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Biologija i ekologija krpelja na naSim prostorima-Borrelia sensu

Taksonomija borelija

jujork,

elter (N

> Borclije lajmske borelioze svrstavaju se u:

> ordo Spirochactales
lato kompleks-Primena mikrobioloskih metoda u dijagnostici
Lajmske borelioze

> fam. Spirochactaccac

> genus Borrelia B. burgdorferi sensu stricto
B. afzelii

B. garinii

B. spielmanni

Borreliaburgdorferisensu

enotipskih i fenotipskih
osobina izolata! +

Genus Borrelia

14 specijesa
dr Verica Simin, nau¢ni saradnik

T | Borelije izazivaci powratnih ‘patogenih za
sromica Goveka, i dva

genomospeciiesa
Genospecijesi Borrelia sensu lato kompleksa uzrokuju (uslovno nove
Novi Sad, 2023. god. infektivno i multisistemsko oboljenie ljudi i Zivotinja-Lajmsku viste)

boreliozu (O1d Lyme, SAD; 1975), &ji najznatajniji prenosioci
u severnoj hemisferi su krpelji.

STRUKTURA BORELIJA

Endoflagella .
rotate Axial filament

Quter
membrane

Cell membrane
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Glavni vektor?

1021.

B. burgdorferi sensu stricto

B. garinii

B. afzelii
B. spielmanii
B. valaisiana

B. lusitaniae

Sve patogene vrste su

[ Geograiska distribucija vrsta roda Ixodes, vektora Lajmske

sposobne da izazovu

B. afzelii

- jako zastupljena u Istognoj i Severnoj Evropi
- jedini vektor je . ricinus

| - rezervoari: miSevi, voluharice, veverice, jezevi
|

)

ar.201). |

EM kod ¢oveka

Pokazuje tropizam prema kozi—
izaziva benignu limfadenozu
koze kao i Acrodermatitis
Chronica Atrophicans (ACA)
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B. burgdorferi sensu stricto
-vektori:

polimorfim OspC

U zapadnim delovima Evrope povezana sa lajm atrtitisom, u
Centralnoj Evropi (gde je dominantna B. garinii)kl. slika.
artritisa je raznovrsnija

Pokazuje tropizam prema nervnom tkivu — povezana sa

perifernih
nerava.

Retko izolovana iz zglobova, jo§ rede u slutajevima
razvijanja ACA.
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B. spielman

~ najmanje patogena vrsta

~retko izolovana, do sada uocena u Holandiji, Ce3koj, Francuskoj, Poljskoj i Rusiji
~vektor: L. ricinus

-rezervor: puh (Eliomys quercinus)

-smatra se da izaziva samo EM

> L ricinus - rasprostranjen u oblastima umerene klime, od Portugalije do Rusije i
Skandinavije, izmedu 39° i 65° severne geografike i
U severnom delu Afrike (Tunis, Maroko i AlZir) nalazi se u oblastima sa
hladnijom i vlaznijom mediteranskom klimom,.

ne.

v

serii (smatralo se da je vezana samo za SAD; izolovana kod 9
pacijenata u Sloveniji sa EM, karakterizacija izolata je radena u SAD i
predmet je kontroverzi — smatra se tehnickom greskom)

- B. valaisiana (ima puno vektora i rezervoara, neke deli sa B. garinii
20047 subspecijesom — zabelezeni su retki primeri meSovitih infekcija,
zastupljena: Ceska, Nemacka, Francuska)

- B. lusitanie (heterogeno rasporedena, retko se uocava i to na
Apeninskom poluostrvu, i u Portugaliji)

Nepatogene borelije sensu lato kompleksa_su prisutne u A: evernoj Americi

Transmission of Bacteria that Cause Lyme Disease
7= tyme disease bacteria, Borrela burgdorfei

Infected
Adult Tick

=W
"'Ji \

\
e
a7

Saurces of Lyme
Disease Bacteria

®

'

A bite from an
infected tick transmits
Lyme disease to humans

na domaginu,

Pik aktivnosti prole¢e/zima (unimodalna)ili prolece i jesen
(bimodalna).

Populacija najée3¢e opada sa povecanjem nadmorske visine
(postoje izuzeci).

Svaki krvni obrok je pracen novom razvojnom fazom, osim
adultnih Zenki koje nakon obroka poloze 400 do 20.000 jaja u
pukotine zemljista i uginu.

Tick Hosts

krpelja

Blood-fed adult
tick and eggs
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> Moge preziveti samo gde relativna viaznost vazduha ne pada ispod 80%
(duge suse mogu uticati na populaciju vrste L. ricinus).

> Naseljava sumske ckosisteme, pasnjake, zaparlozenc obradive poviSine, travnjake
i parkove u urbanim sredinama.

> Globalne klimatske promene — uslovile pomeranje arcala rasprostranjenosti
kipelja (pa i njihovih patogena) u stanista na visim nadmorskim visinama (za oko
500 m) i na nova geografska podrugjal

> 90% i i i, a samo manji deo p

4/19/2023

Ixodes spp. ticks

male fomale
t

adul

Proseéni period hranjenja:
Larva 24 dana -> (razvijanje u narednih

nekoliko nedelja).

Nimfa 4-6 dana

nekoliko nedelja).

Adultne Zenke 6-10 dana => (kopulacija,

polaganje jaja, smrt).

Adultni muzjaci uzimaju jako male obroke
i

(razvijanje u narednih
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Muzjak vse D pem— Muzjak viste Rhipicephalus sanguineus

Zenka vrste Haemaphysalis punctata
(originalna fotografija)

Zenka viste Rhipicephalus sanguineus
(originalna fotografija)

Muzjak viste Haemaphysalis punciata

Larva I ricinus:a. ventralna i b. dorzalna strana tela

Veza genom-vektor-domacina

Genom B. burgodorferis.., ki je relativno mali (oko 1,5 mbp), sastoji se od 15-22 replikona,
odnosno iz jednog linearnog hromozoma i razlicitog broja cirkularih (12) i linearnih plazmida
©).

Plazmidi ¢ine 40% genoma.

Linearni hromozomi su relativno stabilni i klonski se razvijaju kroz genetski drift (sluajne
promene ucestalosti alela kroz generacije), dok vecina replikona- podieze duplikacijama i
lateralnom transferu Sto dovodi do razvoja suvisnih i pseudogena.

Hromozomski geni kodiraju proteine odgovorne za strukturu, metabolicke funkeije, rast i
razmnozavanje.

Vecina gena ukljucenih u kompatibilnost sa vektorom i rezervoarom su plazmidski. Smatra se
da se t nalaze i geni vezani za patogenost kod ljudi.

1 CIKLUS B. burgdorferi sensu lato

Veoma slozen i odrzava se i prenosi izmedu kipelja kao

kompetentnih vektora i kitmenjaka kao rezervoara. +nakon krvnog obroka na za

domaginu-

o

Na razlicite uslove Zivota (T i pH), koji viadaju u dva
veoma razlicita domacina (krpelji 1 kicmenjacki
rezervoari), borelije su se prilagodile razlicitom

Borelje opstau u crevu tokom presvlacenja krpelj, o s
ckspresijom gena koji kodiraju sintezu lipoproteina spolj. kanog obroka k
Cel. zida.

im se aktivira njihova replikacija

2

e i atne putem hemolime,

ju u pljuva
pri Gemu se mora smanjiti ekspresija gena za OspA protein

O U organizmu krpelja — telesna temperatura zavisi od
telesne temp. u u spoljasnjoj sredini, pri emu je pH
vrednost srednjeg creva bazna.

Borrelia burgdorferi s 1

O U organizmu sisara telesna temperatura se krece od 37
°C do 39°C, a pH je neutralan.

O Lipoproteini spoljasnjeg sloja elijskog zida (OspA i
0OspC) imaju vaznu ulogu u transmisiji i opstanku
borelija u organizmu rezervoara i vekiora. |

Po ulasku u kozu, ova visoko pokretljiva bakterija se Siri kroz

Chromosome 1000 kb
Najpre lokalizovana,

Linear plasmids 15-50 kb
Circular plasmids 5-30 ki

Phage 12 kb
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Zivotni ciklus B. burgdorferi sensu lato
-

Proscéna pozitivnost razlicitil
L. ricinus-a na B. burgdorferi

Larve 1,9%
Nimfe 10,8%
Adulti 17,4 %

Transovarijalni prenos borelije od infic}
potomeima j¢ moguce, ali s smatra ret]

-
& 250
LY

- -

s junckoliko specijesa miseva (Apodemus flavicolis, A.
sylvaticus, A. agrarius), voluharica (Clethrin ), jezeva (Eri »
pacova, veverica, puhova i rovéica, kao i fazani, crni kosovi i ptice sclice.

PRIRODNI DOMACINI NE RAZVIJAJU SIMPTOME BOLESTI.

ji rezervoari B. lato

Apodemus flavicolis, A. sylvaticus, A. agrarius (miSevi)
Clethrinomys glareolus (voluharica)

Scrirus vulgaris (crvena veverica)

Scrirus carolinensis (siva veverica)

B. afzelii

B. garinii pice selice, Phasanius colchinus (fazan), Turdus merula (crni kos)

B/falaisiana Phasanius colchinus, Turdus merula

A Serirus vulgaris

. burgdorferis.s. ; el
. Serirus carolinensis

Otkud selektivnost prema_izboru rezervoara?

Eatogenest B. burgorferi

[T ———

| [+ Zavisiod oga da i borele pokazaiu
! osetljivostili rezistenciju prema sistemu
Komplemenata jedinke!

izbegavanje imunog adgoveen usled antigenskih varjacija

Visk- smatra s eedgovorninn 2

ICRASP (Cumpicment reputsgarig e ficiors) — VEZUjU 5878
tema komplesmenata domadin i time inhibirgju
imunog odgavers.

Radlitite borelije pokazuju razlicite obrasce
osetljivostii rezistencije.

ACTEPOB
ABO/

Jednom inficirani rezervoar dugo ostaje infektivan za krpelje.
Na malim glodarima se ¢esto uocavaju larve i nimfe I ricinus-a
koje parazitiraju na njima.

69% ispitivanih veverica u Svajcarskoj je zaraZeno borelijama.

Evropski jez, Cesto prisutan u bastama, je takode registrovan kao
rezervoar.

Zooloski pregled krpelja

=

Determinacija krpelja do nivoa vrste se vsi odmahnakon
prijema kapela

osnovu morfoloskih karktristka po Kjutu Estrada Pena i sar. (2004) i Walker
isar. (2007).

Kapelj 2
lupe (ST-30-2LR 20x-40x Bino Sterco, Optika), uvelicanja do 40 puta.

. pregl aled dorzalne i

ik kepelja i

4/19/2023

izgled

mer velitina tel, posmatra se izgled i velitina skutuma (znacajno za
utvidivanje pola adultaih jedink), grada i velitina Kapituluma i rostruma,
polozaj i oblik stigmi, prisustvo il odsustvo broj festona i tmova.

v

UTVRDIVANJE VRSTE je ZNACAINO ZA DIJAGNOSTIKU-znamo.
Koje patogene mozemo da oéekujemo u kipelju!

Za utvrdivanje razvojnog stadijuma krpelja lrva,nimfs, adu)
‘maajan morfoloski krakier je broj kstemitct.

ODREPIVANJE PERIODA PARAZITIRANJA KRPELJATJ. PERIODA
INFESTACLIE PACUENTA: "

“ ) i adulinih

elia

Zenka) k 7 Fr— o -
skutalnog (S1)  koksalnog indeksa (C1). [ e o ‘s kapel
Covekal

24h=
jana

% Kodlarvi /. ricinusi ostalih vrsta kipelja iz famile Ixodide period hranjenja
jedinki na domacinu se procenjuje na osnovu velicine i oblika krpelia
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Ixodes ricinus:

Borrelia burgdorfers., borelije povratnih groznica,
TBEV-Tick Bome Encephalitis virus, rikecije, anaplazme,
babezije, erlihije, Francisellatularensis

Haemaphysalis punctata:

1021.

Patogeni prenosivi krpelji

Dermacentor marginatusi D. reticulatus:
‘Borreliaburgdorfers., Babesiacanis (babezioza).
Anaplasma ovis. Theileria ovis, Rickettsiaslovaca, R.
conorii, R. sibirica(sevemoazijski krpeljski
{ifus) TBEV (krpeljski meningoencefalitis).itd.

Babesiamajor, Babesiabigemina, Theileria mutans,
Anaplasma marginalei Anaplasma centrale, Babesia
motasi, Theileria ovis, TBEV, Tribec virus, Bhanja virus,

virus Krimske-Kongo hemoragicne groznice, Babesia

Rhipicephalus sanguineus:

ica), R.

bovi

helvetica,R.feis,babezia,itd.

‘metoda u

uzorku (npr. u suspenzifi jetre ili bubrega
Zarazenc Zivotinie, ili u kulturi borelije).
Kod krpelja-mikroskopija u tamnom
polju crevnog sadrzaja je manje
specificna (veliki broj artefakata i
fibroznih viakana) i osetljiva (poscbno
ukoliko je manii broj spiroheta li ako
nisu Zive).

u tamnom po
ioloskoj pri | |~ Zadirek ji uzrotnika
velikoj koncentraciji B. burgdorferiu lajmske borelioze, primenjuju se dva
razlicita pristupa:

= Izolacija borelija i
= Dokazivanje DNK borelija

ACTEPOB
ABO/
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MIKROBIOLOSKA DIJAGNOSTIKA LAJMSKE BORELIOZE

* Dijagnoza lajmske bolesti postavlja se na osnovu klinicke slike, epidemiologko-
anamnestickih podataka i rezultata laboratorijskih dijagnostickih testova.

 Dakle, potrebnaje za sve Klinicke manifestacije bolesti, osim za koznu leziju-erytema
migrans (EM), koja je najce3¢a Klinicka manifestacija rane lajmske borelioze,

 Postoje dirckine i indirekine metode za dokazivanie lajma.

Direktno dokazivanje Borrelia sensu lato

o

Borrelic

‘mogu posmatrati
organizmi ili nakon primene boje.

i, bilo kao Zivi i neobojeni
0 Zbog malog broja bakterija u uzorcima humanog porekla, posebno u krvi i

cerebrospinalnoj tecnosti (CSF), tesko je primeniti direktnu_mikroskopiju.
B T K mobolteva < otkrivant

je umng

\

Borelije bojenje po Gramu

ANJE DNK BORELIJA

KAZI

v

v v

Borelije se mogu izolovati iz razlicitog Klinickog materijala (koza, krv,
CST, sinovijalna teénost) u toku rane kao i hronitne faze lajmske
borelioze i kultivisati.

Kultivacija B. burgdorferi na specifiénim — MKP (Modifikovana Kelly-
Pettenkofer), BSK (Barbour-Stonner-Kelly-jeva) - i BSK-H (kompletan
medium) podlogama je dugotrajna, traje 6-8 nedelja i veoma je
zahtevna metoda (borelije su biohemijski neaktivne, spororastuée
bakierije, zahtevaju mikroerofilne uslove, pH 7,6, i temperaturu od 30-
34°C), a njena osetljivost iznosi 40-70% iz bioptata koZe, oko 10% iz
likvora, a samo 1% iz krvi.

Zahteva dobro opremljenu laboratoriju i dobro obuten kadar.

Stoga ovaj postupak ima znacaj pre svega za karakterizaciju izolata B.
burgdorferi odredivanje njihove genotipske i fenotipske varijabilnosti
stoje vista, ali i
za utvrdivanje puteva prenosa, razumevanje imunopatogeneze i
unapredenje dijagnostike.
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‘polimerizacije (engl. polymerase chain reaction, PCR).
Metode molekulame genetike poput PCR se sve vise
Koriste u dijagnostici iako i tu postoje odredene
specifi¢nosti!
Nemoguénost potpune standa =
- vezano za izolaciju DNK i odabir odgovarajucih
‘prajmera i uslova reakcije (razlike u ciljnim sekvencama-
P66, gen 168 RNK, gen za flagelin, gen za 23S rRNK
fas y T

Niska osetljivost, posebno ukoliko se kao uzorak koristi:
v, serum il plazma - u Evropi 1% kod odraslih i 9% kod
dece, 7bog kratkotrajne bakterijemije, svega oko 24-48 sati,
- cerebrospinalna_tecnost-likvor-23%.
-70-80% (bioptat koZe-sa mesta uboda krpelja; zbog.
velikog broja spiroheta na granici obolelog i zdravog.
tkiva-kod EM, kao i kod uzoraka sinovijalne tecnost
obolelog od lajmskog artritisa.
PCR se koristi i za detekciju B. burgdorferi u uzorcima
‘mada prema preporuci ESCMID (Europen Society
of Clinical Microbiology and Infectious Diseases) - Mora.
se oprezno Klinicki tumagiti, zbog opasnosti od lazne
pozitivnosti
PCR-nije na%ao mesta u rutin:

ijagnostici LB!
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ri pomoéu

DFA-direktna metoda fluorescencij

v Tl

a 37C eal,
1591)

a “ 2 zatim
ponovosusi,

. Klase 1gG na B.

burgdonferiza kojeje vezan FITC). Preparat e inkubira 30 min. na 37°C u vlaznoj
Komori.Radno razredenje konjugata 1:10 do 1:50. Rasredene 1:10 (0,1 m cone.
Konjugata + 0.9 mi pufera PBS pufer 72 TFA).

Nakon 72u
rajanju od po 10 minuta i jednom u destilovanoj vodiu rajanju od 10 sekundi.

plocicon.

4005,

Originalna fotograffa: B

Koz pacijenta (Simin i sar,, 2018.)

=> Stvaranje specifi¢nih antitela zavisi od:

-od t i bolesnika da reaguje na infekiju.

strukture (uslovlj ick h $¢u izolata),

i izolata.

=> U dijagnostici lajma kao TRENUTNI
koji podrazumeva izvodenje:

ANDARD se primenjuje dvostepeni protokol,

* Prvostepenog-Inicij -skrining testa (test indirektne i ij tigena-
IFA ili imunoenzimski- ELISA test), i
* Dr Potvrdnog Western blot (WB) festa kojim se utvrduje prisustvo antitela

na pojedinaéne antigenske frakcije Borrelia burgdorferi i koji se sprovodi ukoliko je rezultat
skrining testa grani¢an ili_pozitivan.

Avtigen B.ofcli (DFA) s oo

ACTEPOB
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INDIREKTNE METODE ZA DOKAZIVANIE Borrelia sensu lato
kompleksa

4/19/2023

B

Indirektne metode za dokazivane borelijske infekeije obuhvataju seroloske testove pomocu kojih se
dokazuju antitela specificna za borelije (1gM/12G) u serumu. likvoru il sinovijalnoj tefnosti

- IgM antitela se javljaju nakon 2-3 nedelje, a nestaju nakon 4-6 meseci
- I¢G antitela se javljaju nakon 6-8 nedelja, i dugo opstaju

v

1gM i 1gG antitela se odreduju pomocu testova

- Indirektne imunofluorescencije antigena (IFA)

inzimskim imunotestovima (ELISA)
- Imunoblot testom (Western blot)
- Testovima hemaglutinacije

Nedostatci seroloskih testova: 1) Nestandardizacija i 2) Razlike u specifiénosti i osetljivosti
pojedinih testova.

v

UPUTSTVO ZA DOKAZIVANJE ANTITELA (IgM i 15G) NA Borrelia
urgdorferisensu lato METODOM INDIREKTNG
IMUNOFLUORESCENTNOG TESTA-IFT

> IFT test- kao antigen upotrebljava laboratorijski
uzgojene borelije (kulturu borelija) fiksirane na
staklene plogice.
Antitela iz uzorka (serum, likvor ili CST)-
razredenog u odnosu 1:100 (1gM) i 1:100i 1:320
(IgG), se vezu sa antigenom i formiraju primami
kompleks na koji se posle ispiranja vezu
sekundama antitela (antihumana IgM ili 1gG
antitela) koja su obelezena sa fluorescentnom
bojom (FITC-om - Fluorescein-Izothiociyanate).
FITC apsorbuje svetlost odredene talasne duzine i
emituje svetlost druge talasne duzine i na taj nacin
su kompleksi vidljivi pod fluorescentnim
‘mikroskopom.
Nedostatak testa je subjektivnost pri tumaenju
rezultata.

v

v

v

Pripremljena kultua se cntrifugira 15 min. na 1200 x.
212 putaispere sa 200 l rastvora PBS (pH 7.9
Talog s resuspendujew 200 ul PBS-a 10 ul

tina borelja oko

suspenzie sc nanese na plodicu (g
30,000,000 bakerijm).

Originalna fotografija: Indirektni imunofluorescentni test na lajmsku bolest
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ELISA TES noenzimski test

<+ Najcedce korisceni test za detekciju specifi¢nih
IgM/IgG antitela.

<« At na borelije se razvijaju u istom trendu kao i kod
ostalih bakterijskih infekcija.

< Kao antigen mogu da se koriste:

a Cele lizirane éelije borelija (najeesceiz
kulture);

a Veoma specifian C6 peptid test - preciscent
profein = sastojise od 26 A.K nevarijabilnog regiona VLSE

proteina-(C6 Lyme ELISA), uveden 2001. god. za komercijalnu
upotrebu (Immunetics);

o Rekombinantni antigeni (flagelin, p39,
VISE i drugi);

'VLSE - uveden 2007. god. u prvostepeni test kao antigen (Diasorin)

SENZITIVNOST ELISA TESTA

> Najcesce, pacijenti kod kojih se tek pojavio migratorni eritem
(EM) su SERONEGATIVNI, jer nivo At jo3 uvek nije
detektabilan!

> Nakon 1. nedelje bolesti - SENZITIVNOST prvostepene serologije
je ODLICNA!

> Nakon Th EM - 80-90% pacijenata je POZITIVNO u ELISA testu!

> Nakon stadijuma bolesti EM - Senzitivnost ELISA testa sa celijskim
lizatom je 100%!

PREDNOSTI I MANE ELISA TESTOVA NA B.
burgdorferi s.|. KOMPLEKSA

Da li se onda sme izostaviti ELISA

Prednosti: S P
rednos | test kao prvostepena analiza?
0 Tetort anova an G el B ekamioaston VLAE oo |

i iz B. garinii, B. B. burgdorferis.s imaju dodatnu MANE:

vrednost, jer detektuju i evropske  azijske sojeve. = ELISA test moZe da da lazno
pozitivan nalaz (i do 55% slu€ajeva)
i ina celim Ag Bbsl (izati éelija)-ukljucuju vise cpitopa za kod pacijenata sa drugim
e e e spirohetalnim oboljenjima:
MANE: sifilis

leptospiroza
sp.). krpeljska povratna groznica
> Unakrsno reagovanie i kod: - Usled poliklonalne B-¢elijske

- ANA (antinuklearna AT) g aktivacije daje laZnu pozitivnost
- RF (reumatoidni fakior) kod:

- sa homologim

Naravno da NE!

- Epstain-Barrvirusa
- RA (Klinitki reumatoidni artritis) - Malarije Samostalno kori¥¢enje samo drugostepenog testa -
- MS (multipla skleraza) - Treponema denticola

Western Blota - SMANJUJE SPECIFICNOST
SEROLOSKOG TESTIRANJA!

O ELISA test daje podatak o intenzitetu imunskog
ds G!

ANTITATIVAN test i korelira sa titrom At.
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Zasto se onda uvodi drugostepeni test - WB?

> WB se ne radi bez prethodno uradenog ELISA testa!

> WB je potvrdan test- razja$njava sve ono §to nam je u ELISA testu bilo
grani¢no ili pozitivno!

> WB je KVALITATIVAN TEST!

> WBje i semi-kvantitativan test!

ZASTO?

=> Zato $to imunoblot rekombinantna tehmka razdva]a mnoge Bbsl Ag
(proteine) prostorno na &vrstu trak

- Na taj nadin se najbolje moze uotiti SPECIFICNOST I KOMPLEKSNOST
IMUNOG ODGOVORA!

test!

NODOMINANTNIPROTEINI BOREL UWB

Skening elektronska mikrografija (SEM)
Borrelia burgdorferi sensu lato

» B. burgdorferis.l. cksprimira razlicite antigenc u razlititim fazama
iu razlititim domacinima.

» VISE antigen-varijabilni povrsinski lipoprotein — eksprimira se

samo in vivo, u tkivu i krvi inficiranog domacéina.

- Zajednicki za razlicite vrste borelija, imunogen u ranoj i kasnoj fazi
Imlesn ispoljava se u vise od 1030 varijanti (strategija borelija za

> OspA antig imira seu Krpelja i u tkivu
inficiranog domaéina (vrlo retko). At se na ovaj protein javljaju kod
Iajm artritisa.

> OspB-vrlo retko se cksprimira u krpeljima, ali je izraZen pri
hroniénoj infekeiji ljudi (ne detektuje se redovno). Imunski odgovor na
ovaj antigen se javlja u kasnijoj fazi bolesti (Iajm arthritis).

v

OspC antigen- eksprimira se u pljuvagnim Zezdama krpelja i u
thivu inficiranog domacina (rana faza infekcije).

jroamcrsl

Ryt

ACTEPOB

ABOIN

4/19/2023

> Osetljivost i specifiénost WB zavisi od:

§to je povezano sa geografikom distribucijom vrsta
ovog kompleksa,

antigenske specifiénos

moguénosti multiple Infekuje i koinfekeije.

> Osetljivost i specifiénost WB zavisi i od natina
pripreme antigena;
cele bakerije - lizat - Kompleksna smeSa
proteina izdvojenih iz

imunodominantni proteini-purifikovani

rekombinantni

- OspC, p41, p39, p58, OspA, pl7, VIsE, p100, p18
(nisu dovoljno prezentovani kod imunoblota
dobijenog pomocu lizata antigena, pa se sprovodi

binantna tehnika za dobijanje dovoljne

koligine proteina za odredivanje IgM i IgG.

antitela protiv B. burgdorferis].

tipa i vrste koriscenih antigena B. burgdorferisl.,

> Zainterpretaciju Western blota znacajno je
poznavanje antigenskih karakteristika
pojedinih proteina:
% pdl- unutraSnji deo flagelinskog
lekula:

izuzetno imunogen, ali ima malu
dijagnosticku vrednost zbog ukrstene
reakeije sa flagelinom drugih bakterijskih
vrsta;

* proteini spoljasnje membrane:
0spC (p25 kDa), marker rane faze
imunosti,
OspA (p31 kD), OspB, (p39), markeri
kasne faze imunosti

* proteini protoplazmatskog cilindraz
P83/100; P17, p21, pd3, pS8—indikatori
kasne faze lajm borelioze

flagelin B.-—OSpC.....VLSE....dibronectin
binding protein

Linijski rekombinantni imunoblot
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1021.

INTERPRETACIJA REZULTATA WB

ACTEPOB 4/19/2023
ABOJ

> Interpretacija imunodijagnostitkih testova se sprovodi na osnovu odgovarajuéih
definisanih kriterijuma-UPUTSTVA PROIZVODACA!

> Prilikom interpretacije imunodijagnostickih testova treba uzeti u obzir:
- fazu i duzinu trajanja bolesti,
- osobine individualnog imunskog odgovora,
- eventualno prisustvo drugih obolienja,
- kaoi primenjeni antibiotski tretman.
- VAZNO: Pogresno ocitavanje blede trake-Zest razlog LAZNO POZITIVNOG
REZULTATA!
- Cutoff kontrolna traka je marker oitavanja!
= Rezultati IgM blotova su viSe podlozni greskama (IgM At zbog pentamerne strukture su
vide “vise lepljiva” od IgG At), u odnosu na IgG blotove!
- VAZNO: Ako su traéice specificnih proteina znacajnih za interpretacij
nema znalaja za Dg!
- Da bi se IgM blot definisao kao pozitivan-dovoljne susamo 2 od 3 specifiéne tragice
proteina, a za IgG je neophodno 5 od 10!

kod IgM blota blede-rezultat

U ranoj fazi Klinicka slika lajm borelioze ne mora biti specifiéna za ovo oboljenje.

Kod manjeg broja pacijenata i u kasnoj fazi borelioze humoralni imunski odgovor moze izostati, a moze bit
prekinut ranim uvodenjem antibiotske terapije.

Ako se imunski odgovor razvija relativno kasno, rezultati testova za odredivanje antitela mogu biti negativni
Postoje bolesnici koji su slabi reaktor i kod kojih se antitela ne mogu detektovati,

Zato se uzorci seruma na itar antitela zimaju pamo-drugi pami uzorak treba uzeti u razmaku od 4-6 nedelja nakon
prvog

Dve do cetiri nedelje nakon infekeije konocmmqs m\um)gnhuhn.l 1gM Klase raste, dostizudi najvecu koncetraciju u
Sestoj nedelji, a njihov titar opada nakon 4-6 mi

1gG antitela se javljaju 6 do § nedelja nakon mhkcuc i perzistiraju mnogo godina posle infekcije, pokazujuci nizak
pad utitru koji se detektuje uz pomoc ELISA testa.

Kod nekih bolesnika moZe se sresti postojanje samo IgM antitela u duzem periodu, pa ih je zato potrebno Klinicki

pratiti.
Za potvidu dijagnoze trebalo bi dokazati prisustvo TgG antitela, jer samo prisustvo TgM antitela nije siguran
pokazatelj nedavne infekeije!

Zakljucak
v Radna ju mikrobi ijagnostike lajm borelioze i
ivanju epidemioloskih i ekoloskih istika, puteva prenosa,
i lpmﬁlnkse“ ske-borelioze, kao i ostalih
krpeljima ivi bolesu ja jedan i

permanentan zadatak koji se mora sprovoditi
multidisciplinarno i timski!

VALA NA PAZNJI

oL itivai i : skriningom jom sa
izazivacem siflisa Ehrlichi -pylori, EBV antigenima;

@ e s e
se javljaju u jui kod drugih bolesti hi inemijom, prisustvom
autoimunskih i reumatskih oboljenja, hipotireozom.

' Za sada ne postoji efikasna vakeina protiv lajm borelioze!

' Radi se na iznalazenju anti-borelijske vakeine koja bi praktiéno delovala prilikom samog
ubodakrpelja-npr. VL15-antigena determinanta proteini OspA
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