Falskt positivt serologisk pravesvar
ved mistenkt borreliose

Dei kliniske teikn og symptom ved bor-
reliose viser stor variasjon, og labora-
torieundersokingar har derfor ein
sentral plass i diagnostikken. Testar
for a4 male antistoff mot Borrelia burg-
dorferi har manglar biade med omsyn
til sensitivitet og til spesifisitet. I artik-
kelen vert det gjort greie for ein del
vanlege fallgruver ved tolking av sero-
logiske resultat, med spesielt omsyn til
diagnostisk falskt positive provesvar.
Neerare 1,5 % av befolkninga har na-
turleg ferekommande IgM-antistoff
mot bakterien sitt p41-flagellprotein.
Desse antistoffa kan gi falskt positivt
provesvar. Ved a nytte ein immunblot-
teknikk med rekombinant framstilte
antigen fekk vi ei serologisk avklaring i
fire av fem tilfelle ved mistanke om
diagnostisk falskt positive provesvar.
Overdiagnostikk av sjukdomen borre-
liose kan fore til at underliggjande pa-
tofysiologi vert oversett, og til at pa-
sientar vert over- og feilbehandla.

Smitte med Borrelia burgdorferi, ein bakte-
rie som kan overforast etter flattbit, kan fore
til eit mangearta sjukdomsbilete (1). Kon-
vensjonell bakteriedyrking og testar for pa-
vising av bakterielle antigen og nukleinsyrer
er ikkje i vanleg bruk, mellom anna pd grunn
av store krav til preanalytisk handtering av
provene og lav diagnostisk sensitivitet av
testane. Serologi er framleis det beste dia-
gnostiske hjelpemiddelet ein har, og vert
derfor nytta for & avklare status ved mistenkt
borreliose. Dette er ein god praksis, men kan
inokre tilfelle f4 uheldige konsekvensar der-
som rekvirenten tillet testresultatet & fa
sjolvstendig liv og dermed overta styringa
over den vidare pasienthandteringa (2). Ein
risikerer da at underliggjande patofysiologi
vert oversett og at pasienten vert over- og
feilbehandla. Kjennskap til korleis prove-
svar kan feiltolkast er derfor nedvendig,
serleg sidan laboratoria ikkje har gode testar
til & avklare mange tvilsamme serologiske
resultat.

Immunresponsen mot B burgdorferi kan
veaere svak og ofte ikkje malbar etter overfla-
tiske hudinfeksjonar, medan ein ved meir al-
vorleg systemisk infeksjon oftast far ein god
immunrespons. Det vert derfor med rette ét-
vara mot falskt negative proveresultat ved se-
rodiagnostikk, serleg i tidleg sjukdomsfase
(3). At ogsé diagnostisk falskt positive pre-
veresultat kan vare eit stort problem innan
borreliaserologien, har vore mindre omtalt.
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Serologiske menster

ved undersoking

for mistenkt borreliose

Serologiske testar for pavising av antistoff
mot B burgdorferi er laga for best mogeleg &
oppdage infeksjon hos pasientar med borre-
liose (hog sensitivitet) og for & utelukke in-
feksjon hos friske (hog spesifisitet). For a
auke spesifisiteten 1 borreliaserologien sam-
stundes med at sensitiviteten vert bevart har
DAKO (Glostrup, Danmark) utvikla ein test
basert pa ELISA-prinsippet der antistoffre-
aksjonen mot bakterien sitt p41-flagellanti-
gen vert mélt. Dette er den vanlegaste testen
i bruk ved dei norske mikrobiologiske labo-
ratoria (4). Dei andre testane som vert brukt i
Noreg, malar antistoff mot ei blanding av
fleire ulike antigen fra B burgdorferi. Sidan
p41-flagellantigenet er ein viktig ingrediens
ogsd 1 andre testar, vil resonnementa som
fylgjer i stor grad kunne generaliserast til &
gjelde tolking av all serologi for pavising av
infeksjon med B burgdorferi (5).

Dei serologiske manifestasjonane ein finn
hos pasientar med borreliose, er godt under-
sokt og kan i hovudsak delast i fire ulike
menster (tab 1):

— Antistoff ikkje pavist

— Pavising fyrst av IgM- og deretter IgG-an-
tistoff

— Pavising berre av IgG-antistoff

— Péavising berre av [gM-antistoff

Det fyrste monsteret finn ein i hovudsak hos
pasientar med hudmanifestasjonar, men og-
sa 1 nokre tilfelle av systemisk sjukdom. Si-
dan det kan ta fra seks til atte veker for pa-
sientar utviklar antistoff, kan det derfor vaere
nedvendig & gjenta undersekinga for a finne
ut om konsentrasjonen av antistoff har endra
seg.

Det andre mensteret er den vanlegaste
manifestasjonen hos pasientar med borrelio-
se, men nokre gongar er IgM- eller IgG-re-
sponsen sd svak at det ikkje kan pavisast
spesifikke antistoff. I tillegg er det nokre pa-
sientar med aktuell borreliose som ikkje pro-
duserer anti-p41 IgM-antistoff sjglv om dei
produserer antistoff mot andre antigen pd B

burgdorferi. Ein risikerer derfor diagnostisk
falskt negative praoveresultat dersom ein bru-
kar testar som berre kan pavise anti-p4l
IgM-antistoff.

Det tredje mensteret kan ein finne ved pri-
mearinfeksjon, men det kan ogsa pavisast
ved gamal infeksjon. Det kan vere vanske-
leg & avgjere om pavist IgG retta mot B
burgdorferi representerer eit positivt prove-
svar som talar for at pasienten har aktuell in-
feksjon, eller om preovesvaret representerer
eit minne fra ein gamal infeksjon og dermed
er diagnostisk falskt positivt med omsyn til
aktuell infeksjon. Dersom det vert pavist
endra konsentrasjon av IgG i ny prove teken
etter eit par veker, tyder dette pa aktuell in-
feksjon, medan stabil IgG-konsentrasjon
tyder pa uaktuell infeksjon. Det er ogsd mo-
geleg at maling av IgG-aviditet, som fram-
leis ikkje er vanleg & utfore i dei diagnostis-
ke laboratoria, kan vise seg & vere nyttig for
a avklare enkelte kompliserte diagnostiske
tilfelle (6).

Ogsé ved det fjerde reaksjonsmensteret
star ein framfor problemet med & skilje
falskt positive fra reelt positive prevesvar.
Etter den klassiske immunologiske tolkinga
tyder pavising av IgM-, men ikkje av IgG-
antistoff pa at pasienten har ein infeksjon i
tidleg fase og at behandling derfor er indisert
(fig 1). Denne konklusjonen kan vere rett,
serleg dersom ein for testing held det som
sannsynleg at pasienten har borreliose og i
tillegg at prevalensen av borreliose er hog i
den geografiske regionen pasienten kjem
frd. Dersom pasienten har borreliose, vil ein
ilopet av eit par veker vente a finne auka an-
tistoffkonsentrasjon og overgang fra IgM- til
IgG-antistoff. Ofte finn ein derimot at pre-
ver tatt med fleire méanaders mellomrom
framviser stabil konsentrasjon av IgM-anti-
stoff og inga utvikling av IgG-antistoff. Ei
forklaring kan da vere at antibiotikabehand-
ling tidleg i sjukdomsutviklinga reduserer
antigenmengda, noko som igjen forer til at
IgG-produksjonen vert for lav til & gi posi-
tivt utslag i dei diagnostiske testane.

Denne forklaringa viser seg i sveert mange
tilfelle ikkje & vere den rette. Det fjerde reak-
sjonsmensteret, som ikkje er eit uvanleg
menster, kan ogsa pavisast ogsé hos pasien-
tar som ikkje har borreliose og som ikkje har
fatt antibiotikabehandling. For alle som nyt-
tar serologisk diagnostikk kan det derfor
vere nyttig & kjenne til minst to alternative
forklaringar pd fenomenet vedvarande IgM-
positivitet. Begge forklaringane konkluderer
med at proveresultatet er falskt positivt med
omsyn til borreliose. Ein lyt kjenne til alter-
nativa for & unngé & tolke eit laboratoriere-
sultat som uttrykk for sjukdom.
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Naturleg ferekommande antistoff
som arsak til falskt positivt prevesvar
Den mest nzrliggjande alternative forklarin-
ga pa IgM-antistoffa er at pasienten har hatt
ein infeksjon med ein mikrobe med neert an-
tigent slektskap til B burgdorferi, til demes
Treponema pallidum (7), og at antistoffa som
dannar seg mot denne mikroben, kryssreage-
rar med B burgdorferi. Vi har funne at anti-
p41 IgM-antistoffa ikkje reagerer med T pal-
lidum, noko som kan tyde pa at antistoffa
ikkje er uttrykk for ein slik kryssreaktiv re-
spons mot denne bakterien (5). Vikan likevel
ikkje utelukke at andre mikroorganismar kan
indusere anti-p41 IgM-antistoff, men vi finn
det d& vanskeleg & forklare at pasientane
ikkje dannar anti-p41 IgG-antistoff.

Ei anna forklaring pd anti-p41 IgM-anti-
stoffa er at dei representerer naturleg fore-
kommande antistoff. Dette er antistoff som
immunsystemet produserer uavhengig av
antigent stimulus, og som B-cellene startar &
produsere alt i fosterlivet. Sannsynlegvis er
naturlege antistoff foredla gjennom evolu-
sjonen som eit ledd i fyrsteforsvaret vart mot
framande mikrober (8). Ved naturleg fore-
kommande antistoff mot eit antigen forven-
tar ein ikkje 4 finne IgG-antistoff.

For 4 teste hypotesen om at anti-p41 IgM-
antistoffa mot B burgdorferi er naturleg
forekommande underseokte vi nyleg sera fra
pasientar med og utan mistenkt borreliose,
og fra blodgjevarar og nyfedde (5). Vi fann
at dei fleste pasientar med gjentekne posi-
tive testar for IgM-antistoff mot B burgdor-
feri og som ikkje utvikla IgG-antistoff hadde
diagnostisk falskt positivt testresultat. Anti-
stoff av IgM-, men ikkje IgG-klasse fann vi
hos blodgjevarar frd Tromse og frd Bergen
samt i navlestrengsblod. Vi konkluderte med
at opp mot 1,5% av den friske befolkninga
har naturleg forekommande antistoff av
IgM-klasse mot B burgdorferi. Ikkje uventa
fann vi ogsé anti-p41 IgM-antistoff i sera fra
pasientar med mononukleose. Som kjent in-
fiserer Epstein-Barr-virus B-cellene, noko
som ferer til B-celleaktivering og polyklonal
auka produksjon av mellom anna naturleg
forekommande antistoff. Dei naturleg fore-
kommande antistoffa evnar & immobilisere B
burgdorferi in vitro, noko som tyder pé at an-
tistoffa er funksjonelt aktive. Dette kan tyde
pa at personar med naturleg forekommande
IgM-antistoff har eit betre fyrstelinjeforsvar
mot infeksjon med B burgdorferi enn dei
som manglar slike antistoff. Vi far d4 den pa-
radoksale konklusjonen at pavising av IgM-
antistoff mot B burgdorferi hos desse perso-
nane ikkje tyder pa aktuell infeksjon, men
tvert imot kan tyde pé at personane har natur-
leg immunitet mot B burgdorferi!

For & gjere vurderingane ekstra kompli-
serte fann vi, til like med Eldeen og medar-
beidarar (1), ogsé positiv [gM- og negativ
IgG-serologi hos nokre pasientar med sikker
borreliose som hadde fétt antibiotika. Béde
Hofstad og medarbeidarar (9) og Eldeen og
medarbeidarar (1) har vist kor viktig det er at
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Tabell 1 Ulike serologiske menster og
deira tolking

Serologisk menster Tolkingar

Antistoff ikkje
pavist

Pasienten har
ikkje borreliose
Tidleg fase av
infeksjon

Pavising fyrst Aktuell infeksjon
av IgM- og der-

etter [gG-antistoff

Berre IgG-antistoff Aktuell infeksjon!
Gamal uaktuell

infeksjon

Berre IgM-antistoff Aktuell infeksjon!
Kryssreagerande
antistoff
Naturleg forekom-
mande antistoff

ISerleg dersom det kan pavisast endra kon-
sentrasjon av antistoff etter eit par veker

ein ved mistanke om nevroborreliose ogsé
underseker spinalvaeske, der konsentrasjo-
nen av IgG-antistoff kan vere hegare enn i
serum.

Differensiering av IgM-antistoff

mot B burgdorferi

I eit forsek pd & skilje mellom naturleg fore-
kommande IgM-antistoff og IgM-antistoff
relatert til infeksjon har vi tidlegare brukt

bade eigenproduserte og kommersielle Wes-
tern blot-testar. I USA tilrddde Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) at
immunblot vart gjort pa alle prever som var
positive eller tvilsamt positive i ELISA, men
grunna uavklart nytteverdi har denne anbe-
falinga seinare blitt modifisert (10). Eit pro-
blem med Western blot basert pa ekstrakt av
heile bakteriar er at resultata ofte er vage og
dermed ikkje kan bidra til ei serologisk av-
kléring av dei diagnostiske problema, szrleg
dersom ein ynskjer & stadfeste diagnosen
borreliose (5, 11).

I vel eitt ar har vi nytta ein immunblottek-
nikk basert pad rekombinant framstilte B
burgdorferi-antigen (Mikrogen, Martinsried,
Tyskland) for & differensiere mellom natur-
leg forekommande IgM-antistoff og infek-
sjonsrelaterte IgM-antistoff. Denne testen
tillet differensiering av antistoffsvaret ved &
undersegke semikvantitativt for IgM- eller
IgG-antistoff. Immunoblotteknikken gir kla-
re utslag og er lettare & tolke enn konvensjo-
nell Western blot. I dei fleste tilfelle der
pasienten har naturleg ferekommande anti-
stoff, finn vi berre eitt positivt band, medan
pasientar med aktuell infeksjon som regel
viser reaksjon mot fleire band (fig 2). Det er
framleis uklart kor god testen er til & kon-
firmere diagnosen borreliose, men testen har
gitt ei serologisk avkldring i fire av fem
tilfelle ved mistanke om diagnostik falskt
positive anti-p41 IgM-prevesvar.

Konklusjon
Pavising av anti-p41 IgM-antistoff i serum
utan utvikling av anti-p41 IgG-antistoff kan

Konsentrasjon av
spesifikt antistoff

F

Primarinfeksjon

lgG

A Tid

Sekund=rinfeksjon

Figur 1 Ved infeksjon er det vanleg at pasienten fyrst utviklar IgM- og deretter IgG-antistoff mot
infeksiose agensar. Ein konkluderer derfor ofte med at pavist IgM-antistoff mot ein mikrobe (gron
fase) tyder pd aktuell infeksjon i tidleg fase. Dersom ein pdviser bdade IgM- og IgG-antistoff mot
agens (oransje fase), vert dette utlagt som at infeksjonen har vart minst to veker, kanskje lenger. Ved
pavising av IgG, men ikkje IgM mot agens (gul fase) kan dette vere teikn pd at infeksjonen har vart
over lengre tid, at pasienten sitt immunsystem har fjerna den infeksiose agensen og at det vi pdviser
er eit minne om at pasienten ein gong tidlegare har hatt ein infeksjon, eller at pasienten har fitt ein
ny infeksjon. Det kan vere vanskeleg d avgjere om pasientar med berre [gG-antistoff har ei diagnos-
tisk reelt positiv prove (aktuell infeksjon) eller ei diagnostisk falskt positiv prove (gamal infeksjon). [
slike tilfelle vil ny prove etter 2—3 veker ofte vere nodvendig for d vurdere endring av
antistoffkonsentrasjon og -reaktivitet
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altsa ha tre tydingar: Anten at pasienten har
aktuell infeksjon, at antistoffa er naturleg
forekommande og dermed uttrykker moge-
leg naturleg immunitet mot B burgdorferi
eller at antistoffa er kryssreagerande anti-
stoff mot andre mikrobar. Det kan vere vans-
keleg & tolke eit slikt provesvar, og for &
unnga over- og feildiagnostisering av borre-
liose bar serologiske testar berre nyttast til &
stadfeste eller eventuelt avkrefte ein klinisk
basert diagnostisk hypotese, ikkje til & stille
diagnosen borreliose.

Ved vart laboratorium undersekjer vi med
immunoblot nar anti-p41 IgM er positiv for
andre gong og anti-p41 IgG framleis er nega-
tiv, nar anti-p41 IgM-ELISA er negativ, men
rekvirenten har sterk mistanke om infeksjon,
eller nér konsentrasjonen av anti-p41 IgM er
heg. Sidan resultata fra testane ikkje let seg
tolke utan a ta med kliniske symptom, er det
ved serologisk diagnostikk av mistenkt
borreliose svart viktig med god kommuni-
kasjon mellom klinikar og laboratorielege.
I tillegg er det viktig at klinikaren set test-
resultatet inn i ein samanheng med dei kli-
niske manifestasjonane og med sjukdoms-
prevalensen i det geografiske omradet pa-
sienten kjem fré for behandling vert vurdert
(10, 12).

Ein lyt vere svert varsam nér ein tolkar
serologiske resultat, og det a behandle ein
pasient med tvilsame kliniske funn berre pa
grunnlag av positiv I[gM-serologi er ikkje til-
radeleg. Dersom ein likevel behandlar og
pasienten ikkje blir betre, far behandlaren
fort eit forklaringsproblem. Har pasienten da
ein behandlingsresistent borreliose — korleis
skal legen eventuelt fa verifisert eller av-
krefta denne hypotesen? Eller skal ein soke
alternative ikkje-borrelia relaterte forklarin-
gar pa symptoma — korleis forklarer legen da
til pasienten at han likevel ikkje hadde bor-
reliose?
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Figur 2 Immunblot som viser IgM-reakti-
vitet mot rekombinant framstilte antigen frd B
burgdorferi. Antigena er immobilisert pd ein
teststrimmel. Ved infeksjonar dannar verten
oftast antistoff mot fleire ulike antigen. Strim-
mel A viser monsteret hos ei 54 dr gamal kvin-
ne som vart bitt av ein fldtt 14 dagar for pro-
vetaking. Ho har IgM-antistoff mot fleire
ulike antigen. Ho hadde ikkje IgG-antistoff,
og svaret er derfor utlagt som nyleg infeksjon.
Pd strimmel B er serum fid ein 37 dr gammal
mann testa. Han hadde uspesifikke symptom
og ukarakteristisk utslett. ELISA viste anti-
p41 IgM-antistoff i moderat nivd, men ikkje
1gG-antistoff. Immunblot viser reaksjon berre
mot p4l flagellantigenet, og det er derfor
ikkje serologisk stotte for at pasienten har in-
feksjon. Strimmel C er eit positivt testserum
og viser alle dei rekombinante antigena
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