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Zasada testu EliSpot (Enzyme-linked Immunosorbent Spot Assay) polega na pomiarze ilosci
zaktywowanych przez antygen limfocytéw T efektorowych.

Badanie wykonywane jest w hodowli limfocytéw, ktore po aktywacji swoistym antygenem (np.
antygenami kretkowymi) wydzielajag cytokiny. W przypadku diagnostyki choréb zakaznych, w tescie
EliSpot badamy najczesciej wydzielanie interferonu gamma. Bardziej rozbudowane testy EliSpot oceniaja
wydzielanie dwdch (np. interferonu gamma + interleukiny 2) lub nawet trzech cytokin jednoczesnie, co
pozwala na bardziej precyzyjng ocene etapu zakazenia lub jego aktywnosci.

Etapy badania metod3 EliSpot obejmuja:

v

Izolacje limfocytéw z krwi obwodowej pacjenta, ich ptukanie, okreslenie ich liczby, czystosci
i zywotnoséci oraz kolejno zawieszenie ich w odpowiedniej pozywce, ktéra zapewni im dobre
warunki zycia w trakcie badania.

Zatozenie hodowli limfocytow w specjalnej ptytce, ktérej dno pokryte jest btong
z unieruchomionymi przeciwciatami dla oznaczanej cytokiny (np. interferonu gamma). Hodowle
prowadzi sie w kilku dotkach ptytki, przy czym do kazdego dotka dodawany jest inny antygen (np.
lizat kretkdw Borrelia burgdorferi, oczyszczone biatka tej bakterii lub antygeny innych bakterii,
wirusow lub grzybdéw). Jednoczesénie prowadzona jest hodowla w czystej pozywce (bez dodatku
antygenéw, czyli tzw. kontrola negatywna) oraz hodowla w obecnosci substancji nieswoiscie
aktywujacych limfocyty T (np. lektyny ze szkartatki lub fasoli) - jest to tzw. kontrola dodatnia,
w ktorej oceniamy zywotnos¢ i zdolnos¢ limfocytow do aktywacji. W trakcie prowadzenia
hodowli (zazwyczaj przez 24 godziny) limfocyty T, jesli wczesniej (tzn. w organizmie pacjenta)
miaty kontakt z danym antygenem, ulegajg aktywacji i wydzielajg cytokiny. Zwiazki te od razu
(w miejscu powstawania) reaguja z przeciwciatem unieruchomionym na membranie i facz3 sie
z nim (nastepuje to lokalnie w miejscu, gdzie ,lezy” dana komérka).

Po zakonczeniu hodowli, limfocyty sa usuwane, a do ptytki dodaje sie przeciwciato potgczone ze
znacznikiem (w zaleznosci od wersji testu EliSpot moze to by¢ enzym lub substancja fluoryzujaca).
W miejscu, gdzie lezata zaktywowana komorka, przeciwciato to taczy sie z czasteczka cytokiny
unieruchomionej juz na membranie z uzyciem pierwszego przeciwciata. Ostatecznie dowodem
obecnosci zaktywowanej komorki jest plamka barwna lub fluoryzujaca.

Ostatnim etapem testu jest odczyt - pomiar ilosci plamek. Ich ilos¢ Swiadczy o ilosci
zaktywowanych przez dany antygen limfocytéw T. Wynikiem badania jest tzw. indeks stymulacji
(SI), czyli stosunek ilosci plamek w dotku z antygenem do ilosci plamek w dotku kontrolnym
(limfocyty niestymulowane antygenem, czyli kontrola negatywna).

Wybor antygenow

Poza wyborem wtasciwej cytokiny do badania (np. interferon gamma) bardzo waznym czynnikiem
wptywajagcym na uzytecznos$¢ kliniczng (wiarygodno$c) testéw EliSpot jest wybdr antygendw
stosowanych do stymulacji limfocytow. Stosowanie petnych lizatéw bakteryjnych (uzyskanych
z ultrasonatéw  kretkow Borrelia burgdorferi) moze powodowad nieswoistg aktywacje limfocytow
i dostarczac przez to fatszywie dodatnich wynikéw badania. Stosowane lizaty zawierajg bowiem nie tylko
antygeny swoiste dla kretka (np. biatka OspA, OspC, p100, p39, p18), ale réwniez biatka (antygeny)
nieswoiste (np. biatka szoku cieplnego - HSP).




Uzyskujac wiec dodatnig reakcje z takim antygenem nie bedziemy wiedzie¢, ktory z antygenow
wchodzacych w sktad mieszaniny antygenowej w rzeczywistosci zaktywowat komérki (swoisty czy
nieswoisty). Dlatego konieczne wydaje sie stosowanie do stymulacji limfocytéw tylko antygendw
swoistych, czyli wysokooczyszczonych antygenéw natywnych lub antygenéw rekombinowanych
(otrzymanych metodami inzynierii genetycznej).

Zastosowanie znajdujg tu rowniez antygeny peptydowe (krétkie, kilkunastoaminokwasowe fragmenty
antygendw reprezentujgce ich immunodominujace epitopy). Zastosowanie takich antygenow zapewnia
pozadang, wysoka swoistos$¢ testu i zapobiega uzyskiwaniu fatszywie dodatnich wynikéw badania.

Zalety diagnostyczne testu EliSpot

Test EliSpot oceniajgcy wydzielanie interferonu gamma stuzy do wykrywania zakazen kretkiem Borrelia
burgdorferi i innych zakazen przenoszonych przez kleszcze (ale rowniez pozostatych zakazen) na poziomie
komérkowym. Jest to generacja testéw EliSpot, ktéra dostarcza cennych informacji nt. aktywnosci
infekcji, podczas gdy tradycyjne testy laboratoryjne w boreliozie i koinfekcjach opierajg sie na wykrywaniu
przeciwciat (oceniaja tzw. odporno$¢ humoralng) i tylko posrednio informuja o aktywnosci zakazenia.

Tradycyjnie testy EliSpot i LTT uwazane s3 za jedne z najlepszych badan laboratoryjnych przydatnych do
oceny aktywnosci zakazen bakteryjnych (np. gruzlicy), wirusowych, grzybiczych i pasozytniczych. Test
EliSpot stosowany w diagnostyce gruzlicy (np. test TB-spot) zalecany jest jako nieinwazyjna metoda
oceniajgca kontakt z pratkami gruZlicy typu ludzkiego i jego wykonanie ujete jest w oficjalnych
rekomendacjach WHO dotyczacych diagnostyki gruzlicy.

Poza rutynowa diagnostyka boreliozy, zastosowanie testéw oceniajagcych odpowiedz typu komérkowego
(testy EliSpot i LTT) w boreliozie i innych zakazeniach przenoszonych przez kleszcze, moze miec
szczegblne znaczenie w przypadkach trudnych diagnostycznie, np. w przypadkach boreliozy
seronegatywnej (pacjenci z negatywnymi wynikami badan serologicznych lub z defektami odpowiedzi
humoralnej, np. z niedoborem immunoglobulin). Po leczeniu antybiotykowym wyniki testéw EliSpot
normalizujg sie znacznie szybciej niz wyniki testow serologicznych, co powoduje, ze metoda EliSpot
zalecana jest jako metoda z wyboru do kontroli skuteczno$ci leczenia.

Istniejg réwniez doniesienia naukowe sugerujace, ze pozytywne wyniki testow EliSpot w boreliozie
pojawiaja sie nieco szybciej po pierwotnym zakazeniu niz swoiste przeciwciata. Okres ten wynosi
ok. 3-4 tygodnie (w poréwnaniu do 4-6 tygodni okna serologicznego).




Wskazania do wykonania testu EliSpot

Wskazania do wykonania testu EliSpot obejmuja:

v" Rutynowg diagnostyke choroby z Lyme (lub koinfekcji). Badanie metoda EliSpot powinno by¢
wykonane réwnolegle z badaniami serologicznymi, a wyniki obu testéw interpretowane tacznie
z obrazem klinicznym.

v" Diagnostyke boreliozy u pacjentéw seronegatywnych (tj. u takich, u ktérych wyniki testow
serologicznych nie pozwalaja na rozpoznanie zakazenia i pozostaja ujemne).

v"  Diagnostyke boreliozy u pacjentéw z nierozstrzygajagcymi wynikami badan serologicznych
(np. powtarzalnie granicznymi wynikami testow immunoblot lub IgG-pozytywnymi
i lgM-negatywnymi), u ktérych na podstawie obrazu klinicznego podejrzewane jest aktywne
zakazenie o etiologii Borrelia burgdorferi s.l.

v"  Diagnostyke boreliozy u pacjentéow z niedoborami immunoglobulin (niedoborem IgG lub
podklas IgG).

v" Diagnostyke boreliozy u pacjentéw leczonych preparatami immunoglobulin ludzkich (preparaty
IVIG moga prowadzi¢ do uzyskiwania fatszywie pozytywnych wynikéw testow serologicznych).

v" Kontrole skutecznosci leczenia antybiotykowego lub naturalnego (badanie EliSpot mozna
wykonac po ok. 6 tygodniach od zakonczenia antybiotykoterapii).

Réznice w diagnostyce i zalety testéow EliSpot

Testy oceniajgce  odpowiedZ komoérkows, poprzez wykrywanie specyficznych limfocytow
T efektorowych, oceniajg aktywno$¢ zakazenia. W przeciwienstwie do badan serologicznych, ktérych
wyniki mogg pozostawac dodatnie przez wiele miesiecy, a nawet lat po wygaszeniu aktywno$ci zakazenia
(np. zjawisko przetrwatej produkcji specyficznych przeciwciat IgM lub wieloletnie, dodatnie wyniki
w klasie 1gG), testy EliSpot oceniajg aktualng sytuacje immunologiczng organizmu.

W przypadkach defektow odpowiedzi humoralnej (np. niedoboréw immunoglobulin) testy komorkowe,
w tym testy EliSpot, mogg dostarcza¢ nieocenionych informacji diagnostycznych, pozwalajac na
postawienie wtasciwego rozpoznania i podjecie leczenia przyczynowego.

Reasumujac wiec, metoda EliSpot pozwala na ocene aktualnego statusu zakazenia (aktywne czy
nieaktywne) i pozwala na planowanie dalszych etapow leczenia.

Czym rézni sie EliSpot 2 od tradycyjnego testu EliSpot?

Jak wspomniano wyzej kluczowa sprawa w diagnostyce boreliozy z Lyme jest zapewnienie wysokiej
specyficznosci wyniku testu EliSpot. W tym celu zmodyfikowali$my dotychczas wykonywany test EliSpot
wprowadzajac do niego dodatkowe i specyficzne antygeny kretkowe.
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Obecnie oferowany test EliSpot 2 Borrelia ocenia reakcje dla nastepujacych antygenéw kretka Borrelia
burgdorferi:

v lizat natywnych kretkow Borrelia burgdorferi sensu stricto (szczep B31),

v" OspC mix (mieszanina rekombinowanych biatek OspC z 3 genogatunkéw kretka:
B. burgdorferi s.s., B. afzelii i B. garinii),

v VIsE mix (mieszanina rekombinowanych biatek VIsE z 3 genogatunkéw kretka: B. burgdorferi s.s.,
B. afzelii i B. garinii),

v"antygen OspA (rekombinowany),

v' antygen p41i (wewnetrzny fragment flageliny - w przeciwienstwie do petnej czasteczki biatka
p41, specyficzny dla kretka Borrelia burgdorferi s.l.),

v" peptyd LFA-1.

Tak dobrane spektrum antygenéw kretkowych pozwala na doktadniejsza ocene specyficznej odpowiedzi
komarkowej w boreliozie. Ze wzgledu na wykorzystanie rekombinowanych antygenéw kretka (poza
lizatem szczepu B31), uzyskane wyniki cechujg sie wyjatkowo wysoka specyficznoscia.

Dodatkowymi zaletami testu s3:

v' przy uzyskaniu dodatniej reakcji z antygenem OspA - prognozowanie przewlektej, lekoopornej
postaci stawowej boreliozy,

v' przy uzyskaniu dodatniej reakcji z antygenem LFA-1 - podejrzenie wystapienia reakgcji
autoimmunologicznej zapoczatkowanej zakazeniem kretkami Borrelia burgdorferi s.l. (w tym
przypadku wskazane jest poszerzenie diagnostyki o badania z zakresu autoimmunologii - ANA,
ANCA, RF, anty-CCP, anty-TPO, itp.).

Mechanizm zabezpieczenia przed ryzykiem wynikéw
fatszywie ujemnych i fatszywie dodatnich w EliSpot 2

W tescie EliSpot 2 Borrelia wprowadzono dodatkowg kontrole prawidtowosci wykonania badania -
mitogen szkartatki (PWM). Jest to lektyna, ktéra w sposdb niespecyficzny aktywuje limfocyty T do
produkgji interferonu gamma. Poprzez wykonanie tej kontroli oceniamy stan funkcjonalny limfocytéw T
uzytych do badania. Ujemny wynik uzyskany dla kontroli dodatniej wskazuje na ostabione lub martwe
limfocyty uzyte w badaniu (np. nieprawidtowe warunki transportu), jest wiec dodatkowa kontrolg
prawidtowosci wykonania badania i interpretacji wyniku. Do jego interpretacji indeks stymulacji dla
mitogenu (kontroli pozytywnej) powinien wynosi¢ powyzej 8. Wartosci nizsze wskazujg na zty stan
funkcjonalny limfocytéw i nakazujg daleko posunietg ostroznos$¢ w interpretacji zwtaszcza wynikéw
ujemnych (dla antygenéw kretkowych).

Natomiast zabezpieczeniem przed ryzykiem wynikow fatszywie dodatnich jest stosowanie do stymulacji
limfocytéw gtownie antygendw rekombinowanych i peptydowych. Zabezpiecza to wynik przed
wystgpieniem reakcji z antygenami niespecyficznymi kretka. Dlatego tez z duza ostroznoscig nalezy
interpretowac wyniki uzyskane dla lizatu kretkéw Borrelia s.s. B31, zwtaszcza przy ujemnych wynikach dla
pozostatych, rekombinowanych antygenow kretka.




Mozliwosc jednoczesnego badania koinfekcji i innych zakazen

Réwnolegle z wykonaniem badanie EliSpot 2 Borrelia (z tej samej probki krwi) mozliwe jest wykonanie
dodatkowych badan technikg EliSpot w kierunku zakazen powodowanych przez:
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Borrelia miyamotoi (antygen rekombinowany),

Bartonella henselae (antygeny rekombinowane),

Babesia microti (antygeny rekombinowane),

Chlamydia pneumoniae (wysokooczyszczone antygeny natywne),
Chlamydia trachomatis (wysokooczyszczone antygeny natywne),
Mycoplasma pneumoniae (wysokooczyszczone antygeny natywne),
Yersinia spp. (natywne biatka YOP),

Anaplasma/Ehrlichia (antygeny rekombinowane),

Aspergillus spp. (antygeny peptydowe),

Candida (natywne antygeny C. albicans i natywne antygeny innych gatunkéw Candida),
CMV (antygeny peptydowe i rekombinowane),

EBV (antygeny peptydowe i rekombinowane),

HSV-1 i HSV-2 (antygeny rekombinowane),

VZV (antygeny rekombinowane).
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