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POVZETEK

Lymska borelioza je na severni polobli najpogostefiolezen, katere povaitelje
prenasajo klopi. Povzéajo jo spirohete iz kompleksBorrelia burgdorferi sensu lato.
Lymska borelioza je multisistemska okuzba, ki séeka raznolikimi klinEnimi znaki in
simptomi ter z nekaterimi spremembami v poteku huleCeprav je najpogostejsa
klini¢na manifestacija kozni izpégj, se bolezen lahko razSiri na druge organe, gz
Zivénim sistemom, sklepi, srcem, ostalimi miSicami éma Zaradi nespecifnih klini¢nih
znakov bolezni je v v@ni primerov potrebna mikrobioloSka potrditev okezlGlavno
diagnosténo orodje predstavljajo metode za detekcijo sp@tlii protiteles,éeprav je
lahko serolosko testiranje tezavno, saj lahko \dmwlilazno negativnih rezultatih, zlasti v
zaetnem stadiju bolezni, in prav tako do lazno peaiti rezultatov. Kompleksna
antigenska sestava spirohet iz komplel&arelia burgdorferi sensu lato prav tako
predstavlja izziv za seroloSko diagnostiko lymslaehboze. V diplomski nalogi smo
ovrednotili speciten imunski odziv s sintezo IgM in IgG protiteles pacientih s sumom
na zgodnjo lymsko boreliozo. V ta namen smo vzopeeientov testirali z dvema
komercialno dostopnima testoma, VIDAS Lyme IgM igGl testom (BioMerieux,
Francija) ter LIAISON Borrelia Quant IgM in BorraligG (DiaSorin, Italija). Princip testa
VIDAS Lyme temelji na encimsko imunskem fluoresecem testu, LIAISON Borrelia test
pa za doloitev specifénih protiteles izkori& imunoluminescamo tehnologijo. Naredili
smo tudi primerjavo med rezultati obeh testov.

Testirali smo 102 vzorca krvi pacientov s sumonzgadnjo lymsko boreliozo. Z VIDAS
Lyme IgM testom smo dobili 49 (48,0 %) pozitivniézultatov in 51 (50,0 %) pozitivnih
rezultatov z LIAISON Borrelia Quant IgM testom; wiati so se ujemali v 78 (76,5 %)
primerih. Z VIDAS Lyme IgG testom smo dobili 56 (94%) pozitivnih rezultatov in 62
(60,8 %) pozitivnih rezultatov z LIAISON Borrelig@ testom; rezultati so se ujemali v 88
(86,3 %) primerih. Zaklj@éli smo, da med rezultati, pridobljenimi z VIDAS e in
LIAISON Borrelia testom za detekcijo speéiiih protiteles razreda IgM ni stati&tio
signifikantne razlike. Na drugi strani pa smo dakastatisttno zn&ilno razliko med

VIDAS Lyme in LIAISON Borrelia testom za detekcgpecifinih protiteles razreda IgG.



ABSTRACT

Lyme borreliosis (Lyme disease) is in northerh refare the most common disease, which
causative agent is transmitted by ticks. It is edudy spirochaetes of thBorrelia
burgdorferi sensu lato complex. Lyme borreliosis is a multsys infection, which
presents with a variety of clinical signs and syonpdé and with several variations in the
course of the disease. Although the most commdy senifestations are skin lesions, the
disease can disseminate to other organs, includergous system, joints, heart, other
muscles, and the eye. Because of nonspecific alisigns of the disease, in most cases
microbiological confirmation of infection is necasg. The main diagnostic tools are
specific antibody detection methods, although sgiohl testing can be difficult, because
it can yield false-negative results, especiallyhia early stage of disease, and also false-
positive results. The complexity of antigenic comsiion of spirochaetes belonging to the
Borrelia burgdorferisensu lato complex has also posed challengebda@drodiagnosis of
Lyme borreliosis. In our research, we evaluatedifpdgM and IgG antibody response of
patient with suspected early Lyme disease withaammercially available assays, VIDAS
Lyme IgM and IgG (BioMerieux , France) and LIAIS@rrelia Quant IgM and Borrelia
IgG (DiaSorin, Italy). The principle of detectior thhe VIDAS Lyme assays is based on
the enzyme linked fluorescent assay technique abB®ISON Borrelia assay uses
chemiluminescence immunoassay technology for thermiénation of specific antibodies.
We also made comparison between the results ofvtiisest.

We tested 102 blood samples from patients with extspl early Lyme borreliosis. There
were 49 (48,0 %) positive results with VIDAS LymgM test and 51 (50,0 %) positive
results with LIAISON Borrelia Quant IgM test; thesults were matching in 78 (76,5 %)
cases. There were 56 (54,9 %) positive results MIPAS Lyme IgG test and 62 (60,8 %)
positive results with LIAISON Borrelia 1gG test;ehesults were matching in 88 (86,3 %)
cases. We concluded that there is no statisticadjgpificant differences between results
obtained with VIDAS Lyme and LIAISON Borrelia te$br detecting specific IgM
antibodies. On the other hand, we found statisyicanificant differences between results
obtained with VIDAS Lyme and LIAISON Borrelia te$or detecting specific 1gG

antibodies.



SEZNAM OKRAJSAV

ACA — acrodermatitis chronica atrophicans

BSA — goveji serumski albumin

CLIA — kemiluminiscegni test @ngl. chemiluminescence immunoassay)

DNK - deoksiribonukleinska kislina

Dbp — proteini, ki se vezejo na dekoran(l. decorin binding protein)

EIT — encimsko imunski test

ELFA — encimsko imunski fluorescém test @ngl. enzyme-linked fluorescence assay)
ELISA — najSirSe uporabljan encimsko imunski tesitgl. Enzyme - linked immunosorbent
assay)

IFT — imunofluorescemi test

IgG — imunoglobulini razreda G

IgM — imunoglobulini razreda M

IR — nespremenljiva regijaqgl.invariable region)

kDA — kilo Dalton

LIA — imunoluminesceéni test

MKP — modificirano Kelly-Pettenkofer gojié

MLE - kartica s podatki o umeritvenih krivuljah VA3 Lyme testa gngl. master lot
entry)

PCR — verizna reakcija s polimerazamgl. polymerase chain reaction)

pH — merilo za koncentracijo prostih pozitivnih vkalih ionov v raztopini (angl.
potential hydrogen)

RFV — relativna fluoresceéna vrednost

SPR - zbirnik trdne fazeugl. solid phase receptable)

VISE — sekvetino spremenljiva beljakovinaafqgl. variable major protein-like sequence

expressed)

Vi
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1.UVOD

Lymska borelioza je bolezen, ki jo povZego spirohete iz komplekdzorrelia burgdorferi

sensu lato (sensu lato — v Sirokem pomenu), kipji@nasajo klopi (1). KomplekB.

burgdorferi sensu lato vsebuje borelije, ki niso identificeatho nivoja vrste (2). Bolezen
je dobila ime po ameriski pokrajini Lyme v drzavoi@hectitut v ZDA, Kkjer se je leta 1975
pojavila v endengini obliki pri otrocih, ki so imeli otekle velike #pe, kar so sprva
diagnosticirali kot juvenilni revmatoidni artriti€3). Kot Iocena entiteta je bila bolezen
opisana dve leti kasneje, leta 1977 (4). Najpogeste pojavlja v severni Ameriki in v
predelin Evrazije z zmernim podnebjem (1). RazSog lymske borelioze se ujema z

razSirjenostjo njenih prenaSalcevitdstih klopov iz roduxodes(5).

1. 1. BORELIJE LYMSKE BORELIOZE

1.1.1. Taksonomska uvrstitev B. burgdorferi sensu lato in znacilnosti bakterije

V red Spirochaetalessodita druzini Spirochaetaceaein Leptospiraceae Druzina
Spirochaetaceaevkljucuje naslednje rodoveTreponema Spirochaeta Cristispira in
Borrelia, v druzino Leptospiraceaepa sodita rodova.eptospira in Leptonema(6).
Borelijske vrste se delijo v dve glavni kategorijia borelije, ki povzréajo povratno

mrzlico in na borelije lymske borelioze (7).

red Spirochaetales — druzinaSpirochaetaceae— rod Treponema
— rod Spirochaeta
— rod Cristispira

— rodBorrelia

— druzinalLeptospiraceae — rodLeptospira
— rod Leptonema
Slika 1: Taksonomska uvrstitev rodu Borrelia.
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Borelije lymske borelioze so izredno gibljive siphm@ bakterije, dolge od 5 do 3@n (8) in
Siroke od 0,2 do 0, 2bm (9). Imajo 7 do 11 periplazemskihckov, ki jim omog@ajo
gibanje z obr&anjem, upogibanjem na mestu ali svedrastim zawan{8). BEki so
pripeti na nasprotnih polih bakterije, od koder S8gjo proti sredini celic in se tam
prekrivajo. Edinstvena struktura ckbv omogd@a bakterijam gibanje skozi viskozne
medije, kar je domnevno pomembna sposobnost zaaaijigrborelij iz koZze do odajenih

tkiv (8, 10). Vidne so v mikroskopskem preparatu mpikroskopiranju v temnem polju
(slika 2).

Slika 2: Borelije v preparatu pri mikroskopiranju@mnem polju (11).

Borelijski protoplazemski cilinder je najprej obdarceltno membrano, nato zdkiom in
na koncu Se z zunanjo membrano, ki je le ohlapnezena z globlje leZemi strukturami
(7). Zunanja membrana borelij je podobna membrapanGramu negativnih bakterij,
razlikuje se predvsem po vsebnosti beljakovin. Bjeramajo zelo veliko zunanjih
povrsinskih beljakovin in redke transmembranskgakelvine (7, 10). Strukturo borelij

prikazuje slika 3.
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Bitak Zunanja membrana Protoplazemski cilinder

Petiplazemski prostar

Peptidoglikan

¥ 1 Citoplazemska membrana

Slika 3: Struktura borelij.
Razvidno je, da je posamezerieli pripet na citoplazemsko membrano in se skozincel

steno razsiri v periplazemski prostor (12).

Borelije so pdasi rastée, anaerobne, biokedtmo neaktivne bakterije. Ker za rast in
razmnozevanje potrebujejo obogatena dajiz dodatkom zd&jega seruma, govejih

albuminov in Zelatine, jih priStevamo med bakterkjeso zahtevne za kultivacijo (8).

Obstajajo razlike v porazdelitvi borelijskih vrsb gvetu (2, 13). Od trenutno opisanih 19
borelijskih vrst, ki sodijo v komplekBorrelia burgdorferisensu lato, jih v Evropi od vrst,
ki so znane kot patogene Zkveka, prevladuje najmanj peB. burgdorferisensusticto
(sensu stricto — v ozkem pomenB),afzelij B. garinii, B. bavariensign B. spielmanii14,
15). Ve&ino primerov lymske borelioze v Evropi povzia vrsti B. afzeliiin B. garinii,
medtem ko je v severni Ameriki edina vrsta, ki pa¢a bolezen pricloveku B.

burgdorferisensu stricto. V Aziji prevladuj. garinii (1).

Sevi borelij se med seboj razlikujejo po beljakekiem profilu oziroma po vrsti, kaélini
in molekulski masi izrazenih beljakovin. Na mnogbrelijskih beljakovinah se nahajajo

antigenske determinante, ki pri okuzenih osebabzZgprnastajanje spectih protiteles
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(16). Poleg antigenske raznolikosti imajo borelijeli zmoznost, da izrazanje svojih
antigenov spreminjajo glede na okolje, v kateremnabajajo. Antigenska variacija je
ucinkovita strategija izogibanja imunskemu odgovdear, borelijam omogéa prezivetje v
tkivih (17, 18).

1.1.2. Borelijski antigeni in genom

Glavna strukturna komponentatkov je flagelin — 41 kDa velika beljakovina, ki zelo
mocan antigen in olBajno sprozi nastajanje prvih protiteles (7, 8, 18a zunanji
membrani izrazajo borelije razhie beljakovine, ki so potrebne za vzdrzevanje njene
strukture; nekatere sodelujejo pri encimskih regakei druge pri transportu skozi
membrano. Imenujemo jih zunanje povrSinske beljal@\@ngl. Outer surface protein;
Osp), oznaujemo jih z OspA, OspB, OspC, OspD, OspE in OspEdMrenosom borelij
se izrazajo razini geni, ki kodirajo Osp proteine. Domnevajo, daztmanje povrSinske
beljakovine pomagajo spirohetam pri prilagoditviprezivetju v izrazito razinih okoljih
(19). OspA (31 kDa), OspB (34 kDa) in OspC (21 doKkba) so poglavitni borelijski
antigeni, antigenska heterogenost borelij pa jedywem odraz raznolikosti zunanijih
povrsinskih beljakovin (8, 16).

Borelije dinaméno spreminjajo arhitekturo svojih povrSinskinh aetigv v odgovor na
spremembo okolja, ki vkljuje tudi razvoj specifnega imunskega odziva. Namerna
regulacija izraZzanja antigenov je bistvena za pegjg spirohet v razlnih okoljih tekom

svojega zivljenjskega cikla (17, 19).

Spirohete lymske borelioze v okuZenih klopih obilmwazajo OspA in OspB. Med
klopovim sesanjem krvi (ko se nahajajo Se v njimv&evesju) je izrazanje OspA in
OspB zavrto, izrazanje OspC in nekaterih drugiltggn@v pa je spodbujeno, ta proces pa
pripravi borelije na okuzbo sesalcev. Zavrtje iarge OspA in OspB je namt&lju¢nega
pomena za okuzbo sesalcev, saj bi nadaljnje izrazah proteinov povzeiilo mocan
humoralni imunski odziv gostitelja,&mer bi bil winkovito prepréen prevzem borelij iz
vektorja, ne glede na to ali sta OspA in Osgihkoviti tarci sinteze protiteles v sesalcih.
Borelije obilno izrazajo OspC samo med zgodnjindigtan okuzbe (20, 21).

OspC je heterogen in se pri posameznih vrstah, rkakdi znotraj kompleksaB.

burgdorferi sensu lato, razlikuje v aminokislinski sestavi medporediji. Iskanje
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imunogenih epitopov, ki so ohranjeni med OspC pngtge vodilo do razvoja sintetinih
proteinov, ki vsebujejo ohranjeno C — terminalnpaadje 10 aminokislin (22).

Speciféne interakcije med patogenom in gostiteljevim tkivgoogosto predstavljajo
kriticen prvi korak za naselitev borelij. Zato ne pregangejstvo, da imajo borelije ¥e
adhezinov, da si tako zagotovijo razsoj na tagistrani. Spirohete se med drugim veZzejo
na dekorin, proteoglikah, ki se pri ljudeh nahajeazli¢cnih tkivih (23). Borelije kodirajo
dva proteina, ki se vezeta na dekorin. To sta prat®bpA in DbpB &ngl. decorin-
binding protein; Dbp), njuna transkripcija pa jedrakuzbo sesalskih gostiteljev pdaaa.
Dokazali so tudi, da vezava na dekorin borelijangotavlja mesto z&ge, kar jim
omogaa tudi izognitev delovanju imunskega sistema, tm@kazuje na dejstvo, da lahko
vezava na gostiteljeve proteine pomaga pri »skjixan dolatenih tkivih (23).

Tudi protein DbpA, katerega velikost je priblizn@ kDa, je imunogen. Podobno kot pri
drugih primerih borelijskih antigenov, tudi pri temroteinu obstajajo razlike v

aminokislinskem zaporedju med vrstami borelij (22).

Borelije izrazajo na svoji povrsSini tudi lipoproteVISE (@ngl. variable major protein-like
sequence expressed), velik od 34 do 35 kDa. Vis@epr je sestavljen iz dveh
nespremenljivih domen na aminskem in karboksilnemck in centralne spremenljive
domene. Centralna domena je sestavljena iz Sessiporemenljivih regij, poimenovanih od
IR1 do IR6, posejanimi med 3estimi spremenljiviragijami. Studije antigenosti vseh
nespremenljivih domen tega proteina so pokazalge a@spremenljiva genska regija IR6
visoko imunogena. Njeno zaporedje je ohranjeno nmagticnimi borelijskimi vrstami in
sevi, kar pomeni, da je ta regija primeren kandmdasploSen antigen (18, 22, 24). V Zivi
bakteriji so torej nespremenljive regije zakritssggremenljivimi regijami in na ta den
zagitene pred neposrednim napadom imunskega sistenséitefja. Regije IR so
izpostavljene na povrsini VISE proteina, vendarnaesami povrSini spirohet in so tako
nedostopne speatfiim protitelesom proti IR6. Dominantni epitopi VIsEahko
preusmerijo imunski odgovor na ostale regije tegdgina, ki so sposobne izzvati tvorbo
protiteles (24). VISE je borelijski protein, ki pptreben za vzdrzevanje okuzbe pri sesalcih
in katerega sinteza seér@ priblizno véasu, ko se preneha sinteza Osp€prav funkcija

VISE ni povsem znana, ima ta lipoprotein dovrSetesn za svoje spreminjanje (25).
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V patogenezi lymske borelioze se v razih stadijih bolezni pojavljajo in izginjajo Stemil
antigeni (26).

Poleg nastetih antigenov uvaedno med specifne borelijske antigene tudi beljakovine
p83/100, p39 in p18. \ta teh beljakovin se nahaja v ¢aili citoplazmi (10, 13, 14).

Za prezivetje borelij tako v svojem bioloSkem remarju kot tudi v prenaSalcu so
klju¢cnega pomena adhezini (1). Z adhezini se borelijgeejoe na receptorje v klopu,
receptorje zunajceinega matriksa sesalcev, receptorje na celicahcessal na receptorje

endotela zil sesalcev (27).

Genom B. burgdorferi je razmeroma majhen in sestoji iz linearnega konta ter
razlicnega Stevila linearnih in kroznih plazmidov (28).2Rriblizno 30 do 40 % genoma
pripada plazmidom, preostanek pa kromosomu, ki sl najmanjSe opisane kromosome
(8, 30). Majhen genov je povezan s pomanjkanjemowgelki sodelujejo v sintezi
aminokislin, ma&obnih kislin, kofaktorjev encimov in nukleotidov. oanjkanje
biosinteznih poti je razlog, da aavitro kultivacijo borelij potrebujemo goji& obogatena

s serumskimi dodatki iz sesalskih tkiv (7).

Na kroznem plazmidu cp26 se nahajajo geni, ki kgdimetaboline encime, prenesSalce
molekul in encime, ki pomagajo pri vzpostavitvi gxitelomer pri podvajanju borelijskega
linernaga kromosoma. Ostali plazmidi kodirajo zelalo metabotinih genov ali genov, ki
so pomembni za vzdrzevanje funkcij borelij, kodirga Stevilne povrSinske lipoproteine
(30). Imunolosko pomembni borelijski antigeni salkani tako na plazmidih kot tudi na
kromosomu. ldentificiranih je bilo ¥ekot 100 razknih lipoproteinov, ki jih kodirajo
plazmidi. Analize humoralnega imunskega odziva gmcientih z lymsko boreliozo z
ozirom na imunodominantne borelijske antigene raaks speciféne, od stadija okuzbe
odvisne znélnosti, ki so tudi diagnostno pomembne (22, 31).

Molekularne analize borelijskega genoma oniagw opredelitev vrste borelij, njihove
filogenetske sorodnosti in evolucijske sprememigetavljanje raztinosti borelij v raznih
bioloSkih rezervoarjih, dol@nje virulegnih ali za patogenezo pomembnih genov in

njihovih morebitnih sprememb ter mnoge drugecdnasti. (2, 30).
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1.1.3. Ekologija in epidemiologija B. burgdorferi sensu lato

Lymsko boreliozo uvi&@mo med zoonoze, pojavlja se sezonsko in sovpadiasam
aktivnosti klopov (1). Zivljenski cikel borelij lyske borelioze zajema diname
interakcije med bakterijo, gostitelji in prenasal8R). Z borelijami lymske borelioze so
okuzene mnoge zivali in ptice, vendar vsi biologkstitelji niso kompetenten rezervoar
(15). Predpogoj, da borelija prezivi v svojem gedjti dlje ¢asa in da jo lahko ta posreduje
prenasSalcem je, da je ne &insistem komplementa gostitelja. Nekompetentni itggtso
lahko vir borelij le prehodedas (33).

Najbolj znani prenasal®. burgdorferisensu lato so trdi¢gasti klopi iz rodulxodes(34),
med njimi je v Evropi najbolj pomembdrodesricinus, v Aziji Ixodespersulcatus na
vzhodni obali severne Amerikixodesscapularisin na zahodni obali severne Amerike

Ixodes pacificugl). Slika 4 prikazuje porazdelitev vektorjev lykasborelioze.

Ixodes ricinus and
Ixodes persulcatus

Ixodes
scapularis Ixodes

— ricinus
Ixodes
pacificus

Slika 4: Geografska porazdelitev trdil¥jtastih klopov iz rodu Ixodes (1).

Vse vrste klopov imajo podoben Zivljenjski krogiKal5). Iz jagec se izlezejo larve, ki se
hranijo na vretetarskem gostitelju od 3 do 5 dni. Po hranjenju o@jach se preobrazijo
v nimfe. Tudi nimfe sesajo na gostitelju od 3 darf, nato tudi one odpadejo in se

preobrazijo v odraslo Zival. Preobrazba poteka asdlinju ali na velikem sesalcu, kjer
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odrasla samica sesa kri od 9 do 11 dni. Samica odigFe jajeca v zemljo. Zivljenjski
krog klopa traja oldiajno 2 leti, lahko pa tudi 5 — 6 let (35).

Klop sesa le pri temperaturah med 23 do 27 °Cj &pemladi, zgodaj poleti in zgodaj
jeseni (35). Za njegovo prezivetje je pomembnanatatlativna vliaznost ozfja okoli 80

% (5).

Klop se okuZi z borelijami ob sesanju krviasu spirohetemije gostitelje se okuZi kot
larva lahko borelije ob preobrazbi prenese v niinfenato v odraslega klopa. Okuzene
larve, nimfe in odrasli klopi lahko pri sesanju kimenesejo borelije na zZivali ali na
cloveka in povzroijo bolezen. Tak prenos borelij imenujemo transsiad oziroma
horizontalen. Borelije se lahko prenesejo tudi $oarialno oziroma vertikalno: okuzena
samica odlozi okuzena {mca, iz katerih se izlezejo okuzene larve (36). Ikser
transovarialen prenos zgodi le izjemoma, larve odij@ med pomembne prenasSalce
lymske borelioze (1). Glede na visoko pojavnostheifje pri nimfah v primerjavi z nizko
pojavnostjo pri larvah, so nimfe kfjpega pomena pri prenosu borelijske okuzbe na
gostitelje (37).

Ko se klop prisesa na gostitelja, spirohete, kbgsotne v lumnwrevesja, migrirajo skozi
crevesno steno in dosezejo Zleze slinavke in se 2ato 3 dni po pritrditvi klopa preko
sline prenesejo v gostitelja. Do uspeSnega prespgahet lahko pride pri sistemsko
okuzenih klopih, ki imajo borelije predvsem v Zlbzslinavkah, tudi Ze po 17 do 29 urah
po pritrditvi klopalxodes ricinug37, 38). Z daljSim sesanjem klopa na gostitelj¥aata
verjetnost prenosa borelij iz gostitelja na klopasi klopa na gostitelja, odvisno, kdo je
primarno okuzen (39).

Larve sesajo na majhnih sesalcih, nimfe na sredeiiiih sesalcih, ptih in plazilcih,
odrasli klopi pa raje izberejo velike sesalce, $misrnjad, govedo, prasali psi. Clovek je
klopov nakljwni gostitelj (5, 8). Glavni rezervoarji borelij medetertarji so majhni
sesalci, kot so miSi in voluharice, ter nekaterstesiptic (1). RezervoaB. afzeliiin B.
bavariensigredstavljajo glodal¢ptici pa so kompetenten rezervoarB.agarinii (14).
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Slika 5: Zivljenjski krog klopov (povzeto po 40).

Lymska borelioza je v Evropi in severni Ameriki pagostejSa infekcijska bolezen, katere
povzraitelja prenasajo klopi (42). V Sloveniji je lymskarelioza endenina (44), bolniki

z lymsko boreliozo se nantrg@ojavljajo po vsej Sloveniji. Sodimo med drzavaavisjo
stopnjo pojavnosti te bolezni (76 prijavljenih parmv/100 000 prebivalcev v letu 2011)
(42, 43). Prijavljanje bolezni je bilo pri nas ppeshno z Zakonom o nalezljivih boleznih v
letu 1987. Stevilo registriranih bolnikov natadz leta v leto, ni pa povsem pojasnjeno v
kolikSni meri je to odraz restnega porasta Stevila zbolelih, koliko pa gre n&uma

boljSega prepoznavanja bolezni in/ali boljSe regasfe (44).

1.2. KLINICNA SLIKA LYMSKE BORELIOZE

Klini ¢na slika je odvisna od borelijske vrste, ki bolepenzrai (46). B. burgdorferisensu
stricto je edina patogena vrsta, ki so jo identdic v severni Ameriki (1, 2, 47). V Evropi

pa se pojavlja vseh pet borelijskih vrst, ki sorjgote kot patogene zdoveka, poleg tega
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pa se pojavljajo Se tri borelijske vrste, toBovalaisiana B. lusitaniaein B. finlandensis
(48), katerih patogenost je Se vprasSljiva (15). Vse &hei znake lymske borelioze pri
pacientih iz severne Amerike lahko torej pripiSeBioburgdorferisensu stricto, medtem
ko v Evropi povzréa razlene klinicne manifestacije vsaj pet borelijskih vrst (1).
Opredelitev borelij, ki so jih osamili pri bolnikik Sloveniji kaze, da je najpogostejSa
povzraiteljica lymske borelioze pri naB. afzelii(do 80%), sledi jB. garinii (do 20%),
zelo redko pa so osamili vrsB burgdorferisensu stricto (manj kot v 5%) B spielmanii
(manj kot v 1%) (48).

Lymska borelioza prizadene Stevilne organske sistenima zelo raznolik potek. Delimo
jo na zgodnje in pozno obdobje, zgodnje obdobjeSpanaprej na lokalizirano in
diseminirano. Lokalizirani zgodnji fazi sledi padatnem obdobju, ki traja nekaj dni al
tednov, faza zgodnje diseminirane okuzbe. Poznagetistentna faza infekcije pa se
obicajno z&ne leto ali vé po nastopu okuzbe. Le izjemoma je bolezen izraZeceloti,
vecinoma so pri bolnikih izrazeni le posamezni bolesteznaki. Posameznik je lahko tudi
brez simptomov do zgodnjega diseminiranega ali eganobdobja bolezni (4, 46).
Klini ¢ni znaki lymske borelioze so povzeti v preglediici

Obicajne kozne manifestacije lymske borelioze wijjgjo erythemanmigrans, limfocitom

in acrodermatitis chronica atrophicans (4, 49).rfiadve stanji ponavadi povztata vrsti

B. garinii in B. afzelii, torej sta posledno bolj pogosti v Evropi (45).

Erythema migrans je najpogostejSa manifestacijaskgrborelioze in predstavlja zgodnjo
lokalizirano obliko bolezni (49). Nekaj dni po vhodklopa pride do lokalnega Sirjenja
borelij v kozi pri 60 do 80 odstotkih bolnikov (#) okuzba se zme kazati s kozno lezijo,
imenovano erythemanigrans Ta se kaze kot @asi razSirjajéa se rdéina, ki z&ne v
sredini bledeti (1, 50), navadno je okrogle ali loeaoblike. Kozne spremembe lahko
spremljajo srbenje, pekamhiutek, bol€ina in toplota ali druge splosne teZave (utrujenost
boletéine v miSicah in sklepih, glavobol in Wioa). Prisotnost sistemskih teZzav pa
nakazuje, da je priSlo do razsoja povaelja preko krvi, prav tako je mozen razsoj preko
limfe (4, 46). Klinkna manifestacija razsoja bakterij je pojav dodatsékundarnih koznih
izpu&ajev, ki so podobni primarnemu. Dva alicMeznih izpugajev imenujemo multipli

erythemamigrans. Sekundarne koZzne spremembe so pravilomgenad primarne, v njih
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ni sledi vboda klopa (51). Erythema migrans po pé&dnih sam od sebe izgine (1). V
Evropi je najpogostejSi povzielje erythemenigransB. afzelii(46).

Druga oblika zgodnje lokalizirane lymske boreligeeborelijski limfocitom, pri katerem
gre za benigno, poliklonsko proliferacijo limfocitd® v kozi in podkoZju, ki pa je odraz
imunske reakcije na prisotnost borelijskih antigemotem predelu. Pojavlja se v obliki
mehkega, nebotega, modro — rdega vozlka ali lehe, in sicer pri odraslih najpogosteje
na prsni bradavici, pri otrocih pa na usSesnticie Tudi borelijski limfocitom izgine sam
od sebe (52).

Med pozne borelijske kozne manifestacije sodi amnoatitis chronica atrophicans, ki v
nasprotju z erythema migrans in borelijskim limtoonom ne izgine sama (53). Pogosto je
njena povzréiteljica B. afzelli(45). Prve spremembe se pokazejo mesece do latagsol
borelij v organizem. Zsetek bolezni je postopen, komaj zaznaven: pojavi se
rdecemodrikasto obarvana koza (najkeat na hrbti&u ene od rok, na hrbtni strani stopala
ali v predelu kolena), ki se zelo ¢asi Siri. Najprej opazimo oteklino in réleo, Sele po
ve¢ mesecih oteklina izgine in pojavijo se attok spremembe kozZe: tanka, nagubana,
ranljiva, modrikasto obarvana koza, skoznjo proge¥de (49). Acrodermatitis chronica

atrophicans je najpogostejSa pojavna oblika pogmske borelioze v Evropi (4).

Prizadetost Zigevja pri lymski boreliozi imenujemo lymska nevroblioza. Zajame lahko
osrednje in/ali periferno Zéevje. NevroloSke manifestacije se pojavijo v zgodnj
diseminirani in kronini, pozni fazi lymske borelioze (54). Lymsko newodliozo
obicajno povzrdéaB. garinii (2).

Tipi¢no Kliniéno sliko zgodnje lymske nevroborelioze predstawigningoradikulonevritis
(Garin — Bijadoux — Bannwarthov sindrom), za kagerso najbolj znalne hude, seke se
boletine, ki so posledica radikulitisa ali radikulongiwa (55). V zgodnjem obdobju
lymske nevroborelioze se pojavlja tudi borelijskemmgitis (54). Prizadet je lahko tudi
katerikoli mozganski zivec, najvkrat pride do ohromitve obraznega zivca po perdarn
tipu (1, 4). O pozni lymski nevroboreliozi govorigikadar imajo bolniki stalno prisotno
vnetje osrednjega ali perifernegadavja, ki traja veé kot 6 mesecev (55). Pojavlja se zelo
redko (51).

V Ameriki je lymski artritis najbolj okiajna pojavna oblika klidhe slike zgodnje

diseminirane in pozne oblike lymske borelioze, wdpy pa se pojavija redkeje (56).

11
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Zn&ilni so otekli, bolei sklepi (46). Prizadeti so predvsem veliki sklepgjpogosteje
koleno, redkeje komolec in glezenj, léagih ramenski sklep ali kolk. Potek lymskega
artritisa je moéno spremenljiv, praviloma ponavljdjon lahko traja ve let. V zaetku so
napadi pogostejSi in krajSi, nato se trajanje nefflepov podaljSa na ¥dednov ali

mesecev (56, 57).

Opisani so tudi primeri bolnikov z akutnim vnetjeniSic v zgodnjem in poznem obdobju

lymske borelioze. Bolniki imajo hude beélee in slabSo mov prizadeti miSici (58).

Ceprav je srce v poteku lymske borelioze prizadetko, predstavija lymski karditis
pomembno manifestacijo bolezni, saj lahko ogrozijémje bolnika (46). Klinkna slika je

odvisna od oblike prizadetosti srca, lahko gre zatnje prevajanja, motnje ritma ali
motnje kontraktilnosti, kaze se lahko tudi kot naatitis ali perikarditis (51, 60).
Najvetkrat se lymski karditis odraza z atrioventrikulannblokom kot rezultatom motnje

prevajanja elekttnih drazljajev (46).

Zelo redko se lahko pri lymski boreliozi pojavljaizadetost 6. Razvoj @esnih
manifestacij zasledimo v vseh stadijih bolezni,pogpstejSi je v fazi zgodnje razsejane
lymske borelioze. Prizadet je lahko katerikoli d&sa, dolgotrajno vnetje pa ima lahko za

posledico hudo okvaro ali celo izgubo vida (51).

Okvare zievja, srca in sklepov ogrozijo zZivljenje le izjemanpovzréijo pa lahko dokaj
hude teZzave, ki nimo oteZujejo vsakdanje Zivljenje in pri nekateribiriikih povzrae
trajno invalidnost. Poleg tega so bolniki pogostoujeni, se slabo pwtijo navajajo
boleiine, ki se spreminjajo po jakosti in mestu, so oenv, nepotrpezljivi, slabo spijo,
neredko so v napoto sami sebi in okolici. Pogoskijd, da nimajo prave volje do dela in
Zivlienja, da se ne morejo zbrati in da imajo tezav misljenjem. Vasih se psikino

spremenijo, nekateri potrebujejo psihi&tio poma (4).

Okuzba ZB. burgdorferisensu lato lahko poteka tudi asimptomatsko (1).
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Preglednica I: Klineni znaki lymske borelioze v posameznih obdobjilvAgm po 1, 46,
60).

KLINICNI ZACETEK TRAJANJE

STADIJ BOLEZNI

ZNAK BOLEZNI BOLEZNI*
ZGODNJE
BOLEZENSKO
OBDOBJE
sklepov vsaj 6 (12)] Neomejeno
POZNO meseceyv ***
BOLEZENSKO KRONICNA Zivcevja vsaj 6 (12)| Neomejeno
OBDOBJE PRIZADETOST: mesecev ***
(3. stadij) koze (ACA) ve¢ mesecey Neomejeno
do let ** (trajno)
Legenda:
* brez ustreznega zdravljenja
** no okuzbi

*** po zacetku prvih bolezenskih znakov

Objektivni Klinicni znaki in subjektivni klinini simptomi lymske borelioze praviloma
izginejo med ali po zaklgenem ustreznem antibidtiem zdravljenju. Za simptome, Ki
vztrajajo vsaj 6 mesecev po ustreznem antimetin zdravljenju lymske borelioze in so
tako hudi, da zmanjSajo poklicno, izobrazbeno,anoiali osebno zmogljivost bolnika, so
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strokovnjaki predlagali izraz sindrom po prebolginski boreliozi @ngl. post - Lyme
disease syndrome) (41).

1.3. DTAGNOSTIKA LYMSKE BORELIOZE

Diagnostika lymske borelioze naj bi primarno teiteelpa kliniéni sliki in oceni tveganja
izpostavljenosti klopom. V \ni primerov je zaradi nespegifiosti mnogih klingnih
znakov potrebna laboratorijska potrditev okuzbg.(61

Edini Klinicni znak, ki omogda zanesljivo diagnozo lymske borelioze je erythema
migrans, pri vseh ostalih bolezenskih znakih jeaaesljivo diagnozo potrebno borelijsko
okuzbo dokazati z mikrobioloSkimi testi (1, 22, 62)

Borelijsko okuzbo neposredno dokazujemo z nasledmjietodami:
» o0samitevB. burgdorferisensu lato,
» dokazovanje molekule DNB. burgdorferisensu lato (22, 62).

Lymsko boreliozo lahko dokazemo posredno z dokakzomikovega imunskega odziva na
borelijske antigene. Pri tem lahko uporabimo dvéoaie

» dokaz specifinih protiteles in

» dokaz stimulacije limfocitov T (22, 62).

Mnogokrat uporabimo wemetod istéasno, izberemo jih glede ras trajanja okuzbe in
potek kliniéne slike (22, 62).

1.3.1. Osamitev B. burgdorferi sensu lato

Osamitev povzrditelja iz klinicnih vzorcev bolnika je najbolj pregliva metoda
dokazovanja okuzbe in ji ¢emo »zlati standard«. Borelije rastejo v posebneijisy,
obogatenem z zgjm serumom, serumskimi albumini in zZelatino — §& imenujemo
modificirano Kelly-Pettenkofer (MKP) gogg (22, 62). Kultivacija poteka pri temperaturi
od 30 do 34 °C pod mikroaerofilnimi pogoji (9,)2Ker imajo borelije podvojitvenias od

14



Anja SrSen: Primerjava dveh metod za dokaz bokdlijsrotiteles v serumu

7 do 20 ur, traja poskus izolacije vsaj Sest tednawe pa 12 tednov (9). Ptiloveku so
osamili borelije iz raztinih tkiv in telesnih tekéin (22, 62). Osamitvi borelij sledi
identifikacija izoliranega seva. Vrsto borelij dééomo z analizo borelijskega genoma.
Kultivacija se ne uporablja velikokrat v rutinskabloratorijski diagnostiki lymske
borelioze, saj je precej zamudnacothjivost te metode pa je zelo variabilana. Stopnja
uspesnosti pri osamitvi borelij iz koze bolnikokl#icno sliko erythema migrans znaSa od
najmanj 40 % do 86 % (22, 62, 63). Izolacije izglhukuznin so precej manj uspesne,

¢eprav so vasih edini nain, s katerim lahko dokazemo borelijsko okuzbo (62)

1.3.2. Dokaz borelijske DNK

Borelijsko DNK dokazujemo z verizno reakcijo s paodéirazo &ngl. polymerase chain
reaction; PCR). Z metodo PCR lahko dokazemo moteKNIK bodisi Zive bodisi mrtve
borelije, pomembno je le da je ta ohranjena v vkhomBorelijsko DNK lahko dokazujemo
v kateremkoli klinEnem vzorcu (kozi, likvorju, sklepni tekmi, krvi). Zelo pomembna je
izbira taknega odseka genoma za pomnozZevanje, safalakutljivost in specifénost
preiskave (64). V primerjavi s kultivacijo je met®CR hitra in okutljiva, saj preiskavo
naredimo v enem dnevu, dokaze pa se lahko ze majkro borelij. Pomanjkljiva je, ker
ni standardizirana, zato lahko dobimo bodisi lapoaitivne ali lazno negativne rezultate
(9). Razlog lazno pozitivnih rezultatov je lahkonkaminacija vzorca z majhno kdo
taknega odseka pomnozZevanja DNA, razlog lazno negdhtivezultatov pa izvira iz
spremenljive narave borelijske DNA, kar lahko ponrazlike v zaporedju ténega gena
(64). Oktutljivost testa PCR za detekcif®. burgdorferisensu lato je visoka pri vzorcih
koze (69 % pri erythema migrans in 76 % pri acrog#itis chronica atrophicans) in pri
vzorcih sklepne tekine (85 %) pri bolnikih z lymskim artritisom (65)edko pa so
borelije dokazali v vzorcih krvi in likvorja, karejtudi razlog neuporabe te metode v

rutinski laboratorijski diagnostiki lymske borel®%22, 62).

1.3.3. Dokaz specifi¢nih protiteles

Borelijska okuzba izzove v bolniku spec¢én protitelesni imunski odziv. Kljub temu, da

so mnogi borelijski antigeni sposobni spodbudituimeki sistem, izdelovanje spec¢iiih
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protiteles nastaja zelo pasi (22, 62). Za nastanek imunskega odziva ne agdoke
navza&nost antigena, ta mora biti prisoten v zadostnickal in tudi dostopen imunsko
kompetentnim celicam. KaZze, da je za borelijskoztkuznéilno relativno majhno Stevilo
borelij v tkivih, te se Se skrijejo v predelih,kiso najbolj dostopni imunsko kompetentnim
celicam. Tudi sama borelija prekrije svoje antiggmavrSino prekrije s sluzjo ali antigene
obrne navznoter celice), tako, da so prva prosteleki sploh nastanejo pri bolniku
usmerjena le proti enemu ali dvema antigenoma, jeata nastanek specifiih protiteles
potrebnocakati v& tednov (protitelesa IgM) ali ¥emesecev (protitelesa IgG). Ko je
imunski sistem enkrat zadostno spodbujen z boketiisantigeni, izdelovanje protiteles
postane veliko bolj dinar®en proces, katina protiteles v telesnih tekimah se povéuje,
pojavljajo se tudi protitelesa proti vsecjamu Stevilu raztinih borelijskih antigenov (22,
66). Velik pomen pri nastanku speéifih protiteles ima antigenska heterogenost borelij.
Zaradi izrazanja razinih antigenov (razéini proteinski profili borelij) borelije lahko
izzovejo dokaj razien imunski odziv. Poleg raznolikosti borelijskihtigenov, imajo
borelije tudi antigene, ki so podobni ali v nekdtedelih celo enaki antigenom drugih
bakterij. Zato je mozno, da bolnikova protitelesagirajo navzkrizno (16, 22, 62).
Speciféna protitelesa razreda IgM, ki jih pogosto ni mégaaznati med prvima dvema
tednoma okuzbe, se ponavadi v krvigjo pojavijati 3 do 4 tedne po okuzbi, njihova
koncentracija pa doseze vrh po 6 do 8 tednih, pata&ne upadati. Imunski odgovor z
IgM protitelesi lahko vztraja Se mesece ali leta z@etku okuzbe (67)Speciféna
protitelesa razreda IgG sec¢mejo pojavijati 6 do 8 tednov po &ku okuzbe, njihova
koncetracija pa doseze maksimum po 4 do 6 mes&uhcentracija specinih 1gG
protiteles lahko po zdravljenju pade, vendar jei fpd Kliniéni ozdravitvi pacienta ta

protitelesa Se mozno zazanati ttez ve let (68).

PrisotnostB. burgdorferi sensu lato v osrednjem #Zewju sprozi specifien imunski
odgovor v centralnem ztevju, kar pomeni intratekalno tvorbo spemih protiteles, ki se

v likvorju pojavijo od drugega do Sestega tednag@etku nevroloSkih simptomov. Dokaz
intratekelane tvorbe spedifiih protiteles predstavlja temelj diagnoze Iymske
nevroborelioze. Intratekalna tvorba borelijskih tgedes IgM obéajno izgine v nekaj
mesecih po zdravljenju, medtem ko lahko traja tadborelijskih protiteles IgG Se nekaj

mesecev ali let po uspesSnem antildgioém zdravljenju (1, 55).
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Eden izmed najbolj imunodominantnih antigenov pgodnjem imunskem odzivu na
borelijsko okuzbo je protein OspC (22). V zgodnj@oteku lymske borelioze OspC
pogosto povzré dobro viden imunski odgovor s sintezo protitetagreda IgM, ki ga je
mo¢ dobro zaznati s testi, ki vkjujejo rekombinanten OspC protein. Tako se OspC,
verjetno v kombinaciji z drugimi zgodaj izrazeniamtigeni, zdi dober kandidatni antigen
za serolodko diagnostiko okuZbe v zgodnjem std6@). Ceprav se protitelesa proti OspC
v krvi bolnikov pojavijo zgodaj v poteku okuzbe, spirohete obdrzijo v njihovi
prisotnosti. Protitelesa proti OspA in OspB se pijgazelo pozno ali psse sploh ne

pojavijo (70).

Izrazanje VISE v klopih, sesalskih gostiteljih imi pn vitro kultivaciji Se ni obsezno
prewteno pa vendar nekatere Studijedmm nakazujejo, da se ta lipoprotein dosledno izraza
med okuzbo ljudi, saj je protitelesa proti nespreiing regiji IR6 mozno zaznati v teh
gostiteljin v akutni in krorini fazi okuzbe.To je ena od bistvenih z&osti, ki bi jih
moral imeti antigen za diagnostiko okuzbe (71),0zasj bi bila po mnenju mnogih
avtorjev protitelesa proti VISE najbolj zanesljersloSki marker (72). Opazili so prisotnost
specifienih protiteles razreda IgM proti VISE tako v zgoeimj kot tudi v kasnejSih stadijih
lymske borelioze, prav tako so ugotovili, da jesptnost protiteles razreda IgG proti VISE
neodvisna od stadija okuzbe (73). Ker se torej sRkusistem méno odzove na prisotnost
VISE, zlasti na regijo IR6, se rekombinantni proten sintettni peptidi, ki temeljijo na
strukturi VISE, uporabljajo v seroloski diagnostijanske borelioze. Te visoko imunogene
regije so zakrite pod povrSjem antigena VISE irotalavidezno nedostopne protitelesom
(16).

Borelijski adhezin DbpA je uporaben v seroloSkigmiastiki lymske borelioze, saj prav
tako spodbudi nastajanje spediih protiteles. V raziskavi so z uporabo rekombtnaga
DbpA pokazali, da spodbudi intenziven in speéeifi odgovor imunskega sistema s sintezo
protiteles razreda 1gG zlasti v zgodnji diseminirempozni fazi (acrodermatitis chronica
athropicans in lymski artritis) poteka lymske baeé. DbpA je torej imunodominanten

antigen pri odgovoru imunskega sistema s protiteéeseda IgG (74, 62).

Dokazovanje protiteles danes predstavlja najpogostatin potrjevanja borelijske okuzbe
(62).
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Speciféna protitelesa dokazujemo v serumu, likvorju inegkii tek@ini bolnikov z
imunofluoresceénimi (IFT), encimskoimunskimi (EIT ali ELISA) almuno(western)blot
testi (1, 22, 62). V sploSnem velja pravilo, da enseroloSka diagnostika slediti principom
dvostopenjskega testiranja. Borelijska protitelesa primarni ravni dokazujemo z
obcutljivim presejalnim testom (npr. EIT ali IFT), kham podajo titer oziroma
koncentracijo bolnikovih specéiih protiteles, v primeru pozitivhega ali mejnegaultata
pa specitnost imunskega odziva presejalnega testa potrditestsimuno(western)blot,
ki so prav tako zelo dotljivi testi, saj zaznajo spedifia protitelesa v zelo nizkih
koncentracijah (22, 75).

Rezultate seroloskih testiranj je vedno potrebnerpretirati v kontekstu s Klignimi
podatki. V zgodnjem lokaliziranem obdobju bolezei gamo 20 do 50 % bolnikov
pozitivnih pri testiranju na prisotnost IgM in/dgG protiteles v serumu. Ponavadi v tem
obdobju prevladujejo IgM protitelesa. V obdobju dgfe diseminirane faze bolezni delez
seropozitivnih naraste na 70 do 90 %. V primerizn@faze bolezni se IgG protitelesa
detektirajo pri vseh testiranih pacientih. Po drstgani pa detekcija prisotnosti spesiiih
protiteles ne dokazuje prisotnosti bolezni, saktapomeni okuzbo v preteklosti (62).

Dinamiko nastanka protitelesasom trajanja okuzbe kaZe preglednica Il.

Preglednica IlI: Olgutljivost seroloSke diagnostike pri dokazovanjudigemborelioze (62).

Obdobje lymske borelioze Obéutljivost Komentar

_ obicajno so prisotna samo
pozno Blizu 100 % _
IgG protitelesa

V principu lahko pri pacientih z zgodnjimi kratkajnimi klini¢cnimi manifestacijimi pride
pri seroloSkem testiranju do negativhega rezul(6®). LaZzno negativni rezultati se pri
seroloSkem testiranju lahko pojavijo med prvimi ieckuzbe, ko Se ne pride do
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imunskega odgovora ali pa je kotia protiteles Se pod o¢btljivostjo testa (76). Do pojava
lazno pozitivnih rezultatov seroloSkega testirahgdako pride tako pri zdravih ljudeh kot
tudi pri bolnikih z nekaterimi drugimi okuzbamidyratna mrzlica, sifilis), avtoimunskimi
boleznimi in nevroloSkimi motnjami (4, 76). Do pega laznih rezultatov vodijo tudi

izbrane mejne (»cut — off«) vrednosti posameznegiat(61).

SeroloSka diagnostika se v zadnjefasu usmerja k speaifiim, imunsko potentnim
antigenom, ki so izklgni pokazatelji okuzbe gostitelja. Z racionalno ipbi
rekombinantnih antigenov, ki jih v seroloske tegk§ucujejo posamino ali v razlénih
kombinacijah, so se uspeli izogniti navzkriznim tgsdesom. Tako je danes vse bolj
vprasljivo ali je Se vedno smiselno standardno thpenjsko testiranje. V zadnjetasu v
ospredje vse bolj prihaja tudi avtomatizacija se$kih testov, s katero se zmanjSa

verjetnosttlovesSke napake in se metoda bolj standardizirag2p,

1.3.3.1. Encimsko imunski test - EIT

Encimsko imunski test je sploSen izraz za vrstaotess katerimi Ideno dokazujemo
prisotnost protiteles razreda IgM in IgG v vzordisnovo reakcije predstavljajo na trden
nosilec (mikrotitrska pladca) vezani antigeni. Po dodatku bolnikovega seruma
inkubaciji speremo nevezana protitelesa in natorugein koraku dodamo sekundarna
(anti-humana IgM ali 1gG), z encimom ozeaa protitelesa. Po inkubaciji in spiranju
dodamo za encim ustrezen substrat, dacpoteakcija, ki vodi do spremembe barve,
fluorescence ali svetlobne spremembe, ki jo izmerarustreznimi inStrumenti. Kéina
nastalega substrata je sorazmerna koncentracifitgdes v vzorcu. Metoda je zelo
obXutljiva in speciféna, primerna za avtomatizacijo in izvajanje velkegevila preiskav
(77, 78).

NajSirSe uporabljan encimsko imunski test je ELISAngl. Enzyme - linked

immunosorbent assay) (78). Princip izvedbe test&Elprikazuje slika 6.
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Artigen nanezen na Specificna (primarna) prottelesa se
trdnem nosilcu weTejo na antigen

dodatek vzarca

A A

@ Artigen

Substrat

Shiranje
Primarno pratitelo

-

k Z BNCIMOMm ozZnacenn
profitelo
spiranje
-

Ol dodatky substrats poteds encimeka I encimom oznaceno profitelo se veie
reakciia, ki vodi do nastanks zaznavneoss na primarno protitelo
[obarvanegs) produkta

Slika 6: Princip izvedbe testa encimsko imunskegtat(povzeto po 79).

1.3.3.2. Imunofluorescencni test — IFT

Imunofluoresceéni test je obutljiv test, ki nam omogéa dokazovanje zelo majhnih
kolicin protiteles. Z njim doldamo protitelesa razreda IgM in IgG (80).

Antigen je imobiliziran na povrsSini objekinega stlda. Pacientov serum se razfieth
nanese na stekelce, tako da pokriva ofjejona katerega je pritrjen antigefie so v
serumu prisotna speaifia protitelesa se bodo vezala na antigen. Nevezanigelesa se
nato odstrani s spiranjem. V naslednji stopnji sdadkonjugat, ki vsebuje sekundarno
protitelo proti humanim imunoglobulinom (ta je lahkismerjeno specifino proti IgG ali
IgM protitelesom) in fluorescentno barvilo. Sekumda ozné&eno protitelo se veze na
primarno protitelo in pri pregledu objektnih stekekvetlobni vir fluorescentnega
mikroskopa vzbudi fluorescentno oznako na sekuresarprotitelesu in tako sluzi kot

pokazatelj vezave primarnega protitelesa na an{igen
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1.3.3.3. Imunoluminescencni test - LIA

Princip tega testa je podoben principu testa EITH], le da je sekundarno protitelo, ki se
veze na kompleks primarno protitelo - antigen, égna z molekulami, ki sprozijo

kemiluminesce&no reakcijo (78).

1.3.3.4. Test Western/Imuno blot

Metoda temelji na elektroforezni dbi glavnih proteinov povziatelja okuzbe na
dvodimenzionalnem agaroznem gelu¢Wema bakterij vsebuje nekaj glavnih proteinov,
ki jih lahko prepoznamo na podlagi njihovega pojazaa gelu po kafani elektroforezi.
Trakovi proteinov se po kéani locbi prenesejo na nitrocelulozno ali kakSno drugdovrs
tanke membrane po postopku Western — blot (80)o$toguporabljena razica testa je
test imunoblot, pri katerem so na membranske trakwaneSeni razini rekombinantni
antigeni (81). Membranske trakove z antigeni inkarmio v kadikah skupaj z bolnikovim
serumom. Protitelesa iz bolnikovega seruma se baala na posamezne anitigene,
odvisno od tega proti katerim antigenom povisdja se je sprozil imunski odziv.
Imunske komplekse prikazemo z encimsko reakcijtest oditamo opttno. V primeru
pozitivne reakcije se na testni membrani obarvatmesa katerem je naneSen antigen
(vidimo ga kot trak oz. pas na membranskem traHigst Western blot, kakor tudi
imunoblot, uporabljamo naj¢krat kot potrditveni test, saj nam test poda n&tan
informacijo o specitinosti imunskega odziva. Lahko bi rekli, da nam podanski odtis
bolnika. S testom Western oziroma imunoblot lahk&atujemo protitelesa razreda IgM
in 1gG (82). Kot potrditveni test mora imeti imurlobvisoko speciinost (vsaj 95 %)
(62). ORtutljivost in specifenost imunoblot testov se je z uporabo rekombin&ntni
antigenov, ki so speciini za borelije lymske borelioze, znatno izboljSaléednje sodijo
tudi p83/100, p39, p18, VISE, OspC in DbpA (22, 88).

1.3.4. Dokaz stimulacije limfocitov T

Razvoj celtnega imunskega odziva pri lymski boreliozi so opadics testi, pri katerih so
uporabljali krvne mononuklearne celice ali celiags@tne v prizadetih tkivih. Z#tno

navduSenje nad uporabo testov limfoproliferacijdiagnostiki lymske borelioze, je bilo
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skaljeno. Testi proliferacije T — limfocitov se adr njihove kompleksne narave glede
specifenosti in standardizacije redkokdaj uporabljajo #iignosténi testi (22, 62).

1.4. ZDRAVLJENJE LYMSKE BORELIOZE

V vsakdanji praksi se za zdravljenje z antibiotkilocimo pri vseh bolnikih z zr@no
klini¢no sliko lymske borelioze, ne glede na izvide sekih preiskav oziroma testov za
dokaz borelijske okuzbe, pri tistih z nezit@mi tezavami pa le v primeru laboratorijske

potrditve okuzbe (84). Namen antibiotega zdravljenja je eradikacija bakterije (85).

Pri veini klini¢ninh manifestacij se posluzujemo peroralnega arttitiega zdravljenja,
medtem ko je intravensko zdravljenje smiselno moinikih s prizadetostjo osrednjega
Zivénega sistema in/ali tezjo obliko lymskega karditesapri nekaterih posebnih skupinah
bolnikov (46, 86).

In vitro Studije so pokazale, da so borelije dobrautlive na tetracikline, v&na
penicilinov, veliko cefalosporinov druge in tretgeneracije in makrolidne antibiotike,
rezistentne pa so na nekatere fluorokinolone, aghikazide, rifampicin in cefalosporine

prve generacije (1).

Erythema migrans in borelijski limfocitom se prawrla pozdravita spontano, brez
antibioticnega zdravljenja, vendar je mozZno, da ostanejozv &odrugje Zive borelije, ki
lahko mesece ali leta kasneje pow#m nevroloske, sine okvare ali okvare sklepov. Z
ustreznim zdravljenjem skrajSandas trajanja koznih sprememb, zmanjSamo pogostost
pojavov dodatnih simptomov in s precejSnjo verjstjto prepréimo pojav drugih
klini¢cnih znakov lymske borelioze (1, 84). Podobni soagizza zdravljenje zgodnje
diseminirane oblike borelijske okuzbe (84).

Za zdravljenje zgodnje lokalizirane borelijske okez pridejo v poStev preparati
penicilinske in tetraciklinske skupine ter nekatafalosporini in makrolidi (84). Paciente

s solitarnim erythema migrans in borelijskim limftocnom zdravimo z amoksicilinom,

azitromicinom, doksiciklinom ali cefuroksim aksetih. Z izjemo azitromicina zdravljenje
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obicajno traja 14 dni (85). Pripotita za zdravljenje zgodnje diseminirane in pozmadite

borelioze v Sloveniji so prikazana v pregledniti |

Preglednica Ill: Pripor@ila za zdravljenje napredovane lymske boreliozentzbatiki v
Sloveniji (85).

. . L ceftriakson intravensko 14
Prizadetost Zigevja (zgodnja ali

pozna)
penicilin G intravensko 14

doksiciklin* peroralno

Artritis (intermitentni ali kronéni)

amoksicilin peroralno

Legenda:
* morebitna izjema.
** acrodermatitis chronica atropicans se pravilardeavi ve& kot 14 dni.

Pri vseh oblikah borelijske okuzbe je treba upaiemoznost, da je poleg osnovne
prizadetosti (npr. sklepov) lahko prizadeto tudied®je zi¢evje, kar ima velik prakien
pomen: kadar sumimo, da gre za prizadetost osrganjcevja, moramo uporabiti
antibiotik, ki prehaja hematoencefalno bariero. j€orazlog, da se tudi pri bolnikih s
prizadetostjo sklepov ali z acrodermatitis chronataophicans pogosto odimo za

parenteralno antibiatno zdravljenje, najukrat s ceftriaksonom (84).

Pomemben vzrok neuspesnega zdravljenja predvsemihpoblik lymske borelioze so
verjetno nepovratne okvare tkiva, ki nastanej@su borelijske okuzbe. Od antibiriega
zdravljenja ne moremo @akovati zacelitve poSkodb, ki nastanejo kot poskedi
bakterijske okuzbe oziroma vnetja. Mozno je da ljska okuzba povzréi razgaljenje
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nekaterih antigenov, ki jih imunski sistem ne papokot telesu lastne in da do nadaljnje
okvare tkiva pride posle¢ho zaradi avtoimunskih mehanizmov. Zelo redek vzrok
neuspeha zdravljenja je lahko tudi vztrajanje bpvetkivih po konfanem antibiotinem

zdravljenju (84).

V studiji, ki je bila izvedena v Ameriki, je profikticna antibiottna terapija z
doksiciklinom v 72 urah po vbodu klopa je prefiee lymsko boreliozo v 87 % primerov
(46). Evropske oblasti tega ne prip&ago kot rutinsko metodo, vendar se lahko uporabi pr

posameznikih, ki imajo oslabljen imunski sistem)(87

Dobro je, da se ljudje v endeinih predelih zavedajo nevarnosti okuzbe in se pmme
zagitijo pred klopi (primerna obleka in obutev, kozmipelenti,cimprejSnje odkritje in

odstranitev klopa, prepoznavanje in zdravljenjedrg® oblike okuzbe) (9).

Drugaen pristop k preptevanju bolezni, bi bilo cepljenje (60). V ZDA stdli bned
letoma 1990 in 1995 razviti in registrirani dve isgpLYMErix in ImuLyme, ki sta bili
zasnovani na antigenu OspA. Cepivo LYMErix je hit@rca 2002 umaknjeno s tr&s
(22), proizvajalec drugega cepiva pa po opravljemicni raziskavi tretje faze, sploh ni
zaprosil za dovoljenje za uporabo (88). V Evropcgpivo v pripravi. TeZave pri pripravi
cepiva izhajajo iz raaline geografske razSirjenosti posameznih vrst ingangke

heterogenosti borelij tako med vrstami kot med gewatraj vrste (89).
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2. NAMEN DELA

Namen diplomske naloge je bil:

e pri pacientih s sumom na zgodnjo okuzbo z lymskeelmzo v serumu ali plazmi
dokazati specifina protitelesa razreda IgM in IgG proti borelijam kompleksa
Borrelia burgdorferisensu lato,

* primerjati rezultate testa VIDAS Lyme proizvajal@&oMerieux z rezultati testa
LIAISON Borrelia proizvajalca DiaSorin, ki se upbtg v rutinski diagnostiki
borelijskih okuzb,

» z laboratorijskega vidika opredeliti bolj primerntodo.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. VZORCI

V preiskavo smo vkljgli 102 vzorca krvi, ki so vsakodnevno prihajali fastitut za
mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultetéJniverze v Ljubljani in vzorce
serumov, ki so bili na Institutu shranjeni v zanvaimiku pri temperaturi — 20°C. Iz
vzorcev krvi smo s postopkom centrifugiranja ndresBrum ali plazmo. Za Studijo smo
izbrali vzorce takSnih pacientov, pri katerih jéabugotovljena kozna sprememba, zaradi
katere je obstajal sum na zgodnjo lymsko borelidzqreiskavi smo vzorce plazme ali
seruma testirali z dvema seroloSkima testoma, ewvieda na dveh razinih aparatih. Na

obeh aparatih smo vzorce testirali na prisotnosti§ipnih protiteles razreda IgM in 1gG.

3.2. METODE

V preiskavo smo VvKkIjtili dva seroloska testa, in sicer VIDAS Lyme teptojzvajalec

BioMerieux, Francija) in LIAISON Borrelia test (prvajalec DiaSorin, Italija).

VIDAS Lyme test je avtomatiziran kvalitativen tesza detekcijo protiteles protB.
burgdorferisensu lato ¥loveSkem serumu ali plazmi. Test deluje po prindipmbinacije
dvostopenjske encimsko — imunske setidvietode s kotno fluorescentno detekcijo

(angl. enzyme - linked fluorescence assay; ELFA).
LIAISON Borrelia test deluje na principu imunolurestedne tehnologije &ngl.

chemiluminescence immunoassay; CLIA) in om&g&vantitativno doléitev specifénih

protiteles protB. burgdorferisensu lato ¥loveSkem serumu ali plazmi.

3.2.1. VIDAS Lyme test

VIDAS Lyme test je test za detekcijo prisotnostesificnih protiteles razreda IgM in 1gG
v serumu ali plazmi. Slika 7 kaze aparaturo zaj@va testa.
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Slika 7: Aparat miniVIDAS®, na katerem se izvaj®@X§ Lyme teste.

3.2.1.1. Reagenti in oprema za izvedbo VIDAS Lyme testa

Vsa potrebna oprema in reagenti za izvedbo VIDA@N& IgM in IgG testa se nahajajo v
VIDAS Lyme IgM in IgG kompletih.

Komplet VIDAS Lyme IgM in VIDAS Lyme IgG mora tishranjen na temperaturi od 2
do 8 °C. Tudi vse neuporabljene reagente moramemghna temperaturi od 2 do 8 °C in
jih ne smemo zamrzovati. Po odprtju kompleta jegiwto preveriti ali je vrka, v kateri

so zbirniki trdne faze apgl Solid Phase Receptable; SPR), pravilno zaprta in
neposkodovana. V nasprotnem primeru se ti ne son@poabiti. Po uporabi je potrebno
previdno nazaj zapreti Wko s suSilnim sredstvom in komplet vrniti nazajtemperaturo

2 do 8 °C.Ce je komplet shranjen pri pripafenih pogojih, so vse njegove komponente
stabilne do ozn#nega datuma poteka veljavnosti. Reagenti za izvetHsta so
pripravljeni za uporabo in predhodno razdeljeni aprze reageine trakove. Slika 8
prikazuje komplet za izvedbo VIDAS Lyme testov (9Q).
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Slika 8: Komplet za izvedbo VIDAS Lyme testov.

Vsak posamezen komplet za izvedbo VIDAS Lyme Igktae/sebuje:
» 60 reage&nih trakov,
60 VIDAS Lyme IgM zbirnikov trdne faze (SPR),
Standard, ki vsebuje specifia protitelesa razreda IgM,
Pozitivho kontrolo, ki vsebuje spedifia protitelesa razreda IgM,

Negativno kontrolo brez zaznavnih spetith protiteles razreda IgM,

YV V V VYV V

Kartico s podatki o umeritvenih krivuljah VIDAS LyemigM testa ¢ngl. master lot
entry; MLE), ki jo je pred izvedbo samega testargmio vstaviti v aparat
miniVIDAS®, da le ta z nje atita protokolne podatke (90).

Vsak posamezen komplet za izvedbo VIDAS Lyme Ig&atesebuje:
» 60 reagednih trakov,

60 VIDAS Lyme IgG zbirnikov trdne faze (SPR),

Standard, ki vsebuje specifia protitelesa razreda 1gG,

Pozitivno kontrolo, ki vsebuje spedcifia protitelesa razreda IgG,

YV V VYV V

Negativno kontrolo brez zaznavnih spegifh protiteles razreda IgG,
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» Kartico s podatki o umeritvenih krivuljah VIDAS LyenlgG testagngl. master lot
entry; MLE), ki jo je pred izvedbo samega testargmio vstaviti v aparat
miniVIDAS®, da le ta z nje atita protokolne podatke (91).

Vsak reagetni trak iz kompleta VIDAS Lyme IgM in VIDAS LymédgG testa je
sestavljen iz 10 vsebnikqokritih z ozn&enim tesnilom iz folije. Oznaka je sestavljena iz
bar kode, ki navaja kodo testa, Stevilko sklopa jpleta in datuma poteka veljavnosti.
Folija na prvem vsebniku je preluknjana, da je&aajvnos vzorca. V drugem vsebniku se
nahaja topilo za vzorec, v tretjetietrem in petem pa se nahaja pufer za spiranjesié$e
vsebniku se nahaja konjugat, ki se med trakovizzadbo VIDAS Lyme IgM in VIDAS
Lyme 1gG testa razlikuje (preglednica 1V). Devesebnik je prazen. Zadnji vsebnik

vsakega reagénega traku je kiveta, v kateri je izvedeno fluortmndao branje.

Preglednica IV: Primerjava konjugata, ki se nah&&IDAS Lyme IgM in VIDAS Lyme
IgG reagernih trakovih (90, 91).

Reagenti VIDASLymeIgM traku Reagenti VIDAS Lyme I gG traku

Konjugat: TRIS pufer, NaCl + BSA + MIT| Konjugat: TRIS pufer, NaCl + goveji
+ titrirana raztopina misjih monoklonskih proteini + titrirana raztopina misjih

anti-humanih IgM protiteles, konjugiranih| monoklonskih anti-humanih 1gG protitele

U)

alkalno fosfatazo pH 7.4 konjugiranih z alkalno fosfatazo pH 6.1
(400pL) (400pL)

Zbirniki trdne faze (SPR)

Zbirniki trdne faze (SPR) za izvedbo VIDAS Lyme IgMVIDAS Lyme IgG testa se med
proizvodnjo previéejo s kombinacijo rekombinantnih antigen®vburgdorferisensu lato.
Vsak zbirnik trdne faze (SPR) se identificira z VWS Lyme IgM oziroma VIDAS Lyme
IgG kodo. Antigene, ki so vkljieni v trdno faze kaze preglednica V. Slika 9 prikaz
reagexini trak in zbirnik trdne faze (SPR) iz kompleta \AB Lyme.
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Preglednica V: Primerjava antigenov bakterij iz kglgksa Borrelia burgdorferi sensu
lato, s katerim so preweni zbirniki trdne faze (SPR) za izvedbo VIDAS Lygh in
VIDAS Lyme IgG testa (90, 91).

Rekombinantni proteini VISE, DbpA in

Rekombinantna proteina DbpA in Osp
OspC

Slika 9: Reagedni trak in zbirnik trdne faze (SPR) iz kompleta XEDLyme.

3.2.1.2. Princip in postopek izvedbe VIDAS Lyme testa ter interpretacija rezultatov

Vse posamezne Kkorake testa instrument izvede atithroa Reakcijski medij med
potekom testa nekajkrat zakroZzi v in ven iz zbiovikrdne faze (SPR).

Po predhodnem spiranju in gohju vzorca se protitelesa prdd. burgdorferj ki so

prisotna v vzorcu, vezejo na spet#in rekombinanten protel. burgdorferisensu lato, s
katerim je prevléena notranjost zbirnikov trdne faze (SPR).
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Nevezane komponente vzorca se nato sperejo. Anieha IgM oziroma IgG protitelesa
konjugirana z alkalno fosfatazo se pripojijo na meki kompleks, ki je vezan na steni
zbirnikov trdne faze (SPR).

Sledi korgno spiranje, s katerim se odstranijo nevezani lgatjuMed zadnjim korakom,
korakom detekcije, substrat (4-metil-umbeliferif3 krozi v in iz zbirnikov trdne faze
(SPR). Konjugiran encim hidrolizira reakcijo pretiie substrata v fluorescenten produkt
(4-metil-umbeliferon), katerega fluorescenca se inm@r valovni dolzini 450 nm.
Intenziteta fluorescence je sorazmernadkalispecificnih protiteles razreda IgM oziroma
I9G.

Na koncu instrument avtomatsko pr@ma rezultat in natisne paii (90, 91).

Postopek izvedbe VIDAS Lyme IgM in VIDAS Lyme Ig@sta:

» 1z hladilnika vzamemo potrebne reagente. V navioddi navedeno, da jih lahko
uporabimo takoj.

» Zavsak vzorec uporabimo eden reagerak.

» Za izvedbo testa potrebujemo 100 pL vzorca, ki gaipeto nanesemo v prvi
vsebnik posameznega reageega traku. Naenkrat lahko izvedemo testiranje na 6
vzorcih za vsak posamezen test.

» V aparat vstavimo ustrezne zbirnike trdne faze (SRRustrezne reagéne
trakove.

» Na aparatu izberemo ustrezen test. Test VIDAS Ligh se identificira s kodo
LYM, test VIDAS Lyme IgG pa se identificira s kod¢rG.

» Pritisnemo tipko start.

» Vse korake testa izvaja aparat avtomatsko (90, 91).

Rezultati in interpretacija

Rezultate aparat analizira in iZtaa avtomatino. InStrument dvakrat izmeri fluorescenco
v bralni kiveti vsakega reagé&mega traka. Prvo branje predstavlja branje ozadjatgatov

v kiveti, drugo branje aparat izvrSi po inkubaagjibstrata z encimom. Z odStevanjem
ozadja od ko#nega rezultata se iznana RFV (relativna fluorescéna vrednost). Aparat

ob koncu testa natisne pdio z rezultati in jih interpretira kot negativhenejne ali
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pozitivne glede na vrednosti, ki jih déloproizvajalec (90, 91). Vrednosti in njihova
interpretacija so navedeni v preglednici VI.

Tabela VI: Interpretacija rezultatov VIDAS Lyme Ighl VIDAS Lyme IgG testa po
navodilih proizvajalca (90, 91).

Indeks Indeks

i<0.20 Negativen rezultat 1<0.20
0.20<i<0.32 Mejna vrednost /

1>0.32 Pozitiven rezultat 1>0.20

Legenda:

i = indeks =pacientova RFV vrednost / RFV standarda

Rezultate testov moramo interpretirati v povezaXisi¢no sliko, zgodovino klirinega
primera in vseh ostalih izvedenih bioloskih testjrd92). Za skupno interpretacijo
rezultatov VIDAS Lyme IgM in VIDAS Lyme IgG testaam je v pomo preglednica VII.

Preglednica VII: Klincha interpretacija rezultatov VIDAS Lyme testa (9D).

Negativen Negativen Malo verjetna infekcija.
Pozitiven Negativen Verjetna zgodnja infekcija.
Pozitiven Pozitiven Verjetna zgodnja ali

diseminirana infekcija.

Negativen Pozitiven Verjetna infekcija V

kateremkoli stadiju.

Mejni ali pozitiven pri »cut- Pozitiven pri »cut-off« | Odvisno od konteksta in
off« vrednosti vrednosti zgodovine klinknega

primera se lahko Steje kot

zgodnja infekcija oziroma se
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priporata seroloSka
sledenje.
Mejni ali pozitiven pri »cut- Negativen Odvisno od konteksta in
off« vrednosti zgodovine Kklinktnega se€

D

lahko Steje kot zgodnj
infekcija ali pa lahko gre za
drugo bolezen, ki moti

testiranje.

3.2.2. LIAISON Borrelia test

LIAISON Borrelia IgM Quant test in LIAISON BorrelidgG test je test, ki omoga
kvantitativno dolgitev speciftnih protiteles razreda IgM in IgG v serumu ali plazSlika

10 kaze aparaturo za izvajanje testa.

{ E2 LIAISON

Slika 10: Aparat LIAISON®, na katerem se izvajajalSON Borrelia testi.

3.2.2.1. Reagenti in oprema za izvedbo LIASON Borrelia testa

Vsi potrebni reagenti in oprema za izvedbo LIAIS@Nrrelia IgM Quant in LIASON

Borrelia IgG test se nahajajo v reagj@em sestavu.
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Zaprt reageéni sestav je stabilen pri temperaturi od 2 do 8 d& datuma poteka
uporabnosti. Odprtega shranjujemo pri temperatari 20 do 8 °C. Minimalna doba
stabilnosti je Stiri tedne. Uporabljamo shranjewajolico, ki jo zagotavlja LIAISON®
analizator za pokamo shranjevanje sestava,c¢sner se olajSa kasnejSa resuspenzija
magnetnih de€kov. Sestava ne smemo zamrzovati in ga hranim@iteagéga pred

neposredno svetlobo (93, 94).

Reagenni sestav za izvedbo LIAISON Borrelia IgM Quanttéegsebuje:

» Magnetni delki predstavljajo trdno fazo in so prekriti z rekoimdntnimi
borelijskimi antigeni OspC in VISE,
Standard 1 z nizko vsebnostjo speciiin protiteles razreda IgM,
Standard 2 z visoko vsebnostjo speaiin protiteles razreda IgM,

Topilo za vzorce,

Y V V V

Konjugat, ki ga predstavljajo miSja monoklonskatietesa proti humanim IgM

protitelesom, ki so konjugirana z derivatom izolaola (93).

Reagenni sestav za izvedbo LIAISON Borrelia 1gG testaluge:

» Magnetne deki predstavljajo trdno fazo in so prekriti z rekoimdntnim
borelijskimi antigenenom VISE,
Standard 1 z nizko vsebnostjo speciiin protiteles razreda IgG,
Standard 2 z visoko vsebnostjo spéudiiin protiteles razreda IgG,

Topilo za vzorce,

YV V VYV V

Konjugat, ki ga predstavljajo miSja monoklonskatpetesa proti humanim IgG

protitelesom, ki so konjugirana z derivatom izolaola (94).

3222 Princip in postopek izvedbe LIAISON Borrelia testa ter Iinterpretacija

rezultatov

Med prvo inkubacijo se protitelesa proti borelki, se nahajajo v vzorcih ali kontrolah,
vezejo na trdno fazo, ki jo predstavljajo magnetlakki. Med drugo inkubacijo,

konjugirano protitelo reagira s protitelesi razréghsl in 1gG, ki so se med prvo inkubacijo
vezali na trdno fazo. Po vsaki inkubaciji se newematerial odstrani s ciklom spiranja.

Nato se dodajo reagenti, ki spodbudijo kemilumieesto reakcijo. Svetlobni signal in s
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tem kolcino konjugatov med sekundarnim protitelesom in \dgom izoluminola nato
izmeri fotopomnoZevalec kot relativhe svetlobneterangl. relative light units; RLU) in
odrazajo koncentracijo IgM oziroma IgG protitelegzorcu (93, 94).

Postopek izvedbe LIAISON Borrelia IgM Quant in UBON Borrelia 1gG testa:
» Pred vstavitvijo reage€mega sestava v aparat moramo resuspendirati magnetn
dekke.

» Sestav nato vstavimo v reageo obmdje in pustimo stati 30 minut.

Y

Vzorec vstavimo v stojalo in tega vstavimo v aparat

» Na aparatu izberemo ustrezen test. Vrsta testeologitgv specifénih protiteles
razreda IgM se imenuje Bor-MQ, vrsta testa za &tdo specifénih protiteles
razreda IgG pa se imenuje Bor-G.

» Pritisnemo tipko start (93, 94).

Rezultati in interpretacija

Aparat avtomatsko iztana koncentracijo borelijskih IgM in 1gG protiteJégrazenih kot
arbitrarne enote (AU/mL) in razvrsti rezultate. g kako aparat interpretira izmerjeno
koncentracijo protiteles proti boreliji, je podamreglednici VIII.

Preglednica VIII: Interpretacija rezultatov LIAISOBorrelia IgM Quant in LIAISON
Borrelia IgG testa (93, 94).

Koncentracija borelijskih Koncentracija borelijskih

IgM protiteles IgG protiteles

<18 AU/mL Negativen rezultat <10 AU/mL
18 — 22 AU/mL Mejna vrednost 10 — 15 AU/mL
> 22 AU/mL Pozitiven rezultat > 15 AU/mL
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Razlicne imunoloSke slike in kligho interpretacijo rezultatov, pridobljenih z izvedb
LIAISON Borrelia testa povzema preglednica IX.

Preglednica IX: Klinéna interpretacija rezultatov LIAISON Borrelia te@83, 94).

Negativen Negativen Ni dokazov okuzbe. V
primeru klinéne
negotovosti, moramo

bolnika spremljati skozias.

Pozitiven Negativen Verjetna okuzba v zatnem
stadiju.
Negativen Pozitiven Verjetna okuzba

kateremkoli stadiju.

Pozitiven Pozitiven Verjetna akutna okuzba.

3.2.3. Ponovitev testiranja

Vzorce, pri katerih se rezultati med testoma VIDASme in LIAISON Borrelia

medsebojno niso ujemali glede detekcije spé&uifi protiteles razreda IgM ali IgG, smo
ponovno testirali na prisotnost teh protiteles eroh testomaCe pri posameznem testu
rezultat ponovnega testiranja ni bil enak rezultptuotnega testiranja, smo testiranje

ponavljali tolikokrat, da smo pri vsakem posameziestu dobili dva enaka rezultata.

3.3. STATISTICNA ANALIZA

Za statisttno primerjavo razlik med dvema testoma smo usivariX 2 kontingeini
tabeli. Za dokazovanje statigte razlike med testoma smo uporabili McNemar —tgss,
ki predstavlja razico hi kvadratnega testa za kontingee tabele in se uporablja za
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testiranje povezanosti dveh opisnih spremenljivippnavljaj@ih se poskusih. V ta namen
smo mejne vrednosti uvrstili med pozitivne rez@tat
Rezultate smo statigtio ovrednotili s programom SPSS 20.0. Vrednosti,@50smo

obravnavali kot statistho zn&ilno razliko med testoma.
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4. REZULTATI

4.1. REZULTATI POSAMEZNIH TESTOV

V serumu ali plazmi bolnikov smo z dvema testoma&eihm dokazovali prisotnost
specifinih protiteles razreda IgM in IgG prddi. burgdorferisensu lato. Z obema testoma
smo ugotovili priblizno enak delez pozitivnih vzew in sicer tako pri dokazovanju
protiteles razreda IgM kot 1gG; nekoliko djieje bil delez vzorcev s pozitivnimi IgG.

Rezultati seroloSkih testiranj posameznega testaikazani v preglednici X in XI.

Preglednica X: Stevilo ter deleZ pozitivnih, mejimimegativnih rezultatov pridobljenih s
testom VIDAS Lyme.

Rezultati IgM IgG

testiranja Stevilo % Stevilo %

Negativni 48 47,1 46 45,1

Skupaj 102 | 100 | 102 | 100

Preglednica XI: Stevilo ter delez pozitivnih, mijm negativnih rezultatov pridobljenih s
testom LIAISON Borrelia.

Rezultati IgM lgG

testiranja Stevilo % Stevilo %

Negativni a7 46,1 34 33,3
Skupaj 102 100 102 100
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4.2. PRIMERJAVA REZULTATOV

Primerjavo rezultatov pridobljenih s testoma VIDA$me in LIAISON Borrelia glede na
specifna protitelesa razreda IgM in IgG smo prikazalregbednicah XII in XIII.

Preglednica Xll: Primerjava rezultatov testiranjaanprisotnost specifnih protiteles
razreda IgM.

Rezultat test Negativen Skupaj
VIDAS

Rezulta
testa
LIAISON

Negativen 47

Skupaj 48 102

Iz preglednice Xll je razvidno, da sta si delezaifpenih vzorcevposameznega testa na
prisotnost protiteles IgM, podobna; dobili smo 48,04 %) pozitivnih rezultatov pri testu

VIDAS Lyme in 51 (50,00 %) pozitivnih rezultatovi pestu LIAISON Borrelia.

Pri 42 testiranih vzorcih je bil rezultat obeh tespozitiven, pri 36 pa negativen, kar kaze
na 76,5 % ujemanje rezultatov obeh testov.
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Preglednica XIlI: Primerjava rezultatov testiranjpa prisotnost specifnih protiteles

razreda 1gG.

Rezultat test Negativen Skupaj
VIDAS

Rezulta
testa
LIAISON

Negativen 34

Skupaj 46 102

Iz preglednice XIII je razvidno, da sta si delezzifivnih vzorcevposameznega testa na
prisotnost IgG protiteles, podobna; dobili 56 (54,90 %) pozitivmigzultatov pri testu
VIDAS Lyme in 62 (60,78 %) pozitivnih rezultatovipestu LIAISON Borrelia.

Pri 55 testiranih bolnikih je bil rezultat obehttspozitiven, pri 33 pa negativen, kar kaze

na 86,3 % ujemanje rezultatov obeh testov.

4.3. PODROBNA ANALIZA MED TESTOMA ODSTOPAJOCIH
REZULATOV

V preglednici XIV so prikazane posamezne vredngsimovljenih testiranj vzorcev na
prisotnost protiteles razreda IgM, v preglednici X" posamezne vrednosti ponovljenih

testiranj na prisotnost spec¢ifiih protiteles razreda IgG.
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Preglednica XIV: Vrednosti posameznih testiranj pasotnost specifnih protiteles
razreda IgM s testom VIDAS Lyme IgM in LIAISON BbarlgM Quant. Pri neujemajth
se rezultatih znotraj posameznega testa, je runoda@ovan tisti rezultat, ki smo ga izbrali

za kornega.

0,53

Pozitiven

0,78 Pozitiven 17,20 Negativen
1. 0,68 Pozitiven 18,6 Mejni
/ / 19,1 Mejni

6,4

Negativen

0,64

Pozitiven

Pozitiven

<< 2,0

Negativen

Negativen

Negativen

Pozitiven

Pozitiven

Negativen

Negativen

Pozitiven

Negativen

Pozitiven

11.

0,15

Negativen

Negativen Pozitiven
9. 0,14 Negativen 54 Negativen
/ / 39,6 Pozitiven

169,6

Pozitiven

0,18

Negativen

194

Pozitiven

Pozitiven
13 0,01 Negativen 27,2 Pozitiven
' 0,01 Negativen 59,9 Pozitiven
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Pozitiven

Negativen Pozitiven
15. 0,09 Negativen 3,4 Negativen
/

Pozitiven

Pozitiven

Iz preglednice XIV je razvidno, da je ponovljivassta VIDAS Lyme IgM dobra, samo v
enem (6,25 %) primeru smo dobili r&&n rezultat (vzorec 12). Pri ponovitvi LIAISON
Borrelia IgM Quant testa opazimo veliko SirSi rampeezultatov med posameznimi
testiranji, kar pomeni slabSo ponovljivost testédede velikega razpona med pozitivno in
negativno vrednostjo, dobljeno pri ponovnem tesjiraposameznega vzorca, najbolj
izstopa vzorec 9 (od 5,4 do 43,2).
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Preglednica XV: Vrednosti posameznih testiran] nmasqgtinost speciéinin protiteles
razreda IgG s testom VIDAS Lyme IgG in LIAISON BloarlgG. Pri neujemajéih se

rezultatih znotraj posameznega testa, je rumenaovaatisti rezultat, ki smo ga izbrali za

korvnega.

17 0,27 Pozitiven 7,5 Negativen

Pozitiven Negativen

Pozitiven

Negativen Pozitiven

0,18 Negativen 17,6 Pozitiven

Pozitiven

Negativen Pozitiven
21. 0,22 Pozitiven <<5,0 Negativen
0,16 Negativen 16,1 Pozitiven

Negativen Pozitiven

Negativen Pozitiven

0,19 Negativen 19,1 Pozitiven

Ponovljivost testa VIDAS Lyme IgG zadovoljiva; samalveh primerih (7,84 %) je pri
ponovitvi testiranja priSlo do raZhega rezultata (vzorec 21 in 22). Ponovljivost aest
LIAISON Borrelia IgG testa je slabSa, opazimo vi$gzpon med pozitivnimi in
negativnimi rezultati pri posameznem vzorcu (ngjveazpon je od << 5,0 do 16,1 pri
vzorcu 21), vendar se kljub temu vse pozitivne mosdi gibljejo le okrog izbrane mejne
(»cut-off«) vrednosti.
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4.4. STATISTICNA OBRAVNAVA REZULTATOV

Za namen statisthe obravnave smo ustvarili preglednici XVI in XVILI.

Preglednica XVI: Kontingefma tabela rezultatov testiranja na prisotnost sfiéoih
protiteles razreda IgM za namen izvedbe McNemagjgvesta.

Rezultat test Skupaj
VIDAS
Rezultat
testa
LIAISON
Skupaj

Statisténo signifikantne razlike med testoma VIDAS Lyme IgW LIAISON Borrelia
Quant IgM nismo dokazali (p=1,000).

Preglednica XVII: Kontingafna tabela rezultatov testiranja na prisotnost sfienih
protiteles razreda IgG za namen izvedbe McNemaggewesta.

Rezultat test Skupaj
VIDAS
Rezultat
testa
LIAISON
Skupaj

Dokazali smo statistho signifikantno razliko med testoma VIDAS Lyme Ig@
LIAISON Borrelia IgG (p=0,002).
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5. RAZPRAVA

Lymska borelioza predstavlja najpogostejSo zoonazm severni polobli, katere
povzraitelja prenasajo klopi: okuzenih je priblizno ematjina nimf in odraslih klopov
(42, 46). Njena povztiteljica, spiralna bakterija iz komplek&worrelia burgdorferisensu
lato (1), se v naravi ohranja skozi cikel krozera,poleg kompetentnih prenaSalcev
vkljuc¢ujejo tudi razléne prostozivee vreteidarje in ptice, ki predstavljajo njihov rezervoar
(37). Borelije se naloveka prenesejo z vbodom okuZzenega klopa (1). HekspB.
burgdorferi sensu lato obsegadeazlicnih borelijski vrst, od katerih je v Evropi trenotn
prisotnih vsaj 5 vrst, ki so znane kot patogeneilpaeka (15). Slovenija je endemsko
podraije za lymsko boreliozo, stopnja pojavnosti te olauxisi nas sodi med najviSje v
Evropi. Zbolevajo tako moski kot Zenske, odrasliroci (42).

Lymska borelioza se otajno pojavlja v stadijih, za katere so & razli¢ni klini¢ni
znaki. Zgodnjemu stadiju lokalizirane okuzbe koZe pekaj dneh ali tednih sledi
diseminirana faza okuzbe, ki lahko mesece do lakndje preide v pozno ali krénb
okuzbo. Po vbodu klopa pride najprej do Sirjenjaebpv kozi, kar v veini primerov
rezultira v pojav znélne kozne spremembe erythema migrans, v napredogsadijih pa
lahko okuzba prizadene Zmwi sistem, srce in sklepe. Na kozZi se lahko v pdani
infekcije pojavi acrodermatistis chronica athropims (4). Sicer se bolezen pri
posamezniku le izjemoma izrazi v celoti (46). Ramliklini¢ni znaki so povezani z
razlicno vrsto borelij, ki povzré bolezen (45). V Evropi je izmed raznovrstnih kdimh
manifestacij nhajpogostejSa erythema migrans (Ipdermatitis chronica atrophicans pa je
najpogostejSa pojavna oblika pozne lymske boreli@e Tudi v Sloveniji sodijo kozne
manifestacije med najpogostejSe pojavne oblike kgrimrelioze (95).

Diagnostika lymske borelioze primarno temelji nanikinin znakih, obiajno pa je
potrebna potrditev okuzbe z laboratorijskimi tef0). Samo v primeru prisotnosti
zn&ilne kozne spremembe erythema migrans ni potredmaratorijska potrditev okuzbe.
Borelijsko okuzbo neposredno dokazujemo z osaroitfdj burgdorferi sensu lato v
posebnih medijih ali pa z molekularnimi metodami,sk v glavhem osredatajo na
metode, ki temeljijo na verizni reakciji s polimeca s pomejo le te dokazemo prisotnost
borelijske DNK v vzorcu. Zaradi pomanjkljivosti noek za neposredno dokazovanje
borelijske okuzbe v klignih vzorcih, so metode posrednega dokazovanja @kuwzb

dokazom bolnikovega imunskega odziva najpogostpgrabljane metode v diagnostiki
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lymske borelioze (22). Tako smo tudi v diplomskilaga namenili pozornost dvem
seroloskim metodam, s katerima smo testirali vzdi@2 pacientov s sumom na zgodnjo
borelijsko okuzbo.

Tudi pri seroloski diagnostiki naletimo na nekatéeZave, saj v primeru prisotnosti
protiteles, ki reagirajo navzkrizno, pride do lapuazitivhega rezultata (96), na drugi strani
pa lahko pri pacientih z okuzbo v zgodnjem stadiplezni, ko je raven sintetiziranih
protiteles Se tako nizka, da je pod an&iiti olEutljivostjo testa, dobimo lazno negativen
rezultat (76). Da bi se izognili navzkriznim regkon smo izbrali dva testa, ki vsebujeta
rekombinantne borelijske antigene, ki izovejo tworba lymsko boreliozo spedifiih
protiteles (90, 91, 93, 94).

V Evropi se priporda, da seroloSka diagnostika ¢ciema sledi dvostopenjskemu
algoritmu: na prvi stopnji izvedemo éltljiv presejalni test, pozitiven ali mejni rezul{za
nato potrdimo s specinim testom (61, 76). Ker novejSi testi vidjyejo za lymsko
boreliozo zndilne antigene, ki so vkigeni v potrditvene teste, se vse pogosteje
sprasujemo ali je potrditev spec¢iibsti imunskega odziva sploh potrebna, saj je prece
draga (22, 62). Prav zaradi tega naSa dva teshaijpeta prav z8. burgdorferisensu lato
zn&ilne rekombinantne antigene, kot jih vsebujejo gibeeni testi, to so OspC, Vise in
DbpA.

Seroloski testi tudi niso standardizirani, kar pomeéla se med seboj razlikujejo glede na
ob¢utljivost in specifénost. Dodaten dejavnik, ki oteZuje primerljivoststandardizacijo
seroloskih testov je antigenska heterogenost mstmr borelij, ki sodijo v komplekB.
burgdorferi sensu lato (66). Da imbolj standardizirali serolosko diagnostiko s@ela
izdelovati teste, ki vsebujejo enega ali le nekajBz burgdorferi sensu lato zrdnih
antigenov, ki naj bi bili enotni med vrstami in s&orelij. Tako smo tudi mi izbrali dva
testa, ki vsebujeta tovrstne antigene.

Borelije intenzivno spodbudijo gostiteljev imunssistem, zlasti se ta odzove s sintezo
specifcnih protiteles (97). Specifina protitelesa razreda IgM se v krviémajo pojavljati 3
do 4 tedne (67), speaifia protitelesa razreda IgG pa med 6. in 8. tednkmzlme (68). V
zgodnjem poteku okuzbe borelijski antigen OspC ptman@no spodbudi imunski
odgovor s sintezo protiteles razreda IgM, ki ganegae zaznati s testi, ki vkljiwjejo
rekombinanten OspC protein (69). Imunski sistempsav tako moéno odzove na
nespremenljivo regijo IR6 antigena VISE, opazilimotitelesa razreda IgM ali IgG tako v

zgodnjem kot v napredovanih stadijin okuzbe (73).s&foloSki diagnostiki lymske

46



Anja SrSen: Primerjava dveh metod za dokaz bokdlijsrotiteles v serumu

borelioze je kot antigen uporaben tudi borelijskihezin DbpA, saj le ta spodbudi
intenziven specifen imunski odgovor s protitelesi IgG, predvsem vodigem
diseminiranem in poznem stadiju okuzbe (74). Vaehraziskav so dokazali, da je antigen
VISE najbolj olgutljiv antigen za detekcijo 1gG protiteles, sagj@jim reagiralo 92 % vseh
vzorcev bolnikov z lymsko boreliozo, sledil mu jatigen DbpA (73 %), medtem ko
antigen OspC igra manjSo vlogo pri detekciji spénih 1gG protiteles. OspC pa
predstavlja glavni antigen pri zaznavi odziva sfpp&aih protiteles razreda IgM (reakcija
pri 60 % bolnikov), prav tako se je izkazalo davjskE oktutljiv antigen za ugotavljanje
imunskega odgovora s sintezo IgM protiteles (98). fri 38 % bolnikov so zaznali
specifina protitelesa razreda IgM proti antigenu DbpA (74)

V diplomski nalogi smo primerjali dva seroloSka téesVIDAS Lyme in LIAISON
Borrelia. Oba testa omogata laeno dokazovanje spedifiih protiteles razreda IgM in
IgG v serumu ali plazmi, razlikujeta pa se v prnctestiranja in v naboru antigenov, ki jin
vsebuje posamezen test. Z obema testoma smo liesii2zavzorca pacientov s sumom na
borelijsko okuzbo. Z VIDAS Lyme IgM testom smo diobd9 (48,0 %) pozitivnih
rezultatov in 51 (50,0 %) pozitivnih rezultatov ALISON Borrelia Quant IgM testom;
rezultati so se ujemali v 78 (76,5 %) primerih. IDXS Lyme IgG testom smo dobili 56
(54,9 %) pozitivnih rezultatov in 62 (60,8 %) poaiih rezultatov z LIAISON Borrelia
IgG testom; rezultati so se ujemali v 88 (86,3 %inprih. Z izr&unom testne statistike
nismo dokazali signifikantne razlike med VIDAS IinlALSON testom za detekcijo
specifcnih IgM protiteles (p = 1,000), medtem ko smo ugditoda obstaja med testoma
za detekcijo specifnih 1gG protiteles signifikantna razlika (p = 0,002 preglednic X in
XI je razvidno tudi, da sta oba testa detektirali \delez IgG pozitivnih rezultatov v

primerjavi z delezem IgM pozitivnih rezultatov géeda posamezen test.

Vzorcev, pri katerih smo testiranje ponovili, jéob24 (23,35 %) od skupno 102 testiranih.
V preglednici XIV in XV so podani rezultati vsehmavljenih testiranj teh vzorcev. Glede
detektiranja prisotnosti protiteles razreda IgM jeeponovljivost testa VIDAS Lyme
pokazala boljSa v primerjavi s ponovljivostjo tesi®ISON Borrelia, saj je pri prvem
testu priSlo do odstopanja rezultata samo pri eviearcu (vzorec 12, tabela XIV), pri testu
LIAISON Borrelia IgM Quant pa opazimo veliko Singizpon med rezultati posameznega

ponovljenega testiranja. Kljub temu pa lahk@emmo, da so vse pozitivne vrednosti
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relativno nizke in se gibljejo okrog mejne (»cuf«)fvrednosti testa, ki je arbitrarno
dolocena zgornja normalna meja (délgo proizvajalec sam), zato lahko majhne razlike v
vrednosti rezultatov pomenijo drufye interpretacijo.

Ponovljivost testa VIDAS Lyme IgG je zadovoljivagreo v dveh primerih je pri ponovitvi
testiranja prisSlo do razihega rezultata (vzorec 21 in 22; preglednica X\Qnd¥ljivost
LIAISON Borrelia IgG testa je slabSa, opazimo visazpon med pozitivnimi in
negativnimi rezultati pri posameznem vzorcu, versgakljub temu vse pozitivne vrednosti
gibljejo le okrog mejne (»cut off«) vrednosti.

Pri VIDAS Lyme testu bi lahko razine rezultate posameznih ponovljenih testiran;
pripisali napaki pri pipetiranju vzorca v odprtinea reagetnem traku, pipetiranju
nap&nega vzorca ali skeniranju ndpa c¢rtne kode. S tega vidika ima prednost testiranje
na aparatu LIAISON®, saj v tem primeru zgolj vstawi fiolo z vzorcem pacienta, na
kateri se nahaja nalepk&rno kodo, v stojalo in le tega vstavimo v apakat.testih, ki se
izvajajo na aparatu miniVIDAS® moramo vzorce pipsgtisami.

Pri testih LIAISON Borrelia pa bi lahko raZhie rezultate posameznih ponovljenih
testiranj pripisali dejstvu, da smo pred vstavaviple s pacientovim vzorcem v aparat le
to morda pozabili pretresti ali pa nismo prevet#i se na povrSini pacientovega vzorca
morda nahajajo zé&ai mehutki, ki jih je aparat nato vsrkal. Pomembno je tuth, so vsi

parametri testa v mejah normale.

Trdna faza VIDAS Lyme IgM testa je prekrita z aetigma DbpA in OspC, trdna faza
LIAISON Borrelia IgM Quant testa pa je prekritartigenoma OspC in VISE (90, 93). Pri
vzorcih, pri katerih smo dobili pozitiven rezultattestom VIDAS Lyme IgM in hkrati
negativen rezultat s testom LIAISON Borrelia IgM &t (vzorci 2 — 7; preglednica XIV),
bi vzrok temu lahko pripisali prisotnosti protiteleroti antigenu DbpA v krvi ali serumu
pacienta, ki jih s testom LIAISON Borrelia IgM Quare moremo detektirati, ker test tega
antigena ne vsebuje. Podobno lahko sklepamo zecezér so bili negativni pri testu
VIDAS Lyme IgM in pozitivni pri testu LIAISON Bordea IgM Quant (vzorci 8 — 16;
preglednica XIV), da je glede na vrsto antigenavsd vklju¢eni v trdno fazo teh dveh
testov, pozitiven rezultat nadn protiteles proti VISE.

Trdna faza VIDAS Lyme IgG testa vsebuje antigensEYIDbpA in OspC, trdna faza
LIAISON Borrelia IgG testa pa je prekrita z antigem VISE (91, 94). Za vzorce, pri

katerih smo s testov VIDAS Lyme IgG dobili negativezultat in hkrati pozitiven rezultat

48



Anja SrSen: Primerjava dveh metod za dokaz bokdlijsrotiteles v serumu

pri testu LIAISON Borrelia 1IgG (vzorci 18 — 24; glednica XV), lahko réemo da je
negativen rezultat VIDAS Lyme IgG testa n&ua zaznave manjSega deleza protiteles
proti VISE antigenu, ki ga ima ta test glede nd td8ISON Borrelia 1gG. Ker je trdna
faza VIDAS Lyme IgG testa prekrita s tremi borédijai antigeni, lahko sklepamo, da
vsebuje manjSo kalino antigena VISE; proizvajalec testa ne nhavaja akSkem
kolicinskem razmerju so vkifieni antigeni Vise, DbpA in OspC.

Glede oldutljivosti testov VIDAS Lyme in LIAISON Borrelia kako r&éemo, da pri vseh
pacientih ni bilo mogée dokazati prisotnosti spedifiih protiteles. Vprasanje je ali gre v
teh primerih res za borelijsko okuzbo, morda jesgaikuzbe Se v zgodniji fazi in imunski
sistem Se ni sintetiziral zadostnega Stevila piatit proti borelijskim antigenom.

Za ovrednotenje speaifiosti uporabljenih testov, bi bilo potrebno pridolmatarinejSe

informacije o klinéni sliki pacientov, zlasti o kozni spremembi erytteemigrans.

Za prakténo izvedbo je v primerjavi s testom VIDAS Lyme etaa®ejSi LIAISON
Borrelia test, saj ni potrebno pipetirati vzorcanpak v aparat le vstavimo fiolo s
pacientovim vzorcem, na kateri je nalepk&tso kodo, ki jo aparat nato samadd, pri
testiranju z aparatom miniVIDAS® pa moramd@itlnikom skenirati kodo z vsake fiole
posebej, kar pa spet pomeni moznost napake zardsahojne zamenjave fiol z vzorci
pacientov. Testiranje na aparatu LIAISON® ima ttaoliprednost, da je hkrati mozno

testiranje v&jega Stevila vzorcev naenkrat.
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6. SKLEP

V diplomski nalogi smo:

Pri pacientih s sumom na zgodnjo okuzbo z lymskeelmzo dokazali
specifina protitelesa razreda IgM in IgG proti borelijaarkompleksaBorrelia
burgdorferi sensu lato s testoma VIDAS Lyme proizvajalca Bioklex in
LIAISON Borrelia proizvajalca DiaSorin,

Pri primerjavi rezultatov med testom VIDAS Lyme ULIAISON Borrelia
testom za detekcijo spedcfih protiteles razreda IgM nismo dokazali
statisttno signifikantne razlike, dokazali pa smo statisti zn&ilno razliko
med VIDAS Lyme in LIAISON Borrelia testom za detgkc specificnih
protiteles razreda 1gG v vzorcih,

Pri testiranju bolnikov s sumom na zgodnjo Kimo sliko lymske borelioze
smo ugotovili nekoliko vgi delez bolnikov s pozitivnimi IgG kakor IgM tak®
testom VIDAS Lyme kot s testom LIAISON Borrelia.
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