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LYME BORRELIOSIS — DIAGNOSTIC DIFFICULTIES IN INTERPRETING SEROLOGICAL RESULTS
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SazZetak — Lajmska bolest je izazvana spirohetom Borelia burgdorferi senso lato. Nastanak specifi¢nihg

znakova, prisutnost imunoloskog odgovora nije dovoljan za postavljanje dijagn:
seroloske testove treba koristiti kao potvrdu, a ne za postavljanje dijagnoze.

koju izaziva Borelia burgdorferi sensu lato [1].
ni prenosioci ove spirohete su krpelji Ixodes spp.

burgdorferi sensu stricto (uuzem s
zelii 1 Borelia garinii. U Evropi s
ne vrste koje uzrokuju lajmsk
Severne Amerike u kojoj laj
Borelia burgdorferi sensu

valaisiana, Borelia lu
relia bissettii 1 Borela

sirokim spektrom kli-
icki oblici, na primer eri-
tema migrans, tak{§ karakterlstlcm da su sami za sebe
dovoljni za postavlja¥gg dijagnoze. Ipak, vecina klinic-
kih oblika nije patognomonicna za infekciju borelijama
pa su neophodni razli¢iti dijagnosti¢ki testovi za potvr-
du klinicke dijagnoze [3-5]. Kao i ostala oboljenja iza-
zvana spirohetama, lajmska bolest ima tri stadijuma:
rani, intermedijarni i kasni. Pored primene intezivne
antibiotske terapije, vise od 80% obolelih progredira iz
ranog u kasni stadijum bolesti [1].

nic¢kih manifest®Qia

Dijagnostika borelija

Mikrobioloske metode kojima se moze dokazati
lajmska bolest dele se na direktne i indirektne [6—S§].
Direktne dijagnosticke metode obuhvataju kultivisa-
nje uzro¢nika u odgovaraju¢im podlogama [6,8], do-
kazivanje genetskog materijala [9,10] i dokazivanje

a zavisi od fenotipskih karakte-
ika da adekvatno reaguje na
ada se ne razvije. U ranoj
oze u toj fazi najvaznija je

tkivima imunohistohemijskim metodama
ektnim metodama ovu infekciju mozemo
oredivanjem specificnih antitela [12] ili do-
kazivanjem aktiviranih limfocita T [13].

ultivisanje borelija na hranljivim podlogama je
najbolji 1 jedini siguran dokaz borelijske infekcije, po-
sebno kod atipicnih klinickih oblika 1 bolesnika koji ne
razvijaju adekvatan, specifican, imunoloski odgovor.
Medutim, kultivisanje B. burgdorferi sensu lato je veo-
ma sloZena i dugotrajna metoda (traje 9 nedelja 1 duze)
i moze se raditi samo u dobro opremljenim laboratori-
jama [6,7]. Infekceija borelijama moZze se dokazati i me-
todama molekularne biologije odredivanjem borelijske
dezoksiribonukelinske kiseline (DNK) na hromozomu
ili plazmidu najces¢e amplifikacijom DNK molekula
iz uzoraka koze, odnosno telesnih tecnosti (likvor, se-
rum, urin) [11,14]. Iako je metoda lanc¢ana reakcija poli-
meraze (PCR) mnogo brza od kultivacije, njen nedo-
statak je $to nije standardizovana. Standardizaciju do-
datno otezava heterogenost borelija u prirodi. lako se
od ove metode mnogo oc¢ekuje, moguci su lazno pozi-
tivni, ali i lazno negativni rezultati. Rezultati PCR mo-
1r(aju se takode interpretirati u skladu sa klini¢kom sli-

om.

Infekcija borelijama izaziva kod bolesnika specifi-
¢an imunoloski odgovor stvaranjem specificnih antitela
u klasi imunoglobulina (Ig)M 1 IgG na razliCite antige-
ne, tj. na razlicito prezentovane proteine koji se u toku
infekcije mogu menjati. Stvaranje specifi¢nih antitela
zavisi od fenotipskih karakteristika borelija, njihove ra-
zli¢ite antigenske strukture, razlicite geografske raspro-
stranjenosti i sposobnosti bolesnika da reaguje na infek-
ciju [12,15].

U ranoj fazi klinicka slika ne mora biti specifi¢na
za ovo oboljenje. S obzirom da do imunoloskog od-

Adresa autora: Prof. dr Olgica Gajovi¢, Klinika za infektivne bolesti, 34000 Kragujevac, Zmaj Jovina 30, E-mail: gajakg@ nadlanu.com



840

Skracenice
DNK - deoksiribonukleinska kiselina

ELISA - enzimski imuno test

Ig — imunoglobulin

IFT — indirektna imunofluorescencija
PCR — polimeraza lanc¢ana reakcija
WB — Western blot (imunoblot) test

govora dolazi relativno kasno, u ovoj fazi bolesti
imunoloski odgovor bolesnika moze biti slican imu-
noloskom odgovoru zdrave populacije na tom geo-
grafskom podrucju. Rezultati testova za odredivanje
antitela mogu biti negativni. Obavezno je zato testi-
ranje drugog, parnog uzorka koji treba uzeti u raz-
maku 4-6 nedelja nakon prvog.

U ranoj fazi oboljenja dijagnoza se mora zasniva-
ti na klinickoj slici, detaljno uzetoj anamnezi i epi-
demioloskim podacima [6].

Specific¢an imunoloski odgovor u kasnoj fazi bo-
lesti retko izostaje i znacajan je u dijagnostici obo-
ljenja. S duzinom trajanja infekcije udeo seroloski
pozitivnih nalaza raste. Vecina bolesnika sa aktiv-
nom boreliozom pokazuje znacajan titar antitela [gG
klase, koje sve vreme moze pratiti i odgovor antitela
IgM klase. Specificnost imunoloskog odgovora po-
tvrduje se Western blot (WB) testom. Dokaz antitela
IgG klase u roku do nekoliko nedelja od moguce ek
spozicije upucuje na raniju infekciju.

Kod nekih bolesnika moze se sresti postOJanJe antt

prisustvo antitela u IgG klasi. Odgovor s
IgM klase nije siguran pokazatelj nedayge i
Kod manjeg broja pacijenata i u
ze humani imunoloski odgovor
biti 1 prekinut ranim uvodenje
stoje bolesnici koji su slabi re
la ne mogu detektovati. K
neuroboreliozu antitela se
kalno. Kod tih bolespg

mati serum 1 likvorg uci i 1

cunava prema niv
na iz istth uzoraka sc¥yfia i likvora. Formula za izracu-
navanje indeksa je:

IgG indeks = Bb IgG
(likvor) : IgG (serum)

(Bb IgG = antitela IgG za B. burgdorferi)

Za potvrdu intratekalnih antitela IgG indeks mora
biti ve¢i od 1. Prema istom postupku moze se izracunati
indeks antitela I[gM klase.

Prema nekim autorima nakon antibiotske terapije ti-
tar antitela pada postepeno i sporo [1,14,16]. Dokazano
je da titar antitela IgM 1 IgG klase moze perzistirati i
mnogo godina nakon terapije [17]. Ako dode da znacaj-
nog porasta titra antitela uz pojavu novih simptoma,
moze se razmisljati o ponovnom uvodenju terapije radi
moguce reinfekcije, ali i reaktivacije [14].

Reaktivni odgovor antitela na antigene Borelije
burgdorferi moguc¢ je i kod pacijenata s autoimunim
oboljenjima (juvenilni reumatoidni artritis, reumatoidni
artritis, sistemski eritemski lupus). Odredeni nivo anti-
tela moze se takode javiti zbog nespecifi¢ne poliklonal-
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ne aktivacije limfocita B, npr. u infekciji Epstein-Barr
virusom, Citomegalo virusom. Moguce su ukrstene re-
akcije antitela koja nastaju kod infekcija 7reponemom
pallidum, oralnim treponemama, drugim vrstama bore-
lija, rede leptospirom, ¢ak i eSerihijom i hemofilusom,
koje nastaju zbog zajednickih antigena izmedu razlicitih
vrsta bakterija.

Specificna antitela klase IgM 1 IgG koja nastaju na-
kon infekcija Boreliom burgdorferi sensu lato mogu se
odredivati testovima indirektne imunofluorescencije
(IFT), enzimskim imunotestovima (ELISA), imunoblot
testom (Western blof), ili testovima hemaglutinacije

[9,18]. Seroloski testovi nisu_standardizovani. Njihova
Testovi se razlikuju

specifi¢nost i osetljlvost je

orferi moguce je posti¢i 100% spec1ﬁc-
osetljivost i izbe¢i lazno pozitivne i una-
e. Osetljivost detekcije IgM antitela krece
o do 81%, a za IgG antitela od 46% do 92% [5,
pecificna antitela IgM klase mogu se dokazati
od oko 50% pacijenata posle 2 do 4 nedelje nakon pri-
marne infekcije, ali rana primena antibiotika moze da
odlozi ili inhibira ovaj odgovor [16]. U toku eritema mi-
grans obi¢no izostaje imunoloski odgovor. Antitela I[gG
cesto se mogu detektovati dozivotno.

Interpretacija seroloskih rezultata

Rezultati seroloskih testiranja se interpretiraju kao
reaktivni (pozitivni) ako je njihova vrednost iznad ,,nor-
malne granice”, tj. grani¢ne vrednosti testa (tzv. cut-off
vrednosti). Grani¢na vrednost testa se obicno temelji na
rezultatima dobijenim ispitivanjem 95% zdrave popula-
cije. Prema tom kriterijumu dozvoljeno je da oko 5%
zdravih pojedinaca ima pozitivan seroloski rezultat bez
obzira na postojanje infekcije. To podrazumeva da ako
se testiranje izvede dovoljno Cesto i osobe koje nemaju
lajm boreliozu imace bar jedan pozitivan ili granicni
rezultat. Smanjenje granicne vrednosti testa dovelo bi
do vece osetljivosti testa i do proglasavanja mnogih nes-
pecifi¢nih imunoloskih reakcija lazno pozitivnim [11].
Specificnost testa odnosi se na broj osoba koje nisu bo-
lesne i koje imaju negativan rezultat testa. Pozitivan test
kod ovih osoba interpretira se kao lazno pozitivan. Pri
interpretaciji rezultata seroloskih testova s visokom
osetljivosti 1 specifi¢nosti, koji se koriste u dijagnostici
lajmske bolesti, obavezno treba uzeti u obzir seropreva-
lenciju na odredenom podrucju. U populacijama s ni-
skom prevalencijom bolesti, testovi ¢e imati nisku pozi-
tivnu predikativnu vrednost, tj. verovatnocu da rezultat
testa pokazuje stvarnu bolest. Tako ¢e u podrucjima
prevalencije od 10% pozitivna predikativna vrednost
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biti oko 51,4%, a negativna predikativna vrednost
99,4%. To znaci da negativan rezultat seroloskih testova
s velikom sigurnoscu iskljucuje lajmsku bolest, dok je
verovatnost ove infekcije kod pozitivnog seroloskog od-
govora znatno niza [11,17]. U ranoj fazi akutne bolesti,
kada se imunoloski odgovor jo$ nije razvio, negativan
seroloski rezultat treba oprezno interpretirati.

Prema preporukama Centers for Disease Control
(CDC) u Severnoj Americi sve granicne i pozitivne re-
zultate EA ili [FA treba potvrditi WB testom [12,15].
WB je metoda koja pokazuje specificnu reakciju vezi-
vanja antitela za odredene proteine borelija. Prema kri-
terjjumima Centra za kontrolu zaraznih bolesti za inter-
pretaciju pozitivnog nalaza antitela u IgM klasi potreno
je dokazati prisustvo reakcije na barem dva od predlo-
Zena tri proteina. Za potvrdu pozitivnog nalaza antitela
IgG klase potrebno je dokazati reakciju na najmanje 5
od predlozenih 10 proteina. Reaktivnost samo jednog
specificnog proteina u testu WB nije pozitivan nalaz.

Kako su sojevi Borelie burgdorferi senso lato iz
Evrope patogeni za coveka mnogo heterogeniji od pato-
genih sojeva iz SAD, predlozeni su drugi kriterijumi
interpretacije nalaza WB testa za Evropu:

— dokaz za antitela IgG klase je reakcija na najma-

nje 2 proteina od ponudenih 10.

— dokaz za antitela IgM klase je reakcija na najma-

nje 1 protein od ponudena 3.

Dijagnosticki problemi

Osnovni problem dijagnostike lajmsk
cenjivanje i precenjivanje dijagnoze.
Smatra se da je problem potcenji
nji od precenjivanja. Mnogi su pri

drzavati se odredenih’
Siga [11] je problemggg

vilno koristiti samo za ranu dijagnostiku. Prisustvo ovih
antitela je znak skorije izlozenosti, a ne znak aktivne in-
fekcije. Ova antitela mogu perzistirati dugo nakon zavr-
Setka terapije odgovaraju¢im antibioticima.

Kod pacijenata sa kasnim manifestacijama lajmske
bolesti, pozitivan seroloski odgovor se dokazuje gotovo
uvek. Mada postoje osobe koje ne razvijaju imunoloski
odgovor na Boreliju burgdorferi, seronegativnost pacije-
nata s navodnom kasnom fazom ove bolesti povecava
sumnju u pravilno postavljenu dijagnozu.

Pozitivan seroloski odgovor na B. burgdorferi ne do-
kazuje prisustvo bolesti. Pacijenti sa ranijom lajmskom
bolesti mogu imati dugotrajno pozitivan imunoloski od-
govor ili se moze raditi o lazno pozitivnim rezultatima,
a sadasnji problemi ne moraju biti povezani s infekcijom
borelijom.

Najcesce koris¢enim testom ELISA mogu se detek-
tovati antitela koja se stvaraju na proteine drugih mikro-

organizama. Lazno pozitivan rezultat ELISA testa je
relativno Cest. Sve graniCne rezultate treba potvrditi
WB testom.

Parni uzorci seruma treba da se testiraju uvek zajed-
no u istim uslovima 1 istim laboratorijama.

Odredivanje specificnih antitela u likvoru pruza do-
kaz o lokalnoj upali mozdanih opni i treba ga interpre-
tirati u poredenju sa rezultatima istovremeno uzetog se-
ruma testiranog u istim uslovima, te izracunavanjem
indeksa antitela.

Rezultate seroloskog testa treba interpretirati pozna-
vajuéi kriterijume za ,,pozitivan” ili ,,reaktivan” rezul-

infekeije.
Neke od
prlsutne

uno opisan (mozda neogranicen) spek-
anifestacija;
ogi pacijenti imaju ozbiljne simptome, ali izo-
staju @bjektivni klinicki znaci bolesti;
ogi simptomi i znaci ove infekcije su karakte-
ni 1 dovoljni za postavljanje dijagnoze;
— Negativan rezultat seroloSkog testa nema bitnog
znacaja u dijagnostici;
— Pozitivan seroloski rezultat sigurno potvrduje di-
jagnozu ako je u korelaciji sa klinickim manifestaci-
jama;
— Screening ELISA je dovoljan test za otkrivanje
atipicnih slucajeva;
— Standardna antibiotska terapija ima samo prola-
zan znacaj;
— Znacajan broj svih klini¢kih slucajeva borelioze
ostaje neizlecen. Antibioticima se mikroorganizmi
nikada ne eradiciraju ve¢ samo dolazi do remisije
bolesti;
— Izostanak odgovora na antibiotsku terapiju dosta
je Cest kod pacijenata sa hroni¢nom infekcijom.
Za pravilno postavljanje dijagnoze neophodno je pri-
drzavati se slede¢ih vaznih Cinjenica:
— Klinicka slika bolesti relativno je dobro definisa-
na. lako postoje neke rede klinicke manifestacije
smatra se da se u malom broju slu¢ajeva mogu do-
kazati kao borelioza i mogu biti samo slucajno po-
dudarne;
— Prava borelioza je povezana s objektivnim klinic-
kim znacima i laboratorijskim nalazima;
— Seroloski testovi su korisni za dijagnostiku samo
ako su u korelaciji sa klinickim nalazom;
— Standardna antibiotska terapija obi¢no je vazna u
lecenju bolesti 1 prevenciji progresije;
— Letalitet od ovog oboljenja je redak i obicno slabo
dokumentovan i Cesto je komplikacija uzrokovana
drugim prate¢im oboljenjima;
— Prirodan tok lajmske bolesti, ¢ak i rane faze,
moze trajati dugo, sa nespecificnim simptomima.
Do nastanka kasnih manifestacija mogu pro¢i godi-
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ne. Kod nekih pacijenata mogu ostati rezidualna
ostecenja;

— Ve¢ina klini¢kih znakova i simptoma lajmske bo-
lesti, osim eritema migrans nije patognomonicna za
borelije, Sto namece potrebu kompletnog sagleda-
vanja problema diferencijalne dijagnoze ovog klinic-
kog entiteta.

Zakljucak

Nijedan pozitivan seroloski test nije sam za sebe po-
kazatelj aktivnosti bolesti, bez obzira na visinu titra an-
titela. Ako nema jasnih klinickih znakova, prisutnost
reaktivnog odgovora antitela nije dovoljan za postavlja-
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Introduction
Lyme borreliosis is a multi- mic disease caused by spirochete
Borrelia burgdorferi sensu lato. The specific response is influenced
by phenotypic characteristics of Borrelia, different antigen struc-
ture, their different geographic distribution, and the patient’s capa-
bility to react to the infection. The immune response to Borrelia
burgdorferi sensu lato develops relatively late, whereas in some pa-
tients it never develops. The immune response in the early phase of
Lyme borreliosis is very similar to the one of healthy population.
Diagnosis of borrelia

Clinical manifestation, detailed anamnesis and epidemiological data
are crucial for making the diagnosis. The majority of patients in the
late phase of Lyme borreliosis have IgG antibody response, which
could be followed by IgM also throughout this period of time. The
number of serologically positive findings increases with the duration
of the infection. Specific borrelial antigens can be detected by a
Western blot test. In patients with neuroborreliosis, antibodies could
be synthesized only intrathecally. IgG and IgM antibody response
can persist for many years after the treatment. There is no positive
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nje dijagnoze lajmske bolesti. Reaktivni specificni imu-
noloski odgovor moze biti samo znak ranije izloZenosti
B. burgdorferi sensu lato, a ne znak aktivne bolesti.
Kod takvih osoba moguce su reinfekcije, kao i reaktiva-
cije kod bolesnika s prelezanom lajmskom bolescu.

Sve dok se ne standardizuju laboratorijski testovi,
seroloski rezultati moraju se oprezno interpretirati. Di-
jagnoza lajmske bolesti mora se temeljiti na osobenosti-
ma klinicke slike i geografskoj rasirenosti, sagledavanju
problema diferencijalno- dijagnosticki i pravilnom in-
terpretacijom laboratorijskih nalaza. Seroloske testove
treba koristiti kao potvrdu, a ne za donosenje konacne
dijagnoze (,,seroloska dijagnoza”).
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Summary

serological test, which could be the indicator of the disease activity
on its own; even if it demonstrates high antibody titre. If there are no
clinical signs of Lyme borreliosis, the diagnosis of Lyme borreliosis
should be primarily based on clinical findings, and serological re-
sults should be used only to confirm but not to make the diagnosis of
Lyme borreliosis. Specific antibodies from the IgM class can be
proved in about 50% of patients, 2 to 4 weeks after the onset of pri-
mary infection, but an early administration of the antibiotics can
postpone or inhibit that response.

Interpretation of serological results

When interpreting the serological test results with high level of sen-
sitivity and specificity used for making diagnosis of lyme borreliosis,
it is necessary to take into consideration the seroprevalence in a
certain region. In the population with a low prevalence of the dis-
ease, the tests will have a low positive predicative value, i.e. the
probability of indicating the real disease will be lower.According
to the recommendations given by the Centre for Disease Control
in North America, all extreme and positive results of EA and IFA
are to be confirmed by a Western blot test.
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Diagnostic problems rologic test is the indicator of the disease activity on its own, regard-
The main problem in making diagnosis of lyme borreliosis is under- less of the antibodies titre level, when clear clinical signs are scarce.
estimation and overrating of the diagnosis. Not a single positive se-
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