Pregledni rad | Review paper

INFEKTOL GLASN 2021;41(3):79-86
https.//doi.org/10.37797/ig.41.3.2

Zamke i dobrobiti seroloske dijagnostike lajmske borelioze
iz laboratorijske perspektive

Pitfalls and Benefits of Serological Diagnosis of Lyme Borreliosis From a Laboratory Perspective

Eva Ruzi¢-Sablji¢!, Oktavija Dakovi¢ Rode?

"Institut za mikrobiologiju i imunologiju, Medicinski fakultet Sveucilista u Ljubljani, Ljubljana, Slovenija
“Klinika za infektivne bolesti,Dr. Fran Mihaljevi’, Zagreb; Stomatoloski fakultet Sveucilista u Zagrebu; Zagreb, Hrvatska

Kljucne rijeci:
Lajmska borelioza
seroloska dijagnostika
Borrelia burgdorferi

Keywords:
Lyme borreliosis
serological diagnosis
Borrelia burgdorferi

Primljeno: 17-05-2021
Received: 17-05-2021

Prihvaceno: 18-06-2021
Accepted: 18-06-2021

<] Adresa za korespondenciju:

Doc.prim.drsc. Oktavija Dakovi¢ Rode, dr. med. spedijalist
medicinske mikrobiologije i parazitologije

Klinika za infektivne bolesti, Dr Fran Mihaljevic’,
Mirogojska 8, 10000 Zagreb

e-mail: orode@bfm.hr

Sazetak

Lajmska borelioza (LB) je bolest koju u Europi najces¢e uzrokuju borelije kompleksa Borrelia burgdorferi sensu
lato, dok je u Sjevernoj Americi jedino patogena B.burgdorferi sensu stricto. Klinicke manifestacije LB su poli-
morfne. Postavljanje dijagnoze temelji se na klinickoj slici i epidemioloskim podacima o vjerojatnosti kontakta
s krpeljima uz primjenu mikrobioloske dijagnostike. Najcesca je rutinska dijagnostika serologija za odredivanje i
pracenje dinamike specificnih protutijela IgM i gG. Nakon primarnog testiranja, rezultate je potrebno potvrditi
dodatnim testom visoke specificnosti. U podrucjima visoke prevalencije, specificnost rezultata visoko osjetljivog
i specifiénog testa nije obvezno dodatno potvrdivati. | pozitivni i negativni nalazi moraju se interpretirati klinicki.
Seroloska dijagnostika predstavlja dobrobit za prepoznavanje i lijecenje bolesnika samo ako se rezultati interpre-
tiraju temeljem poznavanja patogeneze, klinicke slike iimunosnog odgovora kao i karakteristika koristenog testa.
Karakteristike samih borelija i prezentacije antigena, izbjegavanje imunosnog odgovora, dostupnost razlicitih
testova kao i Interneta predstavljaju zamke, posebno ako se slijede neprovjerene informacije.

Summary

Lyme borreliosis (LB) in Europe is most commonly caused by different borrelia of Borrelia burgdorferi sensu lato
complex,, while in North America the only pathogen is B.burgdorferi sensu stricto. Clinical manifestations of LB are
polymorphic. Diagnosis is based on the clinical presentation and epidemiological data on the likelihood of contact
with ticks and with the application of microbiological diagnostics. The most common routine diagnosis is serology
to determine and monitor the dynamics of specific IgM and IgG antibodies. After primary testing, the results need
to be confirmed by an additional high-specificity test. In regions with a high prevalence, the specificity of the
results of a highly sensitive and specific test does not need to be further confirmed. Both positive and negative
findings must be interpreted clinically. Serological diagnosis is beneficial for the recognition and treatment of
patients only if the results are interpreted on the basis of knowledge of the pathogenesis, clinical presentation
and immune response as well as the characteristics of the test used. The characteristics of borrelia itself and the
presentation of the antigen, the avoidance of the immune response, the availability of various tests as well as the
Internet are pitfalls, especially if unverified information is followed.

Borelije i lajmska borelioza - uvod

Borelije su veoma pokretne spirohete koje se mogu
promatrati mikroskopiranjem u tamnom polju. Njihov
rezervoar predstavljaju razne vrste Zivotinja, medu ko-
jima su posebno znacajni glodavci, zatim ptice i do-
mace zivotinje. S jednog domacina na drugog prenose
ih tvrdi stitasti krpelji vrste Ixodes koji se zaraze sisuci
krv domadina u vrijeme spirohetemije!’. Covjek je sa-
svim slu¢ajni domacin kojemu borelije prenese zaraze-
ni krpelj*-2..

Danas poznajemo vise od dvadeset vrsta borelija iz
kompleksa lajmske borelioze, a mozemo ih grubo podi-
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jeliti na one koje su patogene za ¢ovjeka i one cija pato-
genost nije sigurno dokazana. U Europi su u ljudi izoli-
rane B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi sensu stricto, B.
spielmanii i B. bavariensis, dok je u Sjevernoj Americi
za ¢ovjeka jedina patogena borelija B. burgdorferi sensu
stricto®® %l Patogenost borelija B. valaisiana, B. lusita-
niae i B. bissettii u Europi nije jasno potvrdena - u ljudi
su dokazane uglavnom molekularnim metodama, dok
je izolacija u kulturi bila veoma rijetko uspjesnal®®.
Lajmska borelioza najc¢esce se prezentira kao kozna
manifestacija erythema migrans (EM; >80%). Dise-
minacija borelija iz EM ¢e$¢a je nakon infekcije koju
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uzrokuje B. burgdorferi sensu stricto nego B. afzelii i
Cesce se prezentira sistemskim znacima i simptomima.
Kozne manifestacije borelijski limfocitom i acroder-
matitis chronica atrophicans (ACA) nisu opisane kao
autohtone bolesti u Sjevernoj Americi, tako da su te
klinicke slike karakteristicne za Europu i infekcije s B.
afzelii®*.

Nakon diseminacije borelija iz koZe, moze se razvi-
ti neuroborelioza (NB) koja se prezentira kao serozni
meningitis i u Europi kao tipi¢can Banwarthov sin-
drom. Najces¢i uzro¢nik NB u Europi je B. garinii iako
su i sve druge vrste borelija bile izolirane iz likvora bo-
lesnika s NBI” 8l Artritis velikih zglobova povezuje se
s B. burgdorferi sensu stricto i rijedak je u Europi, a
Cest u Sjevernoj Americil*. Borelijska infekcija doka-
zana je sporadi¢no i vrlo rijetko kod drugih koznih te
o¢nih, neuroloskih i kardijalnih manifestacija (specifi-
¢an je AV blok II stupnja). U sklopu lajmske borelioze
opisani su i razli¢iti prate¢i simptomi kao $to su ar-
tralgija, mialgija, glavobolja, slabost, umor, poremecaj
koncentracije, kognitivno propadanje i mnogi drugi.
Koliko je istinski za navedene pojave i simptome od-
govorna borelija, veoma je upitno. Ako postoji sumnja
u povezanost borelija s netipicnim simptomima, tu je
moguénost u svakom slucaju potrebno mikrobioloski
dokazati!.

Kako bi se razumjela klinicka slika lajmske bore-
lioze i njen nastanak, potrebno je poznavati neke od
osobitosti borelija. Patogenezi sigurno pridonosi bore-
lijska pokretljivost. Zahvaljuju¢i svojoj gibljivosti bo-
relija se odmice od mjesta ulaska u organizam, prodire
duboko u tkiva i izmi¢e imunosnom odgovoru, prije
svega fagocitozi®!?.

Medu povrsinskim borelijskim lipoproteinima na-
laze se adhezini koji su odgovorni kako za lokaliziranu
(borelija se usidri u kozi) tako i za sistemsku infekciju
(borelija diseminira iz primarnog mjesta parazitira-
nja). Borelija ima sposobnost ukljuc¢ivanja i iskljuci-
vanja povr$inskih antigena $to joj pomaze u disemi-
naciji. Ovisno o izrazenim povrSinskim antigenima,
borelija ostaje ili lokalizirana u kozi ili se prosiri po
organizmu!® %, Osim toga borelija moze eksprimirati
na povrsini antigene koji nemaju dovoljan potencijal
za poticanje imunosnog odgovora. Slaba borelijska
imunogenost odgovorna je za odgodu ili izostanak
imunosnog odgovora® 2. Nasuprot tome, neki od
vaznih borelijskih proteina kao $to je primjerice VISE
koji gotovo uvijek prati infekciju domacina, podlije-
zu konstantnoj promjeni ¢ime se mijenja antigenska
struktura proteina $to boreliji dodatno omogucava
izbjegavanje imunosnog odgovora''?. Sve navedeno
utjece na prezivljavanje i odrzavanje borelija u prirod-
nim domacinima kao i na patogenezu i humanu pato-
logiju. S obzirom na specificnost imunosnog poticaja,

potrebno je istaknuti i mogué¢nost istovremene (simul-
tane) infekcije s razli¢itim borelijama, kao i ponovne
infekcije (reinfekcije) s borelijama, usprkos antibiot-
skom lije¢enju prijasnje infekcije odnosno prisutnosti
protutijela u domacinu* >4,

Opéenito, klinicka slika borelijske infekcije moze
biti asimptomatska, odnosno bez klini¢kih znakova
bolesti, ali uz pozitivnu serologiju - pretpostavlja se
oko 40% slucajeva u Europi, a 10% u Sjevernoj Ame-
rici; kod bolesnika kod kojih je klinicka slika vidljiva,
moze prote¢i kao lokalizirana i/ili sustavna infekcija.
Vazno je znati da klinicke slike mogu imati razliciti ti-
jek i mogu razli¢ito dugo trajatit* .

Mikrobioloska dijagnostika lajmske borelioze (LB)

Dijagnoza LB u najve¢em broju slucajeva je klini¢-
ka. EM je za borelijsku infekciju specifi¢na kozna ma-
nifestacija koju ne treba laboratorijski dokazivati'>'7),
Ipak, dobro je poznavati bazi¢ni imunosni odgovor
stecen tijekom EM za sluc¢aj da se kod bolesnika nakon
nekog vremena pojave teskoce zbog kojih je potrebno
iskljuciti akutnu borelijsku infekciju, a $to ¢e olakati
interpretaciju rezultata testiranja novih seruma. Dru-
ge klinicke slike koje s manjom ili vecom vjerojatnosti
ukazuju na LB, kao Sto su meningitis, pareza facijal-
nog ili drugog kranijalnog Zivca, artritis, AV-blok, of-
talmoloske bolesti, zahtijevaju mikrobiolosku potvrdu
moguce borelijske infekcije. Dijagnozu LB podupire
podatak o ubodu krpelja kao i boravak bolesnika na
endemskom podru¢jul'*17.

Mikrobioloske metode za dokaz borelijske infekci-
je dijelimo na izravne - kultivacija i molekularna di-
jagnostika i neizravne - seroloska dijagnostika. Svaka
metoda ima odredenu osjetljivost i specifi¢nost i razli-
Cite testove Cesto treba kombinirati ovisno o klinickoj
slici bolesnika.

Kultivacija je zahtjevna metoda - potrebne su po-
sebne podloge za izolaciju, dugo traje (6-9 tjedana) i
vezana je za referentne laboratorije!'> ¢l Borelije se
mogu izolirati iz razli¢itih klinickih uzoraka, iz rezer-
voara (sisavaca, ptica) i iz krpelja. Vazno je da je uzo-
rak $to ve¢i (npr. 2 mL likvora) jer su borelije u uzorci-
ma rijetke, pa kultivacija ¢esto nije uspjesnal’®l.

Unato¢ ogranicenoj osjetljivosti kultivacije borelija,
izolacija i identifikacija borelija veoma je vazna za epi-
demioloske studije - omogucava pracenje geografske
rasprostranjenosti vrsta borelija, preferencije pojedine
vrste za bioloskog domacina te njihov suzivot kao i pre-
zivljavanje u borelijskom vektoru''?. Analiza izoliranih
borelijskih sojeva objasnila je mehanizme patogenosti,
identificirala faktore virulencije, povezala pojedine vr-
ste borelija s klini¢ckom slikom, objasnila tijek infekcije,
imunosni odgovor, prezivljavanje borelije u domacinu
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(ponekad usprkos prisutnom imunosnom odgovoru i
antibiotskoj terapiji)*. Temeljem istraZivanja izoliranih
sojeva i prikupljenog znanja, pokusava se napraviti pri-
mjereno cjepivo, ali jo$ uvijek bez uspjeha.

Dokazivanje molekule DNK molekularnim me-
todama lancane reakcije polimerazom (PCR) unijelo
je veliku revoluciju u dijagnosticiranje mikroorganiza-
ma. Metoda je postala relativno jednostavna i potpuno
automatizirana. Prednost metode PCR je brzina dobi-
vanja rezultata (dostupni su u istom danu za razliku
od kultivacije koja traje tjednima). Danasnje pozna-
vanje genoma mnogih uzro¢nika infekcija, pa tako i
borelija, omogucava dizajniranje molekularnih testova
velike specifi¢nosti''® 7). Molekularno testiranje izvodi
se iz istih uzoraka kao i kultivacija. Budu¢i da je za LB
patognomonican relativno mali broj borelija u tkivu i
metoda PCR moze biti cesce lazno negativna nego $to
bismo ocekivali. Stoga se nije $iroko implementirala u
rutinsku dijagnostiku LBI* 116201

Seroloska dijagnostika LB izvodi se rutinski i
dostupna je gotovo svim mikrobioloskim laboratori-
jima. Iako moderna tehnologija omogucuje potpunu
automatizaciju seroloskih metoda i brzo generiranje
rezultata, interpretacija znacenja nalaza zahtijeva do-
bro poznavanje tijeka bolesti i nastanka protutijela. U
suprotnom, dobrobit seroloske dijagnostike moze po-
stati velika zamkal* 1> 1¢],

Borelijska infekcija i nastanak protutijela

Imunosni odgovor je potreban za izlje¢enje svake
infekcije, pa tako i borelijske. Prvi korak u poticanju
aktiviranja imunosnog sustava je prepoznavanje bore-
lijskih antigena kao domacinu stranih molekula. Ula-
zak borelije u kozu potakne fagocitozu, procesuiranje
u fagocitu i prikaz borelijskih antigena na povrsini fa-
gocitne stanice $to je neophodno potrebno za daljnji
imunosni odgovor?>??. Ve¢ na ovom mjestu nailazimo
na neke posebnosti: prvo, u tkivu je mali broj boreljja,
a one koje i jesu tu, na svojoj povrsini ne eksprimira-
ju dovoljno antigena da se potakne i nastavi imunosni
proces. Uz to, dokazano je da ako do procesuiranja an-
tigena i dode, borelija inhibira prikaz svojih antigena
na povrsini antigen-predstavljajuce stanice®’. Rezultat
toga je 1.) deficitarni imunosni odgovor zbog kojeg se
infekcija produzuje, borelije perzistiraju i disemini-
raju, a sama klinicka slika je blaga, ili 2.) pretjerani
imunosni odgovor uz teze klinicke slike produzenog
trajanja. U svakom slucaju rezultat primarnog kontak-
ta borelije i imunosnog sustava domacina odgovoran
je za razli¢iti tijek i ishod infekcijel* 2> 23],

Pogleda li se proteinski profil, vidi se da borelija
ima jako puno razli¢itih proteina (vise od stotine) i
mnogi su imunopotentni i sposobni izazvati imunosni
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odgovor. Budud¢i da su proteini velike molekule, nose
na sebi mnogobrojne peptide, antigene i antigenske
determinante $to omogucava veliku borelijsku hetero-
genost. To je razlog da se sintetiziraju brojna specifi¢-
na protutijela usmjerena prema razli¢itim borelijskim
antigenima. Vrstu i koli¢inu specificnih protutijela
mozemo odredivati u krvi, likvoru i sinovijskoj teku-
¢ini bolesnikal'> 162425 Vazno je razlikovati dvije ,,ka-
tegorije” antigena. Prvu kategoriju cine antigeni kao
$to su adhezini, flagelin, stresni proteini, membranski
proteini i drugi, koji su filogenetski vise ili manje srod-
ni, tj. koji su zajednicki borelijama i brojnim drugim
bakterijama. Ranije preboljene razli¢ite bakterijske
infekcije (npr. s hemofilusom, enterobakterijama, dru-
gim spirohetama) mogu ostaviti protutijela koja kriz-
no reagiraju i s borelijskim antigenima, $to dovodi do
pojave kriznih reakcija. Pozitivna seroloska reakcija
na ove antigene nema veliku vaznost u potvrdivanju
LB. Drugu kategoriju ¢ine antigeni, npr. OspA, OspB,
OspC, p100, p39, p18, VIsE i drugi, koji su specifi¢ni
za borelije uzro¢nike LB i ne nalazimo ih kod drugih
bakterija. Ovi antigeni imaju vece dijagnosticko zna-
¢enje. Tvorbu protutijela protiv njih smatramo speci-
fi¢cnima za borelijsku infekcijul® > 2],

Dinamika nastanka specifi¢nih protutijela

Poznato je da specifi¢na protutijela nastaju sporo -
IgM za tri do Sest tjedana, a IgG za jedan do tri mjeseca
[26]. Kao razlozi sporog imunosnog odgovora na bo-
relijsku infekciju navode se mali broj borelija u tkivu
bolesnika kao i slaba ekspresija povrsinskih antigena
koja bi trebala izazvati imunosni odgovor?. Cesto
je imunosni odgovor slab (niska koli¢ina protutijela)
ili ¢ak izostaje (odsutnost protutijela); brza i adekvat-
na antibiotska terapija moze ga primjerice zaustaviti.
Imunosni odgovor moze ostati samo na razini protu-
tijela IgM $to upucuje da stimulans nije bio dovoljan
za preklapanje na sintezu protutijela IgG. Izostanak
imunosnog odgovora ne znaci nuzno odsutnost bore-
lijske infekcije i moze biti zamka ako se dijagnosticira-
nje LB temelji samo na prisutnosti protutijela '® %),

Ako borelijska infekcija nije prepoznata i/ili nije
bila dobro lije¢ena, borelije se u organizmu umnozava-
juistimuliraju nastanak protutijela. Tako se s duljinom
trajanja infekcije povecava udio seroloski pozitivnih
bolesnika. Medu bolesnicima sa svjezom lokalnom in-
fekcijom, kao $to je EM, udio seroloski pozitivnih bo-
lesnika je 20-50 %, dok pozitivnost u kroni¢nim infek-
cijama, kao $to je ACA, iznosi 90-100%?*. U svjezim
infekcijama Ce$ce su prisutna protutijela IgM, dok su
u dugotrajnim klinickim slikama uglavnom prisutna
protutijela IgG. U imunosnom odgovoru razlikuje se
i koli¢ina protutijela - velike koli¢ine protutijela (visi
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titrovi, vise jedinica po mL uzorka) nalaze se u infek-
cijama duljeg trajanja. Sve navedeno potvrduje ranije
opisani odnos borelije i njenog domacina. Borelijska
infekcija duljeg trajanja mora stimulirati nastanak pro-
tutijela jer svaki imunosni sustav tezi tome da ukloni
patogena. Izostanak imunosnog odgovora kod dugo
prisutnih simptoma i znakova bolesti ne govori stoga
u prilog borelijskoj infekciji.

Pracenje kretanja imunosnog odgovora jedan je od
jednostavnih, ali veoma ucinkovitih pristupa dijagno-
stici LB koji moze pomoc¢i u postavljanju dijagnoze,
posebno kod osoba kod kojih poteskoce nisu specifi¢-
ne samo za LB, a perzistiraju mjesecima ili godinama.
Serologke testove kod takvih bolesnika treba ponoviti
nakon jednog, 3, 6 1 12 mjeseci. ViSemjesecna ili vise-
godi$nja uporna pozitivnost bez dinamike protutijela
pomaze u prihvacanju ¢injenice da su protutijela dru-
gog izvora ili su rezidualna nakon preboljene infekcije
i trenutne bolesnikove poteskoce nisu rezultat aktivne
borelijske infekcije!!> 1619201,

Poznavanje dinamike nastanka protutijela pred-
stavlja dobrobit za dijagnostiku borelijske infekcije
(dijagnoza LB se potvrdi ili iskljuci), ali moze biti i
zamka ako se u interpretaciji seroloskih rezultata ne
postuju zadani kriteriji i postavi se dijagnoza LB koja
to nijet* o1,

Posebnosti imunosnog odgovora u
lajmskoj boreliozi

Imunosni odgovor na borelijsku infekciju mozemo
dokazati i kod zdravih osoba, posebno u endemskim
podru¢jima. To se objasnjava kao moguéi kontakt
imunosnog sustava pojedinca s borelijom nakon ubo-
da krpelja, pri ¢emu osoba nije razvila klinicku sliku LB
(npr. EM). Nalaze se protutijela IgM ili IgG ili oba, obic-
no u niskim koli¢inama. Cesto ih definiramo kao lazno
pozitivne u klinickom smislu (posebno perzistiranje
IgM) iako i potvrdni testovi mogu pokazati borelijska
specifi¢na protutijela® '®1> 27l S druge strane, lazno ne-
gativni rezultati seroloskih testova su obi¢no posljedica
testiranja u vremenu kada do tvorbe protutijela jo$ nije
doslo (npr. kod EM) ili kada se zbog pravovremene an-
tibiotske terapije prekine njihovo nastajanjel* 1¢2°,

Lazno pozitivni rezultati mogu biti posljedica in-
tekcija s drugim bakterijama koje eksprimiraju antige-
ne veoma slicne borelijskim, npr. flagelin, ,,heat stress”
proteini, proteini ,houskeeping” gena i sli¢ni. Najce-
$¢e su to infekcije sa srodnim bakterijama, kao $to su
npr. oralne spirohete ili uzro¢nik sifilisa, ali mogu biti
i filogenetski udaljene bakterije, kao npr. hemofilus,
enterobakterije, bacilusi, jersinije. Protutijela protiv
ovih antigena pokazuju kriznu reaktivnost. Potvrdni
testovi koji ne sadrze zajednicke krizne antigene obic-

no diferenciraju specifi¢tnost imunosnog odgovora*
830 Lazno pozitivni nalazi mogu biti rezultat inten-
zivne imunosne reakcije na druge uzro¢nike i visoke
nespecifi¢nosti protutijela, sto se ¢esto vidi na razini
protutijela IgM kod akutnih infekcija EBV, CMV, My-
coplasma pneumoniae ili drugih virusnih infekcija.
Sto borelijska infekcija dulje traje, povecava se speci-
ficnost protutijela i izgubi se nespecifi¢na reaktivnost
protutijela na borelijske antigenel* ' 3* 3!, T prolifera-
tivna stimulacija limfocita B (npr. kod EBV infekcije
ili limfoma) moze uzrokovati lazno pozitivne rezultate
IgM, koji se mogu vidjeti i kod autoimunih bolesti (re-
umatoidni artritis, lupus, sklerodermija), neoplazmi
(limfomi), kroni¢nih bolesti (multipla skleroza). Stoga
je uvijek potrebno detaljno pregledati bolesnika i pro-
cijeniti klinicku vjerojatnost za borelijsku infekciju!*?.
Posebnost imunosnog odgovora vidi se i u ¢injenici da
je usprkos postoje¢em imunosnom odgovoru mogu-
¢a ponovna borelijska infekcija nakon uboda krpelja
(npr. ACA na jednom ekstremitetu uz jaki imunosni
odgovor, a nakon novog uboda krpelja razvije se EM
na drugom ekstremitetu). Ocito je da su specificna
protutijela znacajna dijagnosticki, ali nisu sposobna
sprijeciti novu borelijsku infekciju Sto je vjerojatno i
razlog zasto se tako dugo razvija i ¢eka cjepivo pro-
tiv LB !¢l Da protutijela nisu zastitna i nisu sposobna
eliminirati borelije iz organizma bolesnika, potvrdu-
je i diseminirana infekcija u kojoj se dokazuju velike
koli¢ine specifi¢nih protutijela, ali se jo$ uvijek mogu
izolirati borelije iz klini¢kih uzorakal* !¢,

Ako se poznaju karakteristike nastanka klinicke sli-
ke i imunosnog odgovora, seroloska dijagnostika moze
biti dobrobit za prepoznavanje i lijecenje bolesnika, ali
i potencijalna zamka ako se zaplete u nepotrebnim po-
navljaju¢im testiranjima i lijecenju bolesnika koji za-
pravo nemaju LB. Zato se preporuca da se seroloska
dijagnostika izvodi u dobro opremljenim laboratoriji-
ma koji imaju stalan kontakt s klini¢arima i neprekid-
no izmjenjuju iskustva u interpretaciji rezultata.

Seroloska dijagnostika lajmske borelioze

Dva su glavna pitanja o kojima ovisi interpretacija
seroloske dijagnostike: 1. Koji su antigeni ukljuceni u
seroloski test? i 2. Koliko razlicitih antigena je uklju-
¢eno u seroloski test? Postoje seroloski testovi koji
istovremeno odreduju protutijela protiv brojnih nede-
finiranih borelijskih antigena. To su testovi u kojima
antigene predstavljaju cijele borelije, proc¢is¢eni bore-
lijski proteini ili sonificirane borelijske stanice, a naj-
¢esée su metodoloski izvedeni kao imunofluorescentni
(IFT), imunoenzimski (IET) ili klasi¢ni western blot
(WB) testovi®.. To su bili i prvi seroloski testovi ko-
jima se dokazivala LB. Nedefinirani antigeni u ovim
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testovima vezu na sebe razli¢ita protutijela od kojih
velika ve¢ina moze biti nespecifi¢na, tj. razvila se tije-
kom infekcije s nekim drugim uzro¢nikom, ali se ipak
veZe i na borelijski antigen zbog slicnosti s antigenom
uzro¢nika koji je izazvao prijasnju infekciju. Obi¢no
su ta krizna protutijela slabijeg intenziteta vezanja, no
dovoljna su da u seroloskom testu stvore pozitivnu
reakciju. Stoga se preporuca da se pozitivni rezultati
ovih testova obavezno provjere dodatnim tzv. potvrd-
nim testom!* '>1¢ 2331 Zbog nespecifi¢ne reaktivnosti
opisani testovi predstavljaju jednu od zamki pri inter-
pretaciji seroloske dijagnostike.

S druge strane, postoje seroloski testovi koji doka-
zuju protutijela protiv odredenih za boreliju specifi¢nih
antigena. Zahvaljuju¢i tehnologiji i intenzivnom istrazi-
vackom radu na podrucju borelija i LB, u proteklih tri-
desetak godina znacajno se prosirilo znanje o patogene-
zi, faktorima virulencije i borelijskim antigenima. Tako
danas medu mnogim borelijskim antigenima mozemo
izdvojiti one koji su specifi¢ni za borelije LB i sudjeluju
u patogenezi infekcije te prate tijek borelijske infekcije!'*
16201 "Uklju¢ivanje ovih antigena, koji su ve¢inom pro-
izvedeni rekombinantnom tehnologijom, predstavlja
veliki napredak u seroloskoj dijagnostici. Zbog visoke
specifi¢nosti rekombinantnih testova, kod tipi¢nih kli-
ni¢kih manifestacija u podrucjima s visokom prevalen-
cijom borelioze, potvrdivanje pozitivnih rezultata nije
uvijek potrebno $to smanjuje troskove dijagnostike!® 134,

S obzirom na sve navedeno, jako je vazno pozna-
vanje karakteristika seroloskog testa kojim se bolesnik
testira jer vrsta testa, prije svega zbog izbora antigena,
sigurno utjece na pouzdanost mikrobioloske dijagno-
stike za LB, ali i na interpretaciju rezultata.

Potvrdivanje specificnosti imunosnog odgovora

Potvrdivanje specificnosti imunosnog odgovora
ima najvecu vrijednost kod bolesnika kod kojih po-
stoji nesklad izmedu klinicke slike i imunosnog od-
govora. Kod potvrdivanja specifi¢cnosti imunosnog
odgovora prvo se treba upitati kakva je klinicka slika
bolesnika - je li tipi¢cna za LB ili ne? Pridodati treba i
epidemioloski podatak o vjerojatnosti kontakta s kr-
peljima. Seroloski testovi potvrduju klinicku sliku, ali
njihova pozitivnost bez klinicke slike nije dovoljna za
dijagnozu LB[4, 15, 16,17, 19, 20].

Specificnost pozitivnog seroloskog rezultata obi¢no
se potvrduje testom imunoblota (IB). Test IB se razli-
kuje od ranije spomenutog klasicnog testa WB jer se
u njemu koriste rekombinantni borelijski specifi¢ni an-
tigeni, za razliku od testa WB koji sadrzi sve ili ve¢inu
razlic¢itih borelijskih antigena razdvojenih elektrofore-
zom. Oba testa, WB i IB, daju to¢nu informaciju na koje
borelijske antigene se razvio imunosni odgovor bole-
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snika, tj. prikaZe se imunosni ,otisak” bolesnika!'* 1 2],
Reakcija protutijela na specificne borelijske antigene u
testu IB potvrduje specifi¢cnost imunosnog odgovora.

Smjernice za serolosku dijagnostiku
lajmske borelioze

Ako je potrebno provjeriti specificnost seroloskog
rezultata, izvodi se potvrdno dijagnosticko testiranje
koje ¢e omogucditi interpretaciju nalaza i moze se prove-
sti na nekoliko nacina. Standardni najc¢e$ce preporuceni
nacin testiranja je dvostupanjska dijagnostika u kojoj
se koriste dva testa: prvi test je probirni (,,screening®)
koji ima specifi¢nost najmanje 90%, nakon kojeg slijedi
testiranje drugim potvrdnim testom, koji pak treba imati
specifi¢nost ve¢u od 95%!" %, U endemskim podrugji-
ma, moguce je koristiti jednostupanjsku dijagnostiku
koja se temelji na upotrebi jednog testa (primarni test)
s jako visokom specifi¢nosti i osjetljivosti (>98%)!* 201,
Obicno su to testovi s rekombinantnim antigenima ko-
jima dokazujemo za boreliju specifi¢na protutijela. Ako
je klinicka prezentacija LB jasna, potreba za potvrdnim
testom minimalna je, u skladu s pozitivnom prediktiv-
nom vrijednosti testa. Za bolesnike, ¢ija klinicka slika
nije u skladu s pozitivnim seroloskim nalazom, potre-
ban je dodatni potvrdni test!* ¢ 13334,

Za definiranje dijagnoze LB treba koristiti mogu¢-
nost pracenje seroloskog odgovora, tj. kinetike pro-
tutijela. Kao i sve druge infekcije, i borelijsku infekciju
prati dinamika nastanka protutijela — postupni razvoj
specificnih protutijela na pojedine antigene i promje-
na koli¢ine tijekom vremena'® !¢ Kod klini¢kih slika
koje su posljedica druge patologije, a mogu se povezati
i s LB (npr. artralgije, mialgije, glavobolje, vrtoglavice,
slabost, drugo) posebno se preporuca da se bolesnik
testira viSe puta u odredenim vremenskim razmacima
(na pocetku bolesti te nakon 1, 3, 6, 12 mjeseci). Ako
se uzastopnim testiranjem nade da specifi¢cna protu-
tijela perzistiraju i ne pokazuju dinamiku (povecanje
ili smanjenje titra) smatra se da se radi o rezidualnim
protutijelima koja su vjerojatno posljedica ranije pre-
boljene infekcije (simptomatske ili asimptomatske),
a tegobe koje bolesnik navodi nisu uzrokovane bore-
lijskom infekcijom!* !¢ 13339 Qvisno o poznavanju
karakteristika i mogucnosti serologkih testova, uz pra-
vilnu interpretaciju rezultata, serologija moze za bole-
snika biti dobrobit, ako se infekcija dokaze ili iskljuci,
ili zamka, ako se rezultati ne interpretiraju korektno i
usmjere na LB koja to, u stvari, nije.

Seroloska dijagnostika neuroborelioze
Veliku vrijednost u dijagnostici neuroborelioze ima
procjena i izra¢unavanje indeksa intratekalne sinteze
specifi¢nih protutijela (,,Antibody index®; Al) koji se
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temelji na konstantnom odnosu koli¢ina albumina i/
ili ukupnih protutijela IgM, IgG ili IgA u krvi i likvoru
zdravog ¢ovjeka)®® ¥ Upalni proces sredi$njeg Zziv-
¢anog sustava (SZS) poremeti krvno-mozdanu mem-
branu, uzrokuje njenu disfunkciju ¢ime se poremeti
normalan odnos navedenih parametara. S obzirom
da borelijska specifi¢na protutijela predstavljaju samo
dio ukupnih protutijela tijekom NB, u SZS dolazi do
njihove povelane sinteze §to je ujedno potvrda bore-
lijske infekcije SZSP”.. Definiranje intratekalne sinteze
protutijela vazno je za postavljanje dijagnoze neurobo-
relioze jer moze ra¢laniti jesu li protutijela u SZS po-
sljedica pasivnog prijelaza iz krvi u likvor ili su poslje-
dica njihove lokalne sintezel®”.. Ipak, treba biti kriti¢an
prema pozitivnim nalazima AI koje ne prati menin-
gitis jer u podlozi takvih rezultata mogu biti razlicite
autoimune bolesti®”\. Stoga prije testiranja specifi¢nih
borelijskih protutijela u likvoru, potrebno je u likvo-
ru utvrditi upalne biokemijske i citoloske parametre
(pleocitoza, proteinorahija). Ako su upalni parame-
tri u likvoru negativni, upitna je potreba odredivanja
specifi¢nih protutijela u likvoru i znacenje nalaza bo-
relijskih protutijela treba oprezno interpretirati jer se
moze raditi o dugotrajnom perzistiranju rezidualnih
protutijela ili o lazno pozitivnom nalazul®* .

Kroni¢na i ,kroni¢na“ lajmska borelioza

Kroni¢nu borelijsku infekciju definiramo kao vise-
mjesecnu klinicku bolest s prisutnom velikom kolici-
nom protutijela®. Klinicku sliku prati jaki imunosni
odgovor, a imunosni odgovor potvrduje klinicku sli-
ku - jedno bez drugoga nije moguce. Stoga, definicija,
kako akutne LB, tako i kroni¢ne LB, itekako je jasna.
Ipak, u svakodnevnom radu nailazimo na pojavu di-
jagnoze tzv. ,kroni¢ne“ LB kod koje odstupa jedan ili
oba navedena kriterija (jaki imunosni odgovor i/ili ja-
sna klinicka slika) koji bi je trebali odrediti.

Dijagnoza tzv. ,kroni¢ne“ LB posebno u endem-
skom podrudju je Cesta i najcesce je postavljaju sami
pacijenti, iako ponekad i lije¢nici. MozZe obuhvacati
Citav niz subjektivnih i objektivnih tegoba i simptoma
koji nemaju jasnu etiologiju. Tu spadaju: artralgija,
mialgija, glavobolja, anksioznost, tjeskoba, umor, ko-
gnitivno propadanje, opce slabo osjecanje, vrtoglavica,
depresija, astenija i mnogi drugi®-*!. Op¢im klinickim
simptomima moze se prikljuciti i niz koznih promjena
(granuloma annulare, pemfigus, sklerodermija), neu-
roloskih bolesti (multipla skleroza, bolest motornog
neurona), psihickih, kardioloskih bolesti, neoplasti¢ni
sindromi, vaskulitisi, autoimune bolesti i drugo®*l.
Ovi bolesnici ¢esto imaju prisutna borelijska protuti-
jela IgM 1i/ili IgG, ali obi¢no u niskim koli¢inama ili
uopée nemaju prisutna protutijela, ali svoje teskoce

povezuju s borelijskom infekcijom i sami postave di-
jagnozu ,seroloski negativna kroni¢na LB“. Mnogi bo-
lesnici nisu spremni prihvatiti ¢injenicu da borelijska
infekcija nije uzrok njihovih poteskoca i na sve mogu-
¢e nacine zele potvrditi dijagnozu, nakon cega ocekuju
da ¢e uslijediti viSetjedno lijecenje antibioticima. Du-
gotrajno uzimanje antibiotika u lije¢enju tzv. ,,kroni¢-
ne“ LB nije medicinski opravdano i moze dovesti do
brojnih nezeljenih posljedica, kao $to su razvoj antimi-
krobnih rezistencija, utjecaj na mikrobiotu pojedinca,
klostridijski proljev i drugo, ali i do progresije nedija-
gnosticirane i nelijecene osnovne bolesti. Potrebno je
osvijestiti ¢injenicu da treba lijeciti bolesnika, a ne is-
pisani nalazP®#. Velika zamka seroloske dijagnostike
je seroloska pozitivnost (premda slaba) kod bolesnika
sa znakovima i simptomima koji se ne mogu povezati
s borelijskom infekcijom.

Komplementarna dijagnostika - odstupanje od
dijagnostickih smjernica

Mnogi bolesnici, u cilju dokazivanja borelijske in-
tekcije, posezu i za alternativnim dijagnostickim po-
stupcima. Jedan od testova od kojih se puno ocekivalo
je odredivanje CXCL13. Od svih analiziranih citokina
i kemokina, CXCL13 je dosegao najvise mjesto u di-
jagnostici LB. Pokazao je najbolju korelaciju s borelij-
skom infekcijom, ali, zbog svoje nespecifi¢nosti, nije
zazivio u rutinskoj dijagnostici**#4.

Na drugom je mjestu test blastne transformacije
limfocita T koji, za razliku od dokazivanja protutijela,
dokazuje aktivnost (klonsku proliferaciju) bolesniko-
vih limfocita T nakon laboratorijske stimulacije s bo-
relijskim antigenima. Zbog razlicitih faktora koji mogu
utjecati na proliferaciju limfocita T, test se ne smatra
specificnim za dokazivanje borelijske infekcijel**. Za
ovaj se test odlucuje ipak i dio zdravstvenih radnika,
posebno kod seroloski negativnih ili nisko pozitivnih
bolesnika, kao i sami bolesnici. Pozitivnost testa blastne
transformacije limfocita T kod bolesnika s nespecific¢-
nim simptomima dodatno povecava pritisak za lije¢enje
i daljnju obradu, iako se nikakvi drugi parametri, osim
perzistiraju¢ih poteskoca, ne mogu povezati s borelij-
skom infekcijom.

Neposredni pregled krvi mikroskopiranjem u ta-
mnom polju jedna je od najcesc¢ih dijagnostika koje
se mogu pronaci na Internetu. Atraktivni filmovi pri-
kazuju strukture sli¢ne borelijama, prema kojima bi
trebalo postaviti dijagnozu LB. U stvarnosti, iz prika-
zanih krvnih struktura nikad se nisu uspjele izolirati
borelije ili dokazati borelijska DNK i kod tih se osoba
nikada nisu uspjela razviti specifi¢na protutijela u ve-
likim koli¢inama koja bi morala pratiti pretpostavlje-
nu masivnu infekciju u krvi. Smatra se da prikazane
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strukture predstavljaju agregate linearno rasporedenih
kolagenih vlakana iz krvi** #l. Tesko je bolesniku s
brojnim nespecificnim potesko¢ama i simptomima,
koji luta po zdravstvenim ustanovama s filmom u ruci,
objasniti da te strukture nisu borelije i da nema LB.

Neposredno dokazivanje povrsinske molekule CD57
jo$ je jedan od alternativnih testova. Molekula CD57
izrazena je na NK-stanicama i limfocitima T i pred-
stavlja imunosno ,,0starjele” stanice koje mozemo pro-
naci u krvi u razli¢itim patoloskim stanjima. Prisut-
nost CD57 povezuje se s tzv. »kroni¢nom« LB upravo
kod onih bolesnika sa slabim seroloskim odgovorom
na borelijsku infekciju. Smanjeni broj CD57 stanica
opisuje se kao rezultat supresije imunosnog sustava te
se navodi kao tipi¢an pokazatelj kroni¢ne LB koja za-
pravo to nijel* ], Pozitivnost ovog testa, uz sve druge
testove koji ne potvrduju LB, povecava pritisak bole-
snika za zdravstvenu obradu.

Biorezonancija je jo$ jedna od tehnika koja se po-
ku$ava povezati s LB. Biorezonancija se temelji na ¢i-
njenici da se sve oko nas njise svojom frekvencijom -
svemir, zemlja, priroda, ¢ovjek, organi, svaka stanica,
svaka materija. Rezonancija nastane kada se dva vala
usklade, a metoda se izvodi tako da: »Terapeut uzme
informaciju o boreliji i provjerava jeste li u rezonanciji
s njom«. Vecini bolesnika kojima je LB potvrdena bio-
rezonancijom LB nije moguce potvrditi akreditiranim
dijagnosti¢ckim testovimal***!. Tako se i biorezonanci-
ja svrstava u komplementarne testove koji predstavlja-
ju zamku u dijagnosticiranju LB.

Zakljucak

Lajmska borelioza dugo je poznati entitet s dobro
definiranim klinickim prezentacijama, prema kojima je
dijagnozu moguce postaviti i bez specifi¢cnog dijagno-
stickog postupka. Postavljanje dijagnoze LB zapocinje
klinickim pregledom i evaluacijom anamnestickih i epi-
demioloskih podataka o vjerojatnosti kontakta s krpe-
ljiima, o cemu ovisi interpretacija nalaza. Rutinska dija-
gnostika LB temelji se na serologiji i pracenju dinamike
specifi¢nih protutijela. Stvaranje specifi¢nih protutijela
sloZeni je proces koji ovisi o interakciji borelija i imu-
niteta domacdina. Seroloski testovi nisu standardizirani,
$to dodatno otezava dijagnosticki postupak, no postoje
dobro definirani postupnici europskih stru¢nih drusta-
va koja se bave istrazivanjem borelija (npr. ESGBOR;
ESCMID Study Group for Lyme Borreliosis) smjernice
kojih treba slijediti!"”\. Isklju¢iva primjena znanstveno
utemeljenih ¢injenica o LB jamci pravilno lijecenje bo-
lesnika. Moguce preklapanje simptoma LB s razli¢itim
drugim uzrocima, uz diferentnost testova i tumacenje
rezultata pretraga, omogucava manipuliranje s nalazi-
ma, sugeriranje testova koji ne daju relevantne rezultate
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i zavodenja u pogresnom smjeru od strane nedovoljno
educiranih osoba i samozvanih stru¢nih drustaval’l.
Fiksiranje bolesnika na LB koja nije potvrdena prema
vaze¢im znanstvenim kriterijima, ve¢ je vodena nepro-
vjerenim podacima s Interneta te nepostavljanje isprav-
ne dijagnoze odgada pravovremeno i ciljano lijecenje,
$§to moze uzrokovati progresiju osnovne bolesti i rezul-
tirati nezeljenim posljedicama. S druge strane, inzistira-
nje na dugotrajnom antibiotskom lijecenju bez potrebe
ostavlja visestruke i dugotrajne posljedice. Stoga, po-
stavljanje dijagnoze LB i odluka o lijecenju moraju biti
stru¢no utemeljeni u skladu s klini¢ckom slikom, mikro-
bioloskom dijagnostikom i ispravnim interpretiranjem
rezultata testiranja kako bi se iskoristile prednosti i
izbjegle zamke dijagnostike LB.
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