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POVZETEK

Lymska borelioza je bolezen, ki je razsirjena po vsem svetu. V Sloveniji je endemicna, z
visoko stopnjo obolevanja prebivalstva. Gre za bakterijsko okuzbo z B. burgdorferi sensu
lato, katere prenasalci so okuzeni $¢itasti klopi iz rodu Ixodes. Borelije se med gostitelji
prenasajo med hranjenjem klopov s krvjo, pri ¢emer velja ¢lovek za naklju¢nega gostitelja.
Bolezenski znaki lymske borelioze so zelo raznoliki. Najpogostejsi pokazatelj borelijske
okuzbe je kozna sprememba- potujoci eritem, ob razsiritvi povzrocitelja pa se lahko pojavi
prizadetost sklepov, srca, misic, o¢i in zivénega Sistema- lymska nevroborelioza. Zaradi
nespecifi¢nih znakov bolezni je diagnostika tezka. Prevladujejo seroloske metode
doloc¢anja specificnih protiteles, pri ¢emer pa nam lahko tezavo povzroci zacetni stadij
bolezni, ko bolnik $e ni razvil imunskega odziva in zato v tem primeru dolo¢imo lazno
negativen rezultat. Mozen je tudi lazno pozitiven rezultat, in sicer v primeru navzkriznih
reakcij protiteles.

V magistrski nalogi smo testirali komercialno dostopna seroloska testa dveh proizvajalcev,
in sicer encimsko-imunofluorescenéni test Vidas Lyme IgM in IgG (BioMerieux, Francija)
ter imuno-kemiluminiscenéni test Liaison Borrelia IgM Quant in Liaison Borrelia IgG
(DiaSorin, Italija). Testa uporabljata razli¢ne antigene za dokaz specifi¢nih protiteles.
Vidas Lyme IgM uporablja za dokaz protiteles vrste IgM antigena DbpA in OspC, za
dokaz protiteles 1gG pa antigene DbpA, OspC in VISE. Liaison Borrelia IgM Quant
uporablja za dokaz prisotnosti protiteles IgM antigena OspC in VISE, za dokaz protiteles
IgG pa antigen VISE.

Testirali smo 50 serumskih in 50 likvorskih vzorcev istih bolnikov s sumom na lymsko
nevroboreliozo. S testom Vidas Lyme IgM smo v serumskih vzorcih dolo¢ili 18 (36%)
pozitivnih rezultatov, s testom Liaison Borrelia IgM Quant pa 23 (46%). Ujemanje
rezultatov istih bolnikov z obema testoma je bilo 86%. Z uporabo testa Vidas Lyme 1gG
smo v serumskih vzorcih dolo¢ili 29 (58%) pozitivnih rezultatov, z uporabo Liaison
Borrelia IgG pa 31 (62%). S statisti¢no analizo smo dolocili 76% ujemanje rezultatov z
obema testoma pri istih bolnikih. V vzorcih likvorja smo s testom Vidas Lyme IgG in
Liaison Borrelia IgG dolo¢ili 10 (20%) pozitivnih rezultatov. V tem primeru je bilo
ujemanje rezultatov pri istih bolnikih z obema testoma 98%. S testom Liaison Borrelia IgM
Quant smo v likvorju dolo¢ili 7 (14%) pozitivnih rezultatov, medtem ko test Vidas Lyme

IgM ne omogoca dolo¢anja specifi¢nih protiteles IgM v tem bioloskem vzorcu. Pri vseh
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bolnikih s sumom na nevroboreliozo nismo dolo¢ili pozitivnih rezultatov, kar je verjetno
posledica zgodnje faze okuzbe.

V raziskavi tudi nismo dolo¢ili signifikantnih razlik med uporabljenima metodama pri
doloc¢anju specifi¢nih protiteles vrste IgM in 1gG v serumskih vzorcih in pri dolo¢anju
protiteles IgG v vzorcih likvorja bolnikov s sumom na lymsko nevroboreliozo. Na osnovi
nasih rezultatov lahko zaklju¢imo, da sta oba testa primerna za diagnostiko lymske
nevroborelioze, pri tem pa naj poudarimo prednost vecje avtomatizacije imuno-

kemiluminiscen¢nega testa, s ¢imer se lahko izognemo vec€ini predanaliti¢nih napak.
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ABSTRACT

Lyme disease is spread throughout the world. It is endemic in Slovenia with a high degree
of morbidity of the population. Lyme disease is a bacterial infection with B. burgdorferi
sensu lato, which is transmitted by infected hard tick of the genus Ixodes. Borrelia is
passing between various hosts during feeding with blood, a man being a random one.
Symptoms of Lyme disease are very different. The most common indicator of infection is a
skin rash- erythema migrans, but with the spreading of the infective agent joints, heart,
muscles, eyes and nervous system (Lyme neuroborreliosis) can be affected. The non-
specific signs of Lyme disease make its diagnosis difficult. In its diagnosis serological
methods dominate enabling detection of specific antibodies. However these assays have a
problem at the initial stage of disease when patients have not yet developed an immune
response, therefore we can get false negative result. On the other hand false positive result
can also be obtained in case of cross-reactive antibodies.

In this master thesis we tested two commercially available serological assays from
different producers, namely the enzyme-linked immunofluorescent assay - Vidas Lyme
IgM and IgG (Biomerieux, France) and the chemiluminescent immunoassay - Liaison
Borrelia IgM Quant and Liaison Borrelia IgG (Diasorin, Italy). Both assays are using
different Borrelia-specific antigens for the detection of specific antibodies. The Vidas
Lyme IgM assay is using DbpA and OspC antigens for detecting IgM antibodies and
DbpA, OspC and VIsE antigens for 1gG. Liaison Borrelia IgM Quant assay uses OspC and
VIsE antigens for detecting IgM and VISE antigen for IgG.

We tested 50 serum and 50 cerebrospinal fluid samples, taken from the same patients with
suspected Lyme neuroborreliosis. With the Vidas Lyme IgM assay we obtained18 (36%)
and with the Liaison Borrelia IgM Quant assay 23 (46%) positive results in the serum
samples. The results match in 86% samples. With the Vidas Lyme IgG assay antibodies
were found in 29 (58%) and with the Liaison Borrelia IgG assay in 31 (62%) serum
samples. In this case the results show 76% matching.

The number of positive results detected in cerebrospinal fluid samples was the same - 10
(20%), with both assays. The results show 98% matching.

With the Liaison Borrelia IgM Quant assay we determined 7 (14%) positive results in
cerebrospinal fluid samples. As already mantioned, the Vidas Lyme IgM does not allow

the determination of specific anti-Borrelia IgM antibodies in cerebrospinal fluid samples.

Vi
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Antibodies were not detected in all patients” samples probably because of an early stage of
the infection.

In our study we did not find statistically significant differences between the two methods
used for the determination of specific IgM and IgG antibodies in serum samples and
detection of 1gG in cerebrospinal fluid samples of patients with suspected Lyme
neuroborreliosis. On the basis of our results we can be conclude that both test used are
appropriate for the diagnosis of Lyme neuroborreliosis. However we can emphasize the
advantage of a greater automation potential of the chemiluminescent immunoassay that

enables us to avoid the majority of preanalitical errors.

vii
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KLJUCNE BESEDE

Lymska nevroborelioza (angl. Lyme neuroborreliosis)
Imunoglobulini razreda M in G (angl. immunoglobulins)
Encimsko-imunofluorescen¢ni test (angl. enzyme linked fluorescent assay)

Imuno-kemiluminiscen¢ni test (angl. chemiluminescent immunoassay)

viii
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SEZNAM OKRAJSAV

AU - arbitrarna enota (angl. arbitrary unit)

B. burgdorferi s.l. — Borrelia burgdorferi sensu lato

Bgp — protein, ki veze glikozaminoglikan (angl. glycosaminoglycan-binding protein)
BSA - goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin)

CLIA - imuno-kemiluminescen¢ni test (angl. chemiluminescent immunoassay)
CRASP - komplementni proteini (angl. complement regulator-acquiring surface proteins)
CSF - likvorska teko¢ina (angl. cerebrospinal fluid)

Dbp - protein, ki veze dekorin (angl. decorin-binding proteins)

ELFA - encimsko-imunofluorescenéni test (angl. enzyme linked fluorescent assay)

IAP - indeks intratekalne sinteze protiteles (angl. intrathecal antibody production index)
IgM in IgG - imunoglobulini razredov M in G

IL - interlevkin

IR1 - IR6 - nespremenljiva podroc¢ja 1 - 6 (angl. invariable region)

Lp - lipoprotein

MIT - metil-izotiazolon (angl. methylisothiazolone)

MLE - kartica s podatki o umeritvenih krivuljah testa (angl. master lot entry)

MUP - 4-metil-umbeliferilfosfat

NF - kB — jedrni faktor kB (angl. nuclear factor kB)

Osp - zunanji povrsinski proteini (angl. outer surface protein)

PBS - fosfatni pufer (angl. phosphate buffer saline)

PCR - verizna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction)

RFV - relativna fluorescencna vrednost (angl. relative flouorescence value)

RLU - relativne enote svetlobe (angl. relative light units)

SPR - zbirnik trdne faze (angl. solid phase receptacle)

SPSS - program za statisticno obravnavo podatkov (angl. statistical package for the social
sciences)

TLR-2 - receptorju Toll podoben receptor-2 (angl. Toll-like receptor)

TNF-a - tumorje nekrotizirajo¢i faktor a (angl. tumor necrosis factor alpha)

VIsE - sekvenéno spremenljiva beljakovina (angl. variable major protein-like sequence,
expressed)

VR1 - VRG6 - spremenljiva podro¢ja 1 — 6 (angl. variable region)
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1. UVOD

Lymska borelioza je zoonoza, ki je razsirjena po vsem svetu. V Sloveniji velja za
endemicno bolezen z visoko stopnjo obolevanja prebivalstva. V Evropi je vsaj pet vrst
borelij Borrelia burgdorferi sensu lato (sensu lato - v Sirokem pomenu), Ki so patogene za
¢loveka; B. afzelii, B. garinii in B. burgdorferi sensu stricto (sensu stricto - v ozjem
pomenu), B. spelmanii in nedavno opredeljena B. bavariensis (1-3).

Njihov epidemioloski rezervoar so gozdne zivali, mali glodalci, domace Zivali in ptice.
Med zivalskimi vrstami se borelije prenasajo s §€itastimi klopi, prilagojenimi parazitiranju
na zivalih. Razsirjenost lymske borelioze se ujema z razsirjenostjo njenih prenasalcev,
torej S¢itastih klopov iz rodu Ixodes (4).

Po prehodu B. burgdorferi s. I. iz krvi ali preko perifernih zivcev v centralno zivcevije,
govorimo o lymski nevroboreliozi. Akutni zapleti lymske nevroborelioze se kazejo kot
bole¢i meningoradikulitis z vnetjem ziv¢nih korenin, Bannwarthov sindrom, limfocitni

meningitis ter razli¢ni lobanjski in periferni nevritisi (5).

1.1. POVZROCITELJICA LYMSKE BORELIOZE

1.1.1. Taksonomska uvrstitev bakterije Borrelia burgdorferi sensu lato

Razvrstitev borelij temelji na njenih bioloskih lastnostih, zna¢ilnem nacinu gibanja in njeni
obliki. Povzrociteljico lymske borelioze uvrs¢amo v red Spirochaetales, druzino

Spirochaetaceae in rod Borrelia (Razpredelnica I) (2).
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Razpredelnica I: Taksonomska razvrstitev spirohet (povzeto po 6)

Red Spirochaetales
Druzina Spirochaetaceae Leptospiraceae ~ Brevinemaceae Brachyspiraceae
— Spirochaeta — Leptospira — Brevinema  — Brachyspira
Rod — Cristispira — Leptonema
— Treponema — Turneriella
—> Borrelia

B. burgdorferi ss
B. afzelii

Vrsta B. garinii

B. bavariensis

B. spielmanii

1.1.2. Lastnosti borelij

Borelije so spiralne bakterije s periplazemskimi bicki, ki jim omogoc¢ajo premikanje,
svedrasto zvijanje in obracanje na mestu. Posamezna borelija ima 7-11 endoflagelov, ki so
pripeti na njenih nasprotnih koncih in se Sirijo proti sredini, kjer se prekrivajo. Borelije se
razlikujejo tudi glede na Stevilo zavojev (3 do10), dolzino (5 do 30um) in Sirino (0,2 do
0,3um). Glede na sestavo celi¢ne stene sodijo med po Gramu negativne bakterije.
Borelijski protoplazemski cilinder je obdan s celi¢no membrano, nato z endoflafeni in na
koncu $e z zunanjo membrano, ki je le ohlapno povezana z globlje leZe¢imi strukturami
(Slika 1) (7). Borelije so pocasi rasto¢e anaerobne in biokemi¢no neaktivne bakterije. Ker
potrebujejo za rast in razmnoZevanje obogatena gojis¢a z dodatkom zaj¢jega seruma,
govejih albuminov in Zelatine, jih priStevamo med bakterije, ki SO zahtevne za gojenje in

vitro (8).
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Notranji bicki (aksialni filamenti) pod zunanjo membrano Bazalno telo

\

‘%{ Zunanja membrana
Zunanja membrana

Notranji bi¢ki (endoflageli)
Periplazma
Celi¢na stena (peptidoglikan)

DNK v nukleoidu
Riboplazma

Notranja (celicna/ plazemska) membrana

0.1 um

Slika 1: Shema bakterije Borrelia burgdorferi sensu lato, povzeto po (9).
1.1.3. Borelijski genom

Borelijski genom je razmeroma majhen z velikostjo 1,5 Mb. Genom borelij lymske
borelioze je sestavljen iz linearnega 920 kb velikega kromosoma, ter 12 linearnih in 9
kroznih plazmidov (10-13). Kromosom nosi gene za podvojevanje, prepisovanje in
prevajanje DNA, medtem ko borelije nimajo genov za sintezo aminokislin, mas¢obnih
kislin, kofaktorjev encimov in nukleotidov, zato te o¢itno pridobijo od gostitelja (14).
Borelije imajo 2 linearna plazmida, ki sta nujno potrebna za okuzbo v sesalskem gostitelju,

in sicer Ip25 in 1p28-1 (15).

1.1.4. Antigeni in proteini znadilni za Borrelia burgdorferi sensu lato

Analiza borelijskega genoma je pokazala, da je ve¢ kot 6% kromosomskih genov
namenjenih gibljivosti bakterije in kemotaksi (14). Endoflageli borelij so sestavljeni iz
polipeptidnih podenot, to je proteina flagelina, v velikosti 41 kDa. Zunanja membrana
prekriva notranje bicke, kar bakteriji omogoca izogibanje imunskemu odzivu gostitelja.
Morfologija in gibljivost spirohet omogoca njihovo gibanje v visoko viskoznem okolju,
cesar druge bakterije niso sposobne (16).

V borelijah prisotni plazmidi nosijo zapis za zunanje povrsinske proteine (Osp) (17).
Lipoproteina OspA (31 kDa) in OspB (30-32 kDa) sta zapisana na linearnem plazmidu z
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velikostjo 49 bp. Oba antigena sta mo¢no izrazena na povrsini spirohete, ki se nahaja v
razvijajo¢em se klopu pred hranjenjem (Slika 2). Med hranjenjem pa spirohete prenehajo
izrazati OsSpA in OspB in za¢nejo izrazati antigen OspC (18).

OspA ima glavno vlogo v invaziji ekstracelularnega matriksa, v procesu adhezije borelij na
epitelijske celice v ¢revesju klopa in omogoca prehod do klopovih Zlez slinavk (18).
Pomembno vlogo ima pri izogibu borelije imunskemu odzivu, saj deluje kot receptor za
plazminogen, na katerega se spiroheta veze in s tem omogoci hitrejse Sirjenje bakterij po
telesu (19).

Razvijajoci se klopni vektor

OspC * Clovek/ gostitelj
- OspA 4
;%zdegl\éz%r majhnih Osp B ?
*WE v ospC4
Antibodies to
\ OspAand B 4
OspA ¢
OspB ¥
VsIE f

S

Odrasel klopni vektor

OspC f
Antibodies to
osphangst T 0TV

OspA ¥ 859 g t
oust oot
VsIE 4 \

Slika 2: Izrazanje antigenov, glede na okolje, v katerem se borelija nahaja, povzeto po (20).

Lipoprotein OspC je velik 21-25 kDa in je zapisan na kroznem plazmidu cp26. Izrazanje
OspC se pri¢ne s hranjenjem klopa in traja prvih nekaj tednov po okuzbi sesalca (21). Zato
ima ta antigen pomembno vlogo v zgodnji stopnji okuzbe. Spremembo izraZanja genov,
zavrta tista za OspA in OspB, ter aktiviran tisti za OspC, sprozijo spremembe okolja, na
primer temperatura, pH, celi¢na gostota, oksigeniranost tkiva in izpostavljenost
gostiteljevemu imunskemu sistemu (22). Borelije pri¢nejo izrazati OspC, kar jim omogoca
prehod iz ¢revesja klopa v njegove zleze slinavke, s tem pa njihovo Siritev.

OspD (30 kDa), OspE (19 kDa) in OspF (26 kDa) so borelijski antigeni, ki sodijo med

virulen¢ne dejavnike, a za samo okuzbo niso nujno potrebni.
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Sekvencno spremenljiva beljakovina VISE je zunanji povrSinski protein B. burgdorferi s. I.,
Ki je nujno potreben za vzdrZzevanje trajne okuzbe pri sesalcih. Njegovo izrazanje se pricne,
ko se zane zmanjSevati izrazanje lipoproteina OspC (23). VISE je 35 kDa velik
lipoprotein, izrazen na linearnem plazmidu 1p28-1. Velja za zapleten protein, ki lahko
obstaja v veliko oblikah. Ima Sest spremenljivih regij, poimenovanih od VR1 - VR6, in Sest
nespremenljivih regij, poimenovanih od IR1 - IR6. Njegova antigenska spremenljivost
omogoca borelijam izogibanje imunskemu odzivu gostitelja.

Med borelijske proteine, ki so gradniki zunajceli¢nega matriksa sodijo: DbpA in DbpB, ki
vezeta dekorin, protein, ki veze fibronektin in protein, ki veze glikozaminglikan oziroma
proteoglikane- Bgp (24, 25, 26). Ti proteini omogocajo borelijam premikanje in obstoj v
tkivih, ter sposobnost, da ostanejo nedostopne za krozec¢a protitelesa. DbpA in DbpB sta
povrsinska lipoproteina, ki sta zapisana na operonu dbpB/A. S studijami so ugotovili, da se
izrazanje obeh proteinov poveca v primeru spremembe okolja, in sicer znizanja pH in
zviSanja temperature s 23 °C, na 37 °C, kar kaze na njihovo prilagoditev novemu
gostitelju. Kadar sta izrazena povrsinska lipoproteina DbpA in DbpB se borelije lahko

pritrjujejo na epitelijske celice sesalca (27).
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1.2. PRENASALCI BORELIJ LYMSKE BORELIOZE

1.2.1. Geografska razSirjenost

Najbolj razsirjen prenasalec borelij je $¢itasti klop iz rodu Ixodes. V Evropi prevladuje I.
ricinus, v Aziji I. persulcatus, na vzhodni obali Amerike I. scapularis, na njeni zahodni

obali pa I. pacificus (28). Razsirjenost $¢itastih klopov prikazuje Slika 3.
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Slika 3: Razsirjenost klopov rodu Ixodes po svetu, povzeto po (29).

1.2.2. Zivljenjski krog ¢itastega klopa

Zivljenjski krog §¢itastega klopa traja obi¢ajno dve leti. Samica v zemljo odlozi jajéeca.
Temu sledijo tri razvojne stopnje, in sicer li¢inka, nimfa in odrasel klop (Slika 4). Vse
razvojne stopnje se hranijo s krvjo gostitelja. Po vsakem hranjenju, ki traja tri do pet dni,
sledi preobrazba predstopnje v naslednjo razvojno stopnjo. Zivljenjski krog klopa pa se

zakljuci z odlaganjem jajCec odrasle samice (30).
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tretji gostitelj
ponavadi vecje Zivali
(srne, ovce, krave psi,

ptici,...)

%% parjenje
Q o
ODRASEL KLOP i/

(velikost samca 2,5 mm,
samice 4 mm)

JAJCECE
samica odloZi
500 - 5000 jajéec

5 LICINKA

iz vsakega jajceca
se izleze li¢inka, ki
ima tri pare nog
(velika 0,5 mm)

P

PriloZnostni gostitelj - /( p, Prvi gostitelj
Clovek { najpogosteje man;jsi
- glodalci ali

et / plazilci (misi,
voluharji, krti, kace,...)

drugi gostitelj
navadno manjse Zivali
(jezi, veverice, zajci,

lisice, misi, ptice,...) levitev

NIMFA

ima Stiri pare nog,
ni spolno zrela
(velika 1.5 - 2 mm)

Slika 4: Zivljenjski krog klopa, povzeto po (31).
1.2.3 Zivalski rezervoar bakterije Borrelia burgdorferi sensu lato

B. burgdorferi s.l. se v naravi giblje med prenasalci (klopi) in Zivalskim rezervoarjem
(sesalci, pti¢i, mali glodalci,...), pri ¢emer je ¢lovek nakljucni gostitelj (32). Za gostitelje
izbira sprva manjSe glodalce, plazilce, ptiCe, veverice, jeze, kasneje pa tudi vecje zivali.
Klopi prenasajo bakterije z ene zivalske vrste na drugo po dveh poteh. Prenos lahko poteka
preko okuzenega klopa, ki sesa kri gostitelja (transstadialen prenos) ali pa transovarialno,
kjer odrasla samica klopa odlozi okuZena jajceca, iz Katerih se izlezejo okuZene li¢inke
(33). Okuzena jajéeca velikokrat propadejo, zato se posledi¢no le redko izlezejo okuzene

licinke.

1.3. LYMSKA BORELIOZA

Okuzba z B. burgdorferi s.1., ki jo dobimo preko ugriza okuzenega klopa, ima zelo raznolik
potek. Simptomi skozi razli¢ne stopnje variirajo, predvsem zaradi nepredvidljivega Sirjenja
bakterij v razlicna podrocja telesa (34). Prizadene $tevilne organske sisteme. Lymsko
boreliozo razdelimo na zgodnje in pozno obdobje. Zgodnja lokalizirana okuzba se lahko
kaze kot potujoci eritem (Slika 5a), borelijski limfocitom, vnetje bezgavk, vedno pa z

bole¢inami v miSicah in sklepih (35). Zgodnja razsirjena stopnja lymske borelioze se lahko
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manifestira kot mnozi¢en potujoci eritem (Slika 5b), lymski karditis, konjunktivitis,
meningitis ali pareza kranialnega zivca. Pozno obdobje lymske borelioze pa se kaze kot
prizadetost zivénega sistema, lymski artritis, kroni¢ni atrofiéni dermatitis (Slika 5c) ali kot

atrofija opti¢nega zivca (Razpredelnica Il).

A: Potujoci eritem B: Mnozicen potujoci C: Kroni¢ni atrofi¢ni

eritem dermatitis

Slika 5 A-C: Razli¢ne klini¢ne slike borelijske okuzbe, povzeto po (36).

Razpredelnica Il: Stopnje okuzbe z Borrelia burgdorferi sensu lato z znac¢ilnimi klini¢énimi

slikami bolezni

Zgodnja lokalizirana Potujoci eritem
Stopnja | lymska borelioza Borelijski limfocitom
Zgodnja razsirjena lymska  Mnozi¢en potujoci eritem
Stopnja Il borelioza Meningitis
Kronic¢ni atrofi¢ni dermatitis

Stopnja Ill  Pozna lymska borelioza Bolezni sklepov, srca in zivéevja

Invazivnost borelij omogoca razsiritev povzrocitelja bolezni iz mesta vboda klopa, preko
koze do razli¢nih organov in naprej do zivénega sistema. Prizadetost Zivéevja ali lymsko
nevroboreliozo razdelimo na dve obdobji, in sicer zgodnjo in pozno.

Zgodnjo lymsko nevroboreliozo definiramo kot stopnjo pri kateri trajajo simptomi bolezni
manj kot 6 mesecev. V to obdobje uvrséamo vec kot 95% bolnikov (37). Najpogostejsi

znak zgodnje lymske nevroborelioze je Garin—Bijadoux-Bannwarthov sindrom, ki se
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izraza kot bole¢ meningoradikulitis, to je vnetje korenin perifernih zivcev. Klini¢ne
znacilnosti Garin—Bijadoux-Bannwarthovega sindroma se kazejo kot radikularna bolecina
(86% bolnikov) in pareza (61% bolnikov) (38). Lokacija in mo¢ bolecin variirata do dneva
do dneva in se okrepita tekom noci, medtem ko lahko pareza prizadene lobanjske Zivce,
redkeje pa trebusno steno in ude.

Prizadetost centralnega zivénega sistema se pri zgodnji lymski nevroboreliozi klini¢no
lahko manifestira kot zmedenost, cerebralna ataksija, oesno plapolanje ali pa z atipi¢no
bolezensko sliko, ki je podobna drugim nevroloskim boleznim (npr. multipli sklerozi) ali
prisotnosti mozganskih tumorjev in podobno (39).

Pozno lymsko nevroboreliozo definiramo kot kontinuirano vnetje osrednjega ali
perifernega zivéevja. Manj kot 5% bolnikov ima to obliko bolezni, ki traja od 6 mesecev
do ve¢ let (37). Zanjo so lahko znac¢ilna mononevropatija, radikulopatija in polinevropatija
(40, 41). V Evropi je pozna polinevropatija prisotna le pri bolnikih s kroni¢nim atrofi¢énim
dermatitisom, Ki je tipi¢na kozna sprememba pri bolnikih z borelijsko okuzbo (42).
Prizadetost centralnega zivénega sistema se pri pozni lymski nevroboreliozi kaze kot
kroni¢no vnetje mozganskih open (kroni¢ni meningitis), Kroni¢no vnetje mozganov in
hrbtenjace (kroni¢ni encefalomielitis), cerebralni vaskulitis ter kroni¢ni progresivni lymski

encefalitis (41).

1.4. IMUNSKI ODZIV NA OKUZBO

Povrsinski proteini B. burgdorferi s.1. so zelo imunogeni in lahko izzovejo nastajanje
vnetnih citokinov, hkrati pa borelije izrazajo tudi antigene, Ki preprecijo ustrezno delovanje
imunskega odziva (slika 6) (43, 44). Borelije so sposobne regulirati izrazanje svojih
proteinov, in sicer glede na okolje, v katerem se nahajajo. OspC, ki ima pomembno vlogo
pri zgodnji stopnji okuzbe, lahko veze protein Salp15 v slini klopa, ki zavira aktivacijo
CD4+ celic T in s tem zavaruje borelijo pred imunskim odzivom gostitelja (45). Borelije
imajo tudi lastne proti komplementne proteine, imenovane CRASP 1-5, ki imajo
pomembno vlogo pri odpornosti borelij na uni¢enje s komplementom, poleg tega pa lahko

izzovejo izrazanje protivnetnega citokina IL-10 (46, 47).
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> Komplement
<;% )\_{ Protitelesa
TLR2 1y CD14 -(
/
OspB OspA 0spC

Komplement
| Komplement zavirajo¢i protein

A\VAVAVAVAVA :
¥ " )1_'_> Imunski kompleks
AN /\__\\fj'_ |
N\ 1- ZmanjSano izrazanje Osp
/ |\ /- / / f 2- Skrivanje v zunajcelicnem matriksu
A 3- Imunska supresija

Slika 6: Mehanizmi, s katerimi se borelije izogibajo delovanju imunskega sistema

gostitelja, povzeto po (48).

Ko borelije preidejo krvno-mozgansko pregrado, povzroc¢ijo vnetno reakcijo, ki se kaze kot
limfomonocitna pleocitoza. Bakterije oziroma njihove lipoproteine v centralnem Zivénem
sistemu prepoznajo receptorji TLR-2 (Slika 7) (49). Stik antigena s TLR-2 sprozi signalno
kaskado in s tem aktivacijo jedrnega transkripcijski dejavnika NF-«xB, ki spodbudi tvorbo
baktericidnega dusikovega oksida in superoksida, poleg tega pa tudi izrazanje in
spro$éanje citokinov IL-1, IL-6, IL-12 in TNF-a ter kemokinov (50). Slednji vplivajo na
imunske celice, kar privede do pleocitoze v likvorju (51). Pri lymski nevroboreliozi so
dolog¢ili kemokine CXCL1-3, CXCL-8, CXCL-10 in CXCL-13 (52). Studije so pokazale,
da ima klju¢no vlogo pri migraciji celic B v likvor CXCL-13 (51). Povisane koncentracije
CXCL-13 lahko zaznamo ve¢ dni pred intratekalno sintezo specifi¢nih protiteles proti

Borrelia burgdorferi s. 1. (53).
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, A | Prepoznanje borelij preko TLR2 na
Ospg\* . ;., plazmatka monocitih in dendriti¢nih celicah.
,\‘M‘\:m cxm ‘\._ﬁ O/!‘.\\ B | Celice tvorijo kemokin CXCL13.

_(JJJ \G\ Y f C | Migracija celic B iz krvi v likvor.
I|kvor & ‘YW D | Zorenje celic B v plazmatke.

S % e e & o (‘ e« o o o o o E|Plazmatke tvorijo specificna
kri / protitelesa proti B. burgdorferi.
3 u r F | Unicenje spirohet v likvorju.
Limfociti B

Slika 7: Odziv celic B na okuzbo z borelijami v likvorju, povzeto po (54).

1.5. DIAGNOSTIKA LYMSKE NEVROBORELIOZE

Lymsko nevroboreliozo lahko dokazujemo z ve¢ diagnosti¢énimi metodami, s katerimi
zaznamo okuzbo neposredno ali pa jo dokazemo na posreden nacin, z doloCanjem
specificnega odziva proti B. burgdorferi s.1..

Med neposredne metode dolo€anja uvrs¢amo mikroskopiranje v temnem polju, osamitev
borelij in dokazovanje borelijske DNA, med posredne pa seroloske teste za dolo¢anje

specificnih protiteles.
1.5.1. Mikroskopiranje v temnem polju

Bakterijo B. burgdorferi s. I. lahko z mikroskopiranjem v temnem polju vidimo
neposredno Vv tekocih vzorcih ali v histoloskih preparatih, vendar pa sta obcutljivost in
specifi¢nost te metode zelo nizki (55- 57).

1.5.2. 1zolacija borelij

Borelije lahko izoliramo iz likvorja, koze ali krvi in jih gojimo v modificiranem Kelly-
Pettenkoferjevem gojiscu pri 30-34°C (58- 61). Kultivacija borelij traja do 12 tednov, kar
je posledica njihove poc¢asne rasti in zahtevnih pogojev za gojenje. Gojenju sledi
identifikacija borelij s pomo¢jo molekularnih metod. Gre za zamuden postopek z zelo

variabilno diagnosti¢no obcutljivostjo.

11
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1.5.3. Verizna reakcija s polimerazo

Borelijsko DNA dokazujemo s postopkom PCR, s katerim dokazemo prisotnost DNA
mrtvih ali zivih bakterij. V primerjavi z izolacijo borelij je metoda PCR hitra in obcutljiva,
vendar pa pomanjkljiva, saj ni standardizirana, zaradi ¢esar lahko dobimo lazno pozitivne
ali lazno negativne rezultate (62).

Diagnosti¢na obcutljivost metode PCR pri dolo¢anju borelij v likvorju je pri zgodnji
lymski nevroboreliozi 10-30%, medtem ko je v serumu $e nizja (63). Kljub nizki
diagnosti¢ni obc¢utljivosti pri dolo¢anju prisotnosti bakterij v likvorju, pa je ta metoda
uporabna pri bolnikih v zelo zgodnjem stadiju lymske nevroborelioze, ter pri tistih bolnikih

z negativnimi vrednostmi protiteles ali tistih z imunskimi pomanjkljivostmi (64).
1.5.4. Dokaz specifi¢nih protiteles proti Borrelia burgdorferi sensu lato

Za dokazovanje specifi¢nih protiteles razredov IgM in 1gG proti B. burgdorferi s. I.

uporabljamo metode, s katerimi lahko neposredno dolo¢amo protitelesni odziv na okuzbo.

1.5.4.1 Encimsko-imunofluorescencni test

Test Vidas uporablja za dolocanje specifi¢nih protiteles IgM in IgG proti B. burgdorferi s.
I. dvostopenjsko imunsko sendvi¢ metodo, s konéno detekcijo fluorescen¢nega signala.
Prva stopnja je reakcija med rekombinantnimi antigeni, vezanimi na nosilec, ki so
specifi¢ni za B. burgdorferi s. |. in specifi¢nimi protitelesi IgM in IgG proti B. burgdorferi
s. |., prisotnimi v vzorcih bolnikov, kalibratorjev in kontrolnih vzorcih (Slika 8). Antigena
za dokaz specifi¢nih protiteles IgM proti B. burgdorferi s. I. sta OspC in DbpA, za dokaz
specifiénih protiteles IgG proti B. burgdorferi s. I. pa VISE, DbpA in OspC. V nadaljnji
stopnji testa dodamo konjugat, v katerem so proti-humana IgM ali proti-humana IgG
protitelesa, konjugirana z alkalno fosfatazo. Nevezani konjugat speremo in dodamo
substrat 4-metil-umbeliferil fosfat. Encim, vezan na imunski kompleks, katalizira hidrolizo
substrata, pri cemer nastane flourescen¢ni produkt 4-metil-umbeliferon (Slika 9), ki ga
aparat zazna in s pomocjo opti¢nega Citalca izmeri intenziteto fluorescence pri 450 nm.
(65).

12
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Substrat: Konjugat:

A-metil umbellfen‘I\ - proti-humana protitelesa IgM ali
fosfat — 4-metil ‘f'l'hﬁ”ﬂt) - proti-humana protitelesa IgG,
umbeliferon konjugirana z alkalno fosfatazo
Antigeni:

-za dokaz IgM: /v Specificna protitelesa IgM in IgG
DbpA, OspC proti B. burgdorferi s. I. v vzorcih
-za dokaz 1gG: bolnikov, kalibratorjih in

DbpA, OspC, VISE kontrolnih vzorcih

Slika 8: Imunska reakcija pri encimsko- imunofluorescen¢nem testu, povzeto po (66).

0 ' CH;
1l
HO—-P—0 o_ _0

|

OH N
-

HO 0 (0]
CH; )
4-metil umbeliferil fosfat alkalna fosfataza 4-metil umbeliferon

Slika 9: Kemijska reakcija pretvorbe substrata v fluorescencni produkt.

1.5.4.2. Imuno-kemiluminiscendni test

Test Liaison uporablja za dolo¢anje specifi¢nih protiteles IgM in IgG proti B. burgdorferi
s. . indirektno imuno-kemiluminiscen¢no metodo. Ta temelji na reakciji rekombinantnih
antigenov, specificnih za B. burgdorferi s. I., s specificnimi protitelesi IgM in IgG proti B.
burgdorferi s. I., prisotnimi v vzorcih bolnikov, kalibratorjih in kontrolnih vzorcih. V drugi
stopnji reakcije se na nastale imunske komplekse veZzejo monoklonska misja protitelesa,
oznacena z izoluminolnim derivatom (Slika 10).

Antigena za dokaz specifi¢nih protiteles IgM proti B. burgdorferi s. . sta OspC in VISE, za
dokaz specifi¢nih protiteles IgG proti B. burgdorferi s. |. pa se uporablja VISE.

13
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Rekombinant Specifi¢na Sekundarn  Aktivacij Rezultat kemi-
ni antigeni protitelesa v o protitelo areakcije luminiscen¢ne
vezani na vzorcu, oznatenoz z NaOH reakcije
trden nosilec kontrolah in luminolom  in H,O;

kalibratorjih

Slika 10: Imuno-kemiluminiscenéna reakcija, povzeto po (67).

Luminol reagira s hidroksidom, s katerim tvori dianion. Z njim reagira kisik iz vodikovega
peroksida, pri cemer se tvori nestabilnen organski peroksid 3-aminoftalat. Stabilnost se
doseze z izgubo dusika, pri cemer se sprosti energija v obliki fotona, ki daje modro
svetlobo (68). Analizator s pomo¢jo fotopomnozevalke izmeri kemiluminiscen¢ni signal,
ki ga poda v obliki relativnih enot svetlobe- RLU (Slika 11). Izmerjeni signal je premo
sorazmeren s koncentracijo specifi¢nih protiteles IgM in 1gG proti B. burgdorferi s. I.

prisotnih v vzorcih.

0 0 * uu
=7 NH ’ 0 ~0
] NaOH H,O
s (O ""D(fﬁ@ o0
NH, O Lo NH, 0 NH, O

Slika 11: Kemijska reakcija izoluminolnega derivata, povzeto po (68).

1.5.4.3. Encimsko imunski test

Encimsko imunski test je izraz za vrsto testov, s katerimi dolo¢amo bodisi specifi¢na
protitelesa IgM in 1gG (posredna metoda) bodisi antigene (neposredna metoda) v vzorcih.
Princip testa temelji na imunski reakciji med antigeni in protitelesi v vzorcih. V drugi
stopnji dodamo v reakcijsko zmes sekundarna protitelesa (proti-humana protitelesa IgM ali
IgG), ki so oznacena z encimom. Nato dodamo substrat, ki ga encim, vezan na imunski
kompleks pretvori v obarvan produkt (69). Koli¢ina nastalega produkta je premo

sorazmerna koncentraciji specifi¢nih protiteles prisotnih v vzorcu.
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1.5.4.4. Prenos Western

Metoda temelji na elektroforezni locbi proteinov povzrocitelja okuzbe na
poliakrilamidnem gelu. Ti se na njem lo¢ijo v pasove in se po konc¢ani lo¢bi prenesejo na
nitrocelulozno membrano. Membranske trakove z antigeni inkubiramo posami¢no s
preiskovanim vzorcem. V primeru prisotnosti specificnih protiteles proti povzrocitelju v
vzorcu, se le ti vezejo z antigeni na traku (Slika 12). Testne trakove nato inkubiramo s
konjugatom in v zadnji stopnji Se s substratom. Reakcijo med specificnim protitelesom in
specificnim antigenom vidimo kot intenzivno Crto na testnem traku. Razlicica testa
Western je imuno blot, kjer so na membranskih trakovih naneSeni rekombinantni antigeni.
S testom Western lahko dolocamo protitelesa proti to¢no dolo¢enim borelijskim
antigenom, s ¢imer dobimo imunski odtis bolnika (70). Zaradi njene visoke specifi¢nosti

(>95%) ga lahko uporabimo za potrditveno metodo.

VISE — =

= 2 > Trije membranski trakovi z
OspC (B Ga\r!nu,‘ - VIEE —> = p83 —» ) . )
=1 razli¢nimi kombinacijami
R g ot b rekombinantnih antigenov.
B8 =9 s s -
i 5= I 2~ Vezavo specifi¢nih
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' . > Uporaba: potrditveni test.
¥
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Slika 12: Primeri trakov z antigeni za imuno blot, povzeto po (70).

1.6. ZDRAVLJENJE LYMSKE BORELIOZE IN LYMSKE
NEVROBORELIOZE

Zdravljenje lymske borelioze je priporocljivo v vseh stadijih bolezni. Izbor antibiotikov je
namenjen tako skrajsanju Kot preprecitvi sirjenja bolezni. Uporabljamo amoksicilin,

azitromicin, cefuroksim, doksiciklin, fenoksimetil metil-penicilin, eritromicin, ceftriakson
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in penicilin G (71). Brez antibioti¢nega zdravljenja lahko ostanejo borelije v tkivih in lahko
mesece ali leta po okuzbi povzrocijo okvare, Ki so znacilne za pozno obdobje lymske
borelioze.

Zgodnja lymska nevroborelioza

Bolniki z zgodnjo obliko lymske nevroborelioze morajo dobiti 10-28 dnevno antibioti¢no
zdravljenje. Prejmejo lahko oralno doksicilin (200 mg/dan za 2 dni in 100 mg/dan za 8 dni)
ali intravensko ceftriakson (2 ali 4 g/dan), penicilin (20MU/dan) ali cefotaksim (3x2g/dan
ali 2x3g/dan) (64).

Pozna lymska nevroborelioza

Bolniki s pozno obliko lymsko nevroboreliozo morajo biti zdravljeni z oralnin odmerkom
doksiciklina (200 mg/dan) ali z intravensko apliciranim ceftriaksonom (2g/dan) v ¢asu 2-4
tednov ali pa z intravenskim odmerkom penicilina (20 MU/dan) v ¢asu 10 dni (64). Studije
kazejo na izrazito izboljSanje nenormalnih nevroloskih sprememb po koncani 10-14 dnevni
antibioti¢ni terapiji. Po koncu zdravljenja je lahko Se nekaj mesecev prisotna blaga

pleocitoza.
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2. NAMEN DELA

Namen magistrske naloge je:

e ugotoviti prisotnost specifi¢nih protiteles razredov IgM in 1gG proti B. burgdorferi
s. I. v serumskih in likvorskih vzorcih pri bolnikih s sumom na lymsko
nevroboreliozo,

o dokazati prisotnost specifi¢nih protiteles razredov IgM in IgG proti B. burgdorferi
S. |. s seroloskima testoma ELFA in CLIA,

e rezultate, dobljene s seroloskima testoma primerjati med seboj, in

o 7 laboratorijskega vidika ovrednotiti uporabljena seroloska testa.
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3. MATERIAL IN METODE

3.1. Vzorci

V raziskavi smo uporabili komercialno dostopna seroloska testa za doloc¢anje specifi¢nih
protiteles IgM in 1gG proti B. burgdorferi s. I.. Testiranje smo izvajali v Laboratoriju za
dokazovanje borelioz in leptospiroze na Institutu za mikrobiologijo in imunologijo
Medicinske fakultete v Ljubljani.

V raziskavo smo vkljucili 50 vzorcev serumov in 50 vzorcev likvorjev preiskovancev s
sumom na nevroboreliozo. VVzorce smo zbrali v obdobju od februarja 2012 do januarja

2014 in jih hranili v mikroepruvetah na Institutu, v zamrzovalniku, na -20°C.

3.2. Material pri uporabljenih metodah

V raziskavi smo uporabili seroloska testa: kvalitativni dvostopenjski encimsko-imunski
test s konéno fluorescenéno detekcijo (ELFA) - VIDAS Lyme test, proizvajalca
Biomerieux (Francija) ter kvantitativni imuno-kemiluminiscen¢ni test (CLIA), proizvajalca

DiaSorin S.p.A (Saluggia, Italija).

3.2.1. Reagenti in oprema za izvedbo encimsko-imunofluorescenénga testa

Za analizo serumskih vzorcev z ELFA smo uporabili kompleta reagentov VIDAS Lyme
IgM (LYM) in VIDAS Lyme IgG (LYG), za analizo vzorcev likvorjev pa kompleta
VIDAS Lyme IgM (LYM) in VIDAS Lyme IgG (LYGS). Analizator mini VIDAS poda
kvalitativne rezultate meritev prisotnosti specifi¢nih protiteles IgM in IgG proti B.
burgdorferi s. I. v serumskih vzorcih, medtem ko za likvorske vzorce nima opredeljenega
kvalitativnega kriterija. VVrednosti indeksov, ki jih dobimo pri testiranju likvorjev, lahko v

tem primeru preracunamo le s pomocjo Tibblingove ali Rieberove metode.
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3.2.1.1. Reagenti pri encimsko-imunofluorescenénem testu

Komplet reagentov za dokaz protiteles IgM vsebuje:

Sestdeset reagenénih trakov LYM

Sestdeset zbirnikov trdne faze LYM (2 x 30) (SPR); SPR je prekrit z rekombinantnimi
himernimi proteini B. burgdorferi s. |., DbpA in OspC

Standard LYM - S1 (1 x 1,4 ml). Cloveska defibrinirana plazma, ki vsebuje protitelesa
IgM proti B. burgdorferi v fosfatnem pufru s stabilizatorji, BSA in MIT, 1g/L, pH 7,4
Pozitivna kontrola LYM - C1 (1 x 0,7 ml). Cloveska defibrinirana plazma, ki vsebuje
protitelesa IgM proti B. burgdorferi v fosfathem pufru s stabilizatorji, BSA in MIT
1g/L,pH 7,4

Negativna kontrola LYM - C2 (1 x 0,7 ml): fosfatni pufer z MIT 1g/L in BSA, brez
zaznavnih protiteles IgM proti B. burgdorferi, pH 7,4

Kartica s podatki o umeritvenih krivuljah testa VIDAS Lyme (MLE).

Komplet reagentov za dokaz protiteles 1gG vsebuje:

Sestdeset reagencnih trakov LYG

Sestdeset zbirnikov trdne faze LYG- SPR; SPR je prekrit z rekombinantnimi
himernimi proteini B. burgdorferi s. ., VISE, DbpA in OspC

Standard LYG- S1 (1 x 1,4 ml): vsebuje protitelesa 1gG proti B. burgdorferi v
fosfatnem pufru s stabilizatorji, BSA in MIT 1g/L, pH 7,2

Pozitivna kontrola LYG- C1 (1 x 0,7 ml): vsebuje protitelesa IgG proti B. burgdorferi
v fosfatnem pufru s stabilizatorji, BSA in MIT 1g/L, pH 7,2

Negativna kontrola LYG (1 x 0,7 ml): fosfatni pufer z MIT 1g/L in BSA, brez
zaznavnih protiteles 1gG proti B. burgdorferi, pH 7,2

Kartica MLE

Reagente za dokaz protiteles IgM in IgG hranimo v hladilniku pri 2-8 °C. Reagente,
pripravljene za uporabo in vstavljene v aparat, prikazuje Slika 13.
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Slika 13: Reagencni trakovi in zbirnik trdne faze v aparatu mini Vidas pred zacetkom

izvajanja testa, povzeto po (65).

Zbirnik trdne faze
Zbirnik trdne faze SPR je pri izvedbi testov VIDAS Lyme IgM in VIDAS Lyme IgG
prekrit s kombinacijo rekombinantnih antigenov B. burgdorferi s. I. (Slika 14).

Identifikacija vsakega SPR poteka preko kod LYM oziroma LYG in ustreznega ¢italca v

aparatu.

Slika 14: Zbirnika trdne faze za specifi¢na protitelesa IgM in IgG.

Reagenéni trakovi iz kompletov Vidas Lyme IgM in VIDAS Lyme IgG

Vsak reagenéni trak kompleta testa Vidas Lyme je sestavljen iz 10 vsebnikov, ki so

oznaceni z nalepko in prekriti z zag€itno tesnilno folijo. Na nalepki so koda, ki oznacuje

mesto testa, Stevilka serije uporabljenega kompleta in datum poteka veljavnosti.

Reagenti v testnem traku si sledijo v naslednjem zaporedju (Slika 15):

- vsebnik 1: odprtina za vnos vzorca

- vsebnik 2: razred¢ilo - pufer TRIS, raztopina NaCl, nevtralizator, detergent, BSA, MIT
1g/L,pH 7,4
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vsebniki 3-5: pufer za spiranje (600 ul) - pufer TRIS, raztopina NaCl, detergent, MIT
1g/L,pH 7,8
vsebnik 6: konjugat (400 pl):

e IgM: pufer TRIS, raztopina NaCl, BSA, MIT 1g/L, titrirana raztopina

misjih monoklonskih proti-humanih protiteles IgM, konjugiranih z alkalno
fosfatazo, pH 7,4
e 1gG: pufer TRIS, raztopina NaCl, BSA, MIT 1g/L, titrirana raztopina misjih
monoklonskih proti-humanih protiteles IgM, konjugiranih z alkalno
fosfatazo, pH 6,1
- vsebnika 7-8: pufer za spiranje (600 ul)- pufer TRIS, raztopina NaCl, detergent, MIT
1g/L,pH 7,8
- vsebnik 9: prazen
- vsebnik 10: bralna kiveta s substratom (300 pl)- 4-metil-umbeliferilfosfat (4-MUP)
(0,6 mmol/L), dietanolamin- DEA (0,62 mol/L), pH 9,2, natrijev azid 1g/L (65).

B o 7

Substrat

\( Raztopina za redéenje

Pufer za spiranje

Raztopina za redCenje

Slika 15: Reagenti v testnem traku - aparat mini Vidas, povzeto po (65).



Ters H. Primerjava dveh seroloskih testov za dokazovanje nevroborelioze

3.2.1.2. Oprema za izvedbo encimsko-imunofluorescencnega testa

- Kalibrirana pipeta

- Nastavki za pipeto

- Aparat mini VIDAS®

- Komplet reagentov VIDAS Lyme IgM in VIDAS Lyme IgG

3.2.2 Reagenti in oprema za imuno-kemiluminiscen¢ni test

Za analizo serumskih vzorcev in vzorcev likvorjev smo uporabili komercialno dostopna
kompleta reagentov LIAISON Borrelia IgM Quant test in LIAISON Borrelia IgG test.
Analizator LIAISON poda kvantitativni rezultat glede koli¢ine prisotnih specifi¢nih

protiteles IgM in 1gG proti B. burgdorferi s. I..
3.2.2.1. Reagenti za imuno-kemiluminiscencni test

Komplet reagentov za dokaz protiteles lgM vsebuje (Slika 16):

- Magnetni delci (2,3 ml): magnetni delci prevleceni z rekombinantnima antigenoma OspC
in VISE B. burgdorferi (pridobljena iz E. coli), BSA, pufer PBS in <0,1% natrijevega
azida;

- Kalibrator 1 (3,8 ml): ¢loveska serum/plazma, ki vsebuje nizek nivo protiteles IgM proti
B. burgdorferi, BSA, fosfatni pufer, 0,2% raztopina ProClin® 300, inertno rumeno barvilo;
- Kalibrator 2 (3,8 ml): ¢loveska serum/plazma, ki vsebuje visok nivo protiteles IgM proti
B. burgdorferi, BSA, fosfatni pufer, 0,2% raztopina ProClin® 300, inertno modro barvilo;
- Razred¢ilo za vzorec (28 ml): BSA, fosfatni pufer, 0,2% raztopina ProClin® 300, inertno
rumeno barvilo;

- Konjugat (23 ml): mi$ja monoklonska protitelesa proti cloveskim protitelesom IgM,
konjugirana z derivatom izoluminola, BSA, pufer PBS, 0,2% raztopina ProClin® 300 in

konzervansi (72).
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Slika 16: Komplet reagentov Liaison za izvedbo imuno-kemiluminiscen¢nega testa,

povzeto po (72).

Komplet reagentov za dokaz protiteles 1gG vsebuje:

- Magnetne delce (2,3 ml): magnetni delci prevleceni z rekombinantnim antigenom VISE
B. burgdorferi (pridobljeni iz E. coli), BSA, pufer PBS, natrijev azid <0,1%;

- Kalibrator 1 (3,8 ml): ¢loveska serum/plazma, ki vsebuje nizek nivo protiteles 1gG proti
B. burgdorferi, BSA, fosfatni pufer, 0,2% raztopino ProClin® 300, inertno rumeno
barvilo;

- Kalibrator 2 (3,8 ml): ¢loveska serum/plazma, ki vsebuje visok nivo protiteles IgG proti
B. burgdorferi, BSA, fosfatni pufer, 0,2% raztopino ProClin® 300, inertno modro barvilo;
- Razredcilo za vzorec (28 ml): BSA, fosfatni pufer, 0,2% raztopina ProClin® 300, inertno
rumeno barvilo;

- Konjugat (23 ml): misja monoklonska protitelesa proti ¢loveskim protitelesom 1gG
konjugirana z derivatom izoluminola, BSA, pufer PBS, 0,2% raztopino ProClin® 300,

konservansi (72).

Dodaten material- reagencni sestav (Slika 17):

- Reakcijski vsebnik- Modul Liaison®

- Startni reagent- Starter kit Liaison®

- Reagent za kontrolo svetlobe- Light check Liaison®

- Reagent za spiranje sistema- Wash/ System Liquid Liaison®
- Odlagalniki za odpadke- Waste bags Liaison®

- Komplet reagentov za ¢is¢enje Sistema- Cleaning kit Liaison®

- Negativna in pozitivna kontrola Borrelia IgM liquor Liaison®
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- Negativna in pozitivna kontrola Borrelia IgM Quant Liaison®
- Negativna in pozitivna kontrola Borrelia 1gG

- Negativna in pozitivna kontrola Borrelia 1gG liquor.

Slika 17: Priprava reagentov na aparatu Liaison, povzeto po (72).
3.2.2.2 Oprema za izvedbo kemiluminiscencnega testa

- analizator DiaSorin Liaison (Slika 18)

- ustrezna stojala za vzorce oznacena s kodami

Slika 18: Aparat Liaison (levo) in stojalo s pripravljenimi vzorci (desno), povzeto po (72).
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3.3. Postopki izvedbe testov
Testa ELFA in CLIA smo izvedli natan¢no po navodilih proizvajalca.
3.3.1. Izvedba encimsko-imunofluorescen¢nega testa

Pred uporabo kompleta Vidas Lyme IgM ali Vidas Lyme IgG morajo biti reagenti ogreti na

sobno temperaturo.

Pred prvo uporabo, s pomocjo zunanjega Citalca kod, od¢itamo prilozeno kodo, kar nam

omogoci posodobitev programske opreme aparata (postopek Vidas PTC).

Pred uporabo vsake nove serije kompleta testa Vidas Lyme, s pomogjo Citalca s Kartice

odc¢itamo podatke o umeritvenih krivuljah- MLE.

Kalibracijo s priloZzenim standardom izvajamo v dvojniku pred vsako uporabo nove serije
reagenta, ter obvezno po preteku 28. dni od predhodne kalibracije. Rezultati niso veljavni,

¢e kontrolne vrednosti odstopajo od pri¢akovanih vrednosti.

Analiza vzorcev:

- v aparat vstavimo SPR za protitelesa IgM ali 1gG;
- v prvi vsebnik nanesemo 100 pul vzorca na reagen¢nem traku za protitelesa IgM ali IgG;
- reagencne trakove vstavimo v aparat in izberemo izvajanje ustreznega testa na aparaturi:
- Vidas Lyme IgM se identificira s kodo LYM za serum;
- Vidas Lyme 1gG se identificira s kodo LYG za serum;
- Vidas Lyme 1gG se identificira s kodo LYGS za likvor;
- v aparat vnesemo podatke o protokolnih $tevilkah vzorcev;
- pritisnemo tipko start;

- nadaljnje korake postopka izvaja aparat avtomatsko.
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3.3.2 lzvedba imuno-kemiluminiscen¢nega testa

Pred uporabo kompleta Liaison IgM ali Liaison IgG morajo biti reagenti ogreti na sobno

temperaturo.
Kalibracijo izvajamo:

- pri uporabi novega starter reagenta- Starter Liaison®;
- ¢e je minilo od predhodne kalibracije ve¢ kot en teden;
- pri uporabi nove Stevilke serije reagencnega sestava,

- Ceje bil aparat na popravilu;

- Ce kontrolne vrednosti lezijo izven predpisanih vrednosti.

Kontrola kvalitete

Kontrolo kvalitete moramo izvajali pri vsakokratni seriji za zagotavljanje uspesnosti testa.

Izvajamo jo:

- vsaj enkrat dnevno glede na uporabo;

- kadar koli uporabimo nov reagencni sestav;
- kadar izvedemo kalibracijo;

- ko uporabimo novo serijo startnega reagenta- Starter Liaison®.

Analiza vzorcev

Analize na aparatu DiaSorin so popolnoma avtomatizirane. Vsak testni parameter je

definiran s kodo na reagenc¢ni nalepki na ustreznem stojalu.

Pred vstavitvijo reagencnega sestava v analizator moramo najprej resuspendirati magnetne
delce. Sestav vstavimo v reagen¢no obmocje in ga pustimo stati 30 minut. Na aparatu
izberemo ustrezno analizo za dolo¢itev specifi¢nih protiteles IgM proti B. burgdorferi s.1.
(Bor-MQ) oziroma za dolo¢itev specifi¢nih protiteles IgG proti B. burgdorferi s.I. (Bor-G)
v serumskih vzorcih. V primeru vzorcev likvorja izberemo analizo za doloCitev specifi¢nih
protiteles IgM proti B. burgdorferi s.I. (Bor-MQ) oziroma za dolocitev specifi¢nih
protiteles 1gG proti B. burgdorferi s.l. (Bor-GCSF). Program zazenemo S pritiskom na

tipko start.
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Postopki, ki samostojno potekajo v analizatorju:

- prenos kalibratorjev, kontrol in vzorcev v reakcijski vsebnik,

- razdelitev magnetnih delcev, prekritih z antigeni B. burgdorferi s. 1.,
- prenos vzorcev, razred¢enih z delovnim reagentom,

- inkubacija,

- Spiranje,

- porazdelitev konjugata v reakcijski vsebnik,

- inkubacija,

- spiranje,

- dodatek startnega reagenta in meritev oddane svetlobe.

3.4. Vrednotenje rezultatov
Rezultate smo vrednotili po navodilih proizvajalca, za vsak test posebej.
3.4.1. Vrednotenje rezultatov encimsko-imunofluorescencnega testa

Po koncani analizi aparat avtomati¢no analizira in izra¢una rezultate. InStrument dvakrat
izmeri fluorescenco v merilni Kiveti posameznega reagen¢nega traku. Prva meritev je
odcitavanje ozadja substrata v kiveti, pred dodatkom SPR v substrat. Drugo pa aparat
izvede po inkubaciji substrata s preostalim encimom znotraj SPR. Relativna fluorescen¢na
vrednost predstavlja vrednost meritve vzorca z odsteto vrednostjo ozadja. Aparat na koncu

analize natisne porocilo z rezultati (65).

Vrednosti vzorcev interpretiramo kot razmerje ali indeks:

RFV vzorea
RFV standarda

[ = indeks =
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3.4.1.1. Vrednotenje rezultatov encimsko-imunofluorescenénega testa v

serumskih vzorcih

Vrednosti indeksov in njihovih interpretacij, ki jih za specifi¢na protitelesa IgM in IgG
proti B. burgdorferi s. I., dolo¢enih v serumskih vzorcih, podaja proizvajalec, prikazujeta

Razpredelnici Il in V.

Razpredelnica Il Interpretacija rezultatov, izmerjenih v serumskih vzorcih s testom Vidas
Lyme IgM (LYM)

Indeks - IgM Interpretacija

| <0,20 Negativno
0,20 <1<0,32 | Mejna vrednost

1>0,32 Pozitivho

Razpredelnica 1V: Interpretacija rezultatov, izmerjenih v serumskih vzorcih s testom Vidas
Lyme IgG (LYG)

Indeks - 1gG Interpretacija
| <0,20 Negativno
1>0,32 Pozitivho

Rezultate testov moramo interpretirati v povezavi s klini¢no sliko, zgodovino primera in
vseh ostalih izvedenih bioloskih testiranj. Mozne interpretacije testa, Ki jih izvedemo na ta

nacin, prikazuje Razpredelnica V.
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Razpredelnica V: Klini¢na interpretacija rezultatov testa Vidas Lyme (65)

Rezultat testa
Vidas Lyme IgM

Rezultat testa

Vidas Lyme 1gG

Interpretacija rezultatov

pri mejni vrednosti

mejni vrednosti

Negativen Negativen Malo verjetna okuzba. V primeru klini¢nega
suma (ugriz klopa, nevroloski znaki,...) vzorec
ponovno odvzamemo kasneje.

Pozitiven Negativen Verjetna zgodnja okuzba.

Pozitiven Pozitiven Verjetna zgodnja ali razsirjena okuzba.

Negativen Pozitiven Verjetna okuzba v kateri koli stopnji (zgodnja,
razsirjena, kronicna).

Mejni ali pozitiven | Pozitiven pri Interpretacija odvisna od konteksta in

zgodovine primera; zgodnja okuzba oziroma

priporoc¢eno serolosko sledenje.

Mejni ali pozitiven

pri mejni vrednosti

Negativen

Interpretacija odvisna od konteksta in
zgodovine primera; zgodnja okuzba 0ziroma

prisotna bolezen, ki moti testiranje.

3.4.1.2. Vrednotenje rezultatov encimsko-imunofluorescenénega testa v

vzorcih likvorja

Proizvajalec v protokolu za analizo vzorcev podaja le vrednotenje protiteles 1gG proti B.

burgdorferi s. I. v likvorju, medtem ko aparat ne omogoca analize in vrednotenja IgM proti

B. burgdorferi s. |. v tovrstnih bioloskih vzorcih.

Ovrednotenje protiteles 1gG proti Borrelia burgdorferi s. |. v likvorskih vzorcih

Specifi¢na detekcija protiteles proti B. burgdorferi v vzorcih likvorja je pomemben

prednostni argument v diagnostiki nevroborelioze. Test Vidas Lyme IgG (LYGS) omogoca

dolocitev sinteze intratekalnih protiteles IgG s pomocjo IAP, ki ga dobimo s so¢asno

analizo krvnega vzorca in likvorja (73). Rezultati likvorskih vzorcev za specificna

protitelesa 1gG proti B. burgdorferi s. I, ki jih dobimo z metodo ELFA, sluzijo izklju¢no

za nadaljnji izraCun intratekalne sinteze protiteles.
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Indeks intratekalne sinteze protiteles 1gG proti B. burgdorferi s.l. uposteva njihovo
detekcijo v preiskovancevem serumu in likvorju takrat, ko odpravimo proteinske razlike
med analiziranima vzorcema. Indeks intratekalne sinteze nato uporabimo za razlikovanje
med pasivno difuzijo specifi¢nih protiteles IgG B. burgdorferi s.I. iz seruma v likvor in

njihovo tvorbo in situ v samem likvorju (74).

Dolocitev vrednosti IAP temelji na indeksih Vidas Lyme 1gG, pridobljenih iz meritev
preiskovanéevega seruma in likvorja, ter serumskih in likvorskih titrov albuminov
(Tibblingova metoda) (Enacba 1) ali pa iz celokupnih titrov IgG (Rieberova metoda)
(Enacba 2) v obeh vrstah vzorcev (75).

Enacba 1: Tibblingova metoda (75)

(Vidas Lyme IgG CSF indeks/ Vidas Lyme IgG serum indeks) /9

[AFP =
CSF albumin titer/ serum albumin titer

Enacba 2: Rieberova metoda (75)

_ (Vidas Lyme IgG CSF indeks/ Vidas Lyme IgG serum indeks) /9

[AF
CSF total IgG titer/ serum total IgG titer

Podatkov o vrednostih celokupnih titrov protiteles 1gG in albuminskih titrov, ki smo jih
potrebovali za prerac¢un vrednosti ustreznega IAP, ki ga navaja proizvajalec v navodilih
postopka, nismo mogli pridobiti. Posledi¢éno nismo mogli ovrednotiti intratekalne sinteze
protiteles. Zato smo dobljene rezultate za specifi¢na protitelesa IgG proti B. burgdorferi s.
. v likvorskih vzorcih ovrednotili po shemi za serumske vzorce (Razpredelnica I11).
Vrednosti, ki smo jih dobili pri njihovi detekciji, pa smo upostevali kot absolutne pri
vrednotenju rezultatov dolocitev specifi¢nih protiteles IgG proti B. burgdorferi s. |. v

likvorskih vzorcih.

Ovrednotenje protiteles IgM proti Borrelia burgdorferi s. . v vzorcih likvorja

Proizvajalec ne navaja moznosti ugotavljanja protiteles IgM proti B. burgdorferi s. |. v
likvorskih vzorcih. Zato smo analizo tovrstnih vzorcev izvedli skladno s postopkom za

serumske vzorce. Vrednosti, ki smo jih pri tem izmerili, pa smo upostevali za absolutne pri
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vrednotenju rezultatov merjenja protiteles IgM proti B. burgdorferi s. I. v likvorskih

vzorcih.
3.4.2. VVrednotenje rezultatov imuno-kemiluminiscen¢nega testa

Analizator avtomati¢no izracuna koncentracijo protiteles IgM in IgG proti B. burgdorferi

s.l. in jih izrazi v obliki arbitrarnih enot (AU/ml).

3.4.2.1. Vrednotenje rezultatov imuno-kemiluminiscencénega testa v serumskih

vzorcih

Vrednosti koncentracij protiteles v serumskih vzorcih in njihovo interpretacijo, ki jih
podaja proizvajalec, za specifi¢na protitelesa IgM in IgG proti B. burgdorferi s. 1.,

prikazujeta Razpredelnici VI in VII.

Obmocje merljivosti specifiénih protiteles IgM proti B. burgdorferi s.l. v serumskih
vzorcih z metodo CLIA na aparatu Liaison je med 2 in 190 AU/ml, za specifi¢na

protitelesa IgG proti B. burgdorferi s.l. pa med 5 in 240 AU/m.

Razpredelnica VI: Interpretacija rezultatov za specifi¢na protitelesa IgM proti B.

burgdorferi sensu lato, izmerjenih v serumskih vzorcih

Koncentracija IgM | Interpretacija
<18 AU/mlI Negativen
18-22 AU/ml Mejna vrednost
>22 AU/ml Pozitiven

Razpredelnica VII: Interpretacija rezultatov za specifi¢na protitelesa IgG proti B.

burgdorferi sensu lato v serumskih vzorcih

Koncentracija IgG | Interpretacija
<10 AU/ml Negativen
10-15 AU/ml Mejna vrednost
> 15 AU/ml Pozitiven
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Klini¢na interpretacija rezultatov

Negativen rezultat dolocanja protiteles IgM in IgG proti B. burgdorferi s.I. v splosnem
nakazuje, da preiskovanec ni okuzen, vendar pa to ne izkljucuje akutne borelioze, pri kateri
je lahko okuzba $e v zelo zgodnji fazi, ko preiskovanec Se ne proizvaja specificnih
protiteles proti B. burgdorferi s.l. (Razpredelnica VIII) (76, 77).

Pozitiven rezultat dolo¢anja protiteles IgM in 1gG proti B. burgdorferi s.l.v splosnem kaze

na razsiritev patogena (akutna ali pretekla okuzba).

Razpredelnica VIII: Prikaz interpretacije rezultatov seroloskih testov glede na klini¢no

sliko. Rezultati so bili dologeni s testi Liaison Borrelia.

Rezultat IgM- Liaison | Rezultat IgG- Liaison | Interpretacija rezultatov

Negativen Negativen Ni dokazov okuzbe, v primeru
klini¢nega dvoma (ugriz klopa,
nevroloski simptomi,..) spremljamo

bolnika skozi daljsi cas.

Pozitiven Negativen Verjetna okuzba v zacetnem stadiju.
Negativen Pozitiven Verjetna okuzba v katerem koli stadiju.
Pozitiven Pozitiven Verjetna akutna okuZzba.

3.4.2.2. Vrednotenje rezultatov imuno-kemiluminiscencnega testa v vzorcih

likvorja

Vrednosti koncentracij protiteles in njihovo interpretacijo, ki jih podaja proizvajalec, za
specifi¢na protitelesa IgM in IgG proti B. burgdorferi s. I. v likvorskih vzorcih prikazujeta

Razpredelnici IX in X.

Obmocje merljivosti metode CLIA na aparatu Liaison za dolocanje specifi¢nih protiteles
IgM proti B. burgdorferi s.1. v likvorskih vzorcih je med 0 in 190 AU/ml, za specifi¢na
protitelesa IgG proti B. burgdorferi s.l. pa med 0,2 in 240 AU/ml.
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Razpredelnica 1X: Interpretacija rezultatov dolocanja specifi¢nih protiteles IgM proti B.
burgdorferi sensu lato likvorskih vzorcih

Koncentracija IgM | Interpretacija
<2,5AU/ml Negativen
2,5-3,5 AU/ml Mejna vrednost
>3,5 AU/ml Pozitiven

Razpredelnica X: Interpretacija rezultatov dolocanja specifi¢nih protiteles IgG proti B.

burgdorferi sensu lato likvorskih vzorcih

Koncentracija IgG | Interpretacija

< 4,5 AU/mi Negativen
4,5-5,5 AU/ml Mejna vrednost
>5,5 AU/ml Pozitiven

Klini¢na interpretacija rezultatov, izmerjenih v vzorcih likvorja

Negativen rezultat ugotavljanja protiteles IgM proti B. burgdorferi s.1. izkljucuje
intratekalno sintezo le-teh. Kadar obstaja sum na nevroboreliozo, se kljub negativnemu
rezultatu priporocajo Se nadaljnje preiskave (76).

Pozitiven rezultat prisotnosti protiteles IgM proti B. burgdorferi s.1. kaze na njihovo
intratekalno sintezo in potrjuje sum na nevroboreliozo. Pozitiven rezultat v likvorju lahko
dobimo pri bolnikih z zelo visokimi serumskimi koncentracijami protiteles proti B.
burgdorferi s.l., kot tudi pri tistih bolnikih s pozitivnim serumskim razultatom za
protitelesa IgM , v povezavi z visokimi koncentracijami albuminov v likvorju. Kasnejsa
odkritja so nakazala tudi obstoj poskodobe krvno-mozganske pregrade (76).

Negativen rezultat prisotnosti protiteles IgG proti B. burgdorferi s.l. izklju¢uje njihovo
intratekalno sintezo. V primeru suma na nevroboreliozo, se kljub temu priporo¢ajo
nadaljnje preiskave (77).

Pozitiven rezultat dolo¢anja protiteles 1gG proti B. burgdorferi s.I. kaze na njihovo
intratekalno sintezo in potrjuje sum na nevroboreliozo. Pozitiven rezultat v likvorju lahko
dobimo pri bolnikih z zelo visokimi serumskimi koncentracijami protiteles proti B.

burgdorferi s.l., kot tudi pri tistih bolnikih s pozitivnim serumskim razultatom za
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protitelesa 19gG , v povezavi z visokimi koncentracijami albuminov v likvorju. Tudi v tem

primeru kasnejsa odkritja nakazujejo na poSkodovano krvno-mozgansko pregrado (77).
3.4.3. Ponovitev testiranja

Ponovitve analiz smo izvedli pri tistih vzorcih bolnikov, pri katerih smo ob uporabi obeh
metod dobili razli¢ne vrednosti za specifi¢na protitelesa IgM ali 1gG proti B. burgdorferi s.
.. Analize smo ponavljali toliko ¢asa, dokler se nismo prepricali v dejanski rezultat,

dolocen z vsako od uporabljenih metod.

3.5. Statisticna analiza

Rezultate, pridobljene z uporabljenima metodama ELFA in CLIA, smo statisti¢no
vrednotili za primerjavo razlik med testoma. V ta namen smo uporabili test Hi-kvadrat, ki
je namenjen ugotavljanju povezanosti (odvisnosti) dveh statisticnih opisnih spremenljivk v
populaciji. Pri tem smo rezultate z mejnimi vrednostmi uvrstili med pozitivne. Rezultate
smo statisti¢no ovrednotili s pomo¢jo programa SPSS (IBM SPSS Statistics 22.0). Kot

statisti¢no znacilno smo upostevali vrednosti pri p< 0,05.
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4. REZULTATI

Dolocali smo prisotnost specifi¢nih protiteles IgM in IgG proti B. burgdorferi s. I. v
serumskih in likvorskih vzorcih bolnikov. Testiranje smo izvajali z dvema seroloskima
testoma, in sicer z encimsko-imunofluorescenénim in imuno-kemiluminiscenénim testom.
Analizirali smo 50 serumskih in 50 likvorskih vzorcev istih preiskovancev, s sumom na
lymsko nevroboreliozo.

Pri analizi specifi¢nih protiteles IgG proti B. burgdorferi s. I. v likvorskih vzorcih z
encimsko-imunofluorescenéno metodo, na aparatu mini Vidas, proizvajalec za vrednotenje
dobljenih rezultatov navaja prerac¢un vrednosti s pomo¢jo Tibblingove metode. Ker
vrednosti albuminskih titrov za preiskovanje likvorskih vzorcev nismo uspeli pridobiti,
smo jih ovrednotili skladno s proizvajal¢evimi vrednostmi, navedenimi za specificna
protitelesa IgG proti B. burgdorferi s. I. v serumskih vzorcih.

Dolocanja prisotnosti specifi¢nih protiteles IgM proti B. burgdorferi s. I. v likvorskih
vzorcih z encimsko-imunofluorescen¢no metodo, na aparatu miniVidas, proizvajalec ne
navaja kot uporabno moznost. Kljub temu smo se odlo¢ili analizirati vseh 50 likvorskih
vzorcev po protokolu, ki velja za dolocanje specifi¢nih protiteles IgM proti B. burgdorferi
s. I. v serumskih vzorcih. Rezultati, ki smo jih na ta nacin dobili, so bili v vseh 50

likvorskih vzorcih negativni.

4.1. Rezultati analiziranih vzorcev pri uporabljenih metodah

Z metodama ELFA in CLIA smo dolocali protitelesa v vzorcih krvi in likvorja 50

bolnikov.
4.1.1. Rezultati dolo¢eni z uporabljenima metodama v serumskih vzorcih

V serumskih vzorcih smo dolocali specifi¢na protitelesa IgM in 1gG proti B. burgdorferi s.
.. Pri dolo¢anju protiteles IgM z metodo ELFA smo dobili pozitiven rezultat pri 18/50
(36%), z metodo CLIA pa pri 23/50 (46%) vzorcev. Pri dolocanju protiteles IgG z metodo
ELFA smo zaznali pozitiven rezultat pri 29/50 (58%), z metodo CLIA pa 31/50 (62%)
vzorcev. Rezultati, ki smo jih za preiskovane analite v serumskih vzorcih izmerili s

posamezno metodo, prikazujeta Razpredelnici XI in XII.
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Razpredelnica XI: Rezultati seroloskega testiranja bolnikov na prisotnost protiteles IgM in

IgG proti Borrelia burgdorferi sensu lato z encimsko-imunofluorescenc¢nim testom

Spec. pt IgM 19G
Stevilo | Delez (%) | Stevilo | Delez (%)
Rezultat
Pozitiven 18 36 29 58
Mejni 4 8 0 0,0
Negativen 28 56 21 42
Skupaj 50 100 50 100

Razpredelnica XII: Rezultati seroloskega testiranja bolnikov na protitelesa IgM in IgG

proti Borrelia burgdorferi sensu lato pri imuno-kemiluminiscenénem testu

Spec. pt IgM [o[€]
Stevilo | Delez (%) | Stevilo | Delez (%)
Rezultat
Pozitiven 23 46 31 62
Mejni 1 2 6 12
Negativen 26 52 13 26
Skupaj 50 100 50 100

4.1.2. Rezultati doloceni z uporabljenima metodama v vzorcih likvorja

V likvorskih vzorcih bolnikov smo dolocali specifi¢na protitelesa IgM in IgG proti B.
burgdorferi s. |.. Pri dolocanju protiteles [gM z metodo CLIA smo dobili pozitiven rezultat
pri 7/50 (14%) vzorcev, z metodo ELFA pa prisotnosti protiteles IgM ne moremo
ugotavljati. Pri dolo¢anju protiteles IgG z metodama ELFA in CLIA smo v obeh primerih
dobili pozitivne rezultate pri 10/50 (20%) vzorcev. Rezultate testiranj izbranih analitov v

likvorskih vzorcih s posamezno metodo, prikazujeta Razpredelnici X111 in XIV.
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Razpredelnica XIII: Rezultati testiranja likvorskih vzorcev bolnikov na prisotnost

protiteles IgG proti Borrelia burgdorferi sensu lato z encimsko-imunofluorescencnim

testom
Spec. pt IgG
Stevilo | Delez (%)

Rezultat
Pozitiven 10 20
Mejni 0 0,0
Negativen 40 80
Skupaj 50 100

Razpredelnica XIV: Rezultati testiranja likvorskih vzorcev bolnikov na prisotnost

protiteles IgM in 1gG proti Borrelia burgdorferi sensu lato z imuno-kemiluminiscen¢nim

testom
Spec. pt IgM 1gG
Stevilo | Delez (%) | Stevilo | DeleZ (%)

Rezultat
Pozitiven 7 14 10 20
Mejni 1 2 1 2
Negativen 42 84 39 78
Skupaj 50 100 50 100

4.2. Primerjava rezultatov med uporabljenima metodama

Razpredelnice XV - XVII prikazujejo rezultate, ki smo jih dobili pri dolo¢anju specifiénih
protiteles IgM in IgG proti B. burgdorferi s. |. z obema uporabljenima metodama.

Pri dolocanju protiteles IgM v serumskih vzorcih, smo z obema metodama dolocili 18/50
(36%) pozitivnih, 24/50 (48%) negativnih in 1/50 (2%) mejnih rezultatov (Razpredelnica
XV). Podatki kazejo na 86% ujemanje rezultatov pri istih vzorcih med uporabljenima

metodama.
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Razpredelnica XV: Primerjava rezultatov dolocanja specifi¢nih protiteles IgM proti

Borrelia burgdorferi sensu lato, dobljenih z encimsko-imunofluorescen¢nim in imuno-

kemiluminiscen¢nim testom v serumskih vzorcih

Rezultati testa ELFA
IgM v serumu | Pozitiven Mejni Negativen Skupaj
Rezultati | Pozitiven |18 1 4 23
testa Mejni 0 1 0 1
CLIA Negativen | O 2 24 26
Skupaj 18 4 28 50

Pri dolocanju protiteles IgG v serumskih vzorcih, smo z obema metodama dolo¢ili 26/50

(52%) pozitivnih in 12/50 (24%) negativnih rezultatov (Razpredelnica XVI).

Podatki kazejo na 76% ujemanje rezultatov pri istih vzorcih med uporabljenima metodama.

Razpredelnica XVI: Primerjava rezultatov dolo¢anja specifi¢nih protiteles IgG proti

Borrelia burgdorferi sensu lato, dobljenih z encimsko-imunofluorescenénim in imuno-

kemiluminiscen¢nim testom v serumskih vzorcih

Rezultati testa ELFA
IgG vserumu | Pozitiven Mejni Negativen Skupaj
Rezultati | Pozitiven | 26 0 5 31
testa Mejni 2 0 4 6
CLIA Negativen | 1 0 12 13
Skupaj 29 0 21 50

Pri doloc¢anju specifi¢nih protiteles IgM v likvorskih vzorcih smo z metodo CLIA dolo¢ili
7 (14%) pozitivnih rezultatov, z metodo ELFA pa testiranje ni mozno, zato primerjave
metod ne moremo izvesti.

Pri dolocanju protiteles 1gG v likvorskih vzorcih, smo z obema metodama dolo¢ili 10
(20%) pozitivnih in 39/50 (78%) negativnih rezultatov (Razpredelnica XVII). Rezultate, ki

smo jih dobili z metodo ELFA, smo ovrednotili skladno s shemo proizvajalca za serumske
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vzorce, pri cemer smo detektirane vrednosti upostevali kot absolutne. Podatki kazejo na 98

% ujemanje rezultatov pri istih vzorcih med uporabljenima metodama.

Razpredelnica XVII: Primerjava rezultatov specifi¢nih protiteles IgG proti Borrelia
burgdorferi sensu lato, dobljenih z encimsko-imunofluorescenénim in imuno-

kemiluminiscen¢nim testom v likvorskih vzorcih

Rezultati testa ELFA
IgG v likvorju | Pozitiven Mejni Negativen Skupaj
Rezultati | Pozitiven | 10 0 0 10
testa Mejni 0 0 1 1
CLIA Negativen | 0 0 39 39
Skupaj 10 0 40 50

4.3. Podrobna analiza rezultatov pri ponovitvah testov

V nasi raziskavi smo testiranje ponavljali tako s serumskimi kot likvorskimi vzorci, pri
katerih se rezultata primerjalnih testov nista popolnoma ujemala. Preglednici XVIII in XIX
prikazujeta rezultate ponovnega dolocanja specifi¢nih protiteles IgM in IgG proti B.
burgdorferi s. I. v serumskih in likvorskih vzorcih. Pri tistih vzorcih, pri katerih smo dobili
razli¢ne rezultate z uporabljenima metodama, smo v Razpredelnicah XVI1II in XIX z rdeco
barvo poudarili kon¢no izbrano interpretacijo rezultata. 1z Razpredelnic XVIII in XIX je
razvidno, da se vrednosti pri ponovljenih testiranjih zelo malo razlikujejo, z izjemo

likvorskega vzorca Stevilka 4.
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Razpredelnica XVIII: Rezultati ponovljenih testiranj 23 serumskih vzorcev s

primerjalnima metodama, zaradi neujemanja po prvem testiranju.

CLIA- ELFA- CLIA- ELFA- CLIA- ELFA- CLIA- ELFA-
Protokol IgM IgM 1gG 1gG Protokol IgM IgM 1gG 1gG
(AU/ml) | (indeks) | (AU/ml) | (indeks) (AU/ml) | (indeks) | (AU/ml) | (indeks)
1 25 poz 0,29 ekv 16 9.9 neg 0,22 ekv
24,3 poz | 0,22 ekv | 29,6 poz | 0,28 poz 10,0 neg | 0,22 ekv | 207,4poz | 3,93 poz
2 95,8 poz | 0,08 neg 17 11,6 ekv | 0,04 neg
123,7poz | 0,08 neg | 198,5poz | 2,43 poz 370 poz 5,0 pos 10,4 ekv | 0,03 neg
98,6 poz | 0,09 neg
3 22,7 poz | 0,16 neg 19 37,1 poz | 0,19 neg
147neg | 0,15neg | 28,2poz | 0,16 neg 36 poz 0,17 neg | 5417 poz | 6,40 poz
19,6 poz | 0,17 neg 24,8 poz | 0,26 ekv
4 17,7 neg | 0,53 poz 21 17,5poz | 0,11 neg
22,5poz | 0,47 poz | 236,7poz | 3,16 poz 5,5 neg 0,12 neg | 21,9 poz | 0,09 neg
22,3 poz 17,8 poz | 0,09 neg
5 18,6 ekv | 0,15 neg 22 10,9 ekv | 0,08 neg
245poz | 0,16 neg | 354,1poz | 2,69 poz 55,4poz | 0,70 poz | 10,9 ekv | 0,08 neg
244 poz
6 13,3 neg | 0,41 poz 23 24,5poz | 0,12 neg
15 neg 0,30 ekv | 236,7poz | 2,56 poz 3,8 neg 0,01 neg | 28,6 poz | 0,10 neg
0,29 ekv 21 poz 0,09 neg
8 30,9 poz | 0,08 neg 25 12,7 ekv | 0,44 poz
17,8neg | 0,03neg | 34,0 poz | 0,07 neg 14,1neg | 0,10neg | 15,5poz | 0,41 poz
29,2 poz | 0,09 neg 11,8 ekv
9 10,6 ekv | 0,03 neg 26 18,6 poz | 0,03 neg
4,7 neg 0,04 neg | 11,8 ekv | 0,02 neg 42,7 poz | 0,95poz | 25poz 0,03 neg
20,7 poz | 0,04 neg
10 11,8 ekv | 1,46 poz 27 9,8 neg 0,68 poz
2,0 neg 0,04 neg | 13,5ekv | 1,40 poz 13,7neg | 0,11 neg | 10,5ekv | 0,59 poz
8,6 neg
12 0,23 ekv 28 13,4 ekv | 0,08 neg
6,3 neg 0,18 neg | 184,9poz | 2,86 poz 34,4poz | 0,48 poz | 17,9 poz | 0,09 neg
0,17 neg 13,5 ekv
13 11,4 neg | 1,32 poz 29 236 poz 0,05 neg
23,3 poz | 1,35poz | 1197 poz | 4,48 poz 210 poz 0,04 neg | <5neg 0,02 neg
22 poz 181,2poz | 0,03 neg
147,7poz
14 0,34 poz
20,4 ekv | 0,28 ekv | 7,6 neg 0,03 neg
0,28 ekv

Razpredelnica XIX: Rezultati ponovitev testiranj 2 likvorskih vzorcev s primerjanima

metodama, zaradi neujemanja po prvem testiranju.

CLIA- | ELFA- | Nasa CLIA- | ELFA- | Nasa
Protokol 19G 1gG ocena Protokol [s] €] [s] €] ocena

(AU/ml) | (indeks) | indeksa (AU/mI) | (indeks) | indeksa
(19G)- (19G)-
ELFA ELFA

4 6,3 poz 0,02 15 4,7ekv | 0,07
0,2 neg neg 5,1ekv | 0.06 neg
0,2 neg
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Pri ponovitvah doloc¢anja specificnih protiteles IgM proti B. burgdorferi s. I. v serumskih
vzorcih smo z metodo CLIA dobili razli¢en rezultat kot z metodo ELFA v 3/9 (33,33%)
primerih.

Najvecjo razliko med meritvami protiteles IgM smo dobili z metodo CLIA pri vzorcih §t. 5
(razpon 18,6-24,5 AU/ml ) in §t. 13 (razpon 11- 23,3 AU/ml), vendar pa se v obeh primerih
vrednosti gibljejo okoli mejnih (18-22 AU/ml) (Razpredelnica XVIII).

Pri ponovitvah dolo¢anja specifi¢nih protiteles IgM proti B. burgdorferi s. . v serumskih
vzorcih smo z metodo ELFA dobili razli¢ne rezultate kot z metodo CLIA v 4/11 (36,36%)
primerih. Tudi v tem primeru se vrednosti indeksa gibljejo okoli mejnih vrednosti (0,20-
0,32) (Razpredelnica XVIII).

Pri ponovitvah dolocanja specifi¢nih protiteles IgG proti B. burgdorferi s. I. v serumskih
vzorcih smo z metodo CLIA dobili razlic¢en rezultat kot z metodo ELFA v 3/12 (25%)
primerih.

Pri ponovitvah dolocanja specifi¢nih protiteles IgG proti B. burgdorferi s. I. v serumskih

vzorcih z metodo ELFA pa nismo dobili razli¢nih rezultatov (Razpredelnica XVIII).

Pri ponovitvah dolo¢anja specifi¢nih protiteles 1gG proti B. burgdorferi s. I. v likvorskih
vzorcih smo le z metodo CLIA, pri doloc¢anju IgG dolo€ili razlicen rezultat v vzorcu §t.4,
razpon meritev pa je bila med 0,2-6,3 AU/ml (mejne vrednosti: 4,5-5,5 AU/ml)
(Razpredelnica XIX).

4.4. Analiza imunskega odziva glede na kliniéno sliko bolnika

Pri analizi imunskega odziva bolnikov s sumom na nevroboreliozo, smo v njihovih
serumskih vzorcih pogosteje dokazali specificna protitelesa razreda 1gG kakor 1gM, slaba
polovica bolnikov pa je imela prisotna protitelesa obeh razredov. Rezultati so prikazani v
Razpredelnica XX. Vidimo, da pri vseh bolnikih s sumom na nevroboreliozo nismo uspeli

dokazati prisotnosti specifi¢nih protiteles proti B. burgdorferi s. I..
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Razpredelnica XX: Rezultati testiranja 50 serumskih vzorcev bolnikov s sumom na
nevroboreliozo, glede na vrsto specifi¢nih protiteles proti Borrelia burgdorferi sensu lato

in uporabljeno metodo testiranja.

SERUM Pozitiven le Pozitiven le Pozitiven Skupaj pozitivih
IgM IgG IgM in IgG St. (%)
ELFA 8 15 14 37 (74%)
CLIA 5 19 18 42 (84%)

Pri analizi imunskega odziva bolnikov s sumom na nevroboreliozo smo v likvorskih
vzorcih dokazali specifi¢na protitelesa IgM ali IgG, vendar v manj kot 30% vzorcev,
odvisno od uporabljene metode testiranja. Rezultati so zbrani v Razpredelnici XXI.

Razpredelnica XXI: Rezultati testiranja 50 likvorskih vzorcev bolnikov s sumom na
nevroboreliozo, glede na vrsto specifi¢nih protiteles proti Borrelia burgdorferi sensu lato

in uporabljeno metodo testiranja.

LIKVOR | Pozitivenle | Pozitiven le Pozitiven Skupaj pozitivih
IgM lgG IgM in IgG St. (%)
ELFA / 10 / 10 (20%)
CLIA 4 7 4 15 (30%)

Vsem bolnikom s sumom na nevroboreliozo nismo uspeli dolociti specifi¢nih protiteles
proti B. burgdorferi s. I.. Serolosko negativnih po testiranju z obema uporabljenima
metodama je bilo 7/50 (14%).

Pozitivne rezultate na specifi¢na protitelesa proti B. burgdorferi s. I. v serumskih in
likvorskih vzorcih smo z metodo ELFA zaznali pri 10/50 (20%), z metodo CLIA pa pri
14/50 (28%) bolnikih s sumom na nevroboreliozo (Razpredelnica XXII).

Bolniki s sumom na nevroboreliozo so imeli v 55% dolocena specifi¢na protitelesa proti B.
burgdorferi s. I. le v serumskih vzorcih, medtem ko v vzorcih likvorja preiskovancev
nismo zaznali pozitivnega rezultata brez soCasnega pozitivnega rezultata serumskih

vzorcev (Razpredelnica XXII).
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Razpredelnica XXII: Rezultati testiranja 50 serumskih in 50 likvorskih vzorcev bolnikov s

sumom na nevroboreliozo, glede na pozitiven rezultat analize in uporabljeno metodo

testiranja.
Pozitiven le serum Pozitiven le likvor | Pozitivna serum in likvor
(IgM ali/in 1gG) (IgM ali/in 1gG) (IgM ali/in 1gG)
ELFA 27/50 (54%) 0/50 (0%)* 10/50 (20%)*
CLIA 28/50 (56%) 0/50 (0%) 14/50 (28%)

* rezultati le za specifi¢na protitelesa 19G

4.5, Statisticna obravnava rezultatov

Statisticno primerjavo rezultatov med uporabljenima testoma smo izvedli s pomoc;jo
kontingenc¢ne tabele 2X2. Za stopnjo tveganja smo izbrali vrednost o = 0,05. Kot

statisti¢no znacilno razliko smo upostevali vrednosti pri p<0,05 (p<a).

4.5.1. Statisti€na primerjava rezultatov dolo¢anja specifi¢nih protiteles IgM

proti Borrelia burgdorferi sensu lato v serumskih vzorcih

Pri doloc¢anju specifi¢nih protiteles IgM proti B. burgdorferi s. I. v serumskih vzorcih
nismo dokazali statisti¢no znacilne razlike med uporabljenima testnima metodama (p=
0,6882) (Razpredelnica XXIII).

Razpredelnica XXIII: Kontingenéna tabela za izracun statisti¢ne razlike med

uporabljenima testnima metodama za dolo¢anje protiteles IgM v serumskih vzorcih.

IgM- serum REZULTAT
Pozitiven Negativen Skupaj
ELFA 22 28 50
CLIA 24 26 50 p=0,6882
Skupaj 46 54 100
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4.5.2. Statisticna primerjava rezultatov dolo¢anja specificnih protiteles IgG

proti Borrelia burgdorferi sensu lato v serumskih vzorcih

Pri dolocanju specifi¢nih protiteles IgG proti B. burgdorferi s. I. v serumskih vzorcih
nismo dokazali statisti¢no znacilne razlike med uporabljenima testnima metodama

(p=0,0913) (Razpredelnica XXIV).

Razpredelnica XXI1V: Kontingen¢na tabela za izra¢un statisti¢ne razlike med

uporabljenima testnima metodama za dolo¢anje protiteles IgG v serumskih vzorcih.

1gG-serum REZULTAT
Pozitiven Negativen Skupaj
ELFA 29 21 50
CLIA 37 13 50 p=0,0913
Skupaj 66 34 100

4.5.3. Statisti¢na primerjava rezultatov dolo¢anja specifi¢nih protiteles IgG

proti Borrelia burgdorferi sensu lato v vzorcih likvorja

Pri dolo¢anju specifi¢nih protiteles IgG proti B. burgdorferi s. I. v likvorskih vzorcih nismo
dokazali statisti¢no znacilne razlike med uporabljenima testnima metodama (p=0,8065)
(Razpredelnica XXV).

Razpredelnica XXV: Kontingenéna tabela za izracun statisti¢ne razlike med uporabljenima

testnima metodama za dolocanje protiteles IgG v likvorskih vzorcih.

19gG-likvor REZULTAT
Pozitiven Negativen Skupaj
ELFA 10 40 50
CLIA 11 39 50 p=0,8065
Skupaj 21 79 100
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5. RAZPRAVA

Lymska borelioza je najpogostej$a okuzba na severni polobli, ki se prenese preko
okuzenega klopa na ¢loveka. Slovenija je zanjo endemicna, kar pomeni, da je bolezen

stalno prisotna in znacilna za to podroc¢je (33).

Lymska borelioza je okuzba z bakterijo B. burgdorferi s. |. z zna¢ilno klini¢no sliko, to je
potujoci eritem. Druge klini¢ne slike niso znacilne za to bolezen, kar daje $e vecji
poudarek hitri, ustrezni in pravoc¢asni mikrobioloski diagnostiki okuzbe.

Diagnostika lymske borelioze poteka na osnovi razli¢nih metod bodisi neposrednega
dolocanja prisotnosti povzrocitelja, kot sta osamitev borelij bodisi dokaz borelijske DNA z
molekularnimi metodami ali pa s posrednimi metodami, med katerimi je tudi dolocanje
specificnih protiteles razreda IgM in IgG proti B. burgdorferi s. I.. Seroloske teste
uvrs¢amo med najpogosteje uporabljane metode v diagnostiki te bolezni. V tem primeru je
vzorec za diagnostiko serum oziroma kri preiskovanca, medtem ko za diagnosticiranje
lymske nevroborelioze potrebujemo poleg krvi tudi vzorec likvorja. V nasi raziskavi Smo
namenili pozornost dvema imunskima testoma, in sicer encimsko-imunofluorescenénemu
(ELFA) in imuno-kemiluminiscenénemu (CLIA), ki omogocata rutinsko potrjevanje

lymske nevroborelioze.

Proizvajalci seroloskih testov izkori$¢ajo antigensko raznolikost B. burgdorferi s. I. tako,
da uporabljajo razli¢éne kombinacije njihovih antigenov. Borelijski antigeni izzovejo mo¢an
imunski odziv po okuzbi, ki se kaze v obliki tvorbe specifi¢nih protiteles razreda IgM v
zgodnji in specifi¢nih protiteles razreda IgG v poznejsi fazi okuzbe. Izrazanje borelijskih
antigenov je odvisno od okolja, v katerem se spiroheta nahaja. Tako se pred hranjenjem
klopa mo¢no izrazata antigena OspA in OspB, medtem ko se za¢ne izrazanje OspC ob
hranjenju in se nadaljuje Se po prehodu v sesalskega gostitelja (21). Antigen OspC velja za
znak zgodnje okuzbe z borelijami. Ko se za¢ne njegovo izrazanje zmanjsevati, se zacne
izrazati sekven¢no spremenljiva beljakovina VISE, ki je nujna za vzdrzevanje trajne okuzbe
sesalcev (23). V diagnostiki lymske borelize je uporaben tudi borelijski adhezin DbpA, ki
sprozi intenziven imunski odziv s protitelesi 19gG v zgodnjem razsirjenem in poznem
stadiju okuzbe (75). Za dokaz specifi¢nih prititeles razreda IgM uporablja matoda ELFA
antigena DbpA in OspC, ter metoda CLIA OspC in VISE. Za dokaz specifi¢nih prititeles
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razreda 1gG pa uporablja metoda ELFA antigene VISE, DbpA in OspC, ter CLIA antigen
OspC (65, 77).

Heterogenost bakterije B. burgdorferi s. |. otezuje standardizacijo dolo¢anja specifi¢nih
protiteles razredov IgM in 1gG, kar se kaze v pogostem neskladju rezultatov, dobljenih s
posameznimi komercialnimi testi. Lazno pozitivne rezultate lahko dobimo v primeru
navzkriznih reakcij, ki so lahko posledica nenormalnih serumskih proteinov, povisanih
globulinov gama, revmatoidnega faktorja, pozitivnih protijedrnih protiteles, sifilisa in
drugih okuzb s spirohetami ter pri okuzbi z virusom Epstein- Barr (78). Proizvajalec testa
ELFA, Biomerieux navaja, da so izvedli studijo, v kateri so testirali komplet reagentov za
dolocanje protiteles IgM in IgG na prisotnost navzkrizno reagirajocih protiteles (65).
Delezi navzkrizno reagirajocih protiteles so se pri dolo¢anju protiteles IgM gibali med
0,0% in 5,88%, najvecjo navzkrizno reaktivnost pa so opazili v prisotnosti protiteles proti
citomegalovirusu. Pri dolo¢anju protiteles IgG je bila navzkrizna reaktivnost med 0,0% in
8,33%, najvecjo pa so dolocili v prisotnosti protijedrnih protiteles (65). S tem proizvajalec
Biomerieux zagotavlja specifi¢nost testa ELFA. Proizvajalec testa CLIA, Diasorin navaja,
da prisotnost navzkrizno reagirajocih protiteles ne vpliva na potek testiranja protiteles IgM
in 1gG. Trdijo, da so obe razli¢ici testa vrednotili v prisotnosti imunoglobulinov, znacilnih
za razli¢ne okuzbe, kot na primer z virusom Epstein-Barr, bakterijo Treponema pallidum,
zajedavcem Toxoplasma gondii, ter skupaj s protijedrnimi protitelesi in revmatoidnim
faktorjem (76,77). Zaradi vsega navedenega smo rezultate testiranj bolnikov smatrali kot

specificne imunske 0dzive na borelijsko okuzbo.

Z omenjenima seroloskima testoma, ELFA in CLIA smo dolocali specifi¢na protitelesa
razredov IgM in IgG proti B. burgdorferi s. I. v serumskih in likvorskih vzorcih bolnikov
in rezultate primerjali med seboj. V ta namen smo testirali 50 serumskih in 50 likvorskih
vzorcev istih preiskovancev s sumom na lymsko nevroboreliozo. Test ELFA zahteva za
vrednotenje rezultatov preracun dobljenih vrednosti v ustrezni indeks intratekalne sinteze
specifi¢nih protiteles. Ker zahtevanih podatkov za izracun indeksa intratekalne tvorbe
nismo mogli pridobiti, smo likvorske vrednosti testa Vidas 1gG opredelili skladno s shemo
za serumske vzorce. Metoda ELFA ni namenjena doloc¢anju protiteles IgM v likvorskih

vzorcih.

Pri doloc¢anju specifi¢nih protiteles razreda IgM in IgG v serumskih, kakor tudi 1gG v

likvorskih vzorcih nismo ugotovili statisti¢no znacilnih razlik med testoma (Razpredelnice
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XX, XXIV in XXV). Rezultati obeh testov so se ujemali pri istih serumskih vzorcih v
86% pri doloc¢anju IgM (Razpredelnica XV), v 76% pri dolo¢anju IgG v serumu
(Razpredelnica XVI) in v 98% pri dolo¢anju IgG v istih likvorskih vzorcih (Razpredelnica
XVII). Rezultatov dolo¢anja specifi¢nih protiteles razreda IgM proti B. burgdorferi s. I. v

likvorskih vzorcih nismo mogli primerjati, saj metoda ELFA ne omogoca tovrstne analize.

Analize serumskih in likvorskih vzorcev, pri katerih se rezultati, doloceni z uporabljenima
metodama med seboj niso popolnoma ujemali, smo veckrat ponovili (Razpredelnici XVIII,
XIX). Pri ponovitvah analiz v serumu smo dobili razli¢ne rezultate v 10 primerih, bodisi
pri dolocanju protiteles IgM ali IgG bodisi pri metodi ELFA ali CLIA (Razpredelnica
XVIII, poudarjeno z rde¢o barvo). Vsi dobljeni rezultati so si bili zelo blizu in so se gibali
okoli mejnih vrednosti za uporabljene teste, kar bi lahko pomenilo, da je razlika znotraj
standardnega odklona testa. 1zstopa le ponovna analiza likvorja (Razpredelnica XIX,
poudarjeno z rdeco barvo) pri dolo¢anju protiteles IgG z metodo CLIA, s katero smo dobili

razlicen rezultat. Predpostavljamo, da je v tem primeru prislo do ¢loveske napake.

V raziskavo smo vkljucili bolnike s sumom na lymsko nevroboreliozo, pri katerih smo
pric¢akovali imunski odziv na okuzbo. Pri dolo¢anju specifi¢nih protiteles proti B.
burgdorferi s. I. v serumskih vzorcih bolnikov smo dolo¢ili 74% ELFA in 84% CLIA
pozitivnih oseb (Razpredelnica XX), pri ¢emer so bila pogosteje prisotna protitelesa
razreda 19G. V likvorskih vzorcih bolnikov s sumom na lymsko nevroboreliozo smo
dolocili protitelesa v 20% z metodo ELFA in v 30% z metodo CLIA (Razpredelnica XXI).
Tudi v tem primeru so prevladovala protitelesa razreda 1gG. V tej skupini bolnikov je

metoda CLIA pokazala vecjo obcutljivost.

Vsem bolnikom s sumom na nevroboreliozo pa nismo dokazali specifi¢nih protiteles proti
B. burgdorferi s. I.. Ugotovili smo, da je imelo 14% bolnikov negativnen seroloski rezultat.
Dobrim 55% bolnikom s sumom na nevroboreliozo smo dolo¢ili specificna protitelesa
proti B. burgdorferi s. I. le v serumskih vzorcih (Razpredelnica XXII). Pozitiven serumski
in likvorski vzorec istega bolnika smo dobili z metodo ELFA pri 10/50 (20%), z metodo
CLIA pa pri 14/50 (28%) analiziranih preiskovancev (Razpredelnica XXII).

Pri bolnikih s sumom na nevroboreliozo smo torej dokazovali imunski odziv na okuzbo z

borelijo, vendar ga v vseh primerih nismo uspeli dokazati. Razlog za negativne rezultate je
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lahko tudi, da so bili likvorski vzorci odvzeti v zelo zgodnjem obdobju okuzbe, ko $e ni

prislo do imunskega odziva.

Pri prakti¢ni izvedbi testov se je kot hitrejsi in s tem tudi primernej$i za uporabo Vv rutinski
diagnostiki izkazala metoda CLIA. Poleg tega ima ta test moznost socasnega analiziranja
vecdjega Stevila vzorcev, medtem ko lahko z metodo ELFA socasno obravnavamo le 6
vzorcev. Prednost metode CLIA je tudi nacin vstavitve vzorca v aparat. V tem primeru ga
vstavimo s pomocjo stojala, v katerem so zlozene mikroepruvete opremljene s kodiranimi
podatki o bolnikih, medtem ko moramo pri metodi ELFA vsak vzorec posebej odpipetirati
v usterezen reagencni vsebnik, to lo¢eno za analizo protiteles IgM in 1gG, kar precej
poveca moznost napake.

Pri metodi CLIA aparat s pomocjo Citalca od¢ita kodirane podatke o bolnikovem vzorcu z
vstavljene mikroepruvete, pri metodi ELFA pa vnasamo kodirane podatke ro¢no, kar je

seveda lahko vzrok za vecji obseg predanaliti¢nih napak.
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6. ZAKLJUCEK

V magistrski nalogi smo prisli do naslednjih zakljuckov:

e Pri bolnikih s sumom na lymsko nevroboreliozo lahko v serumskih in likvorskih
vzorcih dokazemo prisotnost specifi¢nih protiteles razredov IgM in 1gG proti B.

burgdorferi s. I..

e Specifi¢na protitelesa razredov IgM in 1gG proti B. burgdorferi s. . lahko
dokazemo s seroloskima testoma ELFA, proizvajalca BioMerieux in CLIA,

proizvajalca Diasorin.

e Pri primerjavi rezultatov, dobljenih s testoma ELFA in CLIA, nismo ugotovili
statisticno znacilnih razlik dolo¢anja specifi¢nih protiteles razredov IgM in 1gG

proti B. burgdorferi s. I. v serumskih vzorcih bolnikov.

e Pri primerjavi rezultatov, dobljenih s testoma ELFA in CLIA, nismo ugotovili
statisti¢no znacilnih razlik dolo€anja specifi¢nih protiteles razreda IgG proti B.
burgdorferi s. . v likvorskih vzorcih bolnikov.

e Pri testiranju bolnikov s sumom na lymsko nevroboreliozo smo pri dolo¢anju
specifi¢nih protiteles razredov IgM in 1gG proti B. burgdorferi s. I. v serumskih

vzorcih bolnikov ugotovili vecji delez pozitivnih rezultatov s testom CLIA.

e Vsi bolniki z nevroboreliozo niso bili serolosko pozitivni.
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