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Sammanfattning

Diagnosticering av neuroborrelios baseras pd en kombinerad bedomning av neurologiska symtom,
serologiska tester for Borrelia-specifika antikroppar och analys av cerebrospinalvitska for att rikna
antalet vita blodkroppar och mita nivaer av kemokinet CXCL13. Nyligen publicerade studier har visat
pé att analys av IgM-antikroppar riktade mot Borrelia inte ar ett lika starkt laboratoriestod som analys
av IgG-antikroppar. Analys av IgM-antikroppar har bidragit till hogre antal falskt positiva svar pa grund
av ospecifik reaktivitet till andra patogener och persisterande antikroppar fran tidigare infektioner.

Syftet med denna studie var att utvardera det diagnostiska virdet av att analysera IgM antikroppar i
cerebrospinalvitska och serumprover for patienter med misstinkt neuroborrelios. Dessutom jamférdes
prestandan mellan tvd kemiluminiscens immunanalyser, LIAISON (DiaSorin, Italy) och VirClia (Vircell,
Spain). For utvarderingen analyserades 80 patientprover pa laboratoriet for Klinisk Mikrobiologi pé
Lanssjukhuset Ryhov i Jonkoping, Sverige. For att konfirmera positiva resultatet fran de tva
kemiluminiscens immunanalyserna anvindes immunoblot, EUROLINE (EUROIMMUN, Germany).

Sammanfattningsvis finns det inte tillrackligt med bevis att analys av IgM har ett tillrackligt diagnostiskt
varde for att bekrafta en misstdnkt neuroborrelios-diagnos. Jimforelsen mellan tva kemiluminiscens
immunanalyser visade att VirClia kan vara ett lampligare alternativ dn LIAISON nir fa prover
analyseras.

Nyckelord: IgM-index, CLIA, pleocytos, immunoblot, CXCL13



Summary

Evaluation of IgM analysis in patients with suspected IgG
negative neuroborreliosis

The diagnosis of neuroborreliosis is based on a combined evaluation of neurological symptoms,
serological tests for Borrelia-specific antibodies, cerebrospinal fluid analysis to measure white blood cell
count and chemokine CXCL13 levels. Recently published data has shown that analysis of IgM antibodies
against Borrelia is not as supportive in establishing a clinical diagnosis as IgG antibodies. IgM analysis
has contributed to higher false-positive rates because of unspecific reactivities to other biological agents
and persistent antibodies from prior infections.

The purpose of this study was to assess the diagnostic value of analysing IgM antibodies in cerebrospinal
fluid and serum samples from patients with suspected neuroborreliosis. The performance of two
chemiluminescent immunoassays, LIAISON (DiaSorin, Italy) and VirClia (Vircell, Spain), were
compared as well. For this assessment, 80 patient samples were analysed at the Laboratory of Clinical
Microbiology in Jonkoping County, Sweden. Immunoblotting, EUROLINE (EUROIMMUN, Germany),
was utilised to validate positive results from the chemiluminescent immunoassays.

In conclusion, there is no convincing evidence to suggest that IgM analysis has sufficient diagnostic
value to confirm a suspected diagnosis of neuroborreliosis. The comparison of two immunoassays
showed that VirClia could be a valid alternative to LIAISON when analysing fewer samples at a time.

Keywords: IgM-index, CLIA, immunoblot, pleocytosis, CXCL13
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Inledning

Borrelios dr den vanligaste fastingburna sjukdomen i Europa (1). Risken att insjukna i en borrelios efter
ett fastingbett ar ungefir 0,8 — 5,2 % enligt studier som gjorts i Sverige, Schweiz och Finland (2). Av alla
patienter som drabbas av borrelios utvecklar 14 — 34 % neuroborrelios (NB), som ar den vanligaste
formen av disseminerad Borrelia-infektion (3). Vid utredning av NB anvinds bland annat serologiska
metoder for att detektera Borrelia-specifika antikroppar i serum och cerebrospinalvitska (CSV) (4). I
stora delar av Europa baseras serologisk diagnostik av Borrelia pa en tvastegsmetod genom ett initialt
screeningtest foljt av en ytterligare konfirmeringsmetod (5). De Borrelia-specifika antikropparna ar av
typerna immunoglobulin M (IgM) som kan detekteras tidigt i en infektion och immunoglobulin G (IgG)
som Okar senare i forloppet (6). Serologi-avdelningen pa laboratoriet for Klinisk Mikrobiologi pa
Lanssjukhuset Ryhov i Jonkoping, Sverige anviander tva metoder av IgG-analys for att diagnostisera NB.
Tidigare analyserades bade IgG-antikroppar och IgM-antikroppar, men analys av det senare anvinds
inte i rutindiagnostik sedan 2021 tillbaka. Analys av IgM-antikroppar har haft flera felkéllor som orsakat
over- respektive underdiagnostik av Borrelia-infektioner (7). De framsta begrinsningarna ar
korsreagerande antikroppar som bidrar till ospecifika reaktiviteter samt att IgM-antikroppar kan
kvarsté lang tid efter att Borrelia-infektionen ldkt ut (8). Over- och underdiagnostik &ar ett problem
eftersom det kan leda till att antibiotika inte eller felaktigt skrivs ut och att en Borrelia-diagnos kan bli
forsenad. Detta kan bidra till ytterligare kostnader for varden och orsaka onodigt lidande for patienter
(7). Det kan dock finnas ett varde av IgM-analys nir analysresultat uppvisar IgG-negativitet, eftersom
det pa serologi-avdelningen da kan bli svart att fa laboratoriestod for diagnosen NB. I fall dar det endast
hunnit ske en produktion av IgM-antikroppar mot Borrelia kan sjukdomen mojligtvis
underdiagnosticeras. For dessa fall kan det finnas ett behov av att inféra analys av IgM vid IgG-negativ
NB.

Bakgrund

Borrelios

Borrelios ar en infektion som orsakas av en grupp spiroketbakterier inom Borrelia burgdorferi sensu
lato-komplexet. De dominanta bakteriearterna ur denna grupp ar B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii
och B. afzelii (9). Borrelios ar en vektorburen smitta som sprids via fastningar. Vid smitta ar det
vanligaste lokala tecknet pa infektion erythema migrans (EM) som dr en hudinfektion och uppkommer
ca. 2 - 3 veckor efter bett (10). I en studie frn sédra Sverige forekom EM i 77% av Borrelia-fallen (11).
Det kan ske en spridning av bakterien som orsakar disseminerad infektion och kan angripa leder, hud
och nervsystem. Spridning till leder och hud kan orsaka artrit respektive multipla EM, lymfocytom och
akrodermatit. Borrelios kan sprida sig till det centrala nervsystemet (CNS) och dé orsaka NB, ibland
utan foregdende hudinfektion. Antibiotika rekommenderas som behandling vid borrelios (10).

Neuroborrelios

Alla vanliga Borrelia-arter kan orsaka neuroborrelios men vanligast forekommande ar B. garinii i
Europa som kan sprida sig till CNS via blod-hjarnbarriaren (9). Symtom framtrader ungefar 4 - 8 veckor
efter fastingbett och vanliga symtom ar huvudvark, perifer facialispares samt radikulitsméartor som kan
forvarras under nattetid. Sjukdomen drabbar oftare smé barn och dldre 6ver 60 ar. Sambandet mellan
alder och sjukdomen é&r inte klarlagd. Barn blir mer frekvent fastingbitna i hals-huvudomrédet. Detta
hudomrade ar narmare CNS vilket underlittar spridning (4). Vid en sent upptickt infektion kan
neurologiska symtom kvarstd under en langre tid trots behandling. Darmed &r det viktigt att stélla en
tidig diagnos for att minska risken for att patienten far en forlingd konvalescensfas (6).

Diagnostik

Neuroborrelios diagnosticeras utifrin anamnes och kliniska fynd, vilka kan utgoras av kinda fastingbett
och symtom. Diagnosticeringen stods dven av laboratorieanalyser pa provmaterial sdsom serum och
CSV fran patienter. I CSV riknas antalet leukocyter for att faststilla en eventuell 6kning av leukocyter,
som kallas pleocytos. Pleocytos kan vara tecken pa hjirn- eller hjarnhinneinflammation som kan orsakas
av en bakterieinfektion. Mononukledr pleocytos forekommer framst vid virala CNS-infektioner och
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polynuklear pleocytos vid bakteriella CNS-infektioner (12). Mononuklear pleocytos mellan 10 — 1000 x
106/L forekommer vanligtvis vid neuroborrelios, men genomsnittliga cellokningen ar ungefar 170,5 x
106/L(13). CSV och serum analyseras for att detektera forekomst av Borrelia-specifika antikroppar. Med
resultat frén dessa analyser kan ett antikroppsindex (AI) CSV/serum beridknas for att bedoma om det
foreligger intratekal antikroppsproduktion mot Borrelia-bakterien (4). For att konfirmera resultatet
fran tidigare enzym immunanalyser (EIA) av Borrelia-specifika antikroppar kan immunoblot utféras
(14). Detta dr i regel mest relevant fér serumprover eftersom det ar framfor allt i blodcirkulationen som
det finns risk for korsreagerande antikroppar och persisterande antikroppar fran tidigare exponering av
Borrelia (7). Antikroppsindex och immunoblot i kombination utgor en tvistegsmetod som kan ge en
sakrare diagnostik. Vid tidig NB (<2 veckor) kan analys av kemokin ligand 13 (CXCL13) i CSV vara ett
bra komplement till serologin. CXCL13 ar ett kemokin som kan detekteras bland annat i CSV. Vid NB
kan CXCL13 ofta detekteras i hoga koncentrationer redan i en tidig infektion och kemokinet sjunker
snabbt i koncentration efter antibiotikabehandling. Denna biomarkor dr daremot inte specifik for NB
och férhéjda koncentrationer kan dven observeras vid till exempel en HIV-infektion samt neurosyphilis

(14).

Diagnostik Region J6nkdpings lén

Vid serologi-avdelningen pé laboratoriet for Klinisk Mikrobiologi pa Linssjukhuset Ryhov analyseras
inledningsvis CSV for undersokning av pleocytos och 6kning av kemokinen CXCL13, vid misstankt NB.
CXCL13 analyseras med en lateral flodesanalys, Reascan CXCL13 (Reagena Ltd, Toivala, Finland), som
anvands som snabbtest (15). Dessa analyser far behandlande ldkare i regel svar pd inom nagra timmar
och kan anvidnda resultaten for végledning i det priméra behandlingsbeslutet. Inom 2 — 3 dagar
analyseras IgG-antikroppar i CSV och serum med instrumentet LIAISON (DiaSorin, Salugia, Italy), som
anviander avlasningsmetoden kemiluminescent immunanalys (CLIA). Med resultaten beridknas ett IgG-
index enligt Reiber-metoden (16). For en sikrare diagnostik anvinds immunoblotmetoden Anti-
Borrelia Euroline i vissa fall for att validera LIAISONs analysresultat gillande IgG-antikroppar. I Figur
1 redovisas ett flodesschema 6ver Borrelia-diagnostiken vid Lanssjukhuset Ryhov. Ett positivt IgG-
index och faststilld pleocytos tyder pa definitiv NB (Figur 1A). Om pleocytos inte férekommer kan
forhojda nivder IgG-antikroppar i stillet bero pa en tidigare genomgingen NB (Figur 1B). Vid ett
negativt IgG-index med LIAISON och avsaknad av pleocytos kan diagnosen NB uteslutas (Figur 1D). Vid
ett negativt IgG-index med pleocytos, analyseras IgG-antikroppar pa nytt med en kénsligare men dyrare
metod, som kallas recomBead (Mikrogen GmbH, Neuried, Germany) och ar baserad pd Luminex-teknik.
Vid ett positivt recomBead-resultat finns aterigen laboratoriestod for NB-diagnos. Om recomBead visar
negativa resultat likt LIAISON kan ett forhojt CXCL13 dnda ge st6d for en mojlig NB diagnos (Figur 1C).
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Figur 1. Ett flodesschema 6ver hur Borrelia-diagnostiken utfors pa serologi-avdelningen vid Lanssjukhuset
Ryhov i Jonkoping for patienter med misstankt NB. Flodesschemat géar ut i fyra grenar (A, B, C, D) utifran
resultat fran serologiska och hematologiska analyser.

Anledningen till att endast IgG-index anvénds i nuldget ar att falskt positiva resultat vid analys av IgM-
antikroppar kan orsaka sval 6ver- som underdiagnostik av NB. Detta enligt tidigare utvirdering som
gjorts framfor allt pa serumprover (7). Overdiagnostiken beror delvis pé falskt positiva svar orsakade av
korsreagerande antikroppar som har reagerat med antigen pa andra spiroketbakterier eller virus sdsom
cytomegalovirus och Epstein-Barr virus. Det kunde dven bero pa att i vissa geografiska omraden har
populationen en 6kad seroprevalens av Borrelia-specifika antikroppar som inte dr kopplade till en aktiv
infektion. Underdiagnostiken kunde vara en foljd av att behandlande lakare tolkade IgM-positivitet som
det primira kidnnetecknet for en aktiv infektion och forbisag IgG-positivitet om IgM-antikroppar inte
detekterats (7). Mot bakgrund av denna data avvecklades analys av IgM-antikroppar i serum 2020 och
efter en mindre metodverifiering dven i CSV 2021. Denna studie dr en kompletterande retrospektiv
utvardering av om analys av IgM-antikroppar skulle vara av viarde vid diagnostik av NB utover IgG-
index och CXCL13-analys som anvinds i dagsldget. Om det finns stéd for att berdkning av IgM-index
skulle aterinforas vid NB-fragestillning skulle analysen ddrmed utforas parallellt med berdkning av IgG-
index med LIAISON. Férhoppningen &r att detektera flera NB-fall och mgjligtvis utesluta analys av IgG-
antikroppar med recomBead (Figur 1C).

Analys av IgM-antikroppar med CLIA

Metoden som kan anvéndas vid analys av Borrelia-specifika antikroppar dr CLIA. Kemiluminiscens ar
en metod baserad pa anvindningen av en luminescerande molekyl for detektion av en analyt.



Luminiscens &r det ljus som avges fran molekylen nir en elektron 6vergar fran exciterat tillstand till sitt
grundtillstand som resultat av en kemisk reaktion. Ljuset avges och detekteras med en vaglingd mellan
300 - 800 nanometer. Metoden kan delas upp i direkt och indirekt. Direkt metod anvinder sig av
luminoformarkorer och indirekt anvinder sig av enzymmarkérer. CLIA metoder har en hogre analytisk
sensitivitet och kapacitet att detektera forh6jda koncentrationer av antikroppar vid icke spadda prover
in immunoassayer, som enzymlidnkade assayer (ELISA), pa grund av dess breda dynamiska/rorliga
omfing (17). Genom anviandandet av CLIA forkortas dven inkubationstiderna jamfort med ELISA men
bibehéller dnda en 6kad sensitivitet (18).

Analysprincipen bérjar med den fasta fasen som innebér att antigen finns coatat i polystyrenbrunnar
eller pd magnetiska kulor (19). Indirekt CLIA-metoden ar grund for bade kitet LIAISON Borrelia IgM
Quant (DiaSorin, Salugia, Italy), och kitet Borrelia VirClia IgM Monotest (Vircell, Granada, Spain). I
analys av bada kiten anvinds rekombinanta Borrelia-antigen deriverade fran E.coli-stammar. Ett
protein som B. burgdorferi s.l. uttrycker tidigt i infektionsforloppet och som IgM-antikroppar ofta ar
riktade mot ar Outer Surface protein C (OspC). I analyserna anvidnds dven proteinet Variable major
protein-like sequence, Expressed (VISE) for att 6ka den diagnostiska sensitiviteten. For att uppnd hog
specificitet och undvika ospecifika bindningar anvinds renade antigen (16, 18). En konjugerad
antikropp adderas till provet som sen inkuberas for att binda in och bilda ett markt antigen-
antikroppskomplex. Styrkan pé ljussignalen miéts av en fotomultiplikator och uttrycks i relative light
units (12) samt dr proportionell till antikroppskoncentrationen i provet (20).

LIAISON Borrelia IgM Quant

LIAISON Borrelia IgM Quant 310020 ir ett testkit, tillimpat instrumentet LIAISON analyzer och
LIAISON XL analyzer, som anvinds for kvantitativ bestimning av IgM antikroppar mot borrelia-arter
inom B. burgdorferi s.l.-komplexet i humant serum, plasma och CSV. Metoden som anvinds ar indirekt
CLIA. Antigenen VIsE och OspC finns fasta pd magnetiska partiklar och den konjugerade antikroppen
som adderas till provet dr en monoklonal IgG-antikropp som ar isoluminol-konjugerad och riktad mot
en human IgM-antikropp. Antigenen som anvinds ar OspC fran B. azfelii och VISE fran B. garinii. For
att inducera en kemiluminiscensreaktion tillsitts ett reagens. Analysprincipen illustreras i Figur 2 (16).
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Figur 2. Analysprincipen for LIAISON Borrelia IgM Quant. Provmaterialet, serum eller CSV, inkuberas med
magnetiska partiklar bekladda med Borrelia-specifikt antigen. Om det finns Borrelia-specifika antikroppar i provet
binder de till antigenen. En isoluminol-konjugerad IgG-antikropp adderas och efter inkubering tillsétts startreagens
for att inducera en kemiluminiscensreaktion och emitterat ljus avlases i RLU. Figur modifierad fran (17).

VirClia Borrelia IgM Monotest

Borrelia VirClia IgM monotest ar ett testkit, tillimpat instrumentet VirClia, som ar baserat pa indirekt
CLIA for att kvantitativt detektera IgM antikroppar mot B. burgdorferi s.l.-komplexet i humant plasma
och serum. Antigenen VISE och OspC finns fésta i polystyrenbrunnar och den konjugerade antikroppen
som adderas till provet ir peroxidaskonjugerat anti-humant IgM. OspC- antigenen som anvands ar fran
B. azfelii, B. garinii, B. burgdorferi s.s och B. spielmanii, Outer Surface protein E (OspE)- antingen fran
B. burgdorferi s.l. VISE antigenen som anvands ar fran B. garinii och det anvinds dven rekombinanta
p41 (flagellin)-, p39- och pi7-antigen frén B. burgdorferi sl. For att inducera en



kemiluminiscensreaktion tillsdtts startreagens i form av tva substratlésningar som innehaller peroxid
och luminol, i Figur 3 illustreras analysprincipen (18).
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Figur 3. Analysprincipen Borrelia VirClia IgM Monotest. Provmaterialet, serum, inkuberas i Borrelia-specifikt
antigen tackta polystyrenbrunnar. En peroxidaskonjugerad IgG-antikropp adderas och inkuberas i brunnarna. For
att detektera emitterat ljus i RLU tillsdtts ett startreagens for att inducera en kemiluminiscensreaktion. Figur
modifierad frén (17).

Analys av IgM-antikroppar med Immunoblot

Anti-Borrelia EUROLINE IgM (EUROIMMUN AG, Liibeck, Germany) ir ett testkit som innehéller
immunoblot testremsor tickta av renade Borrelia-antigenen OspC och VISE. Testet adr en kvalitativ
detektion av IgM antikroppar mot B. burgdorferi s.l.-komplexet i humant serum och plasma. Spadda
patientprover tillsatts pa testremsor och inkuberas. Eventuella antikroppar i patientprovet kommer att
binda in till antigenen pa testremsan. Antigenen som anviands ar VISE antigen fran B. burgdorferi sensu
stricto, OspC frén B. azfelii, B. burgdorferi s.s och B. garinii. Det anvinds dven rekombinanta p41
(flagellin)- och p39-antigen fran B. burgdorferi s.s och B. azfelii. En fosfatas-konjugerad anti humant
IgM adderas och inkuberas med provet. For att framkalla en fargreaktion tillsétts en substratlosning
vilket gor att inbundna antikroppar synliggors som band pa remsan. Bandens fargintensitet avlases i en
scanner och forekomst av antikroppar kan da bestimmas av en mjukvara. For ett positivt IgM resultat
kravs att remsans kontrollband &r positivt samt att ett eller flera band for OspC och VIsE ar positiva
vilket tolkas av mjukvaran (21).



Syfte

Syftet var att folja upp beslutet om att avskaffa IgM-analys och bedoma det diagnostiska viardet genom
att utfora den pa IgG-negativa patientprover vid misstankt NB. Syftet var dven att utvirdera VirClias
prestanda att detektera IgM-antikroppar riktade mot Borrelia i serumprov och jamfora med LIAISON.

Fragestallningar

e Finns det IgM-positiva men IgG-negativa serum- och CSV-prover fran det senaste aret som kan
kopplas till neuroborrelios?

Finns det ett behov av att berdkna IgM-index?

Overensstimmer studiens IgM-positiva analysresultat med tidigare CXCL13-analys?
Overensstimmer resultat mellan VirClia och LIAISON-metoderna i serum?

Vilken av metoderna 6verensstimmer till storst del med immunobloten?



Material och metod

Studiedesign och provurval

Denna studie genomfordes vid serologi-avdelningen pa laboratoriet for Klinisk Mikrobiologi pa
Lanssjukhuset Ryhov. Prover vilka har tagits i ssmband med patienters utredning for misstankt NB och
sparats i Laboratoriemedicins kombinationsbank 868 i Region Jonkopings lin, efter rutinanalyser
utforts. Ur denna provsamling har serum- och CSV-prover fran 82 patienter selekterats utifran foljande
inklusionskriterier. Patienterna utreddes for misstinkt NB det senaste ret efter att IgM-analys i CSV
avvecklades ar 2021. Patienternas tidigare analysresultat visade pa IgG negativt antikroppssvar i serum
och CSV samt pleocytos i CSV. Nedan foljer ett flodesschema 6ver studiens utférande och provurval

(Figur 4).

Serum och CSV-prover
fran patienter med
misstinkt NB
* Negativt IgG-index
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Figur 4. Ett flodesschema over urvalet av patientprover, antal patienter inkluderade (n) och analysflodet i denna
studie.

P& grund av otillracklig provvolym och forvaringsfel blev det externa bortfallet tvad prover. Studiens
upplagg var dven en metodjamforelse i analys av serum mellan analysinstrumenten LIAISON XL
Analyzer (Diasorin, Italy) och VirClia (Vircell, Spain). CSV-prover analyserades endast i LIAISON XL
Analyzer. Serum och CSV-prover forvarades i frysror (-20 °C) och tinades innan analys samt marktes
med en studiekod.



Analys av IgM-antikroppar med LIAISON

Analys av IgM-antikroppar i serum och CSV-prover (n=80) utférdes med hjidlp av instrumentet
LIAISON XL Analyzer och reagensintegralen LIAISON Borrelia IgM Quant 310020 (DiaSorin, Italy)
(Figur 4). Reagenser som éaterfanns i integralen var bland annat antigen-belagda magnetpartiklar,
konjugat och tva kalibratorer. Kalibrator 1 utgjordes av humant serum med ldga nivier IgM-antikroppar
och kalibrator 2 med héga nivier IgM-antikroppar. Dessa reagenser var utspaddda med fosfatbuffrad
saltlosning, bovint serumalbumin, ProClin 300 (Sigma-Aldrich, United States) och natriumazid. Den
oppnade reagensintegralen forvarades inuti instrumentet tills 100 prover analyserats.

En kalibrering utférdes med ingéende kalibrator 1 och 2. Nir kalibreringen utforts testades kontroller i
IgM-testkitet som utgjordes av en negativ kontroll och en starkt positiv kontroll. Efter kontrollerna,
analyserades serumprover och darefter CSV-prover genom att starta analys av Borrelia IgM med
instrumentets programvara. Proverna forbereddes och analyserades enligt tillverkarens instruktioner
for LIAISON Borrelia IgM Quant (16). I instrumentet berdknades koncentrationen Borrelia-specifikt
IgM utifrén RLU och uttrycktes som arbitrdra enheter (AU/mL). Matintervallet var mellan 2 — 190
AU/mL. Koncentrationer av IgM-antikroppar klassificerades darefter som negativ, gransvirde eller
positiv. I CSV-prover klassificerades koncentrationer >3,5 AU/mL som positiva och koncentrationer
mellan 2,5 — 3,5 AU/mL som gransvirde. Koncentrationer <2,5 AU/mL klassificerades som negativa. I
serumprover klassificerades koncentrationer >22 AU/mL som positiva, mellan 18 — 22 AU/mL som
gransvirde och <18 AU/mL som negativa.

Analys av IgM-antikroppar med VirClia

Iinstrumentet VirClia analyserades Borrelia-specifikt IgM i serumprover (n=80) med testkitet Borrelia
VirClia IgM Monotest (Vircell, Granada, Spain) (Figur 4). Alla reagens som var nédvandiga for analys
fanns i monodos-integralerna och levererades bruksfardigt fran tillverkaren. En integral bestod av
reaktionsbrunnar och reagensbrunnar innehéillande reagens fran tillverkare som IgM-antikroppar
riktade mot B. burgdorferi samt substratkomponenter (18). Varje integral innehdll dven en kalibrator
och en spiadning av kalibratorn som anvindes som negativ kontroll. Serumproverna registrerades och
placerades i instrumentets rack. Analys av Borrelia IgM bestilldes i programvaran kopplat till
instrumentet. Serumproverna analyserades enligt tillverkarens instruktioner for Borrelia VirClia IgM
Monotest (18). Ett index berdknades automatiskt i instrumentet utifran provets RLU/ kalibratorns RLU
och koncentrationen Borrelia-specifikt IgM uttrycktes som enheter per milliliter (U/mL). Index >1,1
U/mL Klassificerades som positiv, mellan 0,9 — 1,1 U/mL som gransvarde och <0,9 U/mL som negativ.

Analys av IgM-antikroppar med Immunoblot

Reagenser i anti-borrelia EUROLINE IgM-kitet (EUROIMMUN, Germany) och 20 patientprover
spaddes fore analys. De reagenser som spaddes var universalbuffert 1:10 och konjugat 1:10, direfter
spaddes patientproverna 1:51. Testremsor som ingick i testkitet placerades i ett trig pa en vagga. Varje
brunn i trdgen fylldes universalbuffert och testremsorna inkuberades i 15 min. Efter detta fylldes
brunnarna med patientprover i den ordningsféljd som protokollet dikterat, vilket skrivits ut med
programvaran EUROLine Scan. Testremsorna inkuberades i de spidda patientproverna i 30 min pa
vaggan. Patientproverna aspirerades bort och testremsorna tviattades med universalbuffert i 5 minuter,
tre génger. Direfter pipetterades konjugat i varje brunn och testremsorna fick inkubera i 30 min pa
vaggan. Konjugatet tvittades bort med universalbuffert i 5 minuter, tre ganger. Darefter fylldes
brunnarna med koncentrerad substratlosning och inkuberades i 10 minuter pa vaggan. Slutligen
tvittades testremsorna med avjoniserat vatten i 1 minut vid tre upprepade tillfillen. Darefter fick
testremsorna lufttorka och placerades pa protokollet. Immunoblot-remsorna pa protokollet avlistes
med en skanner. Firgintensitet avlastes pa de olika banden for att faststilla forekomst av Borrelia-
specifikt IgM och koncentration Kklassificerades negativ, griansviarde eller positiv utifran
intensitetsgranser av mjukvaran EUROlineScan. I denna studie tolkades positiv och gransvirde som
konfirmerande resultat och negativ som ej konfirmerande resultat.



Berakning av antikroppsindex

Patientprover med positivt analysresultat for bdde CSV och serum med LIAISON skickades till
Sahlgrenska Universitetssjukhuset. Detta for att analysera totalnivaer IgM-antikroppar i CSV och serum
for vidare berdkning av CSV/serum antikroppsindex (Figur 4). AI berdknades sedan enligt Reibers
metod av ett berdkningsprogram fran tillverkaren Diasorin (16) i Microsoft Excel (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, USA). Antikroppsindex berdknades genom Reibers formel i Figur 5. Ett
varde over 1,5 tyder pé ett positivt Al

IgMspec[CSV]

m B QIgM]|spec] _
IgMtotallCSV]  OlaMIltotall
IgMtotal[serum Q g [ ]

Al

Qlim = 0,93 x (Qalb? + 6 x 107%)%5 — 1,7 x 1073

QIgM/|spec]

QIgM = Qlim: Al = olim

Figur 5. Reibers formel dar antikroppsindex (AI) beriknas genom att antalet specifika IgM
antikroppar (QIgM[spec]), kvoten av specifika IgM antikroppar i CSV (IgMspec[CSV]) och
serum (IgMspec[serum]), jimfors med totalantalet IgM antikroppar (QIgM[total]), kvoten av
totala antalet IgM antikroppar i CSV (IgMtotal[CSV]) och serum (IgMtotal[serum]). Nivaerna
av albumin i CSV och serum riknas till Qlim. Om QIgM[total] var stérre dn Qlim berdaknades
AT enligt QIgM[spec]/Qlim. Formel modiferad ifran (22).

Utvardering av analyser

Uppgifter om kon, &lder, symtom, samt resultat fran tidigare rutinanalyser inhadmtades frin
laboratoriets IT-stod C5 LIMS. I denna studie definierades vuxen som individ > 18 ar. Vid gransvarde
med LIAISON och VirClia analyserades proverna om med samma analysmetod. Prover vilka visade pa
gransvirde efter upprepat forsok klassificerades som positiva. Prover som var =190 AU/mL med
LIAISON spaddes och analyserades om med samma metod. Prover som visade positivt for enbart CSV
(n=6) och samtidigt i serum (n=5) granskades i samband med patientens symtom pé remiss, redan
befintliga resultat for CXCL13 och klassificering av pleocytos (Figur 4). Gransvirdet for pleocytos
bedoms som >5 (x 106/L) leukocyter i CSV. Data fran metodjamforelsen analyserades med det statistiska
testet Cohen’s kappa och utférdes med programvaran SPSS Statistics (International Business Machines
Corporation, New York).

Etiska dvervaganden

Infor denna studie har en etisk egengranskning utforts enligt befintliga riktlinjer vid Halsohogskolan i
Jonkoping. I samband med provtagning for NB-utredning tillfrdgades patienterna om deras prover fick
sparas enligt biobankslagen och da komma att anvidndas for att forbattra kvalitén pa varden och for
utbildning av personal. I studien fanns ingen risk for skada eller fysisk paverkan for studiedeltagarna
eftersom materialet var retrospektivt och resultaten anvindes inte i handlaggningen av patienter.
Studiens resultat innefattar uppgifter som inte kan sparas tillbaka till enskilda individer. Analysresultat
samt uppgifter om kon och alder pseudonymiserades, dvs LID-nummer ersattes med studiekod, och
kodnyckel forvarades separat.



Resultat

Analys av IgM-antikroppar i CSV och antikroppsindex

Sammanlagt 11 utav 80 CSV-prover var IgM-positiva med LIAISON. Patienter med IgM-positivitet
endast i CSV och inte i tillhorande serum var 6 patienter (2, 4, 17, 27, 35 och 61) mellan &ldrarna 30 —
80 ar (Tabell 1). Analysresultaten for koncentrationen av Borrelia-specifikt IgM for patient 2 var 4,024
AU/mL. Patienten uppvisade 6vervigande polynukleir pleocytos i CSV. Symtom som framtriddde enligt
remissen var oklar medvetandesidnkning. For patient 4 var koncentrationen av Borrelia-specifikt IgM
3,858 AU/mL. Pleocytosen utgjordes mer av en polynukleér cellokning och symtom innefattade feber
som gav misstanke om en infektion som orsakat en hjarnblodning hos patient 4. For patient 17 var
koncentrationen av IgM gransvirdet 3,301 AU/mL. Vid upprepat analysforsok blev koncentrationen
2,69 AU/mL, vilket var ytterligare ett gransvarde. Detta prov klassificerades som positivt. Mononukleér
pleocytos kunde pavisas och symtom saknades pa remissen. Resultaten av IgM-analys for patient 277 var
5,950 AU/mL och cellrikning uppvisade mononukleir pleocytos nira den genomsnittliga cellokningen
for NB. Symtom som framtradde hos patient 27 var feber. Analysresultat for patient 35 var gransvardet
2,795 AU/mL och sedan 2,624 AU/mL efter upprepat analysforsok och klassificerades dirmed som
positivt. Patient 35 hade mononukleir pleocytos och symtomen akut huvudvark samt feber. For patient
61 blev koncentrationen av IgM 3,547 AU/mL. Uppvisade symtom var agitation, forvirring och feber och
tidigare analysresultat visade p&4 mononukleir pleocytos. Samtliga patientprover som var IgM-positiva
i endast CSV visade pa negativa resultat med CXCL13 och recomBead IgG-analys. Det var endast 2 utav
80 patientprover med positiva CXCL13 analysresultat och dessa var IgM-negativa.

De fem patienter med férekomst av IgM-antikroppar i bade serum och CSV var mellan dldrarna 25 — 76
ar. Al berdknades pa dessa patientprover och ett av proverna (patient 65) visade positivt IgM-index. De
fem proverna uppvisade negativt recomBead och CXCL13. Patient 65 hade enligt remissen uppsokt vard
tre dagar efter insjukningsdatum och uppvisade symtomen medvetandesidnkning.

Tabell 1. Sammanstallning av alla patienter med enbart positivt CSV-IgM och en patient med positivt IgM-index.
Ytterligare information om &lder, totala antalet leukocyter i CSV, mononukleir cellokning och trolig diagnos
utifran remiss.

Patienter med IgM-  Alder Total CSV- CSV-mononukledra Trolig diagnos
index och CSV leukocyter leukocyter
positivitet (x1076/L) (x1076/L)

Patient 2 51 981 64 'Ej faststalld |
Patient 4 34 247 83 Subaraknoidalblddning
Patient 17 32 442 439 Ser6s meningit
Patient 27 30 160 158 Ej faststilld
Patient 35 34 529 528 Herpes simplexvirus typ 2
Patient 61 80 35 34 TBE
Patient 65 76 124 123 Varicella-zoster virus

Metodjamforelse vid analys av IgM-antikroppar i serum

Totalt 80 patienter ingick i metodjamforelsen (Figur 4). Av 80 serumprover som jimfordes blev 69
prover negativa med LIAISON Borrelia IgM Quant utfért med LIAISON och 64 prover negativa med
Borrelia VirClia IgM Monotest utfort med VirClia. Antalet positiva prover med LIAISON var 10 och med
VirClia var 15. Det var sammanlagt 60 prover som Gverensstimde som negativa och 6 prover som
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overensstaimde som positiva mellan metoderna LIAISON och VirClia. Resultaten av jamforelsen
redovisas i Tabell 2. Det var en statistiskt signifikant 1&g 6verenstaimmelse mellan LIAISON och VirClia,
baserat pa jamforelsen av 80 patientprover (Cohen’s Kappa), K=0,389 och p=0,001. Av 8 patientprover
med enbart IgM-positivitet med VirClia uppvisade tva patienter symtomet facialispares.

Tabell 2. Jamforelse mellan LIAISON och VirClias analysresultat avseende 80 serumprover, enligt
Kklassificeringarna positivt, gransvarde och negativt.

LIAISON Borrelia IgM
Negativ Grénsvirde Positiv Total
Negativ 60 0 4 64
< 80 | Gréinsvirde 1 0 0 1
o .=
= o o
> £ Positiv 8 1 6 15
aal
Total 69 1 10 80

Vid immunoblot med testkitet Anti-Borrelia EUROLINE IgM tolkades positiv och griansvirde som
konfirmerande resultat och negativ som ej konfirmerande resultat. Det var 20 patienter vilka var IgM-
positiva i serum med minst ett av instrumenten LIAISON XL Analyzer och VirClia (Figur 4). Av de 20
serumprover konfirmerades 14 med immunoblot varav 6 Overensstimde som positiva mellan
metoderna med LIAISON och VirClia. Antalet konfirmerade prover som var negativa med LIAISON men
positiva med VirClia var 6. Resultaten av immunoblot redovisas i Tabell 3.

Tabell 3. Jamforelse mellan LIAISON och VirClias konfirmerade analysresultat med immunoblot av 20
serumprover, enligt klassificeringarna positivt och gransvirde.

LIAISON VirClia Immunoblot
| | | Konfirmerad | Ej konfirmerad | Total
Positiv Positiv 6 0 6
Positiv Negativ 0 4 4
Negativ Positiv 6 2 8
Negativ Grénsvirde 1 0 1
Grénsvirde Positiv 1 0 1
“Total | 14 6 20
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Diskussion

Studiens syfte var att bedoma det diagnostiska vardet av IgM-analys genom att utfora den péa IgG-
negativa patientprover vid misstankt NB. Syftet var dven att utviardera VirClias prestanda att detektera
IgM-antikroppar riktade mot Borrelia i serumprov och jamféra med LIAISON. I detta dndamaél
analyserades serum- och CSV-prover med tvd CLIA-metoder och en immunoblotmetod vid serologi-
avdelningen pé laboratoriet for Klinisk Mikrobiologi pa Lanssjukhuset Ryhov.

IgM-positiva prover som kan kopplas till neuroborrelios

CSV-prover

Av de 11 IgM-positiva CSV-proverna som pavisades i denna studie var det inget prov som kan tydligt
kopplas till NB, utifrdn symtom pa remiss och tidigare rutinanalyser CXCL13 samt recomBead. Tva CSV-
prover (patient 2 och 27) kan mgjligtvis hirledas till en pdgdende NB-infektion. Daremot saknas typiska
symtom av NB i patienternas remisser sasom radikulitsmartor, facialispares och huvudvirk (4), for att
styrka en tydlig koppling till sjukdomstillstdndet. Symtom sdsom oklar medvetandesdnkning och feber
ar alltfor diffusa for att kunna dra definitiva samband. Det positiva prediktiva vardet (PPV), som anger
procentandelen av positiva patientprover som péavisar sann sjukdom, ar for lagt med serologiska
metoder for att stdlla en NB-diagnos utan specifika symtom (23). Enligt en tidigare studie med 30
konfirmerade Borrelia-infektionsfall utav 196 patientprover var PPV 19.35 % med LIAISON Borrelia
IgM Quant i serum. Detta innebir att endast var femte IgM-positivt patientprov har koppling till
sjukdom utifrdn den tidigare studien (24). PPV styrs av sjukdomsprevalensen och darmed kan
procentandelen variera for den nuvarande studien. Patientjournaler skulle behéva granskas for att fa
mer information om patienternas symtom och behandling, vilket kraver etiskt tillstind. Detta visar pa
att diagnosticering av NB ar en samlad bedémning av bdde kliniska fynd sévil som ett flertal
laboratorieanalyser.

Det som talar emot att de tvd CSV-provernas (patient 2 och 277) IgM-positiva analysresultat kan bero pé
en aktiv NB-infektion ar att CXCL13-analys var negativt. Kemokinet kunde inte pévisas och CXCL13-
analys ska vara ett komplement till serologin vid tidig NB (14). Detta antagande grundar sig i att resultat
fran tidigare CXCL13-analys ar pélitliga och sant negativa. Det som dven talar emot att patient 2 har NB
ar att analysresultat visade pa polynukledr pleocytos som tyder pa en annan bakteriell meningit. Hos
patient 277 var pleocytosen nira genomsnittliga mononukledra cellokningen for NB.

Ovriga IgM-positiva prover kunde kopplas till andra mer troliga diagnoser (Tabell 3). Trolig diagnos
inhdmtades frin remissen tillsammans med en erfaren biomedicinsk analytiker inom
laboratoriemedicin. Patient 4 hade subaraknoidalblodning (SAB) som trolig diagnos och hade diffusa
symtom som feber. Tidigare studier visar pa att SAB sillan orsakas av Borrelia-infektioner (25).
Patienten hade pleocytos vilket tyder pa NB, men &ven patienter med SAB far en 6kning av leukocyter i
CSV (26). Patienten hade pleocytos av bdde mononukleira och polynukledra leukocyter, vilket inte ar
en tydlig indikation pa NB.

Patient 17 hade den troliga diagnosen serds meningit, vilken orsakas av en virusinfektion. Det saknades
symtom pé remissen och dirmed kan ingen NB-diagnos bekriftas utifrin symtombild. Patientens
pleocytos bestod till storst del av mononukleédra leukocyter i CSV. Mononukleir pleocytos forekommer
vid ser6s meningit men dven vid NB (12). Patientens CSV prov fick ett gransvirde for IgM och i denna
studie har griansvirde tolkats som positivt. Ett gransvirde kan visa pa svagt positivt resultat vilket kan
vara en indikation pa ospecifik reaktivitet. Vilket sdnker misstanken om diagnosen NB. Patienter med
ser6s meningit har en sankt CSV-proteinkoncentration och albuminkvot CSV/serum till skillnad fran
vid NB (13). For att vidare utesluta NB som diagnos kan sddana kompletterande test vara aktuella.

Patient 35 hade Herpes simplexvirus typ 2 (HSV2) som trolig diagnos och symtomen akut huvudvirk
och feber. Studier visar att en primar HSV2 infektion forknippas med héga nivaer av IgM och kan ge
systematiska symtom som huvudvérk och feber (27). Huvudviark kan orsakas av NB men férekommer
ofta i kombination med andra specifika symtom sdsom facialispares och radikulitsmartor (4).
Analysresultatet for patientens CSV-prov var ett gransviarde som tidigare tolkat svagt positivt och kan
indikera pa ospecifik reaktivitet. Patientens pleocytos kan inte skilja trolig diagnos av HSV2 fran en NB-
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diagnos. Antydan till ospecifik reaktivitet av IgM, samt symtom sdnker misstanken om diagnosen NB
ytterligare.

Patient 61 hade den troliga diagnosen fastingburen encefalit (TBE). En studie i sydostra Sverige visar pa
att samtidig infektion av flera fastingburna patogener ar ovanligt for patienter som utreds for NB (28).
Eftersom TBE ar pavisad enligt remissen visar patientens analysresultat en starkare koppling till den
troliga diagnosen &n till NB. Patienten uppvisade symtomen agitation, férvirring och feber som stiarker
misstanken om TBE som kan uppvisa symtomen feber och beteendefordndringar (4). Vid TBE
forekommer mononukledr pleocytos (28) vilket utesluter pleocytos som en parameter for att skilja NB
fran den troliga diagnosen.

Serumprover och antikroppsindex

Av 80 serumprover var det 20 som visade pd positiva analysresultat for Borrelia-specifika IgM
antikroppar med minst ett av instrumenten LIAISON och VirClia. De prover som enbart blev positiva i
serum kunde ej kopplas till NB, eftersom positiva CSV-prov saknades. Intratekal antikroppsproduktion
kunde diarmed inte pévisas och AI kunde inte berdknas. Antikroppar riktade mot B. burgdorferi s.1
komplexet kan 6verforas passivt mellan serum till CSV i kroppen och darmed krivs en berdkning av
antikroppsindex for att faststélla om det sker en intratekal produktion av antikroppar (1). Analys av
enbart serum bor darfor ej anvindas som underlag for diagnos av NB. Det kan finnas persisterande
antikroppar fran tidigare exponering av Borrelia i blodcirkulationen, vilket bidrar till en stor risk for
ospecifika reaktioner (7). Seroprevalensen av Borrelia-specifika antikroppar varierar beroende pa dlder
och geografiska omréden (6). P& grund av korsreagerande antikroppar i blodcirkulationen behover ett
positivt analysresultat av IgM-antikroppar i serum i den hér studien inte tyda pa en aktuell NB-infektion.
Det kan vara fallet i de 20 proverna att patienterna bor i geografiska omridden med hog seroprevalens,
vilket har lett till ett positivt analysresultat av IgM.

Det var fem utav 80 patientprover som blev positiva i bdde CSV och serum vilket méjliggjorde berdkning
av AL En av dessa 5 patienter hade ett positivt Al (pat 65). Pleocytos och symtom pa remiss undersoktes
tillsammans med tidigare rutinanalyser CXCL13 samt recomBead. Enligt remissen hade patienten
uppsokt vard tre dagar efter insjukningsdatum, vilket kan 6verensstimma med tidig NB eftersom IgM
antikroppar kan detekteras tidigt i sjukdomsforloppet (6). Det som motsidger en NB-diagnos ar
symtomet medvetandesidnkning som ar mindre vanligt forekommande vid NB (4). Trots ett positivt Al
ar det inte sdkert att patient 65 ar drabbad av NB. Eftersom koncentrationen av Borrelia-specifika
antikroppar kan kvarstd i CSV ar efter lyckad behandling (8). Patienten hade &dven en annan trolig
diagnos, Varicella-zostervirus (VZV), som talade emot NB eftersom det ar sedan tidigare kéant att VZV
kan korsreagera med Borrelia-specifikt IgM (3). P4 grund av en annan trolig diagnos samt diffusa
symtom kan ingen tydlig koppling till NB goras. Detta tyder pa att inget av det senaste drets IgM positiva
serumprover i studien kan kopplas till NB.

Det diagnostiska behovet av att berakna IgM-index

Denna studie kunde inte styrka ett nuvarande diagnostiskt behov av att aterinfora berdkning av IgM-
index. Varken analys av CSV eller berdkning av antikroppsindex som visat IgM-positivitet indikerar
starkt pd NB. Darmed har analys av Borrelia-specifika IgM-antikroppar inte detekterat fler NB-
patientfall 4n rutinanalyserna CXCL13, IgG-analys med LIAISON eller recomBead. Det saknas daremot
information om enskilda patienters symtom ur patientjournalen, vilket begrinsar resultatets
tillforlighet i studien. For en framtida utviardering av IgM-analys rekommenderas en ansokan om etiskt
tillstdnd for att erhalla dessa uppgifter. Det skulle dven vara av vikt att utféra utvarderingar over flera ar
och darmed samla in ett storre antal prover for att 6ka resultatets tillforlitlighet. Denna studies urval av
patientprover var relativt begrénsat i provantal, vilket bidragit till att flera statistiska analyser inte varit
genomforbara. Det begransade provantalet kan bero pa att tidiga Borrelia-infektioner forekommer
framst under sommarhalvaret och inte aret om (1). Overférbarheten kan dven den anses vara begransad
eftersom urvalet av patientproverna mgjligtvis inte ar representativ av studiepopulationen, da fa
patientprover fran yngre aldersgrupper <18 ar inkluderades. Séledes pavisades IgM-positiva prover
endast hos vuxna i denna studie. Det var framfor allt patienter i 30-arséldern och tva patienter 6ver 60
ar. Riskgrupper for NB ar barn samt dldre Gver 60 ar (4). Det skulle vara intressant att undersoka vidare
om det finns ett samband mellan IgM-positiv neuroborrelios och riskgrupperna. I en tidigare studie som
gjorts pa laboratoriet for Klinisk Mikrobiologi pa Lanssjukhuset Ryhov skulle tre bekriftade NB-fall hos
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barn missats om IgM-index inte berzdknats (7). Daremot kunde sambandet mellan IgM-positivitet och
riskgruppen barn inte pavisas i denna studie.

Jamfoérelse mellan IgM-positiva analysresultat och CXCL13

I denna studie 6verensstimde inte analysresultaten for IgM-positiva CSV prover med CXCL13.

Dock oOverensstaimmer information om att negativt CXCL13 inte indikerar pa tidig NB eftersom
majoriteten av de IgM-positiva proverna i CSV inte kan kopplas till NB. Om de tva patientproverna
(patient 2 och 27) som mgjligtvis kan harledas till en pigdende NB-infektion skulle bekriftats med
specifika symptom fér NB 6verensstimmer inte informationen av CXCL13.

Tva av samtliga 80 patientprover i studien var CXCL13 positiv. Dessa var dock IgM-negativa i badde CSV
och serum. I dessa fall Gverensstimde inte analysresultatet men mgjligtvis indikationen av tidig NB
mellan analyserna. Negativitet for IgM men positivt CXCL13 kan bero pé att de tva patienterna har en
tidig NB dar Borrelia-specifika antikroppar ej hunnit bildas #n. Kemokinet CXCL13 &r ett bra
komplement till 6vriga serologiska analyser vid tidig NB-fragestillning eftersom det kan detekteras i
hoga nivier innan antikroppsnivaer ar detekterbara (29). Ett positivi CXCL13 kan dven bero pa att
patienterna har ett annat sjukdomstillstind som innefattar pleocytos och forhéjd koncentration av
CXCL13. Markoren CXCL13 dr inte specifik for NB utan kan detekteras i hoga nivaer vid till exempel
VZV orsakad encefalit och neurosyfilis samt vid olika inflammatoriska tillstdnd i CNS (15).

Metodjamforelse mellan VirClia och LIAISON vid analys av IgM i serum

Sammanlagt 66 (82,5 %) utav 80 serumprover overensstimde med de tvd metoderna. Det var en
signifikant 6verenstimmelse (p=0,001) mellan metoderna enligt Cohens kappa. Denna statistiska
analys visar pa 6verensstimmelsen mellan kvalitativa matningar som utforts av tvd bedémare (30). For
att avgora Gverensstimmelsens relativa styrka finns utviarderingsintervall f6r kappakoefficienten. En
kappakoefficient mellan 0,21 — 0,40 visar pa relativt 1ag styrka. Kappakoefficienten i denna
metodjamforelse var K = 0,389 och darmed ar det en 1ag 6verensstaimmelse som inte ar helt tillforlitlig.
Kappakoefficient skulle beh6va vara mellan 0,60 — 0,80 for att tyda pd en Gverensstimmelse med
relativt hog styrka (31). Den relativt 1aga styrkan kan dven bero pa en mindre urvalsstorlek med 80
patientprover och att Cohens kappa tar dven i berdkning sannolikheten att bedomare 6verensstaimmer
av slump (30). I denna studie anviandes tvd automatiserade metoder, VirClia och LIAISON, som kan
vara mer palitliga dn expertkunniga manskliga bedomare. Diarmed kan Overenstimmelsen i procent
(82,5 %) vara ett mer tillforlitligt resultat 4n kappakoefficienten.

Metoderna skiljde sig i att VirClias analysresultat visade pa fler IgM-positiva serumprover dn LIAISON.
Om négra av dessa serumprover var sant positiva kan VirClias prestanda hivdas vara béttre. Tva av
samtliga 8 prover med enbart IgM-positivitet med VirClia visade symtom p& NB, facialispares, vilket
stiarker ett sant positivt analysresultat (Tabell 2). Aven om de tva proverna varit sant positiva for IgM
kan dessa inte bekrifta en NB-diagnos eftersom detta kraver pavisning av intratekal
antikroppsproduktion utoéver kliniska symptom. Daremot om serumproverna visat pa falskt positiva
resultat pa grund av till exempel ospecifik reaktivitet betyder det dock att prestandan kan vara simre dn
LIAISON vid diagnostik av NB. Ett stillningstagande i denna fraga forsvaras pa grund av att VirClia inte
kan analysera CSV-prover. Dock kan ett resonemang foras angdende vilket instrument som dr mest
lampligt for analys av Borrelia-specifikt IgM pa Klinisk Mikrobiologi pa Lanssjukhuset Ryhov.

VirClia kan analysera farre prover i taget tack vare att reagenset kommer i monodos-integraler och inte
i en storre reagensintegral for 100 prover. Vid metoden LIAISON har reagensintegralerna kortare
héllbarhet dn VirClias monodos-integraler eftersom reagens forvaras 6ppnad i instrumentet. Det
innebar att stora mingder reagens skulle kasseras vid analys av fa prover. VirClia ar dirav mer
kostnadseffektiv eftersom tillhandahédllet reagens forbrukas vid analystillfallet. Den forlingda
héllbarheten och 6kade kostnadseffektiviteten pa VirClias reagensintergraler kan vara en fordel for
serologi-avdelningen pa laboratoriet for Klinisk Mikrobiologi pa Lanssjukhuset Ryhov. Anledningen ar
att framtida diagnostiska behov av IgM-analys skulle innebédra analys av ett fital prover inom
rutindiagnostiken. Tillverkaren av VirClia kan komma att utveckla IgM-analys i CSV, vilket skulle 6ka
instrumentets anviandbarhet vid utredning av misstankt NB.

Anledningen till att VirClias analysresultat var mer IgM-positivt kan bero pa att metoden anvénder fler
antigen dn LIAISON. Utover de antigen som LIAISON-metoden anvinder ingdr OspC-antigen frén B.
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garinii, B. burgdorferi s.s. och B. spielmanni i VirClia-metoden. Det ingér dven OspE-antigen och
flagellin-antigen (p41, p39 och p17) fran B. burgdorferi s.I Som observeras i Figur 2 och 3 anvinder
LIAISON och VirClia samma analysprinciper, men anviander olika reaktionskomponenter. Med VirClia
anviands en peroxidaskonjugerad IgG-antikropp och polystyrenbrunnar. Med LIAISON anvinds en
isoluminol-konjugerad IgG-antikropp och magnet-belagda partiklar. Skillnad av reaktionskomponenter
kan vara en bidragande faktor till att resultat inte 6verensstaimmer mellan de tvd metoderna.

Metoden som overensstammer till storst del med Immunoblot

Den metod som 6verensstdmde till storst del med Anti-Borrelia EUROLINE IgM immunoblot vid analys
av Borrelia-specifika IgM antikroppar i serum var Borrelia VirClia IgM Monotest. Antalet konfirmerade
prover som visade positivt med VirClia men negativt med LIAISON var 6. Det var ett prov som visade
positivt med VirClia men gransviarde med LIAISON (Tabell 3). VirClia och immunobloten delar fler
OspC- antigen (frdn B. azfelii, B. garinii och B. burgdorferi s.s) dn vid jaimforelse med LIAISON. De
delar dven de rekombinanta flagellin- (p41 och p39) antigenen fran B. burgdorferi s.l med VirClia och
frdn B. burgdorferi s.s i immunobloten. Resultaten visade (Tabell 3) att tvd ej konfirmerade
serumprover var negativa med LIAISON men positiva med VirClia. Detta kan bero pa att VirClias
antigen omfattar en grupp spiroketbakterier till skillnad frdn immunobloten. VirClia och Immunoblot
anvander fler 6verensstimmande antigen 4n med LIAISON. Aven om VirClia 6verensstimde mer ar det
viktigt att betona att immunoblotens har endast som syfte att stodja resultatet fran tidigare CLIA av
Borrelia-specifika antikroppar. Detta kan ge sikrare diagnostik genom en tvastegsmetod (14).
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Slutsatser

Sammanfattningsvis finns det inte ett nuvarande diagnostiskt behov av att dterinféra IgM-analys vid
misstankt NB, utifrdn denna utvardering. Daremot var utvarderingen inte helt tillf6rlitlig pa grund av
oklara symtom och begrinsat provantal. Fler utvirderingar med stérre provantal och tillgang till
patientjournaler behovs for att dra mer definitiva slutsatser. Vid jamforelse av IgM-analys i serum
detekterade VirClia fler IgM-positiva serumprover dn med LIAISON. Av dessa tvd metoder
overensstamde VirClia till storst del med immunoblot, vilket kan bidra till sakrare diagnostik genom en
tvastegsmetod. For ett stillningstagande i huruvida VirClias analysresultat kan kopplas till NB behovs
analys av CSV som kan komma att utvecklas. VirClia-instrumentet kan vara lampligast vid analys av
farre antal prover inom rutindiagnostiken pa laboratoriet for Klinisk Mikrobiologi pa Lanssjukhuset
Ryhov.

Omnamnanden

Ett stort tack till serologi-avdelningen pa laboratoriet for Klinisk Mikrobiologi pa Lanssjukhuset Ryhov
i Jonkoping som gjort denna studie mojlig.
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