa overfgres bakterien til mennesket ved bitt av flatten Ixodes ricinus,
mens i andre deler av verden er andre flattarter smitteberere. Flatten har tre stadier: larve,
nymfe og voksen. | Agder ble det i en studie i 2007 funnet at larver, nymfer og voksne flatt
inneholdt i snitt henholdsvis 0,5 %, 24,5 % og 26,9 % Borrelia, og i Brenngysund ble det i
2013 funnet at 11,3 % av nymfer og 33,3 % av voksne flatt inneholdt Borrelia. Det er store
variasjoner fra sted til sted (1, 2). Vanligvis oppholder Borrelia seg i flattens tarmsystem, men
nar flatten biter, beveger bakterien seg til spyttkjertlene. Det tar tid far mikroben kommer
over i spyttet, og det antas derfor a veere liten risiko for a bli smittet om flatten fjernes i lgpet
av de farste 24 timer. Ved bitt av flatt som inneholder Borrelia er det rundt 5 % sjanse for a
bli syk, og den vanligste sykdomsmanifestasjon er utslettet Erythema migrans (EM) (3, 4).
Hos noen vil borreliabakterien spre seg fra hud til andre kroppsorganer, da kalles det
disseminert infeksjon. Bakteriene foretrekker a oppholde seg lokalt i vev, og dersom man far
en disseminert infeksjon vil mikroben trolig veere kortvarig i kroppsveesker som blod og
spinalvaeske (CSF; cerebrospinal fluid). | Europa er det flere undertyper av Borrelia (minst 5)
som ser ut til a foretrekke forskjellige typer vev (tabell 1/figur 1). De vanligste er Borrelia



afzelii som foretrekker hud, Borrelia burgdorferi sensu stricto som ofte sgker til ledd og

Borrelia garinii som ofte etablerer seg i nervesystemet. De forskjellige undergruppene av

Borrelia kan infisere mer enn en type vev. Bade B. afzelii og B. burgdorferi kan f.eks. veere
arsak til nevroborreliose (5, 18).

Figur 1. Ulike borreliaundertyper foretrekker ulikt vev.

Borrelia garinii Det finnes flere borreliaundergrupper som alle kan forérsake ulik
sykdom, men det er en klar tendens til at noen varianter oftere er
assosiert med noen sykdomstyper enn andre. Borrelia afzelii
pavises oftest i hudutslett (andre enn EM), mens Borrelia
burgdorferi sensu stricto er den vanligste undertypen som gir
leddplager. Symptomer i nervesystemet er vanligvis forarsaket av
Borrelia garinii.

Det farste symptomet pa en borreliainfeksjon
vil vanligvis veere EM, et ringformet utslett
som oppstar rundt flattbittet etter noen dager.
EM er > 5 cm i diameter og brer seg utover.
Om EM ikke behandles med antibiotika eller
kroppens immunforsvar ikke klarer a sla ut
infeksjonen, vil bakterien kunne spre seg og gi
disseminert infeksjon som oftest i lgpet av 1-2 maneder. | spredningsfasen kan man ha relativt
kortvarige generelle plager som feber og smerter i ledd og muskulatur. Slike plager er
kroppens svar pa infeksjon, og de er uspesifikke i den forstand at de samme plagene kan
forarsakes av mange andre typer smittestoff. De vanligste rapporterte formene av disseminert
LB i Norge og Europa er Lyme nevroborreliose (LNB) med symptomer fra nervesystemet (6)
og borreliaartritt (BA) som gir betennelse i ett eller flere store ledd. Det er oftest betydelig
hevelse i leddet ved BA, og uten behandling har sykdommen vanligvis et tilbakevendende
forlgp. En sjelden gang kan Borrelia fore til karditt, en betennelse i hjertet som gir
rytmeforstyrrelse. Uten behandling kan LB etter mange ar fare til en kronisk hudinfeksjon,
ACA (acrodermatitis chronica atrophicans), som karakteriseres av partier med tynn og
misfarget hud.

Borrelia burgdorferi Borrelia afzelii

Diagnosen LB baserer seg pa vurdering av pasientens symptomer, sykdomshistorikk,
biokjemiske tester og mikrobiologiske undersgkelser. Nar man vurderer & sende inn praver til
undersgkelse for Borrelia, er det viktig at pasienten i utgangspunktet har plager som kan vere

Tabell 1. Humanpatogene Borrelia undertyper i Europa forenlig med borreliainfeksjon. Hvis det

og foretrukket vev undersgkes praver fra en person som har
Borreliaarter Foretrukket vev plager som er atypisk for LB, er det
B. burgdorferi sensu stricto Ledd mindre sannsynlig at testene er nyttige
B. afzelii Hud (7). Denne artikkelen omhandler
B. garinii Nervesystemet mikrobiologiske 0g immunologiske tester
B. lusitaniae Hud, annet? for pavisning av LB. Testenes ytelse blir
B. valaisiana Hud, nervesystemet ofte oppgitt med sensitivitet 0g
B. spielmanii EM (hud), annet?

spesifisitet. Begrepene kan veere relatert



til selve testen (analytisk sensitivitet/spesifisitet) eller pasientens tilstand (diagnostisk
sensitivitet/spesifisitet). Det er viktig a forsta disse begrepene for a kunne tolke betydning av
prevesvar og diagnostisk litteratur.

e Analytisk sensitivitet. Testens evne til a pavise f.eks. bakterien eller antistoffet hvis
den/det er til stede i prevematerialet. Begrepet sier noe om testens tekniske kvalitet.

e Diagnostisk sensitivitet. Testens evne til a identifisere alle individer som har aktuell
sykdom. Andre faktorer enn testens ytelse kan ha betydning for analysesvaret. Valg av
feil provemateriale kan gi falske negative prevesvar.

e Analytisk spesifisitet. Testens evne til & pavise kun det som det undersgkes for og ikke
noe annet som finnes i prgvematerialet. Hvis testen paviser et annet molekyl enn
gnsket og gir falske positive resultater, har den lav analytisk spesifisitet.

o Diagnostisk spesifisitet. Testens evne til a veaere positiv kun nar pasienten har den
sykdom det undersgkes for. Hvis testen ogsa er positiv ved andre tilstander eller hos
friske, vil det senke testens diagnostiske spesifisitet. Dette kan fare til falske positive
resultater selv om analytisk spesifisitet er hgy. For at en test skal kunne brukes i
sykdomsdiagnostikk, ma man derfor alltid ha undersgkt kontrollgrupper for a sikre at
det er feerrest mulig andre tilstander som gir positivt testresultat.

Metodene som beskrives her inndeles i to grupper. Det er metoder for direkte pavisning av
borreliabakterien og indirekte metoder som paviser deler av kroppens immunrespons mot
infeksjonen. Direkte pavisning av bakterien med riktig utfarte tester gir et sikkert positivt
diagnostisk funn. Ved bruk av indirekte tester kreves det derimot mer omfattende
dokumentasjon for & forstd sammenhengen mellom analyseresultatet og pasientens diagnose.
Artikkelen gnsker a gjere rede for styrker og svakheter til ulike tester som brukes i
forskjellige laboratorier i dagens borreliadiagnostikk. I tillegg vil bakgrunn for valg av hvilke
metoder som benyttes ved Mikrobiologisk avdeling ved SSHF belyses.

Metoder for direkte pavisning av Borrelia

| mikrobiologisk diagnostikk generelt er pavisning av selve mikroben den sikreste maten a
identifisere infeksjoner. Er det funn av en bakterie hos en pasient som har symptomer som
denne bakterien vanligvis forarsaker, har man med hgy sannsynlighet funnet arsaken til
sykdommen. Metoder som benyttes til direkte pavisning av mikrober er mikroskopi, dyrkning
0g pavisning av arvemateriale (DNA) ved bruk av polymerasekjedereaksjon (PCR;
polymerase chain reaction). Slike metoder kan ogsa benyttes for & pavise Borrelia.

En viktig forutsetning for at direkte pavisning av en mikrobe skal gi korrekt diagnose, er at
pasientmaterialet hentes fra et omrade hvor mikroben er til stede og infeksjonen er etablert.
Borreliaspiroketen oppholder seg i varierende antall pa ulike steder i kroppen avhengig av
hvordan infeksjonen utvikler seg hos hver enkelt pasient. Et bekreftet positivt funn vil gi
pasienten en riktig diagnose, men ofte vil Borrelia ikke kunne pavises i materiale fra en



pasient med LB. Direkte pavisning har derfor lav diagnostisk sensitivitet i forhold til
infeksjon med Borrelia.

Direkte mikroskopi av Borrelia i pasientmateriale

Pavisning av borreliabakterier hos LB-pasienter er vanskelig. Borrelia er pavist ved direkte
mikroskopi og sglvfarging i hudbiopsier fra EM og leddbiopsier (8). Forsgk pa mikroskopisk
pavisning i annet humant materiale har ikke veert vellykket, sannsynligvis fordi bakterien der
finnes mer spredt og i et lavt antall. Direkte mikroskopi har lav diagnostisk sensitivitet. |
tillegg vil preparering av pasientmateriale med kompleks sammensetning kunne fere til at det
oppstar “falske” strukturer (artefakter) som blant annet kan forveksles med bakterier ved
mikroskopi. Hvis spiroketeliknende strukturer observeres ved direkte mikroskopi, ma man
derfor i tillegg benytte andre metoder for & bekrefte at det man ser faktisk er Borrelia og ikke
et artefakt. Dette kan f.eks. gjeres med fluorescensmerkede spesifikke borreliaantistoffer som
vil feste seg til bakterien, eller det kan undersgkes med PCR.

Verifisering av en metodes palitelighet er ngdvendig fer den er aktuell for bruk til
diagnostisering av pasienter. | en nylig publikasjon som hevder & pavise Borrelia direkte i
pasienters blod (9), er det ikke gjort slik verifisering. Dette er en stor svakhet som gjer
funnene sveert usikre. Det er ogsa ngdvendig med testing av mikroskopifunn i kontrollgrupper
for & sikre at metoden har forsvarlig diagnostisk spesifisitet. Direkte mikroskopi benyttes ikke
i rutinediagnostikk av LB pa grunn av lav diagnostisk sensitivitet. Derimot er mikroskopi
nyttig for & bekrefte vekst av Borrelia ved dyrkning i kultur (se nedenfor). Preparat fra kultur
vil gi et renere og mer oversiktlig mikroskopisk bilde som er lettere a tolke uten a bruke andre
tilleggsundersgkelser enn et preparat laget direkte fra pasientmateriale.

Dyrkning av Borrelia fra pasientmateriale

For & oppformere Borrelia kreves et sveert spesialisert medium (Barbour-Stoener-Kelly) og
kulturen ma dyrkes i minst seks uker fordi bakterien deler seg langsomt (doblingstid pa 7-20
timer). Verifisering av positiv kultur kan gjeres med mikroskopi (med eller uten farging) eller
PCR.

Dyrkning av Borrelia fra vevsbiter (biopsier) har gitt gode resultater. Det kan dyrkes Borrelia
fra opptil 88 % av biopsier fra klassisk EM- eller ACA-utslett (10, 11). Som regel er utslettet
ved EM sa typisk at behandling kan gis uten at det er ngdvendig a gjere ytterligere
diagnostiske undersgkelser. Det er kun ved ukarakteristiske hudforandringer det er behov for
diagnostisk bekreftelse. Som regel vil man da benytte PCR fordi det er en enklere og raskere
metode enn dyrkning.

Det har vist seg a vare lite nyttig i diagnostikk a dyrke Borrelia fra blod. | USA er det
derimot ved dyrkning fra stort blodvolum (over 9 ml) pavist Borrelia fra blod hos opptil 40 %
av pasienter i tidlig fase (med EM) av sykdommen (12, 13). Ved senere stadier av LB er det
mye lavere frekvens av dyrkningspositive kulturer, og den diagnostiske nytteverdi av
dyrkning fra blod er derfor usikker (14, 15). Nylig har Sapi mfl. (16) publisert en optimalisert
dyrkningsmetode for Borrelia fra blod med en sensitivitet pa 90 % i det aktuelle



pasientmaterialet. Spiroketen holdes farst i en vanlig korttidskultur, far denne overfares til ny
kultur hvor bakterienes overlevelse og vekst er bedret ved hjelp av kollagenbelagte plater.
Disse resultatene er uventet gode. Sapi har bekreftet (personlig kommunikasjon) at det vil
komme mer detaljert informasjon om pasientgruppen i studien i en oppfalgingspublikasjon.
Denne informasjonen er ngdvendig for en grundigere vurdering av dataene. Nylig er det
publisert en artikkel hvor forfatterne papeker at det er genetisk stor likhet mellom de paviste
borreliabakteriene hos pasientene i Sapis studie og en kontrollstamme fra laboratoriet (17).
Laboratorieforurensning kan derfor ikke utelukkes. Denne dyrkningsteknikken ma derfor
bekreftes i flere studier far metoden eventuelt kan benyttes i rutinediagnostikk.

Fa laboratorier benytter forelgpig dyrkning pa grunn av lav sensitivitet ved disseminert LB.
En viktig fordel med dyrkning er muligheten for & identifisere hvilken borreliatype pasienten
er smittet med. Slik informasjon kan fa betydning for valg av antibiotika til behandling (18). |
forskning er imidlertid dyrkning sveert nyttig. Muligheten for a holde Borrelia fra
pasientmateriale i kultur kan bidra til gkt kunnskap om hvilke typer av Borrelia som gir
sykdom. Bakterier fra kultur brukes ogsa for & optimalisere andre diagnostiske metoder som
f.eks. PCR.

PCR-pavisning av borreliaarvestoff

Pavisning av arvestoff (DNA) med PCR er regnet for & veere en sveert sensitiv metode.
Sensitiviteten varierer noe avhengig av hvilken del av arvematerialet (kromosom eller
plasmid) som pavises og hvilke detektorer (primere) som benyttes. Primerne er laget slik at de
binder neer hverandre i DNA-omradet som skal pavises, og sekvensen mellom disse kan
kopieres ved hjelp av blant annet DNA polymerase (et enzym). Kopieringsprosessen
kontrolleres med temperaturskift, hvor skiftene i temperatur gjentas i sykler. Kopiene pavises
vanligvis med en fluorescerende DNA-probe eller ved gelelektroforese. Deler av mikrobens
DNA mangfoldiggjares i lgpet av et par timer med PCR. Tilsvarende gkning av mikroben i
kultur krever uker med dyrkning.

Det ma vanligvis veere 5-10 borreliabakterier tilstede i prgven som analyseres for a fa en
positiv PCR. PCR paviser Borrelia, som ved kultur, i en hgy andel (50-100 %) av hudbiopsier
fra EM og ved ACA (19, 20). Studier viser ogsa at hele 50-70 % av leddvasker tappet fra
pasienter med ubehandlet BA er borrelia-DNA positive (21). PCR-analysens sensitivitet i et
slikt materiale er muligens enda hgyere enn oppgitt i litteraturen, og SSHF har 75 % positive
funn i leddvaeske fra BA-pasienter (22). Analysene etablert ved SSHF viser ogsa hay
diagnostisk sensitivitet (66 %) pa biopsier fra EM (pagaende prosjekt v/Eliassen KE). Siden
PCR-metoden er lett & standardisere for rutine og har dokumenterte gode resultater, benyttes
metoden rutinemessig for BA, ukarakteristisk EM og ACA. PCR blir av andre ofte benyttet til
a kartlegge hvor mange flatt som er infisert og hvilke typer Borrelia det finnes i flatt i ulike
omrader.

Studier viser at det er liten mulighet (10-18 %) for a pavise borrelia-DNA med PCR i blod
ved LB. Noe bedre diagnostisk sensitivitet er vist ved LNB hvor 38 % av pasientene far pavist
borrelia-DNA ved hjelp av PCR i CSF i tidlig sykdomsfase, men muligheten for positivt funn



reduseres raskt etter som symptomene vedvarer (23, 24, 25, 26). PCR utfares pd SSHF i noen
tilfeller pa CSF, men per i dag har det ikke gitt diagnostisk gevinst sammenliknet med
antistoffundersgkelse.

En begrensning ved PCR er at metoden kun paviser mikrobevarianter hvor analysens primere
(og probe) binder. Dette kan potensielt gi et problem om det dukker opp nye varianter hvor
PCR-detektorene ikke binder pa grunn av sekvensulikheter med mikrobe-DNA. Primere til
mikrobespesifikk PCR skal om mulig velges fra et omrade hvor det vanligvis ikke er
sekvensvariasjon (figur 2). SSHF har valgt a benytte to typer borreliaspesifikke PCR analyser
pa alt prevemateriale som undersgkes for a redusere denne type risiko. En OspA-PCR paviser
de vanligste humanpatogene variantene, mens en 16S-PCR paviser en DNA sekvens som
finnes i alle kjente borreliasubtyper uavhengig om de er humant patogene eller ikke.

Figur 2. En PCR-analyse kan
pavise flere borreliaundertyper
selv om disse har forskjeller i
DNA-sekvensen.

Figuren viser tre ulike borreliaundertyper.
Bakterienes DNA har mange likheter,
men ogsa en del forskjeller. PCR-primere
binder DNA som de komplimenterer
(begge deler er farget oransje). Disse
bindingssetene er like i de tre ulike
bakteriene, slik at selv om det er
forskjeller i DNA-sekvensen utenfor eller
innenfor sa vil PCR-analyse med disse
primerne resultere i at omradet mellom
primerne kopieres (trinn 1-3). |
pasientprgven vil et hgyt antall av PCR-
kopier lett pavises med ulike teknikker.
En PCR- analyse vil pa denne méten
kunne pavise ulike borreliaundertyper.

Da PCR-metoden, som anses & veere en svaert sensitiv metode, ble tatt i bruk, var det forventet
at dette ville forbedre muligheten til & pavise Borrelia hos pasienter med pagaende og aktiv
LB. PCR er enklere, raskere og minst like sensitiv som kultur, men metoden har ikke lgst alle
utfordringer i borreliadiagnostikken. Ett problem er at borreliabakterien ikke er til stede i
tilstrekkelige mengder i blod eller CSF. Det er derfor viktig med fokus pa mulige forbedringer
av den diagnostiske sensitiviteten i disse materialene. | blod og CSF bgr f.eks. forbehandling
som oppkonsentrerer mikroben far preparering av DNA videreutvikles. Det er ogsa mulig at
det er kritisk for analysen & undersgke pa ferskt pasientmateriale noe som i dag ikke gjgres
rutinemessig. Bruk av PCR for & overvake tidlig behandlingseffekt kan ha begrenset verdi
fordi arvemateriale kan vare til stede en tid etter at mikroben er dad. Dette vil gi falske
positive resultater en stund etter at infeksjonen er fjernet. Det er gode mulighet for at PCR-
metodens diagnostiske sensitivitet kan gkes med mer fokus pa optimaliseringsstrategier.



Metoder for pavisning av kroppens immunreaksjon mot Borrelia

Kroppens immunapparat er komplisert og bestar av et primzrt- og et spesialisert forsvarsverk
som skal bekjempe mikroorganismer som forarsaker infeksjon. Det primzre forsvarsverk er et
medfadt farstelinjeforsvar som tar seg av alle inntrengere generelt. Det spesialiserte
forsvarsverk bestar blant annet av T-celler og B-celler. Disse er hvite blodlegemer,
lymfocytter, som kan bli aktivert etter mgte med mikrobeantigener de gjenkjenner. Testene
som er beskrevet videre er basert pa bade primer- og spesialisert immunrespons.

Pavisning av borreliaantistoff

B-cellene er en av flere immunceller som har en viktig rolle i den spesialiserte delen av
immunforsvaret. Denne celletypen kan identifisere og feste seg til strukturer pa f.eks.
proteiner som sitter i overflaten til en sykdomsfremkallende mikrobe. Nar dette skjer, vil B-
cellene bli aktivert og modnes til plasmaceller. Plasmaceller produserer store mengder
antistoffmolekyler. Disse antistoffene er spesifikke og binder den samme type mikrobe som
den aktiverte B-cellen. Antistoffene fungerer som markarer for immunforsvaret, og en rekke
forsvarsmekanismer vil iverksettes for & gdelegge og fjerne organismen som forarsaker
infeksjon. Antistoffene dannes vanligvis i lgpet av noen uker etter smitte og sykdom. Dette
skjer hos alle individer dersom de ikke er behandlet sveert tidlig med antibiotika, har medfgdte
immundefekter eller andre spesielle tilstander. Ved farstegangsinfeksjon produserer kroppen
farst IgM-antistoffer og etter hvert ogsa IgG-antistoffer. Seerlig 1gG vil veere til stede i blodet i
flere ar etter infeksjon, kanskje livet ut.

Antistoffpavisning utfares i serum fra blodpraver. Selv om pavisning av antistoff er en
indirekte metode i forhold til pavisning av selve mikroben, er spesifikt antistoff et bevis pa at
kroppen har veert eller er infisert med mikroben. Analysene som paviser antistoff inneholder
deler av bakterieproteiner (antigener) som det er kjent at kroppen danner antistoffer mot ved
sykdom. Hvis pasientens blod inneholder antistoffer som binder testens antigener, kan dette
synliggjeres med ulike teknikker, og testen vil veere positiv.

Enzyme linked immunosorbant assay (ELISA). ELISA er den mest brukte metoden for &
pavise borreliaantistoffer (figur 3). Antigenene er festet til sma branner i et plastbrett, og
dersom pasientens prgve inneholder borreliaantistoffer vil disse binde seg til antigenene i
brannene. Antistoffene synliggjares deretter ved at det tilsettes et enzym/substratsystem som
gir farge ved positiv test. Prinsippet er det samme for andre typer tester, men systemet for
synliggjering av antistoffbinding er forskjellig. Metodene CLIA (chemiluminiscence
immunoassay) og ELFA (enzyme linked fluorescence assay) benytter henholdsvis
kjemiluminescens og fluorescens for & pavise bundet antistoff. Testene er automatisert og
avlesningen skjer maskinelt.

Et ankepunkt mot tidligere brukte Borrelia ELISA-tester har veert at testene inneholder
forskjellige antigener, og at hver test derfor ikke detekterer alle antistoff. Utviklingen innen
feltet har imidlertid veert god, og testene som norske laboratorier benytter i dag inneholder
VIsE (variable major protein-like sequence expressed), et overflateantigen som finnes hos alle
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Figur 3. ELISA paviser antistoffer fra pasientens blod.

Trinn 1. | en ELISA benyttes serumfraksjonen fra pasientens blodprave hvor antistoffene befinner seg. Serum skal tilsettes
plastikkbrgnner hvor antigener (svarte) fra borreliabakterien er festet i bunnen.

Trinn 2. Inneholder pasientens serum antistoffer (orange) som er dannet under en infeksjon med Borrelia, s vil disse binde seg til
borreliaantigene i brgnnen.

Trinn 3. Brgnnen blir tilsatt ELISA-antistoffer (bld) som vil binde den delen av borreliaantistoffene som ikke binder antigenen i bunnen
av brgnnen. ELISA-antistoffer som ikke binder vaskes vekk.

Trinn 4. ELISA-antistoffene har her koplet til seg enzymer (rad) som gir en fargereaksjon i brgnnen om brgnnen blir tilsatt substrat. En
positiv prgve vil gi en farget brgnn, mens en negativ prgve vil vare blank.

kjente humanpatogene borreliaarter. C6 som benyttes som antigen i noen tester er en del av
VIsE-komplekset. Testene som inneholder VISE eller C6 er rapportert & ha diagnostisk
sensitivitet pa 88,6-98 % i blod ved tidlig LNB og 98,3 % ved BA (27, 28, 29). Ved SSHF
benyttes to forskjellige ELISA-tester som begge inneholder VISE/C6. | rutinediagnostikk
brukes den ene testen, mens den andre kun brukes som en tilleggstest. Tabell 2 gir oversikt
over ELISA-tester benyttet ved norske mikrobiologiske laboratorier.

Tabell 2. ELISA- tester benyttet i norske mikrobiologiske laboratorier

Paviser Antall
Test (Produsent/Leverandgar) brukere*
Antigen Antistoffklasse
Enzygnost borreliosis/IgM IgM og 19G
Lyme link VISE/IgG Helcelle Ba* PKo + rekombinant VISE 12
(Siemens, Marburg, Germany)

. Rekombinante antigener IgM og 1gG
?@i?gq\évf”NBe%r;eeléa ggcrggr:g/%rion IgM: Osp C (Ba,Bg*), P41/internal, Vise 3
Norek ?epr'esemamj y IgG: p100 (Ba), Osp C (Bbss*,Bg), VISE,

P 18(Ba)
Borrelia burgdorferi IgM og IgG Rekpmblnante antigener IgM og 1gG
(Liaison/DiaSorin, Saluggia Italy) IgM: OspC, VIsE 2
' 1gG: VISE
Vidas IgM og 1gG 2
(Biomerieux, Marcy I'Etoile, France)

*Totalt 19 laboratorier

De fleste antistofftester maler bade IgM og IgG. Ved infeksjon med Borrelia legges det lite
vekt pa resultatet av IgM bortsett fra ved tidlig infeksjon og hos barn (30, 56). En arsak er at
borrelia-IlgM kan pavises ved infeksjoner som stimulerer immunceller, f.eks. Epstein Barr-
virusinfeksjon (kyssesyke) og cytomegalovirusinfeksjon (31). En annen arsak er at IgM kan
veere falsk positiv, det vil si at testen kan bli positiv som fglge av kryssreaksjon med annet



IgM, f.eks. IgM ved revmatiske sykdommer (32). Det legges derfor starst vekt pa pavisning
av borrelia-19gG. Ved SSHF angis konsentrasjonen av IgG i serum. Hvis en pasient har
symptomer pa LB og hayt IgG-niva i blod, er det sannsynlig at pasienten har pagaende
infeksjon.

Ved disseminert LB, vil dagens tester pavise borreliaspesifikke antistoffer hos de aller fleste
pasienter med symptomvarighet av en viss lengde. De fleste vil ha positiv antistofftest etter 6-
8 uker. Ved negativ test og kort sykdomsvarighet anbefales oppfalgingsprave etter ca. 4 uker.

| Agder har 15-20 % av frisk befolkning (blodgivere) borreliaspesifikke antistoffer i blodet
(upublisert materiale). Bruk av borreliaantistofftester pa befolkningen i Agder har derfor lav
diagnostiske spesifisitet. Hvor stor prosentandel av frisk befolkning som har borreliaantistoff i
blodet i pasientens bostedsomrade vil innvirke pa testens diagnostiske verdi. Nar antistoff
pavises og diagnostisk spesifisitet ikke er hgy, star man i fare for a overdiagnostisere. | slike
tilfeller er det kliniske symptomer og andre laboratoriefunn som er avgjgrende for diagnosen.

Ved LNB undersgkes det bade om det finnes borreliaantistoffer i blod og i CSF.
Sammenlikning av mengden antistoff pavist i disse prevematerialene gir informasjon om
hvorvidt det er en aktiv antistoffproduksjon i sentralnervesystemet, sakalt intratekal
produksjon av antistoff. Nar antistoffmengden i CSF er signifikant hgyere enn i blod, angis
dette som positiv antistoffindeks (Al) eller -ratio, noe som indikerer at pasienten har LNB.
Ved seks ukers symptomvarighet, vil Al veere positiv hos ~100 % av pasienter med LNB (33).
Et usikkerhetsmoment er at antistoffene i bade blod og CSF kan veere til stede ogsa i hgye
nivaer i mange ar etter gjennomgatt LNB. For a kunne stille diagnosen pagaende LNB, ma
man derfor sammenholde symptomer, funn i CFS (antall hvite blodlegemer og protein) med
resultatene av antistofftestene. Det er viktig a gjgre en totalvurdering nettopp fordi de enkelte
diagnosekriterier ikke er tilstrekkelige hver for seg (18).

Western blot (WB). I blottester er bakteriens antigener spredd utover en strips, og antistoff
mot de enkelte antigenene fra pasientens serum vil avsettes og synliggjares som streker der
antigenet er plassert (figur 4). Tidligere benyttet man ofte “hjemmelagde” WB, noe som

Tabell 3. Immunoblot gjorde at resultatene ble sprikende, og

testene var vanskelig a sammenligne.

Test (Produsent/Leverandar) Antall brukere**
Mangel pa standardisering har gjort at
RecomLine (Mikrogen, Neuried, .
Germany/Orion Norsk representant) 4 eldre litteratur om WB er noe
forvirrende. | Norge benyttes i dag kun
Euroline-RN-AT Blot (Euroimmun, .
Liibeck, Germany) 2 kommersielle WB-tester (tabell 3).

I Europa og USA har de generelle
anbefalingene veert a utfare Western
blot i tillegg til primeer ELISA-test, sakalt totrinnstesting. Bakgrunnen for dette er at ELISA-
testene tidligere hadde mange falske positive funn som kunne korrigeres ved a utfgre blottest.
Na er imidlertid situasjonen en annen. Dagens tester er mer spesifikke, og det er sterke
holdepunkter for at ELISA-tester som inneholder VIse/C6-antigen kan benyttes som eneste
test (29, 34). Blottestene kan gi noe informasjon om sykdommens varighet. | farste

** Totalt 6 laboratorier
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Figur 4. Western blot paviser ulike antistoffer i pasientens serum.

Trinn 1. 1 Western blot er ulike borreliaantigener avsatt som streker pé en strips. Disse strekene er ikke synlige.

Trinn 2. Serumprave fra pasienten tilsettes en strips. Her vises ogsa strips for en negativ og en positiv kontroll. Borreliaantistoffer

til stede i pravene vil feste seg til antigenene pa stripsen.

Trinn 3. Ulike varianter av borreliaantistoffer (oransje, grenne, gule) vil binde ulike borreliaantiger. Pavisning av binding av

antistoffer fra pasientpraven gjeres med analyseantistoffer (bld) som er koplet til et enzym/substratsystem (rgd/svart) som avgir

farge.

Trinn 4. Alle stripsene inneholder et kontrollband (@verst) som skal vere positivt for at analysen skal veere vellykket. Positiv

kontroll har pavist alle borreliaantigenene og har synlige band i alle posisjonene hvor det er borreliaantigen. En strips for en

positiv pasientprgve trenger ikke & ha alle bandene tilstede. | farste sykdomsfase pavises faerre band en senere i sykdomsforlgpet.
sykdomsfase pavises fa band, mens det senere i forlgpet pavises flere band. Erfaring ved
laboratoriet i SSHF viser at blot-1gG hos noen personer er positiv i lenger tid enn ELISA-test
etter en borreliainfeksjon. | Norge utfares WB av fa laboratorier, og testen brukes kun som et

supplement i utredning av spesielle tilfeller.

Pavisning av borreliaspesifikk T-cellerespons — lymfocytt-transformasjonstester

T-celler i det spesialiserte forsvarsverk har unike reseptorer i cellemembranen som kan
gjenkjenne og binde antigen fra en mikrobe. Gjenkjennelse av fremmed antigen vil aktivere
T-celler som vil begynne a dele seg og gke i antall. Aktiverte antigenspesifikke T-celler vil
f.eks. kunne gi hjelp til antistoffproduksjon, utfare celledrap og produserer cytokiner som er
viktige signalstoffer i immunforsvaret. Nar infeksjonen er fjernet, vil de fleste aktiverte T-
celler dg, mens noen fa vil ga inn i en hviletilstand som hukommelsesceller. T- celler har et
regulert forflytningsmenster i kroppen, slik at de skal veere beredt om de mgter samme
mikroorganisme igjen. Det antas at antigenspesifikke T-celler oppholder seg i blodet i hgyt
antall kun under en aktiv infeksjon. Det er derfor mulig at borreliaspesifikke T-celler kan
pavises i blodet bare ved de tilfeller borreliabakterier finnes i kroppen.

Borreliaspesifikke T-celler kan pavises med lymfocytt-transformasjonstester (LTT) (35, figur
5). Hvite blodlegemer fra pasientens blod blir i slike tester stimulert med borreliaantigen i
kultur. En aktivering av T-celler males ved gkning av antall celler (f.eks. memory lymphocyte
immunostimulation assay; MELISA) eller ved maling av cytokiner som aktiverte T-celler
skiller ut (f.eks. ELISPOT). Det er publisert data med flere varianter av LTT. Testene utfgres
pa sveert ulike mater og er lite standardiserte, og dataene har av den grunn ikke gitt entydig
informasjon om testenes diagnostiske nytteverdi. Det er blant annet stor variasjon i hvilke
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Figur 5. Lymfocytt transformasjonstest paviser T-celler som gjenkjenner Borrelia

Trinnl. De hvite blodcellene (separert fra de rade blodcellene) fra pasientens blod tilsettes en kulturbrenn hvor det ogsa blir tilsatt
borreliaantigener.

Trinn 2. Blant pasientens celler finnes det celler som kan ta opp bakterieantigener og endrer disse slik at de kan binde spesialiserte
antigenreseptorer i overflaten av disse cellene. Finnes det T-celler i blodet som er dannet pa grunn av en borreliainfeksjon, s vil disse
binde celler som presenterer borreliaantigen.

Trinn 3. T-celler som binder reseptorbundet borreliaantigen vil bli aktivert. Aktiverte T-celler begynner & dele seg og skille ut
cytokiner.

Det finnes ulike metoder for & pavise en T-cellerespons. Radioaktive isotoper eller andre kjemikalier kan benyttes for & pavise gkning
i antall celler, mens ELISPOT kan méle antall cytokinproduserende celler.

typer og hvor stor mengde antigen som benyttes. To nyere studier konkluderer med at det er
mulig & pavise borreliaindusert T-celleaktivitet i blodet hos pasienter som har fatt antibiotika,
noe som tolkes som pavisning av behandlingssvikt (36, 37). Selv om testene viser
borreliaspesifikk antigenrespons, mangler data som viser at Borrelia samtidig finnes i
pasientens kropp. I tillegg mangler verifisering i kontrollgrupper for & sikre diagnostisk
spesifisitet. Det siste er sveert viktig for testene kan tas i bruk. Det er kjent at ogsa andre
infeksjoner farer til cytokinproduksjon. Dette vil medfare at man i blodbanen ogsa kan pavise
stimulerte T-celler med spesifisitet for andre mikrober enn den som er aktuell (38, 39). Det er
mulig at tilstander som autoimmunitet eller allergi kan bidra til at borreliaspesifikke T-celler
oppholder seg i blodet uten at pasienten lenger er infisert av Borrelia. I tilfeller med spesielt
kraftig immunrespons kan det ogsa veere at nedreguleringen av antigenspesifikke T-celler er
forsinket sammenliknet med en svakere immunrespons. Nedregulering av antigenspesifikke
T-celler i blod vil derfor ikke ngdvendigvis samsvare med bekjempelsen av bakterien hos alle
pasienter. Dette vil ha serlig betydning for metodens verdi ved overvakning av
behandlingsrespons. Disse og flere andre usikkerhetsmomenter ved LTT bgr undersgkes
videre. Sammenlikninger av studier blir lettere om mer standardiserte testformer benyttes. Det
er ikke umulig at LTT kan utvikles slik at det kan bli et nyttig supplement til dagens
diagnostikk, men testen vil vaere mer komplisert & gjennomfare og tolke enn antistoffmaling.
Denne testen er i dag ikke anbefalt i europeiske retningslinjer og utfares ikke ved norske
laboratorier.

Telling av CD3-/CD57+ lymfocytter (NK-celler) til pavisning av LB

NK-celler i det primeare immunforsvaret responderer vanligvis pa cytokiner og blir blant
annet effektive dreperceller. Alle NK-celler baerer CD56-molekylet i sin overflate, mens bare
en undergruppe beaerer CD57-molekylet (CD57+). Det finnes ogsa T-celler som er CD57+,
men NK-cellene vil i motsetning til T-cellene ikke uttrykke CD3 i cellemembranen. Den
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viktigste funksjonen til NK-celler er a fjerne virusinfiserte celler og kreftceller som har
nedregulert HLA klasse I-molekyler. Undergruppen av NK-celler som barer CD57 antas a
veere stimulert over lengre tid, og det er mulig at cellene er i et sent stadium og er deende
(40). Dette understattes av at antallet CD57+ NK-celler gker hos eldre (41).

En studie viser at ved bruk av fluorescensmerkede antistoffer og flowcytometri har en gruppe
pasienter som skal ha kronisk LB, nedsatt antall av CD57+ NK-celler (42). Samme
forskergruppe har i en annen studie overvaket en langtidssyk pasient med LB og vist at antall
av CD57+ NK-celler har holdt seg lavt over lengre tid (43). Studiene konkluderer med at
unormalt lavt antall CD57+ NK-celler viser at pasienten har en pagaende og aktiv LB, og at
testen ogsa kan benyttes til & overvake behandlingseffekt. Sammenhengen mellom lavt
CD57+ NK-celletall og levende Borrelia i kroppen er tilbakevist av andre (44). Det er ikke
publisert flere liknende studier og testens spesifisitet er ikke studert. Det er derfor sveert
usikkert om denne analysen har noen betydning for diagnostikk av LB. Denne testen er ikke
anbefalt i europeiske retningslinjer og utfgres ikke ved norske laboratorier.

CXCL13-test

Det finnes flere familier med cytokiner, og en av dem er kjemokiner. Kjemokiner er lgselige
molekyler som produseres ved ulike infeksjons- og betennelsestilstander av en rekke ulike
celletyper. De danner en kjemisk gradient som tiltrekker seg immunceller. CXCL13 er et
kjemokin som hovedsakelig tiltrekker seg B-celler og kan pavises i en ELISA.

Det er rapportert at nivaet av CXCL13 er forhgyet i CSF hos LNB-pasienter med akutt
sykdom (45, 46, 47, 48). Nivaet gkes far antistoffproduksjon i sentralnervesystemet kan
pavises og testens sensitivitet er angitt & vaere hgy. CXCL13-nivaet i CSF er derfor en mulig
markgr for aktiv LNB. En slik marker vil vere nyttig for a pavise tidlig infeksjon og for a
overvakne behandlingsrespons. Andre og nyere studier viser derimot at CXCL13 i CFS ogsa
er assosiert med andre sykdommer som multippel sklerose (49, 50, 51), nevrosyfilis (52),
nevrologisk asymptomatisk HIV-infeksjon (53) og systemisk lupus erythematosus (54). Selv
om de forhgyede CXCL13-nivaene er lavere ved disse sykdommene enn ved LNB,
kompliserer det tolkningen av testresultatene noe. Det utelukker allikevel ikke at CXCL13-
testen kan veere et nyttig supplement til naveerende diagnostikk av LNB.

Testen er forelgpig ikke i rutinebruk i Norge, men den benyttes i andre land i Skandinavia.
SSHF gnsker i neermeste fremtid a benytte CXCL13 i et prosjekt for a evaluere testens
diagnostiske betydning og for & vurdere om testen bgr tas i bruk i rutinediagnostikk.

Kvalitetssikring i laboratoriet

Hensikten med kvalitetssikring i medisinske laboratorier er & unnga feil i
analysevirksomheten. Dette gjelder hele prosessen fra og med prgvetaking, analysering og til
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og med svarrapportering. Ved mikrobiologisk avdeling, SSHF er det etablert et omfattende
kvalitetssystem som kontinuerlig blir fulgt opp av en kvalitetskoordinator. Hgsten 2013 vil
Norsk Akkreditering bedemme hvorvidt laboratoriet utferer oppgaver i henhold til de
standardene som gjelder nasjonalt og internasjonalt. Dette er det hgyeste niva for sertifisering
av analysevirksomhet.

En viktig del av kvalitetssikringen er deltagelse i ssmmenliknende laboratoriepraving (SLP).
Mikrobiologisk avdeling, SSHF deltar i et internasjonalt Borrelia SLP program hvor
resultatenes riktighet blir vurdert av arrangaren. 12012 ble det ogsa gjennomfgrt en nasjonal
SLP i borreliadiagnostikk, som viste at de mikrobiologiske laboratoriene i Norge benytter
anerkjente metoder som gir sammenlignbare analyseresultater.

Bakgrunn for valg av laboratoriemetoder

Forskning danner grunnlaget for forbedringer innen alle omrader innenfor medisinske fag,
ogsa innenfor mikrobiologisk diagnostikk. Det kreves flere metodologisk gode studier for at
en testmetode skal veere godt nok dokumentert for bruk i medisinske laboratorier. Funn fra
sma studier med darlig definert pasientmateriale uten gode kontrollgrupper har begrenset
verdi og kan ikke overfares til andre pasientpopulasjoner. Det er et grunnleggende krav at
forskning skal veere kontrollert og etterprgvbar. Det skal veere oppgitt detaljert og presis
informasjon for andre, slik at funnene kan bekreftes eller tilbakevises. Slike krav gir en
nedvendig kvalitetssikring for & redusere mulighetene for innfgring av diagnostikk uten
helsemessig nytteverdig.

Kriterier for diagnostisering av LB i Europa og USA bygger pa grundig gjennomgang og
vurdering av tilgjengelige publikasjoner. Dette arbeidet utfgres av store organisasjoner som
har medlemmer med helsefaglig erfaring og ekspertise innefor fagomradet (55, 56, 57, 58, 59,
60). Pa tross av ulik forekomst av borreliatyper og ulik fordeling av forskijellige typer
disseminert sykdom, har det vist seg at hovedretningslinjene fra USA ogsa kan fglges i
Europa. Laboratoriene i Norge falger internasjonale retningslinjer (55, 62, 63). Det ble i 2011
arrangert nasjonalt strategimegte i borreliadiagnostikk i regi av Folkehelseinstituttet. De fleste
av landets laboratorier var representert. | slike mgter er det grundig gjennomgang av aktuell
diagnostikk og det blir ogsa vurdert muligheten og behovet for ny tester (64).

Noen laboratorier i utlandet tilbyr tester som ikke har fatt gjennomslag i dagens internasjonale
retningslinjer. Dette gjelder blant annet cystediagnostikk, mikroskopi, antigen i urin og
leddveeske, LTT og CD57-telling (60, 65). Betydningen av de fleste av disse testene er ikke
godt nok dokumentert, og tolkningen av resultatene er ikke standardisert slik at pasientene i
mange tilfeller ender opp med usikre prgvesvar (66). Dette farer til stor fare for feiltolkning
og overdiagnostisering av LB. Slik overdiagnostisering er lite gnskelig og kan blant annet
gke risikoen for feilbehandling og at andre alvorlige arsaker til sykdom blir oversett.
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Diagnostiske utfordringer ved langvarige sykdomsplager

Det er kjent at disseminert LB kan gi langvarige plager selv etter at pasientene har fatt
antibiotikabehandling. Ved gjennomgatt, antibiotikabehandlet LNB er det vist at 36 % av
pasienter med LNB etter 30 maneder fremdeles hadde nevrologiske symptomer og/eller
kognitiv svikt. Alvorlig sykdom og sen oppstart av behandling gker risikoen for a fa
langtidsplager (67, 68). Generelt er det grunn til & tro at plager etter antibiotikabehandlet LB
skyldes skader av vevet pa grunn av gjennomgatt infeksjon, og i mange tilfeller vil plagene
gradvis bedres over tid. | andre tilfeller vil nye episoder med symptomer veere forarsaket av
ny infeksjon (69, 70). Borreliaantistoffer gir ikke immunitet mot senere sykdom. 1 flere
tilfeller der man har mistenkt at nye symptomer skyldes oppblussing av tidligere utilstrekkelig
behandlet infeksjon, er mistanken avvist fordi den nye infeksjonen er forarsaket av
borreliasubtyper som er genetisk forskjellig fra de som forarsaket farstegangssykdom.
Vedvarende alvorlige plager etter behandling skaper behov for diagnostisk bekreftelse eller
avkreftelse av om borreliainfeksjonen er bekjempet (71, 72, 73, 74).

Oppsummering

Diagnostikk av LB byr pa mange utfordringer. Metodene som brukes i norske
mikrobiologiske laboratorier har sine begrensinger, men bygger pa godt dokumentert
vitenskap. De er i trad med internasjonale evidensbaserte anbefalinger og bidrar sammen med
erfaring i klinisk diagnostikk til at man som oftest kommer i mal med korrekt diagnose og
effektiv behandling. Det er imidlertid stort behov for & etablere metoder for pavisning av aktiv
infeksjon.
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