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PrenaSajo jo klopi iz rodu Ixodes. V Sloveniji je endemicna. Po vbodu klopa navadno
nastane znacilna koZzna sprememba erythema migrans, ki zadostuje za diagnozo bolezni,
hkrati pa okuzba v bolniku izzove nastanek imunskega odziva s tvorbo specifi¢nih
protiteles IgM, IgG. Namen nasSe naloge je bil ugotoviti, ali med okuzbo z borelijami
nastajajo poleg specificnih protiteles IgM in IgG tudi specifi¢na protitelesa IgA, ali so ta
soCasno prisotna z IgM in/ali IgG, ter pripraviti in ovrednotiti posredni IFT za dokaz
specifiénih IgA. V raziskavo smo vkljucili 300 serumov bolnikov s sumom na lajmsko
boreliozo ali Ze potrjeno diagnozo. Vse vzorce smo testirali s posrednim IFT. Pri tem smo
dokazali protitelesa IgG v titru 256 ali ve¢ pri 120 (40 %) vzorcih, protitelesa IgM v titru
256 ali vec pa pri 50 (16,7 %) vzorcih. Glede na vrednotenje protiteles IgG in IgM ter vseh
podatkov iz literature, smo se odlo¢ili, da pri testu IFT brez absorpcije za protitelesa IgA
opredelimo pozitivne titre visje od 64, kot mejne titre vrednosti 32 in negativne titre manjse
od 16. V testu IFT z absorpcijo smo za pozitivne vrednosti opredelili titre visje od 16,
manjse kot 16 pa kot negativne. Pri IFT brez absorpcije smo ugotovili 62/300 (20,7 %)
pozitivnih IgA vzorcev, pri IFT z absorpcijo pa 50 (41,7 %) pozitivnih IgA vzorcev. Med
testoma smo za protitelesa IgM ugotovili statisti¢no znacilno razliko, za protitelsa IgA pa
nismo ugotovili statisticno znacilne razlike. Ugotovili smo, da se protitelesa IgA pojavljajo
socasno s protitelesi IgM in IgG, in da protitelesa IgG motijo vezavo protiteles IgM in IgA
in dajo lazno negativne rezultate
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AB  Lyme borreliosis is caused by the spirochete Borrelia burgdorferi sensu lato and is
transmitted by the bite of a small Ixodes tick. It is endemic in Slovenia. The disease has early
manifestations with a characteristic skin lesion, erythema migrans after tick bite, which is enough
for diagnosis of the discase. At the same time the infection provokes immune response in the
human body with specific IgM and IgG antibodies. The aim of the present work was to find out
either occur during the infection with spirochetes B. Burgdorferi beside specific IgM and IgG
antibodies there also specific IgA antibodies, if IgA are there, at the same time with IgM and IgG.
We wanted to prepare and evaluate indirect IFT for proof of specific IgA antibodies.We included
serums of 300 patients with suspicion of the Lyme borreliosis or with confirmed Lyme disease. All
samples were tested with indirect IFT test. The test has shown IgG antibodies in titer 256 or more
in 120 samples (40%). IgM antibodies in titer 256 or more in 50 samples (16,7%). Depending on
the evaluation of the antibodies IgG and IgM and with all the data from literature we decided to use
IFT test without absorption for IgA antibodies that define titers higher than 64 like positive, as
border titer, titer with the value 32 and titers lower than 16 as negative. Titers higher than 16 were
determined as positive values, as negative values were determined titers lower than 16 in IFT test
with absorption. We have found 62/300 (20,7%) IgA positive samples with IFT test without
absorption and 50 samples (41,7%) IgA positive with IFT test with absorption.Antibodies IgM
were confirmed with statistically significant difference between both tests (IFT whit and without
absorption). Antibodies IgA were not confirmed with a statistically significant difference between
both tests. We determined that body synthesize IgA, IgG and IgM antibodies at the same time.
IgG antibodies disturb binding of IgG and IgM antibodies and that generate false-negative results.
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1UVOD

Lajmska borelioza je zoonoza. Povzroca jo spiralna bakterija Borrelia burgdorferi sensu
lato (sensu lato - v Sirokem pomenu), katere rezervoar so pti¢i in mali glodalci, prenasajo
pa jo klopi iz rodu Ixodes. V to skupino spada vsaj pet razlicnih borelijskih vrst, ki
povzrocajo bolezen pri ljudeh, in sicer: B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi sensu stricto
(sensu stricto — v ozkem pomenu), B. spielmanii in B. bavariensis (Belfaiza in sod., 1993;
Picken in sod., 1996; Richter in sod., 2004; Richter in sod., 2006; Margos in sod., 2009).
Znano je, do so znaki bolezni deloma odvisni od vrste povzrocitelja. Tako B. garinii
najveckrat povzroca okvare zivéevja, B. afzelii okvare koze, B. burgdorferi sensu stricto, ki
je edini povzrocitelj lajmske borelioze v ZDA, pa okvare sklepov (Stanek in Strle, 2003).
Najpogostejsi in najzgodnejsi znak lajmske borelioze, ki zadostuje za potrditev diagnoze je
kozni izpuSc€aj erythema migrans. V tem zacetnem obdobju okuzbe je imunski odziv
pocasen, Sibek ali celo odsoten, s Casom trajanja okuzbe pa postaja imunski odziv vedno
bolj intenziven, klini¢ni znaki pa vedno bolj izrazeni (Aguero-Rosenfeld in sod., 2005).
Pojavijo se lahko prizadetost Zivéeja, sklepov, srca in o€i, v pozni fazi pa kroni¢na
prizadetost koze (acrodermatitis chronica atrophicans-ACA), sklepov in zivéevja (Stanek
in sod., 2012). Ker pa se lajmska borelioza mnogokrat kaze tudi z neznacilnimi
bolezenskimi spremembami, je mikrobioloska potrditev borelijske okuzbe nujno potrebna.
V diagnostiki lajmske borelioze se najpogosteje uporabljajo seroloski testi, ki temeljijo na
dokazu specificnih protiteles. Specificna protitelesa nastanejo kot odziv na borelijske
antigene, ki so zelo heterogeni. Ravno heterogenost borelijskih antigenov lahko vodi v
lazno pozitivne ali lazno negativne rezultate in posledi¢no napacno interpretacijo diagnoze.
Raznolikost borelijskih antigenov predstavlja tudi svojevrsten izziv tako pri odkrivanju
cepiv, kot tudi pri uvajanju novih testov, saj se testi med seboj razlikujejo po obcutljivosti
in specifi¢nosti, kakor tudi klini¢ni uporabnosti. Kljub pomanjkljivostim in preprekam, pa
se seroloski testi zaradi svoje enostavnosti in dostopnosti vse bolj uveljavljajo v

mikrobioloski dignostiki lajmske borelioze.
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Borelijski antigeni v okuZzenem bolniku izzovejo nastanek specificnega imunskega odziva,

ki ima nekaj posebnosti. Protitelesa se pojavijo dokaj pozno, in sicer IgM Sele 3 do 6

tednov po okuzbi, protitelesa IgG pa mesece po okuzbi. Zaradi antigenske heterogenosti

borelij pride do razli¢nega imunskega odziva. Za diagnostiko so na voljo diagnosticni testi

z razlicno specifi¢nostjo in obcutljivostjo, ki pa niso standardizirani, kar predstavlja

problem. Med bolniki z borelijsko okuZzbo opisujejo tudi pojav specificnih protiteles

razreda IgA.

1.2 CILJI RAZISKOVANJA

Kot odgovor na okuzbo z Borrelio burgdorferi sensu lato nastaja specificen
imunski odziv. Nas namen je bil:

ugotoviti, ali prihaja med borelijsko okuzbo do nastanka specifi¢nih protiteles
razreda IgA, poleg nastanka specificnih protiteles razreda IgM in IgG

ugotoviti, ali prihaja do soCasne prisotnosti protiteles IgA s protitelesi razreda IgM
in/ali IgG

ugotoviti odnose med posameznimi razredi protiteles

pripraviti in ovrednotiti posredni IFT test za dokaz specificnih protiteles razreda

IgA

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

Predpostavljamo, da se pri bolnikih z lajmsko boreliozo razvije imunski odziv s
tvorbo specifi¢nih protiteles IgG in IgM

Predpostavljamo, da bomo v serumih bolnikov dokazali prisotnost protiteles IgA v
dolo¢enem delezu

Predpostavljamo, da bo IFT ustrezen test za opredelitev protiteles IgA kakor tudi
IgM in IgG

Predpostavljamo, da bomo z IFT z absorpcijo pridobili ve¢ pozitivnih vzorcev IgA

in [gM
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2 PREGLED OBJAV

2.1 SPLOSNO O BORELIJAH

Lajmsko boreliozo povzroca izredno gibljiva spiroheta Borrelia burgdorferi sensu lato
(sensu lato — v SirSem pomenu), ki jo prenasajo klopi. Okuzba sodi med zoonoze (Picken in

sod., 1996; Stanek in Strle, 2003; Stanek in sod., 2011, 2012).

Poimenovanje B.burgdorferi sensu lato obsega vsaj 20 borelijskih vrst. Izmed teh so za
Cloveka patogene B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi sensu stricto, B. spielmanii in B.
bavariensis (Picken in sod., 1996; Wang in sod., 1999; Richter in sod., 2004; Richter in
sod., 2006; Margos in sod., 2009). B. valaisiana in B. lusitaniae sta potencialno patogeni.
B. valaisiana so prvi¢ dokazali v cerebrospinalni tekocini bolnika z nevroloskimi simptomi
(Diza in sod., 2004), B. lusitaniae pa so prvi¢ izolirali iz lezije kroni¢no prizadete koze

(Collares-Pereira in sod., 2004).

Lajmska borelioza je dobila ime po kraju Lyme v ZDA, kjer so med leti 1975 — 1980
ugotovili velik porast otrok in mladostnikov s klini¢nimi znaki juvenilnega revmatoidnega
artritisa, ki so ga poimenovali lajmski artritis. Vse to je vodilo v obsezne raziskave, v
katerih so ugotovili, da je veliko otrok z artritisom navedlo klopov vbod, kateremu je sledil
rde¢ izpuscaj ali oteklina, ki se je razsirila do premera 10 — 50 cm, imenovana erythema
migrans (Burgdorfer in sod., 1982; Steere, 2001; Miillegger, 2004; Strle in Stanek, 2009;
Stanek in sod., 2012).

Leta 1982 so spirohete izolirali iz klopov, koZe, cerebrospinalne teko€ine in krvi. Spirohete
so identificirali in poimenovali po odkritelju Willy-u Burgdorferi- ju Borrelia burgdorferi.

(Burgdorfer in sod., 1982; Habicht in sod.,1987).

Podobno kot v ZDA in drugod po Evropi je lajmska borelioza tudi pri nas najbolj pogosta
bolezen, ki jo prenaSajo klopi (Strle, 1998). Slika 1 prikazuje geografsko razsirjenost

lajmske borelioze in klope, ki v posameznem podro¢ju prenasajo borelije.
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Ixodes ricinus in
Ixodes persulcatus

Ixodes

scapularis Ixodes
s ricinus
Ixodes
pacificus

Slika 1: Geografska razsirjenost lajmske borelioze in klopi, ki borelije prenasajo v posameznem podroc¢ju

(Stanek in sod., 2012)

2.2 TAKSONOMIJA BORELIJ

Spirohete so zaradi edinstvene celicne morfologije in posebnega nacina gibanja
evolucijsko in strukturno uvrs¢ene v posebno taksonomsko vejo bakterij (Goldstein in sod.,
1996). Ti organizmi tvorijo povezan takson, ki ga sestavlja 6 glavnih skupin, kot je
pokazala filogenetska analiza. Red Spirochaetales delimo na druzine Brachyspiraceae,
Brevinemataceae, Leptospiraceae in Spirochaetaceae. Slednjo delimo na 4 rodove:
Borrelia, Treponema, Spirochaeta in Christispira (Wang in sod., 1999, Fraenkl in sod.,
2002, Margos in sod., 2009; Wang in Schwartz, 2011). Taksonomska razvrstitev je

prikazana v preglednici 1.
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Preglednica 1: Taksonomska uvrstitev bakterijskega rodu Borrelia (Wang in sod., 1999; Margos in sod.,

2009; Wang in Schwartz, 2011).

RED DRUZINA ROD
Spirochaetales Spirochaetaceae Spirochaeta
Christispira
Treponema
Borrelia
Brachyspiraceae Brachyspira
Brevinemataceae Brevinema
Leptospiraceace Leptospira
Leptonema
Turneriella

Rod Borrelia predstavlja filogenetsko vejo, ki se lo¢i od ostalih spirohet po analizi gena rrs

16S rRNA. Do sedaj so identificirali ve¢ kot 20 sevov znotraj rodu Borrelia. Borelije

pomembne za ljudi razdelimo v dve skupini, glede na bolezen, ki jo povzrocajo, in sicer

borelije, ki povzrocajo lajmsko boreliozo in borelije, ki povzroc¢ajo povratno mrzlico. Ti

dve skupini morfolosko tezko razlikujemo, prav tako pa je tezko razlikovanje na osnovi

biokemic¢nih testov (Adeolu in Gupta, 2014). Podrobna razdelitev borelij, ki povzrocajo

boreliozo, je prikazana v preglednici 2.

Preglednica 2: Pregled borelij, ki jih prenasajo klopi rodu Ixodes, z * so oznaceni sevi, ki povzrocajo bolezni

pri ¢loveku (Richter, 2006; Wang in Schwartz, 2011; Margos in sod., 2011; Adeolu in Gupta, 2014 ).

VRSTA BORELIJE RAZSIRJENOST PRENASALEC GOSTITELJ
B. afzelii * Evropa Ixodes ricinus
Azija L persulcatus glodalci, ptice,
L. hexagonus divjad, domace
B. americana ZDA L pacificus zivali, ¢lovek
1. minor
B. andersonii ZDA 1. dentatus
B. bavariensis* Evropa 1 ricinus

»se nadaljuje«
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nadaljevanje preglednice 2: Pregled borelij, ki jih prenasajo klopi rodu Ixodes, z * so oznaceni sevi, ki
povzrocajo bolezni pri ¢loveku (Richter, 2006; Wang in Schwartz, 2011; Margos in sod., 2011; Adeolu in
Gupta, 2014 ).

VRSTA BORELIJE RAZSIRJENOST PRENASALEC GOSTITELJ
B. bissettii Evropa, ZDA L scapularis
1. minor glodalci, ptice, divjad,
1 ricinus domace Zivali, ¢lovek
1 pacificus
B. burgdorferi* Evropa, ZDA 1 scapularis
I pacificus
I ricinus
L perulcatus
B. californiensis ZDA
L pacificus
B. carolinensis ZDA 1. minor
B. chilensis Amerika (Cile) 1L stilesi
B. finlandensis Evropa L ricinus
B. garinii* Evropa, Azija L ricinus
L persulcatus
B. japonica Japonska 1 ovatus
B. kurtenbachii ZDA L scapularis
B. lusitaniae Evropa L ricinus
B. sinica Kitajska 1 ovatus
B. spielmanii* Evropa L ricinus
B. tanukii Japonska L tanukii
1 ovatus
B. turdi Japonska I turdus
B. valaisiana Evropa, Azija I ricinus
B. yangtze Azija 1. granulates
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2.3 OBLIKA IN STRUKTURA BORELIJ

Borelije lajmske borelioze prepoznamo po njihovi unikatni celi¢ni strukturi in nacéinu
gibanja. So po Gramu negativne spirohete, ki v dolzino merijo od 10 do 30 pm, v premeru
pa od 0,2 do 0,25um. Morfologijo borelij vidimo Ze z mikroskopiranjem v temnem polju

(Barbour in Hayes, 1986; Charon in sod., 2008). Slika 2 prikazuje borelije v temnem polju.

Slika 2: Borrelia burgdorferi sensu lato v temnem polju (Nelson, 2016)

Sestavljene so iz povrSinskega sloja, zunanje in citoplazemske membrane,
periplazmatskega prostora in protoplazmatskega cilindra. Protoplazmatski cilinder obdaja
citoplazemska memebrana iz fosfolipidnega dvosloja (Barbour in Hayes, 1986; Charon in

sod., 2008, 2012; Zhao in sod., 2013, 2014).

Med zunanjo membrano in protoplazmatskim cilindrom je periplazemski prostor, v
katerem je 7-11 bickov, ki bakteriji omogocijo gibanje. Pripeti so na oba pola celice in
ovijajo protoplazmatski cilinder. Borelije se premikajo z obracanjem, upogibanjem na
mestu in svedrastim zavijanjem, kar jim omogoca gibanje v viskoznih medijih in tkivih
(Barbour in Hayes, 1986; Goldstein in sod., 1996; Charon in sod., 2012; Zhao in sod.,
2013, 2014). Slika 3 prikazuje strukturo bakterije Borrelia burgdorferi sensu lato.
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Zunanja membrana borelij je zelo fluidna in krhka. Njene glavne sestavne komponente so
Stevilni lipoproteini in trije visoko imunogeni glikolipidi. Dva od teh vsebujeta holesterol,
kar je redkost pri prokariontih. Lipoproteini predstavljajo veliko zunanjih povrSinskih
beljakovin (Osp — iz ang. Outer surface protein), ki so poglavitni borelijski antigeni,
trasmembranske beljakovine pa sodelujejo pri izmenjavi snovi in signalov med zunanjostjo

in notranjostjo celice (Barbour in Hayes, 1986; Radolf in sod., 2012; Toledo in sod., 2014).

bicek zunanja membrana protoplazmatski cilinder

Slika 3: Shema strukture bakterije Borrelia burgdorferi sensu lato (Rosa in sod., 2005)

2.3.1 Genom

Borelijski genom je eden najkompleksnej$ih med bakterijami. Je med najmanj$imi znanimi
genomi. Sestavljen je iz linearnega kromosoma ter 21 plazmidov (12 linearnih in 9
kroznih). Linearni kromosom je redkost v kraljestvu bakterij. Velik je od 935 do 955
kilobaznih parov (kb) (Casjens in sod., 1995, 2012).

Od vseh znanih bakterij vsebujejo borelije najvecje Stevilo plazmidov. Vecina teh
plazmidov se pojavlja pri vseh borelijah, veliki pa so od 5 do 60 kb (Casjens in sod., 1995).
Skoraj vsi sevi vsebujejo en velik linearni plazmid v velikosti od 50 do 57,7 bp in razli¢no
Stevilo majhnih plazmidov (Xu in Johnson, 1995). Najbolj stabilna sta linearni plazmid

Ip54, ki ima zapis za proteine, ki so pomembni pri naravnem ciklu infekcije in
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krozni plazmid cp26, ki je bistvenega pomena za prezivetje bakterije (Bestor in sod., 2010,

Chan in sod., 2012; Schiiler in sod., 2015).

V procesu gojenja in vitro se lahko nekateri linearni in krozni plazmidi spontano izgubijo
ze v prvih stopnjah presajanja. To je znacilno za plazmide v velikosti od 9 do 41 kb, ne pa
za plazmide velikosti od 50 do 68 kb. Navadno se izgubijo eden do trije plazmidi (Biskup
in sod., 2011; Chan in sod., 2012). Ugotovili so, da je bila izguba plazmidov povezana z
zmanjSano infektivnostjo v primeru laboratorijskih Zzivali (Schwan in sod., 1988;

Hinnebusch in Babour, 1992; Xu in Johnson, 1995).

Plazmidni geni nosijo zapis za vezavne proteine, faktorje virulence in infektivnosti.
Pomembni so tudi kot nosilci patogenosti, saj kodirajo genski zapis za poglavitne
borelijske antigene, kot so OspA, OspB in OspC (Barbour, 1988; Iyer in sod., 2003,
Brisson in sod., 2013).

2.3.2 Beljakovine in antigeni

Borelije na zunanji membrani vsebujejo beljakovine, ki vzdrzujejo strukturo membrane,
sodelujejo pri encimskih reakcijah, razsoju borelij, virulenci in tiste, ki sodelujejo pri
transportu skozi membrano. Imenujemo jih zunanje povrSinske beljakovine. Delimo jih v
lipoproteine, pri katerih je lipidni del zasidran v membrano (OspA, OspB, OspC, OspD,
OspE, OspF, DbpA, DbpB, CspA, VISE, BptA) in transmembranske proteine (P13, P66,
BesC, BamA, Lmpl and BBO0405) (Kenedy in sod., 2012). Znacilnost borelijskih
beljakovin je, da imajo na svoji povrsini antigenske determinante, ki pri okuzenih osebah
sprozijo imunski odziv. Nekatere so gensko spremenljive. Ravno antigenska heterogenost
med borelijskimi sevi vpliva na nastanek in potek bolezni, istoCasno pa predstavlja
prepreko in izziv za razvoj cepiv (Wilske in sod., 1988; Brisson in sod., 2012; Kenedy in

sod., 2012).

BELJAKOVINE ZUNANJE MEMBRANE
OspA/OspB
OspA in OspB sta lipoproteina z molekulsko maso 31 kDa in 34 kDa. Zapis zanju se nahaj

na linearnem plazmidu Ip54. Navadno se izrazata skupaj. V Crevesju nehranjenih klopov se
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izlocajo velike koli¢ine OspA. Ugotovili so, da OspA posreduje stik med borelijsko celico
in receptorjem TROSPA (Tick Receptor for OspA) na epitelijskih crevesnih celicah klopa.
Ko klop najde ustreznega gostitelja in zane s hranjenjem, se prekine izlo¢anje OspA,
za¢ne pa se sinteza OspC, ki omogoc¢i migracijo borelij iz ¢revesja v Zleze slinavke klopa

(Kenedy in sod., 2012; Kung in sod., 2013; Rahman in sod., 2016).

OspC

OspC je 22 kDa velik imunodominanten lipoprotein, ki ga kodira krozni plazmid cp26.
Ima pomembno vlogo v zacetni stopnji kolonizacije gostitelja. Najprej omogoc¢a borelijam
migracijo v zleze slinavke klopa in tam pritrditev na protein Salp15, nato pa pritrditev na
neznane ligande gostiteljeve celice ali plazminogen in razsoj borelij znotraj gostitelja

(Earnhart in sod., 2010; Kenedy in sod., 2012).

OspD

OspD je 28 kDa velik protein z zapisom na linearnem plazmidu Ip38. Njegovo izrazanje je
odvisno od dejavnikov okolja, npr. temperature in signalov gostiteljske celice. Vpleten je v
kolonizacijo borelij v ¢revesju klopa ter vezavi in penetraciji borelij v gostiteljsko celico,
vendar pa je njegova vloga pri tem veliko manjSa kot pa ju imata proteina OspA in OspB

(Li in sod., 2007).

OspE, OspF in CRASPs (Complement Regulator-Acquiring Surface Proteins)
Proteine kodirajo razli¢ni 32 kb veliki krozni plazmidi cp32. Vsem proteinom je skupno to,
da se vezejo na serumski komplementni faktor H ali njemu podobne proteine in se tako

izmikajo gostiteljevemu imunskemu sistemu (Stewart in sod., 2008; Kenedy in sod., 2012).

DbpA, DbpB, BBK32
DbpA, DbpB (dekorin vezavni proteini) in BBK32 (fibronektin vezavni proteini) so
pomembni za adhezijo na gostiteljeve celice, razsoju borelij v gostitelju in pri

vzpostavljanju zacetnih faz kroni¢ne okuzbe (Salo in sod., 2011; Kenedy in sod., 2012).



Crmelj Svedak M. Ugotavljanje prisotnosti protiteles razreda IgM, IgG in IgA pri bolnikih z lajmsko boreliozo. 11
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2016

VISE

VISE je 35 kDa velik protein z zapisom na linearnem plazmidu Ip28-1. Prisoten je lahko v
vseh fazah infekcije, tudi v kronicni. Med infekcijo se v gostitelju sintetizirajo velike
koli¢ine VISE. Da se izogne delovanju gostiteljevega imunskega sitema, uporablja
strategijo antigenske variacije antigenov. Vsebuje 6 variabinih in 6 visoko ohranjenih regij.
Variabilna regija je visoko imunogena in pomembna kot tar¢na molekula imunskega

odziva gostitelja (Kenedy in sod., 2012).

FLAGELIN

Flagelin je 41 kDa velik protein. Sestavljata ga glavna beljakovina FlaB in manj
pomembna beljakovina FlaA. Predstavljata 10-14 % celotne celicne mase. FlaB je
znacCilna za rod Borrelia in predstavlja jedro filamenta, ki ga obdaja ovoj proteina FlaA
(Sze in sod., 2011; Sultan in sod., 2013). Je zelo moc¢an antigen, ki sprozi nastajanje prvih
protiteles IgM in IgG v poteku okuzbe (Wilske in Preac-Mursic, 1993). Bicki borelij so si
na doloc¢enih odsekih, predvsem odsekih FlaB strukturno podobni ali identi¢ni z nekaterimi
bicki drugih gibljivih bakterij, kar lahko pri seroloSkem testiranju da lazno pozitivne

rezultate (Wilske in Preac-Mursic, 1993; Reed, 2002; Sultan in sod., 2013).

hEAT SHOCK PROTEIN (HSP)

Borelije na svoji povrsini izrazajo tudi stresne beljakovine (ang. HSP-heat shock protein),
ki jih izrazajo v velikih koli¢inah v neugodnih pogojih. Poznamo vsaj 12 stresnih
beljakovin, med katerimi je najbolj poznan 60 kDa velik polipeptid, ki je mo¢no imunogen
(Seshu in Skare, 2000). Vloga HSP je, da v neugodnih pogojih stabilizirajo proteine, kar
omogoca, da se pravilno zvijajo, pomagajo pa tudi pri odvijanju posSkodovanih proteinov

med stresom, ki bi lahko bili pomembni za prezivetje bakterij (Feng in sod., 2015).

2.4 GOJITEV BORELI IN VITRO

Borelije so anaerobne bakterije, ki najbolje rastejo ob prisotnosti 2,5 % CO, pri
temperaturi 30-34 °C in pH 7,6 (Barbour in Hayes 1986). So prehransko zahtevne
bakterije, saj za svojo rast potrebujejo posebna obogatena gojis€a, kot sta Barbour-

Stonenner-Kelljevo gojis¢e (BSK) in modificirano Kelly-Petterkoferjevo gojis¢e (MKP)
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Rastejo pocasi, njihov podvojitveni ¢as znaSa od 7 do 20 ur, zrastejo pa v 2 do 5 tednih

(Preac-Mursic in sod., 1986).

Kljub zahtevnosti gojenja in pocasni rasti, ostaja izolacija borelij iz klini¢nih vzorcev kot
so koza, kri, likvor in sinovijska tekoCina, Se vedno » zlati standard« diagnostike (Reed,

2002; Ruzi¢-Sablji¢ in sod., 2000, 2002a; Strle in sod., 2013).

2.5 ZIVALSKIREZERVOAR IN PRENASALCI

Povzrocitelji lajmske borelioze, ki jih s skupnim imenom oznacujemo B. burgdorferi sensu
lato, so razsirjeni v evropskem in severnoameriSkem prostoru ter nekaterih drzavah Azije,
kot sta Kitajska in Japonska (Stanek in Strle, 2003). Najpomembnejsi rezervoar B.
burgdorferi sensu lato v naravi so mali sesalci, kot so gozdne voluharice, rumenogrle misi,
belonoge misi, gozdne rovke, veverice in pti¢i. Vse te zivali predstavljajo kompetentni
rezervoar za borelije iz kompleksa Borrelia burgdorferi sensu lato (Zore in sod., 2006;
Rizzoli in sod., 2011). Veliki divji sesalci (srnjad, jelenjad), domace Zivali in nekateri
plazilci pa ne predstvaljajo rezervoarja za B. burgdorferi sensu lato, saj iz krvi teh zivali
zaenkrat niso izolirali borelij, pravimo jim nekompetentni rezervoar (Zore in sod., 2006;

Rizzoli in sod., 2011).

V Sloveniji so najpogosteje okuzeni z B. burgdorferi sensu lato mali sesalci od 37 % do
56 %, najpogosteje gozdna voluharica v 62 % in rumenogrla mi§ v 19 %. Med ptici je
okuzenost 39 %. Najpogosteje so okuZeni kosi, in sicer v 50 %, ¢rnoglavke v 23, 5 % in

tas¢ice v 15 % (Zore in sod., 2006).

Ker so posamezne vrste B. burgdorferi sensu lato razlicno obcutljive na serumski
komplement dolocenih gostiteljev, to verjetno pogojuje, da so doloCene zivalske vrste
rezervoar le za posamezne vrste B. burgdorferi sensu lato. Tako sta vrsti B. afzeli in B.
bavariensis povezani z glodalci, B. garinii in B. valaisiana s pti¢i, B.lusitaniae s kus€arji in
B. spielmanii s polhi. B. burgdorferi sensu stricto je povezana tako z glodalci kot ptici.
Okuzene zivali ne kazejo nikakrSnih znakov bolezni (Comstedt in sod., 2011; Rizzoli in

sod., 2011, 2014).
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Kot prenasalci borelij, so glede na geografsko razporeditev pomembne $tiri vrste klopov iz
rodu Ixodes, in sicer: v Evropi Ixodes ricinus, v Ameriki Ixodes scapularis in Ixodes
pacifus, vAziji pa Ixodes persulcatus (Eisen in Lane, 2002; Gray, 2002). Mozni prenasalci
borelij so tudi krvosesi insekti, kot so komarji, obadi in muhe, vendar je njihova vloga pri

okuzbi zanemarljiva (Anderson, 1989).

Po nedavnih podatkih meta analiz je prevalenca prekuzenosti klopov z borelijami v
evropskem prostoru 13,7 %, in sicer so odrasli klopi prekuzeni v 18,6 %, nimfe pa v
10,1 %. Na obmog&ju osrednje Evrope, ki vkljuéuje Avstrijo, Cesko, Nemdéijo, Svico,
Slovenijo in Slovasko pa je ta odstotek Se vecji, in sicer nimfe ve¢ kot 11 %, odrasli klopi
pa ve¢ kot 20 % (Rizzoli in sod., 2011, 2014). Podatki za leto 2005, ki jih je opravil
Laboratorij Spirohet Cezmejno sodelovanje Furlanija Julijska krajina/Slovenija za obmogje
Furlanije Julijske krajine in obmejnega obmocja Slovenije kazejo, da je prekuzenost
klopov za celotno obmocje 23,3 %, vendar se razlikujejo glede na geografsko obmocje.
Tako so ugotovili, da je najve¢ klopov okuzenih na Krasu, in sicer 45,5 %, nato pa si
sledijo predalpski svet s 18, 3 %, nizinski gozd s 16,9 % in nazadnje alpski svet s 11,8 %.
Na preiskovanem obmocju se je v klopih pokazala kot najstevilénejSa vrsta B. afzeli
(54,9 %), sledita pa B. garinii (31,7 %) in B. burgdorferi sensu stristo (6,1 %) (Okuzenost
klopov, 2016). Najnovejsi podatki za severovzhodni del Severne Amerike kazejo, da je
prevalenca prekuzZenosti klopov z Borrelio burgdorferi senu lato 41 %, kar je v skladu s
prej$njimi podatki za to obmocje, ki kazejo prevalenco med 27 % in 47 % in tudi s

podatki za vzhodno in centralno Kanado s prevalenco 35 % (Scott in sod., 2016).

Vsi klopi imajo Stiri razvojne stopnje: jajcece, larva, nimfa in odrasel klop (Eisen in Lane,

2002). Slika 4 prikazuje razvojne stopnje klopa Ixodes ricinus.
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Slika 4: Razvojne stopnje klopa Ixodes ricinus od leve proti desni: larva, nimfa, samec klopa, samica klopa

(Gassner, 2016)

Cikel prenosa borelij lajmske borelioze se zacne, ko se neokuzena larva hrani s krvjo
gostitelja, ki je okuzen. Po hranjenju zapustijo gostitelja in se ¢ez nekaj ¢asa preobrazijo v
naslednjo razvojno stopnjo, ki si pois¢e drugega gostitelja. Vsaka razvojna stopnja se hrani
le enkrat. Celoten zivljenjski krog klopov traja od 2 do 3 leta, pri nekaterih primerih pa tudi
od 5 do 6 let. Dolzina razvojnega cikla je odvisna od letnega Casa, temperature in
gostiteljev (Eisen in Lane, 2002; Stanek in sod., 2012). Celoten zivljenjski cikel I. ricinus

prikazuje slika 5.

Pri vseh preobrazbah ostanejo borelije v klopu in lahko pride do prenosa borelij iz okuzene
larve, nimfe ali odraslega klopa na gostitelja, zivali ali ¢loveka (Burgdorfer, 1995; Eisen in
Lane, 2002; Stanek in sod., 2012). Clovek je ob tem le nakljuéni gostitelj (Zore in sod.,
2006). Eden od dejavnikov, ki vpliva na prenos borelij je as prisesanosti klopa. Cim krajsi
je Cas prisesanosti klopa, tem manjsa je verjetnost, da pride do prenosa borelij, saj morajo
te po vbodu klopa pripotovati iz ¢revesja do Zlez slinavk za kar potrebujejo nekaj dni. Ko
so te enkrat namnoZene v zlezah slinavkah klopa, pa jih le-ta lahko hitro vbrizga v
gostitelja. Tako lahko razlagamo prenos borelij na ¢loveka ze v manj kot 12-ih urah po

vbodu (Funa in sod.,1996; Strle, 1999).
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Slika 5: Zivljenjski krog klopa Ixodes ricinus in prenos bakterije Borrelia burgdorferi sensu lato (Stanek in

sod., 2012)

2.6 LAJMSKA BORELIOZA

2.6.1 Patogeneza okuzbe

Borelije so gibljive in s tem tudi invazivne bakterije. Poleg gibljivosti je njihova
patogenost odvisna tudi od citotoksi¢nosti, antigenske variabilnosti, sposobnosti spodbude
imunskega sistema in rezistence na aktivacijo komplementa (Wasiluk in sod., 2011).
Pomembno vlogo v patogenosti lajmske borelioze imajo beljakovine Osp, Bbk32, Dbpa,
Dbpb, ki ji pomagajo pri pritrditvi, penetraciji, razsoju in kolonizaciji v razli¢na tkiva in
organe. Prisotnost borelij v tkivih spremlja infiltracija z limfociti in plazmatkami,
odgovorne pa so tudi za lokalna vnetna dogajanja (Muray in Shapiro, 2010). Borelije
sprozijo mocno tvorbo citokinov (IL-1, IL-6, IL-8, IL-10), predvsem tumorje

nekrotizirajocega dejavnika, interlevkina-1p, aktivacijo komplementa po klasi¢ni in
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alternativni poti ter imunski odgovor z znaki avtoreaktivnosti (Steere, 2001; Wasiluk in

sod., 2011).

2.6.2 Klini¢na slika

Lajmska borelioza ima zelo raznolik potek. Poteka lahko asimptomatsko, brez izrazenih
klini¢nih znakov ali kot bolezen, ki prizadene Stevilne organske sisteme z jasno izrazenimi
kliniénimi znaki in simptomi. Lajmsko boreliozo delimo na zgodnjo in pozno obliko,
zgodnjo pa Se na lokalizirano in diseminirano (Asbrink in Hovmark, 1991; Miillegger,
2004; Strle, 2006a; Strle in Stanek, 2009; Murray in Shapiro, 2010; Stanek in sod., 2011,

2012 ). Preglednica 3 prikazuje najpomembnejSe klini¢ne znake okuzbe.

Preglednica 3: Glavni klini¢ni znaki lajmske borelioze (Miillegger, 2004; Strle in Stanek, 2009; Murray in
Shapiro, 2010; Stanek in sod., 2011).
OBDOBJE (STADI1J) BOLEZNI KLINICNI ZNAKI

Zgodnje bolezensko obdobje
e erythema migrans

e  borelijski limfocitom

(1. stadij) e eventuelna blaga utrujenost

Lokalizirana okuzba

Diseminirana okuzba

. stadij)

multipli erythema migrans
nevroborelioza

prizadetost srca

prizadetost sklepov

prizadetost oci

srednje huda utrujenost in glavoboli

Pozno bolezensko obdobje
(3. stadij) . kronyv:na pr¥zadetost Zivéevja
e  kroni¢na prizadetost sklepov
e  kroni¢na prizadetost koze
(acrodermatitis chronica atrophicans)

e zelo huda utrujenost in glavoboli
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2.6.2.1 Lokalizirana zgodnja okuzba

Erythema migrans se pojavi nekaj dni do nekaj tednov na mestu vboda klopa, kjer
borelije vstopijo v kozo. Najprej se pojavi rdeCina na kozi, ki se veca, Siri navzven, v
sredini zac¢ne bledeti in dobi obliko obroca (Slika 6). Izgine spontano brez zdravljenja.
Priblizno polovica pacientov navaja lokalne tezave na mestu erythema migrans, kot so
blago srbenje, pecCenje in boleCine, majhen delez pa nespecificne simptome slabega
pocutja, utrujenosti, glavobola, bole¢in v miSicah in sklepih. Erythema migrans zadostuje
za klinicno potrditev bolezni. Zdravljenje pricnemo takoj in ne ¢akamo na izvide
seroloskih preiskav (Steere 2001; Miillegger, 2004; Strle in Stanek, 2009; Stanek in sod.,
2012).

Slika 6: Erythema migrans (Gathany, 2007).

Borelijski limfocitom je praviloma solitarna koZzna sprememba v obliki modrikasto-
rdeCega vozlica ali plaka, s premerom do 5 cm, ki je posledica gostega prezemanja koze in
podkozja z limfociti, ki nastanejo kot odgovor na prisotnost borelijskih antigenov v kozi.
Pri odraslih se borelijski limfocitom najpogosteje pojavlja na prsni bradavici, pri otrocih pa
na uSesni mecici (Slika 7). Pojavlja se v Evropi, ne pa v Ameriki in Aziji (Miillegger,

2004; Strle, 2006a; Stanek in sod., 2012).
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Slika 7: Borelijski limfocitom na usesni mecici (Miillegger, 2004).

2.6.2.2 Diseminirana zgodnja okuzba

Multipli erythema migrans so klini¢ni znak zgodnje diseminirane borelijske okuzbe.
Nastanejo kot posledica razsoja borelij po krvi in/ali limfi. Pojavijo se 3 do 5 tednov po

vbodu klopa (Arnez in sod., 2000; Steere in sod., 2004; Muray in Shapiro, 2010).

Nevroborelioza imenujemo prizadetost Ziv€evja pri lymski boreliozi. Zajame lahko
osrednje in/ali periferno zivcevje. Tipi¢na klini¢na slika je meningoradikulonevritis (Garin-
Bijadoux-Bannwarthov sindrom) in/ali okvara mozganskega Zivca (najpogosteje je
prizadet obrazni zivec), meningitis, ki je najpogostejsi pri otrocih ali encefalitis. Obi¢ajno
se pojavi nekaj tednov do mesecev po zacetku okuzbe (Strle in Stanek, 2009; Stanek in

sod., 2012).

Prizadetost sklepov in miSic se najpogosteje kaze kot lajmski artritis, ki prizadene
predvsem velike sklepe, zlasti koleno. Pri pregledu ugotovimo, da je sklep otekel, koza
topla, vendar ne pordela. Najpogosteje se pojavi nekaj tednov do mesecev po okuzbi.
Pogostejsi je v ZDA kakor v Evropi (Steere in sod., 2004; Strle in Stanek, 2009; Stanek in
sod., 2012).
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Prizadetost srca ali lajmski karditis se lahko razvije posamicno ali v kombinaciji z
erythema migrans, nevroboreliozo ali lajmskim artritisom. Najpogosteje zasledimo motnje
prevajanja t.i. atrio-ventrikularnega bloka, lahko pa pride tudi do miokarditisa in
perikarditisa. Okvare so praviloma prehodne in trajajo od nekaj dni do nekaj tednov (Strle,

1998; Strle in Stanek, 2009; Jansweijer in Oort, 2015; Scheffold in sod., 2015).

2.6.2.3 Pozno bolezensko obdobje

Acrodermatits chronica atrophicans je kroni¢na borelijska sprememba koze, ki v
nasprotju z erythema migrans in borelijskim limfocitomom ne izgine spontano. Pojavlja se
na akralnih delih telesa, navadno na ekstenzorni strani rok in nog (Slika 8). Na zacetku je
praviloma enostranska, kasneje pa postaja bolj ali manj simetricna. Prve spremembe se
pojavijo mesece ali leta po vstopu borelij v organizem. Zacetek bolezni se pricne z
rdeCemodrikastim obarvanjem koze hrbtis¢a rok, nog ali predela kolena, ki se zelo pocasi
Siri. Prizadeti predeli so obic¢ajno otekli, s Casom pa oteklina izginja in nastopi atrofija.
Koza postaja tanjSa in ranljivejSa ter se guba. V predelih s prizadeto koZzo so pogosto

prizadeti tudi sklepi in periferno zivcevje (Miillegger, 2004; Strle in Stanek, 2009).

Slika 8: Acrodermatitis chronica atrophicans (a in b) na roki in (c¢) na nogi (Stanek in sod., 2012).

Pozna nevroborelioza je definirana kot stalno prisotno vnetje osrednjega ali perifernega
Ziv€evja, ki traja veC kot 6 mesecev. Pojavnost je redka. Razvije se pri 10-15 % bolnikov,

ki niso bili zdravljeni v ¢asu zgodnje okuzbe. KaZe se kot kroni¢na periferna nevropatija,
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zmanjSanje kognitivnih sposobnosti koncentracije in pomnjenja ter kot kroni¢ni
encefalomielitis, katerega klinicna slika spominja na multiplo sklerozo. Bolniki z
acrodermatitis chronica atrophicans imajo znacilno periferno nevropatijo s parestezijami,

misi¢no slabostjo in miSi¢nimi kréi (Cimperman, 2000; Hansen in sod., 2013).

Prizadetost sklepov in miSic je v poznem bolezenskem obdobju mocno spremenljiva.
Lajmski artritis je praviloma ponavljajo€ in lahko traja ve¢ let. Pri 10 % bolnikov se razvije
v kroni¢no obliko artritisa, ki traja eno ali ve¢ let. Vzrok za nastanek kroni¢ne oblike je
lahko v dolgotrajni perzistenci borelij znotraj sklepa ali pa zaradi nastalega imunskega
dogajanja. V poznem bolezenskem obdobju lahko nastopi tudi prizadetost ene miSice ali
ve¢ skupin miSic. Najpogosteje so prizadete miSice ramenskega obroca ter spodnjih in

zgornjih okoncin (Steere, 2001; Lotric-Furlan, 2006).

2.7 EPIDEMIOLOGIJA LAJMSKE BORELIOZE

Najbolj endemicni predeli za lajmsko boreliozo se nahajajo na severni polobli v
zmernotoplem pasu. Lajmska borelioza je prisotna v drzavah Azije, Evrope in ZDA. Je
najpogostejsa bolezen, ki jo prenasajo klopi, saj je letno zabelezeno okrog 85500 primerov,
od tega 65500 primerov v Evropi, 16500 primerov v ZDA in 3500 primerov v Aziji. V
Evropi je pojavnost najve¢ja v Srednji in Vzhodni Evropi, posebno v Avstriji, Sloveniji in

na Svedskem (Hubalek, 2009).

V Sloveniji je lajmska borelioza endemicna. Od leta 1986 je v Sloveniji obvezna prijava
bolnika z lajmsko boreliozo, od leta 1990 pa tudi lo¢eno posamezne klini¢ne oblike. Vse
od zacetka belezenja rezultatov incidenca prijavljenih primerov narasca, kar je rezultat
vecje ozaveSCenosti, aktivnejSega iskanja obolelih in boljse diagnostike. Po podatkih NIJZ
je bilo leta 1986 prijavljenih prvih 29 primerov. Leta 1996 je bila zabelezena incidencna
stopnja 141 primerov na 100 000 prebivalcev, leta 2006 222 primerov na 100 000
prebivalcev, leta 2013 pa 337 primerov na 100 000 prebivalcev (NIJZ, 2014).
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Lajmska borelioza se pojavlja ¢ez vse leto, vendar je najve¢ primerov bolezni od maja do

novembra, takrat ko je najvecja aktivnost klopov (Hubalek, 2009).

Bolezen opazamo pri obeh spolih in vseh starostnih skupinah, vendar neenakomerno. V
Sloveniji je vsako leto prijavljenih ve¢ Zensk kot moskih, najve¢ v starostnih skupinah od

45 do 64 let, pri malckih pa od 1do 4 let (So¢an, 2006; N1JZ, 2014).

2.8 IMUNSKI ODZIV

Imunski odziv pri bolnikih z lajmsko boreliozo je pester in raznolik. Za boljSe razumevanje

imunskega odziva bomo predstavili protitelesa, ki so tudi predmet te naloge.

2.8.1 Oblika in zgradba protiteles

Protitelesa, ki so pomemben sestavni del imunskega sistema, imenujemo tudi
imunoglobulini. Imunoglobulini so glikoproteini z oligosaharidi, ki so kovalentno vezani
na fragment Fc v tezkih verigah. Enota imunoglobulina je sestavljena iz dveh istovetnih
lahkih in dveh istovetnih tezkih verig. Verige so razporejene v obliki ¢rke Y in so med
seboj kovalentno povezane z disulfidnimi (S-S) mosticki. Priblizno v sredini tezke verige
sta oba fragmenta Fab pritrjena na fragment Fc. To mesto imenujemo gibljivo mesto ali
zglob in omogoca, da se kot med fragmentoma Fab lahko spreminja od 0 do 180°. To
mesto je sprejemljivo za proteoliticno cepljenje s papainom in pepsinom (Vozelj, 2000;

Roitt in sod., 2001). Slika 9 prikazuje shemati¢no zgradbo imunoglobulina.
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Slika 9: Shemati¢na zgradba imunoglobulina (Structure of immunoglobulin, 2016)

Na vsaki verigi lo¢imo konstantni (C) in variabilni (V) del. Lahke verige imajo en
konstantni segment (Cr) in en variabilni segment (Vy), tezke verige pa tri konstantne
segmente (Cy) in en variabilni segment (Vy). Te homologne regije ali segmenti
("domain"), ki se ponavljajo so sestavljene iz priblizno 110 aminokislin in ene zanke,
sklenjene z vezjo S-S, s priblizno 60 aminokislinami. Segmenti, ki sestavljajo vezisce za
antigen so oznaceni z Vp in Vy Vsaka monomerna molekula protitelesa ima dve taki

veziScei.

Cloveske imunoglobuline lahko razvrstimo na podlagi antigenskih lastnosti njihovih tezkih
verig v pet razredov, in sicer IgG, IgA, IgM, IgD in IgE ter v podrazrede IgG 1-4 in IgA 1-
2.

2.8.2 Strukturne znacilnosti in bioloske lastnosti posameznih razredov protiteles
Primarna funkcija protiteles je vezanje z antigenom. Takrat ko antigen vdre v telo, sprozi

nastanek Stevilnih protiteles, ki imajo razli¢ne bioloske lastnosti. V nadaljevanju bomo

predstavili protitelesa IgG, IgA in IgM, ki so predmet te naloge.
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2.8.2.1 IgG

IgG so najpogostejsa protitelesa v normalnem ¢loveskem serumu, kjer predstavljajo okrog
70 % vseh protiteles. Nastajajo pri naravni infekciji z virusi, bakterijami ali njihovimi
produkti ali pri imunizaciji. Pomembna so pri nevtralizaciji toksinov, pospeSevanju
fagocitoze in kot opsonini. So edina protitelesa, ki prehajajo preko placente v plod in ga
§¢itijo. Zivljenjska doba teh protiteles je od vseh imunoglobulinov najdaljsa, saj v krvi
ostanejo do 40 dni (Vozelj, 2000; Roitt in sod., 2001). Slika 10 prikazuje shemati¢no

zgradbo protitelesa IgG.

4 ~—— wvezisce za antigen

lahka j

veriga 'y — disulfidna vez
gama

terlca veriga ogljiikovi hidrati

IeG

Slika 10: Shemati¢na zgradba protitelesa IgG (The structure of antibody molecules, 2016)

2.8.2.2 IgA

V razredu protiteles IgA sta dva podrazreda IgA1 in IgA2, ki se med seboj razlikujeta po
zgradbi. IgA1 je monomerna molekula, zgrajena kot drugi imunoglobulini in se v 90 %
nahaja v krvi, IgA2 pa ima posebno zgradbo, za katero je znacilno, da lahke verige niso
povezane s tezkimi verigami z disulfidnimi vezmi, temve¢ z nekovalentnimi in prevladuje
v izlockih. Protitelesa IgA v izlockih so dimerne molekule, ki jih povezujeta dve dodatni
verigi. Veriga J je polipeptid, bogat s cisteinom in je strukturno povsem drugacen kot so
verige imunoglobulina. Nastaja v plazmatkah v submukozi. Druga, sekrecijska veriga
nastaja v epitelijskih celicah in deluje kot receptor za dimerni IgA. Ta receptor imenujemo
tudi sekrecijska komponenta na bazalni povrsini epitelijske celice, ki je obrnjena h krvi.
IgA se pritrdi na sekrecijsko verigo in potuje skozi epitelijsko celico v endocitnih mesickih

v izlocke na povrSino sluznice. Sekrecijska veriga v izloc¢kih $¢iti dimerni IgA pred
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cepljenjem s proteoliticnimi encimi (Kerr, 1990; Vozelj, 2000; Than, 2002; Woof in Kerr,
2004).

Funkcija protiteles IgA je, da preprecujejo vezavo patogenih bakterij na povrSino sluznic in
da nevtralizirajo Stevilne bakterijske antigene in viruse. IgA v krvi veZe tuje molekule in
omogoca njihov prenos skozi jetrne celice v zol¢. Na ta nacin je poskrbljeno, da ne pride
do vnetne reakcije na antigene, ki pridejo v telo s hrano ali vdihanim zrakom. IgA ne
aktivirajo komplementa in so slabi opsonini. Najdemo jih tudi v solznicah, secilih in
rodilih ter materinem mleku (Vozelj, 2000; Than, 2002; Woof in Kerr, 2004). Slika 11
prikazuje shemati¢no zgradbo protitelesa IgA, slika 12 pa nastanek sekrecijske oblike

protitelesa IgA.

sekrecijska
komponeneta

Slika 11: Shemati¢na zgradba protitelesa IgA (The structure of antibody molecules, 2016)
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Slika 12: Nastanek sekrecijske oblike protitelesa IgA (Kindt in sod., 2007)

2.8.2.3 IgM

Protitelesa razreda IgM (M-makroglobulini) imajo veliko molekulsko maso, priblizno 900
kD, ker so sestavljeni iz 5 enakih enot, med seboj povezanih z disulfidnimi vezmi blizu
gibljivega mesta v tezki verigi. Zaradi svoje velikosti slabo difundirajo v medceli¢ne
tkivne tekoCine in ga tam najdemo v zelo majhnih koli¢inah. Veriga J jim omogoca prenos
v zunanje izlocke, ki oblivajo sluzni¢ne povrSine. Tu delujejo kot dopolnilni sekrecijski

imunoglobulini v odsotnosti protiteles IgA (Vozelj, 2000; Than, 2002).

Imajo po 10 enakih veziS¢ za antigen in so zaradi multivalentnosti u¢inkovita zlasti za
pritrjevanje na povrsino celic, ki imajo veliko Stevilo podobnih antigenskih mest. Pri
primarnem imunskem odzivu se pojavijo prej kot protitelesa IgG in v precejSnjem Stevilu.
So prva obrambna ¢rta pri vdoru mikroorganizmov. Tvoriti se zacnejo Ze pri plodu in ne
prehajajo skozi placento. Posredujejo lizo s komplementom in pospeSujejo opsonizacijo in

fagocitozo (Vozelj, 2000). Slika 13 prikazuje shemati¢no zgradbo protitelesa [gM.



Crmelj Svegak M. Ugotavljanje prisotnosti protiteles razreda IgM, IgG in IgA pri bolnikih z lajmsko boreliozo. 26
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2016

Mu tezka veriga

Igh
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Slika 13: Shemati¢na zgradba protitelesa [gM, a) monomer in b) pentamer (The structure of antibody

molecules, 2016)

2.8.3 Imunski odziv gostitelja na borelijsko okuzbo

Imunski odziv gostitelja se zacne z vdorom borelij v telo. Kaze se kot celi¢ni in/ali
protitelesni imunski odziv na antigene borelij, z razli¢no intenziteto v posameznih obdobjih
bolezni (Malovrh in Paternoster, 1998). Slika 14 prikazuje imunski odziv po vdoru borelij.
Znacilnost borelijske okuzbe je, da je borelij v gostitelju malo, pocasi se razmnozujejo (ali
sploh ne) zato se imunski odziv spodbuja pocasi, lahko je Sibek ali celo odsoten (Dressler

in sod., 1993; Wilske, 2003; Aguero-Rosenfeld, 2005).
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Slika 14: Imunski odziv gostitelja po vdoru borelij (Steere, 2004)

2.8.3.1 Nespecificni imunski odziv

Mehanizem nespecificne ali prirojene imunske odpornosti vkljucuje fagocitozo in
aktivacijo komplementa. Po vdoru borelij v kozo, se najprej odzovejo polimorfonuklearni
levkociti, monociti in makrofagi, ki sproS¢ajo vnetne mediatorje, kot so IL (interlevkin)-
1B, IL-6, IL-10, IL-12 ter TNF (tumor nekrotizirajo¢i dejavnik), kot odgovor na
lipoproteine borelij (Montogomery in sod., 2002; Skogman in sod., 2012). V zgodnji fazi

okuzbe so v leziji erythema migrans prisotni makrofagi, po razsoju borelij v druga tkiva in
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organe, pa so prisotni polimorfonuklearni levkociti in monociti (Szczepanski in Benach,
1991). Protein OspA in 41 kDa velik protein flagelina delujeta kemotakticno, saj izzoveta
migracijo polimorfonuklearnih levkocitov. Borelije povzrocijo tudi aktivacijo
komplementa, pri katerem komponenta C5a deluje kot kemoatraktant za
polimorfonuklearne levkocite. Kon¢ni rezultat se kaze z nastankom liticnega komleksa in

lizo celice ali fagocitozo (Szczepanski in Benach, 1991).

2.8.3.2 Specificen imunski odziv

Specificni imunski odziv se kaze kot celi¢ni in protitelesni imunski odgovor. Celi¢ni
imunski odziv se pricne z aktivacijo limfocitov T (celice pomagalke), ki se diferencirajo v
Thl in Th2. Celice Thl izlo¢ajo IFN-y, celice Th2 pa IL-4. Za odrasle je znacilen imunski
odziv po tipu Thl z visokim Stevilom celic, ki izlo¢ajo INF-y, za otroke pa odziv z

uravnotezenim Stevilom celic, ki izlocajo INF-y in IL-4 (Skogman in sod., 2012).

Celi¢nemu imunskemu odzivu sledi protitelesni imunski odziv. Primarni imunski odziv se
zacne s tvorbo protiteles IgM, priblizno 3 do 6 tednov po okuzbi. Usmerjen je direktno
proti 41 kDa velikemu polipeptidu flagela in 22 kDa velikemu proteinu OspC, ki sta
imunodominantna proteina v zgodnji fazi bolezni (Szczepanski in Benach, 1991; Wilske in
sod., 1993). Protitelesa IgM lahko med okuzbo vztrajajo ali pa izginejo. Po 6 tednih
okuzbe se pojavijo protitelesa IgG, ki se tudi vezejo na komponento bicka. S ¢asom
trajanja okuzbe postaja imunski odziv pri bolnikih intenzivnejsi, saj se tvorijo protitelesa
tudi proti drugim borelijskim antigenom, kot so beljakovine p100, p17, 60 kDa, 83/100
kDa, OspA in OspB (Szczepanski in Benach, 1991, Zoller in sod., 1993).

Poleg protiteles IgM in IgG v poteku lajmske borelioze zasledimo tudi protitelesa IgA.
Njihovo prisotnost zasledimo tako v zacetku kot v nadaljevanju bolezni (Steere in sod.,
1990; Baig in sod., 1991; Hansen in Lebech, 1991; Kaiser, 1995). Protitelesa IgA se
mocneje proizvajajo predvsem lokalno. Pri nevroboreliozi je prisotnost dimernih IgA v

intratekalni tekocini ve¢ kot 50 %, v serumu pa le 13 % in vedno ob socasni prisotnost
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protiteles IgG (Steere in sod., 1990; Baig in sod., 1991; Roberg in sod., 1995).

Kljub antibioti¢cnemu zdravljenju lahko borelije perzistirajo v tkivih in povzrocijo
dolgotrajen in Skodljiv vnetni odziv, ki vodi v nastanek avtoimunsko pogojenih procesov
(Singh in Girschick, 2004). Vzrok le-temu naj bi bila t.i. molekularna mimikrija s pomocjo
katere se borelije izognejo imunskemu sistemu tako, da posnemajo humane celice (Bolz in
Weis, 2004; Ercolini in Miller, 2008). Ugotovili so podobnost med odsekom beljakovine
OspA in proteinom LFA-1 na nekaterih humanih celicah. Pri bolnikih s kroni¢nim
lajmskim artritisom, ki so rezistentni na antibioticno zdravljenje, so T-celice stimulirane k
izlo€anju INF-y s strani OspA in LFA-1. To vodi v poskodbo tkiva (Ercolini in Miller,
2008). Avtoimunska dogajanja, ki jih sprozijo protitelesa IgA se lahko kazejo kot
prizadetost ledvic npr. glomerulonefritis. Za IgA glomerulonefritis je znacilno, da se v
glomerulnih mezangijskih depozitih kopicijo protitelesa IgA, ki jih obCasno spremljajo
protitelesa IgG, redno pa C3 komponenta komplementa. Mozno pa je tudi, da so
glomerulni mezangijski depoziti le polimeriziran IgA1 (Ferluga in Vizjak, 2005; Otani in
sod., 2012). O pojavnosti lajmskega glomerulonefritisa pri ljudeh je bolj malo znanega,
ve¢ informacij o tem pa lahko zasledimo v raziskavah, ki so bile opravljene pri psih.
Ugotovili so, da so psi z glomerulonefritisom imeli socasno prisoten visok titer protiteles
proti B. burgdorferi sensu lato. V nekaterih raziskavah so z IFT dokazali prisotnost

spirohet v ledvicah in urinu (Hutton in sod., 2008; Gerber, 2010; Littman, 2013).

2.8.4 Diagnostika lajmske borelioze

Borelijska okuzba se kaze z razli¢nimi klinicnimi slikami in pestro paleto simptomov,
izmed katerih je koZna sprememba erythema migrans edini klini¢ni znak, ki zadostuje za
diagnozo bolezni (Strle in Stanek, 2009). Neznacilne bolezenske spremembame
(utrujenost, glavobol, mialgije, artralgije, drugo) pa borelijsko okuzbo le nakazujejo. Pri
teh bolnikih je mikrobioloSka potrditev borelijske okuzbe nujno potrebna (Stanek in Strle,

2003).

Borelijsko okuzbo lahko dokazujemo neposredno ali posredno.

Neposredno v klini¢nih vzorcih jo dokazemo z:
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1) osamitvijo B. burgdorferi sensu lato (Aguero-Rosenfeld in sod., 2005; Ruzi¢-
Sablji¢, 20006).

2) dokazovanjem molekule DNK B. burgdorferi sensu lato in
Posredno pa z dokazom bolnikovega imunskega odziva na borelijske antigene. Pri tem
lahko uporabimo dve metodi:

1) dokaz specificnih protiteles in redkeje uporabljena metoda

2) dokaz stimulacije limfocitov T (Aguero-Rosenfeld in sod., 2005; Ruzi¢-Sablji¢,

2006).

Metodo izberemo glede na Cas trajanja okuZzbe in potek klini¢ne slike. Pri tem upoStevamo
obcutljivost in specificnost testa. Rezultate ovrednotimo in interpretiramo v povezavi s

klini¢no sliko (Aguero-Rosenfeld in sod., 2005; Ruzi¢-Sablji¢, 2006).

2.8.4.1 Osamitev borelij

Izolacija borelij velja za najzaneslivejSo metodo dokazovanja okuzbe. Pravimo ji tudi
»zlati standard« (Reed, 2002; Strle in sod., 2013). Za izolacijo in kultivacijo borelij
uporabljamo tekoca gojisca kot sta BSK (Barbour- Stoenner-Kellyjevo gojis¢e) in MPK
(modificirano Kelly-Pettenkoferjevo gojisce), ki vsebujejo goveji serumski albumin,
osnovne gradnike bakterijske celicne stene, N- acetilglukozamin, zaj¢ji serum, citrat,
piruvat in druga hranila. Kultiviramo jih pri temperaturi od 30 do 34 °C v mikroaerofilni
atmosferi 9 tednov ali ve¢. Pri izbiri vzorca moramo biti pozorni na to, da je le-ta odvzet
asepti¢no preden zaCnemo z antiboti¢nim zdravljenjem in ¢im prej cepljen v gojisce, po
moznosti kar ob bolniku. Vzorec lahko do laboratorija prenesemo pri sobni temperaturi

(Aguero-Rosenfeld in sod., 2005; Ruzi¢-Sablji¢ in sod., 2002a, 2006).

2.8.4.2 Dokaz molekule DNK

Verizna reakcija s polimerazo (PCR) je reakcija pomnozevanja dolocenega odseka
genoma. Pri borelijah lahko s PCR dokazujemo kromosomsko ali plazmidno DNK, tarc¢a

pa so razlicni borelijski geni. Borelijsko DNK lahko dokazujemo v kozi, likvorju,
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sinovijski tekocCini, krvi in drugih kuzninah. Pomembno je, da je vzorec ¢im vecji, ker
koncentracija borelij vpliva na rezultat preiskave (Reed, 2002). Z metodo PCR lahko
dokazemo molekulo DNK zive ali mrtve borelije. Prednosti metode PCR so v tem, da je
metoda hitra, obc¢utljiva in da povzrocitelja dokazemo Se preden se razvije imunski odziv
(Aguero-Rosenfeld in sod., 2005; Ruzi¢-Sablji¢, 2006). Najvecja pomanjkljivost te
metode je, da ni standardizirana, zato so raziskave usmerjene v izboljSanje le-te. Taka je na
primer imuno-PCR metoda, ki vkljucuje obcutljivost PCR metode in specifi¢nost ter

vsestranskost imunskih metod (Halpern in sod., 2013).

2.8.4.3 Dokazovanje specifi¢nih protiteles

Protitelesa, ki nastanejo med borelijsko okuzbo dokazujemo v serumu, likvorju in
sinovijski tekocini bolnikov. Danes se najpogosteje uporabljajo seroloske metode, kot so
imunofluorescencni test (IFT), encimskoimunski test (ELISA) in imuno blot (western blot)
(Aguero-Rosenfeld, 2005). Po priporoCilih naj bi serolosko testiranje sledilo
dvostopenjskemu principu. Kot presejalna testa lahko uporabimo IFT ali ELISA, za
potrditev pa Western blot ali imuno blot (Wilske in sod., 2007; Lencdkova in sod., 2008).

Imunski odziv na borelijsko okuzbo je odvisen od ¢asa trajanja okuzbe, ali smo ze priceli
z zdravljenjem, ali smo zdravljenje ze izvedli in tudi od odzivnosti na okuzbo
posameznega bolnika. OpaZza se namrec, da pri nekaterih bolnikih sploh ne pride do
izdelovanja specificnih protiteles. V zafetnem stadiju bolezni, ko je prisoten le klini¢ni
znak erythema migrans je imunski odziv navadno Sibek. V tem obdobju navadno
ugotovimo le Cetrtino seropozitivnih bolnikov, prisotna so protitelesa IgM. S potekom
okuzbe prihaja do vse bolj kompleksnega imunskega odgovora na Stevilne borelijske
antigene in poleg protiteles IgM, zasledimo tudi protitelesa IgG. Delez seropozitivnih

bolnikov se povecuje (Aguero-Rosenfeld, 2005).

Pred izvedbo testa je zelo pomembna pravilna izbira in priprava antigena. Navadno
izberemo tisti sev B. burgdorferi sensu lato, ki je prisoten v preiskovanem geografskem

Wov W

podrocju. Kot antigen lahko uporabimo cele borelije ter preCisCene ali rekombinantne
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borelijske antigene. Te lahko pripravimo sami, kot to poc¢nejo na Institutu za
mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani ali pa uporabimo
komercialne teste, ki so lahko dostopni in poceni.

Na rezultate testiranja vpliva izbira testa in postopek izvajanja, specificnost in obcutljivost
testa, izbira »cut-off« titra, ter moznost navzkriznih reakcij (Aguero-Rosenfeld, 2005;

Ruzi¢-Sablji¢, 2006; Wilske in sod., 2007).

Do navzkriznih reakcij prihaja pri bolnikih, ki so okuzeni z antigensko podobnimi
bakterijami (npr. treponeme) in bolnikih z avtoimunskimi boleznimi. Pri dokazovanju
protiteles IgM moramo zaradi moznosti lazno pozitivnih rezultatov predhodno iz seruma
odstraniti revmatoidni faktor (Ruzi¢-Sablji¢ in sod., 1995). Revmatoidni faktor je
avtoprotitelo razreda IgM (lahko tudi drugih razredov imunoglobulinov-IgA, 1gG), ki
reagira z Fc delom lastne molekule IgG (Vozelj, 2000). Ce se revmatoidni faktor veZe na
kompleks specificni IgG-borelijski antigen, pride do lazno pozitivnih rezultatov za
protitelesa IgM. Temu se izognemo tako, da iz seruma z absorpcijo predhodno odstranimo

protitelesa IgG (Ruzi¢-Sablji¢ in sod., 1995).

2.8.4.3.1 Imunofluorescenéni test —IFT

Imunofluorescencni test (IFT) je ena izmed mikrobioloskih tehnik, ki se uporablja v
znanstveno raziskovalne namene kot tudi v klini¢ni praksi. Je seroloska metoda, s katero
dokazujemo specifi¢na protitelesa v serumu, likvorju in sinovijski tekocini bolnikov pa
tudi antigene. Temelji na reakciji antigen-protitelo, ki je specificna. Da bi reakcijo lahko
opazovali, je potrebno predhodno oznaciti protitelesa. Za to uporabljamo fluorokrome (npr.
fluorescein). Postopek je lahko neposreden (obicajno dokazujemo antigene) ali posreden
(obicajno dokazujemo protitelesa) (Odell in Cook, 2013; Petersen in Pedersen, 2013).
Slika 15 prikazuje neposredni IFT, slika 16 pa posredni IFT.
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Slika 15: Neposredni imunofluorescenéni test (Direct IFT, 2016)
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Slika 16: Posredni imunofluorescenéni test (Indirect immunofluorescence assay, 2016)

Pri posredni metodi antigen (v naSem primeru B. afzelii) najprej pritrdimo na predmetnik,
nato pa dodamo preiskovani serum. Pri tem nastane primarni kompleks antigen-protitelo.
Nastalemu kompleksu nato dodamo sekundarna protitelesa, ki so oznacena s fluorokromi
in prepoznajo primarna, bolnikova protitelesa, vezana v imunski kompleks z antigenom
(Slika 16). Nastali fluorescirajo¢i sekundarni imunski kompleks opazujemo z
mikroskopom. Rezultate testa izrazimo s titrom protiteles. (Odell in Cook, 2013; Petersen

in Pedersen, 2013).
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Posredni test ima nekatere prednosti, in sicer:
e primarnega protitelesa ni potrebno oznaciti. S tem se izognemo izgubi primarnih
protiteles, ki jih je navadno le omejena koli¢ina.
e posredna metoda je veliko bolj obcutljiva, ker se na vsako primarno protitelo veze
veliko Stevilo s fluorokromom oznacenih sekundarnih protiteles.
o komercialno dostopna sekundarna protitelesa so relativno poceni, dobro
kontrolirana in v Siroki paleti barv fluorokromov (Vozelj, 2000; Petersen in

Pedersen, 2013).

2.8.4.3.2 Encimskoimunski test —-IEA oz. ELISA

Encimskoimunski test (ELISA) je imunska seroloska metoda, ki se uporablja za dokaz
specificnih antigenov ali protiteles v bioloSkem vzorcu. Lahko je neposredna ali sendvic¢
metoda, ki se uporablja za dokaz antigenov, ali pa posredna metoda, s katero dolo¢imo
koncentracijo specifi¢nih protiteles v preiskovanem vzorcu. Za dokaz borelijske okuzbe se
uporablja posredna metoda, s katero dolo¢amo koncentracijo specificnih protiteles IgM,
IgG in IgA. Reakcijo izvedemo tako, da borelijske antigene (sonificirane, precisc¢ene ali
rekombinantne) vezemo na vdolbinice mikrotitrske ploscice. Po dodatku preiskovanega
seruma nastanejo kompleksi antigen-protitelo, nevezana protitelesa pa speremo. Nato sledi
vezava sekundarnih protiteles, ki so oznacena z encimom. Nevezana sekundarna protitelesa
speremo in dodamo ustrezen substrat, tako da nastane barvna reakcija. Reakcijo opazujemo
s spektrofotometrom in dolo¢imo koncentracijo preiskovanih protiteles (Aguero-

Rosenfeld, 2005; Kindt in sod., 2007).

2.8.4.3.3 Imunska blot metoda —test Westrn blot (WB)

Test imuno (westrn) blot je imunodiagnosti¢na tehnika s katero dokazujemo specifi¢na
protitelesa, ki so uperjena proti posameznim virusnim ali bakterijskim beljakovinam. V
diagnostiki lajmske borelioze se uporablja kot potrditveni test v dvostopenjskem testiranju
vzorcev, ki smo jih predhodno testirali z IFT ali ELISA testom. Kot antigeni se uporabljajo
rekombinantne borelijske beljakovine, ki so nanesene na nitrocelulozno membrano v obliki

jasno omejenih pasov. Membrana se inkubira z bolnikovim serumom, sledi spiranje in nato
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dodatek z encimom oznacenih protiteles, ki se vezejo na bolnikova protitelesa, nato pa
dodatek substrata. Pri pozitivni reakciji pride do obarvanja pasov na membrani, iz katerih
lahko natan¢no ugotovimo s katerimi borelijskimi antigeni so reagirala bolnikova
protitelesa. Test imuno (westrn) blot ima visoko specifi¢nost in obcutljivost, saj zazna
specificna protitelesa v zelo nizkih koncentracijah. Mozno je tudi, da s pomocjo testa
imuno (westrn) blot ugotovimo specificen imunski odziv pri osebah, ki so v bile preteklosti
v stiku z borelijskimi antigeni, vendar ne kaZzejo nobenih znakov okuzbe (Ruzi¢-Sablji¢ in

sod., 2002b; Aguero-Rosenfeld in sod., 2005; Kindt in sod., 2007).

2.9 ZDRAVLJENJE IN PREPRECEVANIE

Zdravljenje lajmske borelioze zatnemo na osnovi znalilne klini¢ne slike in/ali

laboratorijske potrditve okuzbe. Veliko vec lahko naredimo za preprecevanje okuzbe.

2.9.1 Zdravljenje

Najpogostejsa in najbolj znacilna klini¢na slika lajmske borelioze je erythema migrans, ki
se praviloma pozdravi spontano, brez antibioticnega zdravljenja, vendar zdravljenje z
antibiotiki pri¢nemo takoj, saj je zdravljenje v zgodnjem poteku bolezni najbolj uspesno,
hkrati pa na ta nacin preprecimo Sirjenje borelij iz koze v tkiva in organe in tako z vecjo
verjetnostjo prepre¢imo nevroloske, sréne ali sklepne okvare, ki bi se lahko razvile mesece
ali celo leta po okuzbi, saj vemo, da se borelije ob neugodnih pogojih spremenijo v L ali
cisticne oblike, ki so nedostopne tako za imunski sistem kot za antibiotike (Nadelman in

Wormser, 1998; Strle, 2006b).

Izbira antibiotika v prvi vrsti temelji na osnovi ocene, kateri organi in tkiva so prizadeti ter
koliko casa traja njihova prizadetost. Za zdravljenje zgodnjih stadijev bolezni se
uporabljajo betalaktami in doksicilini, v nadaljevanju pa makrolidi kot je azitromicin. Za

zdravljenje nevroborelioze se uporabljajo Se ceftriaksoni (Stanek in sod., 2012).
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2.9.2 Preprecevanje

Najboljsi nacin preprecevanja okuzbe je izogibanje obmocjem, ki jih naseljujejo klopi. Ker
to vedno ni mogoce, si pred odhodom na taka obmocja nadenemo primerna oblacila in
uporabimo repelente. Po vrnitvi se temeljito pregledamo in odstranimo morebitno
prisesane klope. Mesto prisesanosti klopa spremljamo Se naslednjih 30 dni (Pleterski

Rigler, 2006; Girschick in sod., 2009; Rizzoli in sod., 2011).

2.9.3 Cepljenje

V ZDA so leta 1999 izdelali uspeSno in uporabno cepivo, narejeno iz rekombinantnega
OspA, ki se je izkazalo za primerno imunogeno, toda z razsirjenostjo uporabe so ugotovili,
da stranski ucinki niso zanemarljivi, zlasti z njim povezan pojav artritisa. Leta 2001 so

cepljenje ukinili (Pleterski Rigler, 2006; Nigrovic in Thompson, 2007).

V Evroaziji je razvoj cepiva velik problem, saj je na tem obmocju epidemiolosko
pomembnih vsaj 8 serotipov borelij z razlicnimi OspA antigeni in priblizno 40 serotipov z
razlicnimi OspC antigeni, ter so prisotne vsaj Stiri borelijske vrst, v ZDA pa samo ena
vrsta, in sicer B. burgdorferi sensu stricto (Stanek, 2000; Pleterski Rigler, 2006).
Raziskave za razvoj cepiva temeljijo na pripravi rekombinantnih proteinov zunanje
membrane OspA in OspC, v zadnjem c¢asu pa tudi na raziskavah proteaze BbHtra, ki
povzroci dober imunski odgovor s porastom protiteles, vendar ta ne nudijo ustrezne zascite
pred razvojem bolezni, kar predstavlja izziv za nadaljne raziskave (Tuhackova in sod.,

2005; Skotarczak, 2015; Ullmann in sod., 2015).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 BOLNIKI IN VZORCI

V studijo smo vkljucili 300 serumov bolnikov s sumom na lajmsko boreliozo ali ze
potrjeno diagnozo le-te. Izbrali smo jih naklju¢no iz zbirke serumov Laboratorija za
diagnostiko borelioz in leptospiroze na InStitutu za mikrobiologijo in imunologijo

Medicinske fakultete, Ljubljana od septembra 2002 do oktobra 2003.

Vsem vzorcem krvi smo dolocali specifina protitelesa razreda IgA s posrednim
imunofluorescenénim testom (IFT) brez absorpcije. Ob enem smo jim ponovno dolocali
specificna protitelesa IgM in IgG zaradi morebitnega vpliva odmrzovanja/zamrzovanja na
rezultat testiranja. Pri vzorcih, ki so imeli prisotna specifi¢na protitelesa IgG smo izvedli
Se IFT z absorpcijo z namenom odstranitve protiteles IgG in v izogib vpliva protiteles IgG

na doloc¢anje protiteles IgA in IgM.

3.2 METODE TESTIRANJA

Vzorce smo testirali z IFT brez in z absorpcijo, njihove titre pa dolocili z
mikroskopiranjem pod UV svetlobo s fluorescenénim mikroskopom. V izogib veckratnem
odmrzovanju / zamrzovanju smo odmrznili po 50 vzorcev, jih testirali z vsemi testi,

opravili morebitne ponovitve in jih nato ponovno zamrznili.

3.2.1. Material in oprema za IFT z in brez absorpcije

e Antigen: sev B. afzelii, ki izraza OspA, OspB in OspC beljakovine

Priprava antigena (Ruzi¢-Sablji¢ in sod., 1995):

- kulturo B. afzelii odmrznemo in cepimo 0,5 mL v modificirano Kelly-
Pettenkofferjevo gojis¢e (MKP)

- inkubiramo 3-4 dni pri temperaturi 33 °C, preverimo Stevilo in gibljivost bakterij ter
morebitno kontaminacijo ( z mikroskopiranjem v temnem polju, 400-kratna

povecava)
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- trikrat speremo in skoncentriramo borelije: centrifugiramo na 10 000 obr/min. 20
min pri 22 °C, supernatant odlijemo, % sedimenta speremo s pufrom za spiranje
borelij (PBS+ MgCl,: 0,01M PBS pH=7,4 in 5mM MgCl,)

- po tretjem centrifugiranju odlijemo supernatant, sediment pod mikroskopom
red¢imo s pufrom za spiranje borelij, dokler ne dobimo v enem vidnem polju 8-10
borelij

- nakapljamo v posamezno luknjico objektnega stekelca, posusSimo na sobni
temperaturi, zavijemo v folijo in shranimo pri — 80 °C.

e Pozitivna (serum, ki ima protitelesa IgM, IgG in IgA) in negativna (pufer PBS +
BSA) kontrola

e Konjugat: ov¢ja antihumana protitelesa IgM (red¢ena 1:300), IgG (redCena 1:200)
(oba INEP, Zemun, R. Srbija) in IgA (red¢ena 1:16) (SIGMA-ALDRICH, USA)

e pufer za redCenje seruma: PBS (ang. phosphate buffer saline; 98 mL 1:20) + BSA

e (ang. bovine serum albumine; 2 mL 30 %)

e pufer za spiranje vzorca: PBS (pH = 7,4 do 7,5)

e Absorbent RF: RF Absorbant, Behring, Nem¢ija

e Mikrotitrske ploS¢e za redCenje seruma

e Nastavljive pipete in nastavki za pipete

e Imerzijsko olje

e Objektna in krovna stekelca

e Ependorfke

e Inkubator 33 °Cin 37 °C

e Vrtincnik

e Centrifuga

e Hladilna omara 4 °C

e Fluorescen¢ni mikroskop
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3.2.2 Posredni imunofluorescenc¢ni test brez absorpcije

Kot antigen se pri posrednem IFT testu uporablja sev vrste B. afzelii, ki izraza beljakovine
OspA, OspB in OspC in je predstavnik najpogostejSih povzrociteljev lajmske borelioze v

Sloveniji, test sodi med presejalne teste (Ruzi¢-Sablji¢ in sod., 2002a).

3.2.2.1 Princip testa

Na objektnem stekelcu je naneSena ustrezna koncentracija B. afzelii, kar predstavlja
antigen. Prisotnost specifi¢nih protiteles razredov IgM, IgG in IgA proti borelijskim
antigenom v bolnikovem serumu, povzro¢i nastanek imunskih kompleksov antigen-
protitelo. V naslednjem koraku, po odstranitvi nevezanih protiteles (s spiranjem) dodamo
konjugat oz. anti-humana sekundarna protitelesa IgM, IgG ali IgA, ki so oznacena s
fluorescein izotiocianatom (FITC). Po inkubaciji nevezan konjugat odstranimo s
spiranjem. V vsako luknjico objektnega stekelca damo imerzijsko olje, prekrijemo s
krovnim steklom in z mikroskopiranjem pod UV svetlobo opazujemo nastali sekundarni
imunski kompleks. Rezultate testa izrazimo s titrom protiteles, ki je najvisja razredCina

seruma bolnika, ki da pozitivno reakcijo.

3.2.2.2 Izvedba IFT testa brez absorpcije

e V mikrotitrsko ploscico nakapljamo pufer za redCenje v sledecih koli¢inah: v prvo
votlino nakapljamo 150 pL, v naslednje pa petkrat po 50 pL.

e V prvo votlino nakapljamo 10 uL seruma, premeSamo s pipeto in prenasamo naprej
po 50 pL. Razred¢itve seruma so naslednje: 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512.

e Za dolocanje protiteles IgM in IgG uporabimo razred¢ine serumov od 1:64 do
1:1024, za dolocCanje protiteles IgA od 1:16 do 1:256. Na prvo plos¢ico nanesemo
pozitivno in negativno kontrolo, nato pa za posamezne vzorce po vrstnem redu. V
primeru moc¢ne fluorescence posameznega seruma, le-tega redC¢imo dalje in
razredCine ustrezno nanesemo na ploscice.

e Ploscice z naneSenimi vzorci seruma inkubiramo 30 minut v vlazni komori pri
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37 °C in nato spiramo 3-krat po 5 minut v PBS pufru ter plos¢ice posuSimo na
sobni temperaturi.

e nanesemo konjugat (antihumana IgM, IgG ali IgA, predhodno pripravljeni)

e inkubiramo 30 minut pri 37 °C v vlazni komori nato spiramo 3-krat po 5 minut v
PBS pufru in posusimo na sobni temperaturi.

e nanesemo kapljico imerzijskega olja, pokrijemo s krovnim stekelcem in
mikroskopiramo pod UV svetlobo s fluorescentnim mikroskopom.

e Protitelesa IgM in IgG smo ovrednotili po protokolu laboratorija: 256 in vec
pozitiven, 128 mejni titer, manjse od 128 negativno

e Protitelesa IgA smo iskali v razponu razred¢in od 1:16 do 1: 256. Na podlagi
testiranj in podatkov iz literature smo Zzeleli opredelili mejni titer (Baig in sod.,

1991; Axford in sod., 1993; Ruzi¢-Sablji¢, 1995; Axford in sod., 1999).

3.2.3 Posredni imunofluorescencni test z absorpcijo

IFT z absorpcijo smo uporabili z namenom odstranitve protiteles IgG in v izogib lazno

negativnim rezultatov. Test vsebuje enak antigen kot IFT test brez absorpcije.

3.2.3.1 Princip testa

Princip in izvedba testa sta zelo podobna kot princip in izvedba testa brez absorpcije, le da
tu v prvem koraku uporabimo absorbent, ki ga dodamo serumu bolnika. Absorbent je snov,
ki povzroci precipitacijo protiteles IgG. Na ta nacin odstranimo protitelesa IgG iz vzorca,
ki bi lahko motila vezavo specifi¢nih protiteles IgM in/ali IgA za antigen ter tako dala

lazno negativne rezultate.
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3.2.3.2 Izvedba IFT testa z absorpcijo

e V ependorfki razredé¢imo 10 pL seruma z 5 pL. Absorbenta RF (dobimo redcitev
1:16) in pustimo ¢ez noc pri + 4 °C v hladilniku.

e dobro premeSamo in nato centrifugiramo pri 10 000 obr/min vsaj 15 minut, v
nadaljevanju uporabimo le supernatant

e supernatant (razred¢en je ze 1:16) nakapljamo v prvo votlinico mikrotitrne
ploscice; od druge votlinice naprej pa nakapljamo 5x po 50 uL pufra za redcenje
vzorca.

e odvzamemo 50 pL vzorca (iz prve votlinice) in ga prenesemo v drugo votlinico,
premeSamo ter red¢imo naprej do konca vrstice (razred¢itve vzorca so: 1:16, 1:32,
1:64, 1:128, 1:256, 1:512).

e na plosCice z antigenom nanesemo po 10 pL vzorca; na prvo ploséico Se pozitivno
in negativno kontrolo, nato pa razred¢ine od 1:16 do 1:256 za posamezne vzorce po
vrstnem redu. V primeru mocne fluorescence posameznega vzorca le-tega red¢imo
dalje in razred¢ine nanesemo na ploscico.

e inkubiramo 30 minut v vlazni komori pri 37 °C, nato spiramo 3-krat po 5 minut v
pufru za spiranje ter ploscice posusimo na sobni temperaturi.

e nanesemo IgM ali IgA konjugata (predhodno pripravljena), inkubiramo 30 minut
pri 37 °C v vlazni komori, nato plos¢ice ponovno spiramo 3-krat po 5 minut v
pufru za spiranje in posusimo.

e nanesemo kapljico imerzijskega olja, pokrijemo s krovnim stekelcem in
mikroskopiramo pod UV svetlobo s fluorescentnim mikroskopom.

e Protitelesa IgM ovrednotimo: pozitiven titer 64 ali ve¢, mejni titer 32, negativni titri
16 ali manj

e Vrednotenje protitelesa IgA: vzeli smo razpon razred¢in od 1:16 do 1:256. Na
podlagi testiranj in podatkov iz literature smo zeleli opredelili mejni titer (Baig in

sod., 1991; Axford in sod., 1993; Ruzi¢-Sablji¢, 1995; Axford in sod., 1999).
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3.3 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Dobljene rezultate testiranih serumov z IFT z in brez absorpcije smo statisticno obdelali z
McNemar-jevim testom z namenom, da ugotovimo, ali se testa razlikujeta. McNemar-jev
test se uporablja za testiranje dveh opisnih spremenljivk pri ponavljajocih se poskusih. Za
izraCun smo mejne vrednosti uvrstili med pozitivne. Ugotavljali smo statisticno vrednost p.
Ce je p<0,05 predstavlja statisti¢no znacilno razliko, ¢e pa je p>0,05 pa statisti¢no znaéilne
razlike med testoma ni. Za izraCun smo uporabili prosto dostopen program na spletu:

(QuickCalcs, 2016).
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4 REZULTATI

Naklju¢no izbranih 300 vzorcev seruma bolnikov s sumom ali Ze potrjeno diagnozo
lajmske borelioze smo testirali za specificna protitelesa IgM, IgG ter specifi¢na protitelesa
IgA s posrednim IFT brez absorpcije. IFT test z absorpcijo smo uporabili le za vzorce, ki

so imeli prisotna protitelesa IgG.

4.1 PREGLED REZULTATOV

Protitelesa IgM, IgG in IgA smo dokazovali z IFT brez absorpcije pri vseh 300 bolnikih.
Zaradi moznega vpliva protiteles IgG na viSino titra protiteles IgM in IgA (tekmovanje za
antigen), smo pri vseh IFT brez absorpcije IgG pozitivnih bolnikih izvedli Se absorpcijski
IFT ter prikazali rezultate prisotnosti / odsotnosti protiteles IgA glede na kombinacije

prisotnosti / odsotnosti protiteles IgM in IgG.

4.1.1 Doloc¢anje protiteles IgM, IgG in IgA

Pri vseh vzorcih smo dokazovali protitelesa IgM, IgG in IgA s testom IFT brez absorpcije,

pri 120 vzorcih, ki so imeli pozitivne titre IgG z ITF brez absorpcije smo izvedli Se IFT z

absorpcijo.

4.1.1.1 IFT test brez absorpcije

Testirali smo 300 vzorcev. Protitelesa IgG v titru 256 ali ve¢ smo dokazali pri 120 (40 %)

vzorcih, protitelesa IgM v titru 256 ali ve¢ pa pri 50 (16,7 %) vzorcih. Protitelesa IgA v
razponu titrov od <16 do > 256 smo prikazali skupaj z rezultati IgM in IgG v preglednici 4.
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Preglednica 4 : Rezultati IFT testa brez absorpcije za prisotnost protiteles IgM, IgG in IgA. Sivo so oznaceni

mejni, rumeno pa pozitivni titri za protitelesa IgM in IgG.

PROTITELESA
TITRI
IgM IgG IgA
<16 235 (78,3 %) 166 (55,3 %) 103 (34,3 %)
16 0 (0 %) 0(0 %) 85 (28,3 %)
32 0 (0 %) 0 (0 %) 45 (15 %)
64 6 (2 %) 12 (4 %) 8(2,7 %)
128 93 %) 2 (0,67 %) 28 (9,3 %)
256 40 (13,3 %) 67 (22,3 %) 14 (4,7 %)
>256 10 (3,3 %) 53 (17,7 %) 12 (4 %)
SKUPAJ 300 (100 %) 300 (100 %) 300 (100 %)

4.1.1.2 TFT test z absorpcijo

S testom IFT z absorpcijo smo testirali 120 vzorcev, ki so s testom IFT brez absorpcije

imeli titer 256 ali ve¢ (Preglednica 4). Protitelesa IgM v titru 64 ali ve¢ smo dokazali pri

15 (12,5 %) vzorcih. Protitelesa IgA pa smo dokazali v razponu titrov od <16 do 256.

Rezultate kaze preglednica 5.
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Preglednica 5: Rezultati IFT testa z absorpcijo za prisotnost protiteles IgM in IgA pri vzorcih, ki so imeli
prisotna protitelesa IgG z IFT brez absorpcije. Sivo so oznaceni mejni, rumeno pa pozitivni titri za protitelesa

IgM.

PROTITELESA
TITRI
IgM IgA
<16 99 (82,5 %) 70 (58,3 %)
16 2 (1,7 %) 12 (10 %)
32 4 (3,3 %) 21 (17,5 %)
64 1 (0,8 %) 11 (9,2 %)
128 8 (6,7 %) 4 (3,3 %)
256 3(2,5%) 2 (1,7 %)
>256 3(2,5%) 0 (0 %)
SKUPAJ 120 (100 %) 120 (120 %)

4.1.1.3 Opredelitev mejnega titra za protitelesa IgA s testom IFT z in brez absorpcije

Glede na vrednotenje protiteles IgM in IgG tako v testu IFT z kakor tudi brez absorpcije ter
podatkov iz literature o fizioloSkih in bioloSkih lastnosti protiteles IgA (Axford in sod.,
1993; Muthana in sod., 2015) smo se odlocili, da v testu IFT brez absorpcije opredelimo za
mejno vrednost titer 32, za pozitivne vrednosti titre 64 in vi§je in za negativne vrednosti
titre 16 in manjSe. V testu IFT z absorpcijo smo opredelili za pozitivne vrednosti titre 16 in

visje, dokler smo titre manjSe od 16 obravnavali kot negativne.

Glede na opredeljene kriterije za protitelesa IgA smo opredelili 62/300 (20,7 %) vzorcev
kot IgA pozitivne s testom IFT brez absorpcije (Preglednica 4). Pri analizi 120 vzorcev, ki
smo jim pred testiranjem odstranili protitelesa IgG (test IFT z absorpcijo), smo dobili 50

(41,7 %) IgA pozitivnih vzorcev (Preglednica 5).

4.1.1.4 Primerjava pozitivnih IgM in IgA vzorcev pred in po absorpcijo protiteles IgG

Posebej smo analizirali skupino 120 vzorcev, ki so imeli protitelesa IgG v titru 256 ali vec

z IFT brez absorpcije. Zanimalo nas je, ali je prislo do spremembe rezultata za protitelesa

IgM in IgA. Rezultate smo prikazali v Preglednici 6.



Crmelj Svedak M. Ugotavljanje prisotnosti protiteles razreda IgM, IgG in IgA pri bolnikih z lajmsko boreliozo.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2016

46

Preglednica 6: Prikaz rezultatov za protitelesa IgM in IgA pred in po odstranitvi protiteles IgG (IgG pozitivni

vzorci). Sivo so oznaceni mejni titri za protitelesa IgM in IgA, rumeno pa pozitivni titri za IgM in IgA.

ABSORPCIJA PROTITELES IgG (5t. vzorcev 120)
IgM IgA
TITRI IFT brez IFT z absorpcijo IFT brez IFT z absorpcijo
PROTITELES absorpcije absorpcije
<16 99 (82,5 %) 70 (58,3 %)
72
16 2 (1,7 %) 12 (10 %)
90
32 4 (3,3 %) 18 21 (17,5 %)
64 1 (0,8 %) 11 (9,2 %)
128 0 8 (6,7 %) 30 43,3 %)
256 20 3 (2,5 %) 2 (1,7 %)
>256 3 (2,5 %) 0 (0 %)
SKUPAJ 120 120 120 120

Ob absorpciji protiteles IgG pri 120 IgG pozitivnih vzorcih (pozitivnih s testom IFT brez
absorpcije) smo ugotovili, da je priSlo do razlike v Stevilu pozitivnih vzorcev tako za
protitelesa IgM kot IgA, in sicer opredlili smo 30 (25 %) IgM pozitivnih vzorcev brez in
15 (12,5 %) z absorpcijo (p=0,0026) ter 30 (25 %) IgA pozitivnih vzorcev brez in 50
(41,7 %) z absorpcijo (p=0,4795).

Za izracun statisticno znacilne razlike med testoma IFT brez in z absorpcijo, loceno za

protitelesa IgM in IgA, smo ustvarili spodnje preglednice od 7 do 10.

Za protitelesa IgM smo dokazali statisticno znacilno razliko med testoma IFT brez

absorpcije in IFT z absorpcijo (p=0,0026) (Preglednica 7 in 8).

Za protitelesa IgA pa nismo dokazali ststisticno znacilne razlike med testoma IFT brez

absorpcije in IFT z absorpcijo (p=0,4795) (Preglednici 9 in 10).
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Preglednica 7: Primerjava rezultatov IFT brez absorpcije in IFT z absorpcijo pri doloCanju protiteles IgM v

serumu 120 IgG pozitivnih bolnikov

IgM
IFT Pozitvno Mejno Negativno
IFT abs >256 128 <64 SKUPAJ

Pozitivno

>64 15 0 0 15

Mejno

32 4 0 0 4
Negativno

<16 11 0 90 101
SKUPAJ 30 0 90 120

Preglednica 8: Kontigenéna tabela rezultatov testiranj IFT brez absorpcije in IFT z absorpcijo pri dolo¢anju

protiteles IgM v serumu bolnikov za izvedbo McNemerjevega testa

IFT
Pozitiven Negativen SKUPAJ
IFT abs
Pozitiven 19 0 19
Negativen 11 90 101
SKUPAJ 30 90 120
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Preglednica 9: Primerjava rezultatov IFT brez absorpcije in IFT z absorpcijo pri doloc¢anju protiteles IgA v

serumu 120 IgG pozitivnih bolnikov

IgA
IFT Pozitvno Mejno Negativno
IFT abs > 64 32 <16 SKUPAJ

Pozitivno

>16 30 18 2 50

Mejno
0 0 0 0

Negativno

<16 0 0 70 70
SKUPAJ 30 18 72 120

Preglednica 10: Kontigencna tabela rezultatov testiranj IFT brez absorpcije in IFT z absorpcijo pri dolo¢anju

protiteles IgA v serumu bolnikov za izvedbo McNemerjevega testa

IFT
Pozitiven Negativen SKUPAJ
IFT abs
Pozitiven 48 2 50
Negativen 0 70 70
SKUPAJ 48 72 120

4.1.2 Doloc¢anje protiteles IgA v serumu bolnikov glede na socasno prisotnost ali

odsotnost IgM in / ali IgG

Prisotnost protiteles IgA smo Zeleli primerjati glede na prisotnost ali odsotnost drugih
vzorce, ki so imeli prisotna samo protitelesa IgG (90 vzorcev), vzorce, ki so imeli prisotna
protitelesa tako IgM kot IgG (30 vzorcev), vzorce, ki so imeli prisotna samo protitelesa

IgM (30 vzorcev) in vzorce, ki niso imeli protiteles ne IgM in ne IgG (150 vzorcev).



Crmelj Svedak M. Ugotavljanje prisotnosti protiteles razreda IgM, IgG in IgA pri bolnikih z lajmsko boreliozo. 49
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2016

4.1.2.1 Dolocanje protiteles IgA pri bolnikih IgG pozitivni / IgM negativni

S testom IFT brez absorpcije smo dolocili 90 vzorcev (bolnikov), ki so imeli prisotna
protitelesa IgG in odsotna protitelesa IgM. Pri dolo¢anju protiteles IgA med temi bolniki,
nismo dobili nobenega pozitivnega rezultata (titer >64) za protitelesa IgA z IFT testom

brez absorpcije. Rezultate kaze preglednica 11.

Preglednica 11: Rezultati IFT testa brez absorpcije za prisotnost protiteles IgA ob soCasni prisotnosti

protiteles IgG; bolniki niso imeli protiteles IgM.

PROTITELESA IgA
PROTITELESA SKUPAS
IeG Negativni Mejni Pozitivni
<16 32 >64
Pozitivni
72 18 0 90
Titer = 256 (80 %) (20 %) (0 %) (100 %)

Vsem 90-im vzorcem smo po absorpciji ponovno dolocali protitelesa IgM in IgA. Pri vseh
90 vzorcih so bili titri protiteles I[gM negativni, titri protiteles IgA pa so postali pozitivni
(titer >16) pri 29 vzorcih. Za protitelesa IgA smo dokazali statisticno znacilno razliko med

testom IFT brez absorpcije in IFT z absorpcijo (p=0,0026). Rezultate kaze preglednica 12.

Preglednica 12: Rezultati IFT testa z absorpcijo za prisotnost protiteles IgA in IgM po odstranitvi protiteles
IgG.

PROTITELESA IgA
PROTITELESA
1gM Negativni Pozitivni (skupaj 29) SKUPAJ
Titer <16 Titer 16 Titer 32 Titer 64
Negativni
Titer <16 61 12 13 4 90
(67,78 %) (13,33 %) (14,44 %) (4,44 %) (100 %)
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4.1.22 Dolocanje protiteles IgA pri bolnikih IgG pozitivni / IgM pozitivni

Med bolniki jih je bilo 30, ki so s testom IFT brez absorpcije imeli pozitivna protitelesa
IgM in IgG. Pri dolocanju protiteles IgA med temi bolniki smo dobili pozitivne rezultate za

protitelesa IgA pri vseh 30 vzorcih. Rezultate kaze preglednica 13.

Preglednica 13: Rezultati IFT testa brez absorpcije za prisotnost protiteles IgA pri bolnikih, ki so imeli

socasno prisotnost protiteles I[gM in IgG.

PROTITELESA IgA
PROTITELESA SKUPAS
IgM in IgG Negativni Mejni Pozitivni
<16 32 =64
Pozitivni
0 0 30 30
Titer 2256 (0 %) 0 %) (100 %) (100 %)

Pri vseh bolnikih, ki so s testom IFT brez absorpcije imeli pozitivna protitelesa IgM in IgG
socasno, smo naredili IFT z absorpcijo in tako odstranili protitelesa IgG. Vsem vzorcem
smo po absorpciji ponovno dolocali titer protiteles IgM in IgA. Dobili smo 15 serumov s
protitelesi IgM in 21 serumov s protitelesi IgA. Tako za protitelesa IgM kot tudi za
protitelesa IgA smo dokazali statisticno znacilno razliko med testom IFT brez absorpcije in
IFT z absorpcijo. Za protitelesa IgM (p=0,0026), za protitelesa IgA pa (p=0,0077)
Rezultate kaze preglednica 14.
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Preglednica 14: Rezultati IFT testa z absorpcijo za prisotnost protiteles IgA in IgM po odstranitvi protiteles

IgG v skupini 30 bolnikov, ki so s testom IFT brez absorpcije imeli soasno pozitivna protitelesa IgM in IgG.

Protitelesa IgA SKUPAJ
Protitelesa IgM Negativni Pozitivni
<16 >16
Negativni 6 5 11
<16 (20 %) (16,7 %) (36,67 %)
Mejni 1 3 4
32 (3,33 %) (10 %) (13,33 %)
Pozitivni 2 13 15
>64 (6,67 %) (43,33 %) (50 %)
SKUPAJ 9 21 30
(30 %) (70 %) (100 %)
4123 Dolocanje protiteles IgA pri bolnikih IgG negativni / IgM pozitivni

Socasno prisotnosti protiteles IgM in odsotnost protiteles IgG smo s testom IFT brez
absorpcije ugotovili pri 30 bolnikih. Pri dolo¢anju prisotnosti protiteles IgA v tej skupini
bolnikov, smo dobili pozitivne rezultate za protitelsa IgA v vseh 30 vzorcih. Rezultate kaze

preglednica 15.

Preglednica 15: Rezultati IFT testa brez absorpcije za prisotnost protiteles IgA ob socasni prisotnosti

protiteles IgM in odsotnosti protiteles IgG

PROTITELESA IgA
PROTITELESA KUPAL
IsM Negativni Mejni Pozitivni
<16 32 >64
Pozitivni
0 0 30 30
Titer > 256 (0 %) 0%) (100 %) (100 %)
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4.1.2.4 Dolocanje protiteles IgA pri bolnikih IgG negativni / IgM negativni

Odsotnost protiteles tako IgM kot IgG smo s testom IFT brez absorpcije ugotovili pri 150
bolnikih. Pri dolo¢anju prisotnosti protiteles IgA v tej skupini bolnikov, smo dobili
pozitivne rezultate v 2 ter mejne rezultate v 26 vzorcih. Ostali so bili negativni. Rezultate

kaze preglednica 16.

Preglednica 16: Rezultati IFT testa brez absorpcije za prisotnost protiteles IgA v odsotnosti protiteles IgM in

IgG

PROTITELESA IgA
PROTITELESA SKUPAS
IgM + IgG Negativni Mejni Pozitivni
<16 32 >64
Negativni
120 26 2 150
Titer < 64 (81,3 %) (17,33 %) (1,33 %) (100 %)
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Lajmsko boreliozo povzroca bakterija iz kompleksa B. burgdorferi sensu lato, ki zajema
vsaj 5 vrst, in sicer B. afzelii, B. garinii, B. burgdorfei sensu stricto, B. spielmanii in B.
bavariensis (Richter in sod., 2004; Richter in sod., 2006; Margos in sod., 2009). Bolezen
se kaze s pestro klini¢no sliko, ki je deloma odvisna tudi od vrste povzrocitelja. Tako B.
afzelii najveCkrat povzroca okvare koze, B. garinii okvare Ziv€evja in B. burgdorferi sensu
stricto okvare sklepov. Vsem je skupno to, da povzrocijo nastanek kozne spremembe
erythema migrans, ki se pojavi nekaj dni do nekaj tednov na mestu vboda klopa in
zadostuje za klini¢no potrditev diagnoze (Wang in sod., 1999; Steere, 2001). V primeru
neznacilnih koznih sprememb in simptomov bolezni pa je potrebna mikrobioloSka
potrditev okuzbe. Kljub temu, da je osamitev borelij iz klini¢nih vzorcev najbolj zanesljiva
metoda dokazovanja borelijske okuzbe in velja za »zlati standard« je dolgotrajna, slabo
obCutljiva in vezana za referenCne laboratorije. Zato se za vsakodnevno rutinsko
potrjevanje borelijske okuzbe uporabljajo razli¢ni seroloski testi, ki temeljijo na dokazu
specificnih protiteles, ki nastanejo kot imunski odgovor bolnika na borelijske antigene

(Aguero-Rosenfeld in sod., 2005).

Podatki iz literature kazejo, da je razlog poCasnemu imunskemu odzivu majhno Stevilo
borelij v vzorcih in s tem Sibko spodbujanje nastanka imunskega odziva saj se s
kroni¢nostjo okuzbe poviSuje delez seroloSko pozitivnih bolnikov (Wilske in sod., 1993;
Aguero-Rosenfeld in sod., 2005). Ob enem, velik pomen predstavlja tudi antigenska
heterogenost borelij, ki vpliva na izbor seva za antigen (Wilske in sod., 1988; Brisson in
sod., 2012). Pri seroloski diagnostiki moramo upoStevati tudi to, da imajo seroloski testi
razli¢no specificnost in obcutljivost, ter da niso standardizrani (Aguero-Rosenfeld in sod.,
2005; Ruzi¢-Sablji¢ in sod., 2006). Zaradi tega rezultate testov vedno vrednotimo s

klini¢no sliko posameznega preiskovanega bolnika.

Namen nase naloge je bil ugotoviti, ali med okuzbo z borelijami nastajajo specificna
protitelesa IgA poleg specificnih protiteles IgM in IgG, ali so ta sofasno prisotna s

protitelesi  IgM in/ali IgG, ter pripraviti in ovrednotiti posredni IFT za doloCanje
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specificnih protiteles IgA. V raziskavo smo vkljucili 300 serumov bolnikov s sumom na
lajmsko boreliozo ali Ze potrjeno okuzbo, dolocali smo jim protitelesa IgM, IgG in IgA. Po
podatkih iz literature je znano, da pri lajmski boreliozi prisotnost specificnih protiteles IgM

in IgG spremlja klini¢no sliko, podatki za protitelesa IgA pa so zelo skopi.

Za testiranje smo uporabili posredni IFT, kateremu je bilo za doloCanje specifi¢nih
protiteles IgA potrebno dolociti mejni titer. Pozitiven titer za rutinsko dolo¢anje specifi¢nih
protiteles IgM in IgG je visok, in sicer 256. To daje testu vecjo specificnost. Za doloCanje
mejnega titra, je potrebno opraviti ve¢ poizkusov (predvsem na zdravi populaciji) in na
podlagi rezultatov dolo€iti mejno vrednost. Pri tem moramo upoStevati geografsko
podroc¢je preiskovanih bolnikov, saj moramo na endemic¢nih podroc¢jih (Slovenija je
endemi¢no obmocje) izlo¢iti zdravo populacijo, ki ima prisotna specificna protitelesa, ker
se je ze v preteklosti srecala z borelijsko okuzbo (Ruzi¢-Sablji¢ in sod., 1993; Ruzi¢-

Sablji¢, 1995).

Na rezultate seroloskih testov lahko vpliva tudi antigenska heterogenost borelij (Wilske in
sod., 1988; Brisson in sod., 2012). Kot antigen se zato pri nas v Sloveniji uporablja celotna
borelijska celica vrste B. afzelii, ki jo na InStitutu za mikrobiologijo in imunologijo
Medicinske fakultete v Ljubljani izdelujejo sami. Studije iz preteklosti so na podrodju
Slovenije iz preiskovanih vzorcev ugotovile B. afzelii kot najpogosteje izolirano borelijsko
vrsto (v 82 %), sledi ji B. garinii (v 17 %) in le izjemoma B. burgdorferi sensu stricto

(1 %) (Ruzi¢-Sablji¢ in sod., 2002a).

Pri seroloski diagnostiki je pomembno tudi, kateri tip protiteles dokazujemo; bioloske in
fizioloske lastnosti protiteles se namre¢ razlikujejo. Protitelesa tekmujejo za isti antigen,
mnozi¢na prisotnost enega razreda lahko onemogoc¢i dostop do antigena drugim razredom
protiteles (Muthana in sod., 2015). V vzorcih nasih bolnikov smo doloc¢ali tri razrede
protiteles, IgM, IgG in IgA, antigen za vezavo (B. afzelii) je bil enak. Zanimalo nas je, v
kak$nem delezu bomo opredelili posamezen razred protiteles pri bolnikih z borelijsko
okuzbo ali sumom na njo. Iz Preglednice 4 je razvidno, da smo najpogosteje dolocili
protitelesa IgG (120/300, 40,4 %), sledijo protitelesa IgA (62/300, 20,7 %) in IgM (50/300,

16,7 %). V naslednjem koraku smo bolj natancno obdelali 12 IgG pozitivnih vzorcev.
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S postopkom absorpcije seruma pred izvedbo IFT smo odstranili protitelesa IgG, ki lahko
motijo vezavo protiteles [gM in/ali IgA, saj lahko zasedejo vezavna mesta na antigenih in s
tem dajo lazno negativne rezultate za IgM in IgA razrede protiteles. Po drugi strani, pri
bolnikih z avtoimunskimi obolenji bi lahko dobili lazno pozitivne rezultate, najveckrat
takrat, ko je v preiskovanem serumu RF, ki je avtoprotitelo (najveckrat razreda IgM) in se
veze na Fc del lastnega IgG (Ruzi¢-Sablji¢ in sod., 1995; Muthana in sod., 2015), kar Se
dodatno povdarja potrebo po absorpciji seruma pred testiranjem. Rezultati testiranja za
protitelesa IgM in IgA po absorpcijskem postopku so prikazani v preglednicah 5 in 6. Iz
preglednice 6 je razvidno, da smo po odstanjevanju protiteles IgG dobili manj IgM
pozitivnih vzorcev (30/120 pred in 15/120 po absorpciji, p= p=0,0026 ....) in ve¢ IgA
pozitivnih vzorcev (30/120 pred in 50/120 po absorpciji, p=,4795...). To pomeni, da smo
pri testiranju z IFT brez absorpcije dobili za protitelesa IgM lazno pozitivne rezultate, za
protitelesa IgA pa lazno negativne rezultate. Rezultate absorpcijskih testov razlagamo s
tem, da smo pred tem testiranjem, s postopkom absorpcije odstranili tudi RF (IgM), ki se je
vezal na Fc del lastnega IgG in s tem odstranili protitelesa IgM, ki so bila odgovorna za
lazno pozitivne IgM bolnike. SocCasno z odstranitvijo protiteles IgM in IgG so se s tem
sprostila vezavna mesta, kar je omogocilo protitelesom IgA vezavo nanje. Protitelesa IgA
prav tako kot protitelesa IgG zelo tezko konkurirajo za ista vezavna mesta napram
protitelesom IgM. To razlagajo s tem, da imajo protitelesa IgM veC vezavnih mest in s tem
boljSo avidnost. Ugotovili pa so tudi, da so pri vezavi na antigene hitrejsa od IgG in IgA
(Muthana in sod., 2015). Preglednice 5-10 nam prikazujejo rezultate testiranj obeh testov
in primerjavo med njima. Za protitelesa I[gM nam kazejo, da so razlike med testoma
statisti¢no znacilne, saj je p vrednost zelo majhna. V primeru testiranj za protitelesa IgA,

pa nismo ugotovili statisticno znacilne razlike.

Za protitelesa IgA moramo upostevati njihovo zgradbo, da se izlocajo predvsem lokalno, in
da so v krvi bolnika prisotna v nizjih koncentracijah. Tako smo za prvi pozitivni titer
dolocili vrednost 64, pri IFT z absorpcijo pa 16. Vrednost pri IFT z absorpcijo za
protitelesa IgM in IgG je 64. Pri testiranju vzorcev smo pricakovali prisotnost protiteles

IgA in dobili naslednje rezultate.
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Rezultati testov dokazujejo, da se protitelesa IgA pojavljajo socasno s protitelesi IgM. To
smo dokazali z vsemi pozitivnimi vzorci serumov v skupini s prisotnimi IgM (Preglednica
15) kot tudi v skupini s prisotnimi IgM in IgG protitelesi (Preglednica 13). To pomeni, da
se ob borelijski okuzbi protitelesa IgA zacnejo tvoriti Ze v zacetni fazi okuzbe skupaj s
protitelesi IgM in se tvorijo tudi kasneje v poteku okuzbe, ko se Sele zacnejo tvoriti
protitelesa IgG. Socasni prisotnosti protiteles IgA in IgM je lahko vzrok IL-5, ki ga
izdelujejo aktivirane celice T. IL-5 deluje na razmnoZujoce se celice B tako, da povzroci
preklop izotipa med diferencirajo v plazmatke, ki nato izdelujejo protitelesa IgM in IgA, ne
pa IgG. Znano je tudi, da v odsotnosti protiteles IgA del njihovih funkcij prevzamejo
protitelesa IgM (Vozelj, 2001). S asom trajanja okuzbe se pojavijo tudi protitelesa IgG, ki
so dolgoziveca in jih je mogoce dokazati v serumu Se leta po okuzbi, lahko pa so tudi znak
kroni¢ne okuzbe. S testom IFT brez absorpcije smo v vzorcih s prisotnimi protitelesi IgM
in IgG, dokazali protitelesa IgA pri vseh 30 vzorcih (Preglednica 13), v vzorcih s
prisotnimi protitelesi samo razreda IgG pa pri nobenem vzorcu (Preglednica 11). To
pomeni, da se tekom razvoja okuzbe soCasno s protitelesi IgM tvorijo tudi protitelesa IgA,
ko pa okuzba preide v pozni stadij (prisotnost IgG3), pa se protitelesa IgA ne tvorijo vec, saj
jih v serumu ne moremo dokazati. Da bi dokazali, ¢e te trditve drzijo in da nismo dobili
laZzno negativnih rezultatov, smo za omenjene IgG pozitivne vzorce naredili Se IFT z
absorpcijo. Med vzorci s prisotnimi protitelesi IgM in IgG smo po absorpciji dobili manjse
Stevilo pozitivnih rezultatov tako za protitelesa IgA kot tudi za protitelesa IgM, in sicer se
je Stevilo pozitivnih IgA zmanjsalo iz 30 (100 %) na 21 (70 %) (p=0,0077), IgM pa iz 30
(100 %) na 15 (50 %) (p=0,0026) kot je razvidno iz Preglednice 14. Glede na te rezultate
lahko predvidevamo, da s postopkom absorpcije odstranimo tudi del protiteles IgA in IgM.
Nasprotno temu, med vzorci s prisotnimi protitelesi samo razreda IgG pa se je delez IgA
pozitivnih vzorcev povecal, in sicer iz 0/90 na 29/90 (32,2 %), kar je statisti¢no znacilna
razlika (p=0,0026) (Preglednici 11 in 12 ), dokler so vsi vzorci po absorpciji ostali IgM
negativni (Preglednica 12). S tem smo dokazali, da smo pri IFT brez absorpcije za te
vzorce dobili lazno negativne rezultate, in da prisotnost protiteles IgG moti dokazovanje

protiteles IgA.

Pred zacetkom raziskovalne naloge smo si postavili nekatera vprasanja in nanje poskusali

poiskati odgovore. Na vprasanje, ali prihaja do produkcije specifi¢nih protiteles in kdaj se
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ta tekom okuzbe pojavljajo, smo prisli do ugotovitev, da se specificna protitelesa IgA
tvorijo ze pri primarnem imunskem odzivu, saj se pojavljajo soCasno s protitelesi IgM
(Preglednica 15). Pojavljajo se tudi v nadaljnjem razvoju borelioze, saj smo jih dokazali ob
so€asni prisotnosti protiteles IgM in IgG (Preglednici 13 in 14). Ko razvoj bolezni prehaja
v pozno fazo, pa se je delez IgA pozitivnih vzorcev zmanjsal. V literaturi (Steer in sod.,
1990; Hansen in sod., 1991; Roberg in sod., 1995) so navedeni podatki, da se protitelesa
IgA v vecji koncentraciji pojavljajo socasno s protitelesi IgG v intratekalnem prostoru pri
nevroboreliozi. Navedeni so tudi podatki o prizadetosti ledvic pri psih in ¢loveku zaradi
avtoimunskih dogajanj vezanih na IgA (Kaiser, 1995; Axford in sod., 1999; Gerber,
2010). Vse to kaze na pomembno vlogo protiteles [gA v imunskem odzivu. Naslednje
vprasanje je, ali je zanesljivost posrednega IFT testa ustrezna za dokaz specifi¢nih
protiteles IgA in standardiziranje testa. Dokazali smo, da je test IFT ustrezen za dolocanje
specificnih protiteles IgA, saj smo dobili primerljive rezultate s protitelesi IgM in/ali IgG.
Glede na dobljene rezultate bi priporocili standardizacijo testa, saj bi na ta nacin test
pridobil diagnosti¢no vrednost, s katerim bi dobili boljsi vpogled v potek in razvoj bolezni.
Pri testu IFT je potrebno upostevati tudi to, da ni avtomatiziran, ampak rezultate vrednoti
ustrezno usposobljeno laboratorijsko osebje, zaradi katerih lahko prihaja do nehotenih

napak.

Pri diagnosticiranju lajmske borelioze moramo upostevati, da se ta kaze s pestro in
raznoliko klini¢no sliko, ki je deloma odvisna od vrste povzrocitelja in preiskovanega
obmocja. UpoStevati moramo tudi specifi¢nost in obcutljivost testov, zato rezultate vedno
vrednotimo v povezavi s klini¢no sliko.

5.2 SKLEPI

Z nasim raziskovalnim delom smo dokazali, da:

e se pri preiskovanih bolnikih s sumom na lajmsko boreliozo ali ze potrjeno diagnozo,

razvije specificen imunski odziv.
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e se tvorijo specifi¢na protitelesa IgG, IgM in IgA. Najpogosteje smo dolocili protitelesa
IgG (120/300, 40,4 %), sledijo protitelesa IgA (62/300, 20,7 %) in IgM (50/300,
16,7 %).

e se protitelesa IgA pojavljajo socasno s protitelesi IgM, saj smo jih dokazali v skupini

bolnikov IgG pozitivni / IgM pozitivni in v skupini IgG negativni / [gM pozitivni.

e se protitelesa IgA v serumu pojavljajo v manjsih koli¢inah, saj smo kot prvi pozitivni
titer s posrednim IFT brez absorpcije opredelili 64, pri posrednem IFT z absorpcijo pa
16.

e je IFT test dovolj obcutljiv za doloCanje specificnih protiteles IgA, saj smo protitelesa
IgA dokazali v skupini bolnikov IgG pozitivni / IgM pozitivni in v skupini IgG

negativni / IgM pozitivni.

e protitelesa IgG vplivajo na doloCanje protiteles IgA, tako da dobimo lazno negativne
rezultate v skupini bolnikov IgG pozitivni / IgM negativni, saj smo z IFT brez
absorpcije dobili negativne rezultate pri vseh 90 vzorcih, po testiranju z IFT z

absorpcijo pa smo dobili pozitivne rezultate za 29 (32,2 %) vzorcev od 90.

e 7z absorpcijo izgubimo del protiteles IgA, saj smo v skupini bolnikov IgG pozitivni /
IgM pozitivni po testiranju vzorcev z IFT z absorpcijo dobili 21 (70 %) IgA pozitivnih

vzorcev od 30.

e je razlika med posrednim IFT brez absorpcije in IFT z absorpcijo za protitelesa IgM
statisticno znacilna, za protitelesa IgA med posrednim IFT brez absorpcije in IFT z

absorpcijo pa ne
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6 POVZETEK

Lajmsko boreliozo pri ¢loveku povzrocajo bakterije iz kompleksa Borrelia burgdorferi
sensu lato, ki jo prenasajo klopi. V Sloveniji je bolezen endemicna. Pri ljudeh se kaze s
pestro klini¢no sliko, ki prizadene Stevilne organske sisteme, kot so koza, Zivéevje, sklepi,
srce in o€i. Najbolj znacilen znak lajmske borelioze, ki zadostuje za potrditev diagnoze je
kozna sprememba erythema migrans. V primeru neznaCilnih klinicnih znakov in

simptomov, pa je potrebna mikrobioloSka diagnostika.

V vsakdanji praksi se za rutinsko potrditev diagnoze najve¢ uporabljajo lahko dostopni
seroloski testi z razli¢no obcutljivostjo in specifi¢nostjo, ki temeljijo na dokazu specificnih
protiteles. Ta nastanejo kot imunski odgovor na borelije po vdoru v telo. Posebnost
imunskega odziva na borelije je, da se pricne z zakasnitvijo, je Sibek ali celo odsoten.
Najprej se zacnejo tvoriti protitelesa IgM, ve¢ tednov do mesecev po okuzbi pa Se

protitelesa IgG.

V raziskavo smo vkljucili 300 vzorcev serumov, ki smo jih testirali za specifi¢na
protitelesa IgM, IgG in IgA. Za testiranje vseh vzorcev smo uporabili posredni IFT brez
absorpcije, za vse IgG IFT pozitivne brez absorpcije, pa Se posredni IFT z absorpcijo,

zaradi moznega vpliva protiteles IgG na visino titra protiteles IgM in IgA.

Namen naloge je bil dokazati, da se kot odgovor na antigen tvorijo protitelesa IgA, poleg
protiteles IgM in IgG, prikazati odnose med razredi protiteles ter pripraviti in ovrednotiti

posredni IFT test.

Dokazali smo, da se protitelesa IgA tvorijo soCasno s protitelesi IgM (bolniki IgM
pozitivni / IgG negativni in bolniki IgG pozitivni / IgM pozitivni), ko pa protitelesa IgM
izginejo iz krvnega obtoka, tudi protiteles IgA ne zaznamo vec. Potrdili smo tudi, da
protitelesa IgG vplivajo na dolocanje protiteles IgA, tako da dobimo lazno negativne
rezultate. V  skupini bolnikov IgG pozitivni / IgM negativni smo z IFT brez absorpcije
dobili negativne rezultate pri vseh 90 vzorcih, po testiranju z IFT z absorpcijo pa smo

dobili pozitivne rezultate za 29 (32,2 %) vzorcev od 90. S testiranjem serumov bolnikov
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IgM pozitivni / IgG pozitivni z IFT z absorpcijo smo potrdili, da z absorpcijo odstranimo
tudi del protiteles IgA, saj se je Stevilo pozitivnih vzorcev iz 30 (100 %) zmanjSalo na 21
(70 %). Dokazali smo statisticno znacilno razliko med posrednim IFT brez absorpcije in
posrednim IFT z absorpcijo za protitelesa IgM (p= 0,0026), medtem ko statisti¢no znacilne
razlike med posrednim IFT brez absorpcije in posrednim IFT z absorpcijo za protitelesa

IgA nismo dokazali (p=0,4795).

Glede na dobljene rezultate smo zakljucili, da je IFT test primeren za diagnosticiranje
protiteles IgA, vendar bi bilo potrebno standardizirati postopek. Z dolo¢anjem protiteles
IgA bi tako dobili bolj poglobljen vpogled v imunski odziv bolnikov in povezavo med
pojavom specificnih protiteles in izraZzeno klini¢no sliko. Protitelesa IgA so pomembna

tudi z vidika avtoimunskih bolezni, saj so jih dokazali v nekaterih primerih bolezni ledvic.
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