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SUTRUMPINIMU SARASAS

Ag — antigenas

AIDS - igyto imunodeficito sindromas (angl. Acquired Immune Deficiency Syndrome)

Ak — antiktinas

Borrelia burgdoferi IFR - Borrelia burgdoferi imunofluorescencijos reakcija

DNR - dezoksiribonukleininé rugstis

ECM - létiné migruojanti eritema (angl. erythema chronicum migrans)

IFA - imunofermentin¢ analizé (angl. ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), EIA
(Enzyme Immuno Assay))

IFR - Treponema pallidum imunofluorescencijos reakcija (angl. FTA — ABS (Fluorescent
Treponemal Antibody ABSorbtion))

Ig — imunoglobulinas

Omp - iSorinés membranos proteinai (angl. Outer membrane proteins)

OT — optinis tankis

PGR — polimerazés grandininé reakcija

RPR — greitoji plazmos reaginy reakcija (angl. Rapid Plasma Reagin)

TPHA - Treponema pallidum hemoagliutinacijos reakcija (angl. Treponema Pallidum
Haemagglutination Assay)

ZIV — zmogaus imunodeficito virusas



IVADAS

Nagrinéjamos problemos aktualumas: sifilio ir Laimo ligos sukéléjai Treponema
pallidum ir Borrelia burgdoferi priklauso tai paciai spirochety eimai. Siy infekciju eiga
Zmogaus organizme yra létine ir gali sukelti rimtus sveikatos pazeidimus. Abiejy ligy klinikiniy
simptomy spektras labai {vairus, o aktyvius ligos periodus gali keisti ilgai trunkantys
besimptomiai arba labai mazai simptomiski ligos periodai. Serologiné abieju $iu infekceijy
diagnostika yra labiausiai prieinama ir dazniausiai atlickama. Neretai kliniking diagnoze bei
gydymo paskyrima lemia biitent serologiniy laboratoriniy tyrimy rezultatai.

Mokslin¢je literatiiroje nurodoma, kad serganciuyju viena i§ dviejy (sifiliu arba Laimo
borelioze) ligy kraujo serologiniai zymenys gali salygoti klaidingai teigiamus serologiniy testy
rezultatus ir dél kitos infekcijos. Kiekvienoje laboratorijoje idiegty tyrimo metody ir pasirinkty
reagenty naudojimas gali turéti jtakos klaidingam teigiamy rezultaty dé¢l kryZminio reaktyvumo
daznumui. Sio fenomeno Zinojimas ir  jvertinimas atskiroje laboratorijoje gali skatinti
egzistuojan¢iy rutininiy tyrimy parinkimo korekcija ir padéti iSvengti diagnostiniy klaidy,
pagerinti laboratorijos teikiamy paslaugy kokybe.

1. DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas: nustatyti VULSK diagnostikos centre rutiniS$kai naudojamy serologiniy

sifilio ir Laimo boreliozés testy galimai klaidingy teigiamy rezultaty daznuma dél kryZminio

viena 18 $iy infekcijy uZsikrétusiyju pacienty kraujo serumy reaktyvumo.

Darbo uzdaviniai:

1. Istirti sifiliu serganciyjy ir/ar teigiamais sifilio serologiniy testy rezultatais jvertinty
pacienty kraujo serumus Laimo boreliozés serologiniu zymeny testais.

2. Istirti Laimo berelioze serganciy ir/ar teigiamai Laimo ligos jvertinty pacienty kraujo
serumus sifilio serologiniy Zymeny testais.

3. Nustatyti galimy klaidingai teigiamy serologiniy tyrimy variantus/kombinacijas ir ju

daznuma.

Individualus darbo indélis: Sio darbo metu darbo autor¢ pati atliko kraujo serumo tyrima
dél sifilio infekcijos (RPR, TPHA, imunofluorescentinis tyrimo metodas, imunofermentinis
testas) ir dél Laimo ligos (imunofluorescentinis tyrimo metodas); vykdé mokslinés literatiiros
paieSka ir ja analizavo; sistemino ir kritiSkai vertino mokslinéje ir kitoje spaudoje paskelbta
informacija nagrinéjamu klausimu; analizavo empirinius, praktinius ir eksperimentinius

duomenis; interpretavo tyrimo rezultatus ir apibendrino pagristomis iSvadomis ir pasitilymais.



2. LITERATUROS APZVALGA
2.1. Trumpa sifilio kilmés ir plitimo istorija

Zmonijos bandymus jvertinti §ios kadaise baisios ligos atsiradima, plitima, méginima
apsisaugoti galima suskirstyti | 4 periodus:

1) iki 1910 m. buvo bandyta pritaikyti serologine sifilio diagnostika,

2) 1910-1943 m. m. buvo pritaikita sifilio serologiné diagnostika,

3) efektyvus gydymas,

4) po 1982 m. — AIDS grésmés eroje.

Sifilis iki 1910 mety. Daugelis mano, kad Sia infekcija 1493 m. i Europa atvez¢ Kolumbo
jurininkai i§ ka tik atrastos Amerikos. Jiirininkai uzsikrété nuo vietiniy gyventojy, o pastarieji,
lytiskai santykiaudami su naminiais gyvinais, uzsikrété nuo lamy. ISsiskirste Sie jiirininkai
iSplatino infekcija po ivairius Ispanijos miestus. I§ Cia liga plito 1 Pranciizija, Italija ir kitas
Europos S$alis. Jau 1493 m. minéta ,,pranciizy liga®“ (morbus gallicus) pasirodé jungtingje
Lietuvos ir Lenkijos valstybéje, o 1498 m. kalbama apie sifilio epidemija Lietuvoje [25, 29].

Kai kurie mokslininkai mano, kad sifilis yra kilgs i§ Afrikos ir kad endemiSku
treponematoziy (pinta, bedzel, frambezija) sukéléjai esa atsirade i§ vienos treponemos. Si
pirminé treponema dél skirtingy klimatiniy ir buities salygu Afrikoje ir Europoje diferencijavosi
1 endemisky treponematoziy ir sifilio sukélejus [23].

Treciosios teorijos Salininkai mano, kad sifilis nuo gilios senatvés buves ir Europoje, ir
Azijoje, ir Afrikoje. Pasak jy, senovés mokslininkai ir gydytojai Hipokratas, Susruta, Galenas ir
kiti mini opas, kondilomas, gumas, kurios gali biiti sifilinés kilmés. Pastaraja teorija remia ir kai
kurie archeologiniai duomenys — budingi sifiliui Zmoniy kauly pakitimai, aptikti Europos
kapavietése, iki Amerikos atradimo [25].

1905 m. kovo 3 d. lietuviy kilmés protozoologas Fritz R. Schaudin (1871 — 1906) ir
vokieciy dermatologas Erich Hoffman (1868- 1959) sékmingai nudaz¢ anilino dazais preparatus,
kurie buvo paimti i§ Zmoniy su pirminiu ir antriniu sifilio zidiniais ir pademonstravo Berlyno
Charite klinikoje. 1906 m. Karl Landsteiner (1868 — 1943) ir Victor Mucha parodé 7. pallidum
gyvas regejimo lauke po mikroskopu. Atradus sukéléja, netrukus pasirode ir serologing sifilio
diagnostika [12].

Sifilis po 1910 mety. Po 1910 m. pritaikyta serologiné diagnostika leido nustatyti
dauguma slaptos eigos sifilio formy, apie kurias anks¢iau nebuvo zinoma. Literatiiros Saltiniai
rodo, kad sifilio simptomatika labai pasikeité, lyginant su pirmaisiais sifilio epidemijos
desimtmeciais lapinskait [23].

AIDS grésmés eroje. Vakary Salyse sergamumas Siek tiek émé kilti 9 — jo deSimtmecio

antroje puséje, ta¢iau jj sulaiké masiskas AIDS pasirodymas ir ZIV infekcijos lytinio perdavimo



biidu jrodymas. Homoseksualistai pakeit¢ savo lyting elgsena, dél to maz&jo ir bendras
sergamumas [4, 11, 40]. Taiau sergamumo mazéjimas buvo trumpalaikis. Sumazéjus
homoseksualisty epidemiologijai, nauja béda tapo narkomanai. D¢l to staigiai émeé daugéti ir
igimto sifilio atvejy. Dél tokios kritiSkos padéties Amerikos Ligy kontrolés centras rekomendavo
18tirti visas néS¢ias moteris dél sifilio, o gimdymo metu imti krauja ne i§ virkstelés, o i§ motinos,
kad biity iSvengta klaidingy laboratoriniy atsakymuy [3, 7, 13].

ZIV infekcija rodo, kad sifilio eiga vél gali igyti pirmyksti pobudi, kaip ir XVI amZiuje.
Pradéjo ryskéti centrinés nervy sistemos pazeidimai nebe treciojoje, o antrojoje ligos stadijoje.
Sergant AIDS tretinis neurosifilis i8sivysto per 3 ligos ménesius. Dél to Siems pacientams
nustatytos penicilino dozés tapo neadekvacios [22].

2.2. Sifilio epidemiologija
Sifilis paplitgs visame pasaulyje, taciau jis ypac¢ daznas besivystanCiose Salyse.

Daugiausia serga sifiliu 20-39 m. amziaus zmonés, bet gali sirgti jvairaus amZiaus.

Sifilio sergamumo rodikliai Lietuvoje: 1992 m. — 286 zmonés, 1993 m. — 694, 1994 m. —
2182, 1995 m. — 3379, 1996 m. — 3761, 1997 m. — 3146, 1998 m. — 2326, 1999 m. — 1676, 2000
m. — 1171, 2001 m. — 881 Zmogus [54].

2.3. Sifilio sukéléjas
Treponema pallidum atrado ir aprasé
1905 m. Schaudin ir
Hoffman’o [45]. Tai spiralés pavidalo
mikroorganizmas. Vingio ilgis — apie 1 um. Ji
yra labai judri ir juda gana budingai: trukcioja

pirmyn ir atgal, Svytuoja, susitraukingja,

i8silenkia ir sukasi apie savo 1iSilging asi.

Pagal taisyklingus ienodus ingius, plonuma ir sudétingus taisyklingus judesius,
1. pav. Sifilio ligos sukéléjas ja galima atskirti nuo kity spirochety, kurios
Treponema pallidum [52] yra storesnés, ju vingiai netaisyklingi, nevienodi, o
judesiai primityvis [8, 25]. Ji gali biiti aptinkama skystyje tiesiogiai mikroskopuojant natyvini
preparata tamsiame regé¢jimo lauke, paimtame i§ pirminio — antrinio sifilio metu matomy bérimy,
ypac Slapiuojanciy (1 pav.). Blyskioji treponema gali persilenkti. Tiriant elektriniu mikroskopu
nustatyta, kad blySkioji treponema padengta apvalkalu. 7. pallidum dauginasi tik biidama
aktyvioje biisenoje. Ji skyla pusiau syki per 30 val. Ne organizme treponema greitai ziista nuo
kar$cio, iSdzitivimo, antiseptiky, muilo ir vandens, nors citruotame kraujyje prie - 4° C gali
i8silaikyti gyvybinga iki 3 pary. Esant 55 - 60° temperatiirai, ziina per 15 min. Atsparesné

zemoms temperatiroms, lavono audiniuose iSsilaiko gyva 2 — 3 paras. 37° temperatiira yra



optimali blyskiosioms treponemoms daugintis. 5% natrio hidrokarbonate Ztina iSkart, taip pat
akimirksniu ziina 50 - 56° etilo alkoholyje [2, 13, 21, 43, 47].
2.4. Sifilio infekcijos Saltiniai ir uzZsikrétimo budai

Blyskioji treponema | Zmogaus organizma patenka pro pazeista oda ar gleiving. Ypac
sifilis uzkreciamas pirminio ir antrinio sifilio metu [15].

Sifilis pagal uzsikrétimo biida skirstomas {:

*igyta, syphilis acguisita (uzsikre¢ia vaikas arba suauges),
*igimta, syphilis congenita (uzkreCiamas vaisius gimdoje nuo sergancios
nés¢ios motinos).

Dazniausiai sifiliu uzsikre¢iama lytiniy santykiy metu (apie 98-99%), kai serga vienas i§
partneriy, nes tada uzsikrétusiojo lytiniy organu srityje daznai esti sifilio iSbérimy, kuriy
pavirSiuje yra blyskiyjy treponemy. Treponemos pro nerySkius itrukimus ir nedideles erozijas,
atsiradusias lytiniy santykiy metu, patenka i sveiko Zzmogaus organizma ir ji uzkrecia.

Buitinis sifilio perdavimas (per buitinés apyvokos daiktus, cigaretes, liipy pieStukus),
kaip ir perpilant kraujo produktus, yra teoriSkai imanomas, bet praktiSkai labai retas [49].
DidZiausia sukeléjo perdavimo grésmé yra pirminio, antrinio ir ankstyvojo slapto sifilio metu.
Persirgus sifiliu, imunitetas nesusidaro. Retais atvejais imanomas ir kitoks nei lytinis sifilio
perdavimas:
v’ buciuojantis, jei ligoniui ant lGpy ir liezuvio yra sifilio iSbérimy;
v serganéiai sifiliu Zindyvei maitinant kadiki, ypa¢ kai jos krity speneliai yra
sutriikingjg;
v" medicinos darbuotojams tiriant arba operuojant sifiliu sergantj ligonj (nezinant,
kad pacientas yra uzkréstas ir nesiimant apsaugos priemoniy);
v’ retai — perpilant infekuoto Zzmogaus krauja [25, 41].
2.5. Sifilio inkubacinis laikotarpis

Sifilio inkubacinis laikotarpis, t. y. laikas nuo uzsikrétimo momento iki pirmyju ligos
simptomy atsiradimo, daZniausiai trunka 3 savaites (21 dieng). Taciau kartais jis sutrumpéja iki
10, net 8 dienuy, o taip pat gali ir pailgéti iki 2 — 3 ir daugiau ménesiy (100 dieny). Inkubacinis
laikotarpis gali pailgéti, jei ligonis tuo metu dél kokiy nors priezas¢iy (pvz., anginos, gonoréjos,
furunkuly) yra vartoj¢s nedideles medikamenty dozes, kurios sifilio neiSgydé, bet pakeité jo eiga
ir pailgino inkubacini laikotarpi. Tokiems medikamentams priskiriami antibiotikai, pvz.
trichomanozei gydyti vartojamas flagilis, trichopolis, metronidazolis, galintys prailginti sifilio
inkubacini laikotarpi. Treponema Zmogaus organizme plinta ir dauginasi limfos sistemoje.Viena

1§ priezasciy, kod¢l butent limfos sistemoje dauginasi ir plinta treponema, yra tai, kad limfoje yra



mazai deguonies. Jau pirmomis dienomis po uzsikrétimo blyskioji treponema patenka ir | kraujo
sistema ir kraujo déka iSneSiojama i organus ir audinius [21, 42, 48].
2.6. Sifilio patologija

Igyto sifilio atveju 7. pallidum i organizma patenka per gleivines, paprastai — genitalijy ar per
odos smulkius pazeidimus. Vieni mikroorganizmai dauginasi patekimo vietoje, kiti — per keleta
valandy iSsis¢ja retikuloendotelingje sistemoje ir tada pradeda daugintis. [gimto sifilio atveju
infekcija patenka tiesiai i vaisiaus krauja pro placenta. Transfuzinio sifilio atveju — tiesiai i krauja
su infekuoto donoro krauju.

Sifilis yra smulkiyjy kraujagysliy liga. PaZeidimo vietoje iSsiplecia kapiliarai, endotelis
patinsta ir proliferuoja [32]. Kai ju spindis uzsidaro, ivyksta nekrozé, kuri matoma kaip audinio
vientisumo pazeidimas. Apie kapiliarus susirenka limfocitai, plazminés lastelés net gigantinés
lastelés, o veliau — fibroblastai ir formuojasi nauji kapiliarai. Visa tai vadinama induracijos
klinika. Giliis pazeidimai gydomi palieka randus. Pazeidimy gilumas ir rySkumas priklauso nuo
imuniteto. Tretinio sifilio sukelti pazeidimai yra hipererginés kilmés, nes paciy treponemy biina
maZai, o audiniy destrukcija didelé: gumos, infiltratai, kurie gali i1Sopéti. Veélyvajam sifiliui labai
budingi ir degeneraciniai pakitimai, kurie vyrauja sergant neurosifiliu ir kardiovaskuliniu sifiliu
[28, 32, 43, 47].

2.7. Sifilio klasifikacija
EpidemiologiSkai sifilis yra ne viena, bet dvi ligos. Viena 1§ ju yra ankstyvasis sifilis
(pirmuosius 2-4 metus). Jis priskiriamas tmiai infekcijai. DidZiausias uZzkreciamumas yra
pirmaisiais dvejais metais, ypa¢ pirmaisiais, toliau stipriai mazéja ir { ketvirtyjy mety pabaiga
pasiekia nuli. Kitas sifilis yra vélyvasis (daugiau kaip 4 mety trukmés), kuris gali sukelti kitas
sveikatos problemas, priklauso nuo infekcijos vystymosi ypatybiy bei pazeisto organo pakitimy
[9, 13, 25, 30].

A. Jgytas sifilis:
1. Ankstyvasis sifilis (iki 2 mety):

pirminis;
antrinis;

latentinis ankstyvas

2. Vélyvasis sifilis (daugiau nei 2 metai):

latentinis vélyvas;

tretinis sifilis (iskaitant gumozinius pazeidimus, kardiovaskulini sifili ir neurosifili).
B. Jgimtas sifilis:

1. Ankstyvasis jgimtas sifilis (pasireiskia < 2 m. amziaus):



ankstyvas simptominis;

ankstyvas latentinis.

2. Velyvasis jgimtas sifilis (pasireiSkia > 2 m. amZiaus):
velyvas simptominis,
vélyvas latentinis [23, 28].
2.8. Sifilio diagnostika
Sifilio diagnostika remiasi anamneze, epidemiologija, klinika ir laboratoriniais tyrimais.
Laboratoriniai tyrimai. BlySkiosios treponemos identifikavimas. Sukél¢jas gali biiti
randamas zitirint mikroskopu tamsiame regéjimo lauke medziaga, paimta i§ kietojo Sankerio,
pirminio ir antrinio sifilio odos bérimy bei ploksciyjy kondiliomy, Slapiuojanciy ir vegetuojanciy
papuliy. Medziaga i$ kietojo Sankerio gali biiti tiriama ir tiesioginés imunofluorescencijos
reakcija, naudojant monokloninius antiklinius. Pastaraisiais metais sifilio diagnostikai pradéta
naudoti ir polimerazés grandininé reakcija.
2.8.1. Laboratoriné serologiné sifilio diagnostika
Netiesioginis, serologinis sifilio diagnozavimas
REAGININIAI TESTAI
1. Komplemento sujungimo reakcija — KSR
Vasermano reakcija — RW su kardiolipininiu antigenu
2. Pasyvios agliutinacijos testas:
* Mikroprecipitacijos reakcija
Agliutinacija su kardiolipidiniu antigenu
* VDRL testas (Venereal Disease Research Laboratory)
o VDRL
Agliutinacija su kardiolipidiniu antigenu
o VDRL Carbon
o RPR (Rapid plasma Reagin)
Agliutinacija su kardiolipidiniu antigenu, absorbuotu ant anglies grudeliy
TREPONEMINIAI TESTAI
1. Komplemento sujungimo reakcija — KSR
Vasermano reakcija — RW su treponeminiu antigenu
2. Pasyvios agliutinacijos reakcija
TPHA (Treponema Pallidum Haemagglutination Assay)
TPPA (Treponema Pallidum Particle Agglutination)



* Antigenas absorbuotas ant nes¢jo (vis€¢iuko arba avino eritrocity, Zelatinos grideliy)

» Testas atlickamas U formos 96 Sulinéliy plokstelése

* Rezultatai vertinami vizualiai

3. Imunofermentinis testas - [FA
ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
EIA (Enzyme Immuno Assay)
» Testas atlickamas 96 Sulinéliy plokstelése, padengtose antigenu
» Rezultatai vertinami su spektrofotometru
4. Netiesioginis Imunofluorescencijos testas
FTA — ABS (Fluorescent Treponemal Antibody ABSorbtion)
* Objektinis stiklelis, padengtas antigenu
* Bandiniai tiriami fluorescenciniu mikroskopu
5. Treponemy imobilizacijos reakcija - TIR
TPI (Treponema Pallidum Immobilization testas) arba Nelsono testas [25, 47, 51].
2.9. Trumpa Laimo ligos istorija

Atskiri Laimo boreliozés sindromai Europoje buvo zinomi nuo 19- ojo amziaus pabaigos,
taciau ligos sukélejas — Borrelia burgdorferi - atrastas tik 1982 metais (nuo tada pradétas ir ligos
etiotropinis gydymas) [47].

Tai yra infekciné sisteminé Borrelia riiSies spirochety sukelta liga, kurios sukéléjus
7monéms perduoda erkés. Sios ligos atradimo istorija - tai medicinos progreso, jvairiy simptomy
bei sindromy sintezés pavyzdys. Jau 1863 m. A. Buchwald aprasé odos pakitimus, pavadings
juos létiniu atrofiniu akrodermatitu. Véliau 1910 — 1913 metais A. Afzelius ir B. Lipschiitz
aprasé migruojancia eritema ir tik 1921 m. Afzelius jtar¢, kad tam tikra vaidmeni Sios ligos
etiologijoje turi erkés. C. Garin ir D. Bujadoux 1922 m. aprasé neurologing simptomatika esant
migruojanciai eritemai, o 1941 m. A. Bannwarth aprasé limfocitinio meningoradikulito atvejus.

Tik 1975 m. JAV A. Steere ir kiti apras¢ vaiky artrito epidemija Konektikuto valstijoje,
Laimo miestelyje, irodydami ry$i tarp sanariy pakenkimo bei erkés jkandimo ir po jo atsiradusio
odos paraudimo. Tai pavadino ,,Laimo artritu®, o véliau $ia liga imta vadinti tiesiog ,,.L.aimo
liga®. 1982 m. W. Burgdorfer, A. Barbour ir kiti jrodé, kad Sios ligos priezastys yra spirochetos,
kurias Zmogui perduoda erkés. Taigi, pra¢jo 100 mety, kol buvo surastos Sios mislingos ligos
viena nozologini vieneta, pavadinta Laimo boreliozés vardu. Lietuvoje $i liga pirma karta buvo
atrasta ir aprasyta 1987 m. vasara Vilniaus universiteto Gamtiniy zidiniy infekciju mokslinio
tyrimo laboratorijos ir Sveikatos apsaugos ministerijos surengtos mokslinés ekspedicijos metu
[14, 15, 31].
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2.10. Laimo ligos epidemiologija

Zmoniy susirgimai Laimo liga yra registruojami daugelyje pasaulio $aliy. Lietuvoje jie
pradéti registruoti 1987 m. Lietuvoje Laimo ligos rodikliai kasmet did¢ja: 1991 metais — 60
Zzmoniy, 1992 m. - 130 Zmoniy, 1993 m. — 676, 1994 m. — 656, 1995 — 941, 1996 m. — 785, 1997
m. — 1661, 1998 m. — 1498, 1999 m. — 766 Zmonés, o 2000 m. sergamumo skaicius iSaugo iki
1713, 2001 m. sumazéjo iki 1153, 2002 m. — iki 894, 2003 m. iSaugo net 3688 zmonés. Laimo
liga Lietuvoje turi aiSkia sezoning dinamika: dazniausiai sergama liepos ir rugpjii¢io ménesiais
[15, 54].

2.11. Laimo ligos sukéléjas

Savo ruSies pavadinima Sie sukéléjai
gavo pranclizy mikrobiologo A. Borrel, kuris
XX a. nagringjo spirochety jvairove, déka [26].
Tai Gram (-), judrios, spiralés iSvaizdos
spirochetos, turin¢ios nuo 7 iki 11 ziuzeliy
(judamyjy organéliy) (2 pav.) [15].  Siu

mikroorganizmuy genetiné medziaga

(dezoksiribonuklein¢  rugstis, DNR) yra
2 pav. Laimo ligos sukéléjas dvejopa: chromosoming ir ekstrachromosoming,

Borrelia burgdorferi [53] esanti plazmidése. Genetiné borelijy sudétis
(DNR) yra nevienoda. Pagal tai jos skirstomos { rtiSis. IS 11 esamuy boreliju riiSiy Zmogui
patogeniSkos tik 3: B. burgdorferi, B garinii ir B. afzelii. Kadangi skirtingy rusiy borelijy DNR
yra nevienoda, skiriasi ir jas sudarantys baltymai. [ borelijos sudéti jeina apie 30 baltymuy. Vieni
baltymai yra nespecifiski borelijoms, panasus i kity spirochety ar gramneigiamy mikroorganizmuy
baltymus (pvz., 60 kDa molekulinio svorio membranos baltymas). Kiti baltymai yra specifiski
borelijoms ir vienodi visoms trims patogeninéms boreliju ruSims (pvz., 41 kDa molekulinio
svorio Ziuzelinis antigenas). RuSiai specifiski baltymai — t.y. skirtingi B. burgdorferi, B. garinii ir
B. afzelii — yra iSorinés membranos proteinai (Outer membrane proteins Omp: A, B, C, D, E, F).
Sie baltymai turi keleta svarbiy ypatybiu: juos koduoja plazmidés, jy stiprios imunogeninés ir
imunoapsauginés savybeés, nuo ju priklauso borelijy organotropizmas, lemiantis ligos klinika. Be
to, OmpA ir OmpC baltymy sintez¢ priklauso nuo erkés fiziologinés biiklés. Nepasimaitinusios
erkés kiine esancios borelijos turi OmpA. Erkei pradéjus siurbti gyviino ar zmogaus krauja ir dél
to pakilus temperatiirai erkés kiinelyje, boreliju OmpA baltymo sintez¢ nutriiksta ir pradedamas
sintezuoti proteinas OmpC. Borelijoms migruojant i§ erkés Zarnyno 1 seiliy liaukas ir perduodant
jas gyviinui ar zmogui, OmpC kiekis biina labai didelis. Sis baltymas yra labai imunogenigkas,

tuo tarpu antikiiniai prie§ OmpA atsiranda labai vélai po uzsikrétimo borelijomis ir labai
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nedideliais kiekiais. Sio fenomeno i3aiskinimas tapo labai svarbiu Zingsniu gaminant Laimo ligos
vakcina. [14, 15, 19, 26].
2.12. Laimo ligos infekcijos Saltiniai ir uzsikrétimo budai

Borelijy rezervuaras gamtoje yra smulkieji grauzikai, elniai ir kiti laukiniai, reciau
naminiai Zinduoliai, pauks¢iai, driezai. IS vieno gyviino kitam borelijas pernesa Ixodes riisies
erkés. Zmogus uzsikrec¢ia isisiurbus borelijomis uzkréstai erkei. Galimas, taciau labai retas,
transplacentinis boreliju perdavimas. Per karviy ir ozky piena Laimo ligos suké¢l€jai neplinta.
Nors borelijos kartais iSskiriamos ir i§ kity kraujasiurbiy vabzdZiy, vienintelis infekcijos
perdavéjas Zmogui yra iksodinés erkeés.

Per 2 gyvenimo metus erkés praeina 4 vystymosi stadijas: kiauSinélis, lerva, nimfa ir
suaugusi erké. Kiekviena judri erkés forma maitinasi tik karta per metus: lerva ir nimfa —
pavasari/vasara, suaugusi erké — vélyva rudeni. Visose vystymosi stadijose (iSskyrus kiausinélio)
erké gali uzkrésti Zmoguy. Kai erkeé isisiurbia, borelijos migruoja i§ Zarnyno { seiliy liaukas ir su
seilémis patenka i gyviing. UZsikreCiama dazniausia praéjus 48 — 72 val. po erkés isisiurbimo,
nors yra apraSyta atvejy, kai borelijos pateko po keleto valandy. Tiesioginiy duomeny apie
borelijy perdavima kraujo ar jo produkty perpylimo metu néra, taciau Zinoma, kad borelija gali
iSgyventi kraujo produktuose [6, 15].

2.13. Laimo ligos inkubacinis laikotarpis

Laimo ligos inkubacinis laikotarpis nuo 2 iki 30 dieny, t. y. vidutiniSkai beveik 2 savaités.
Pradiniai ligos poZymiai biina panaSis | infekcini procesa ir daznai su odos paZeidimais.
DaZniausiai susirgimo pradzioje atsiranda migruojanti eritema aplink pirminio afekto — tai vieta,
kur buvo prisisiurbusi erké [26]. Kaip jau buvo minéta, susirgimas gali prasidéti migruojancia
eritema arba bendrais Laimo ligai budingais simptomais: galvos skausmas, negalavimas,
migruojanciais skausmais kauluose bei raumenyse, pykinimas, bendras silpnumas, negalavimas,
karstlige. KarStines periodas gali trukti keleta dieny (apie 15 dieny).

Erkés igélimo vietoje inkubacinio periodo pabaigoje pasireiSkia nedidelis niezulys,
kartais skaudantis ir matosi paraudimas. Démé¢ pamazu didé¢ja ir negydant jos skersmuo gali
siekti nuo keliy iki 90 cm [5, 15, 26].

Démé (pritemai) biina ovalios, apvalios, refiau trianguliarinés formos. Centras
dazniausiai pasvieséjes, kraStas rySkesnis, raudonos alyvinés spalvos ,,Jaucio akis“. Retkarciais
raudonés centre gali atsirasti mazgelis, puslelés, puksle, iSopé€jimas ar $aSas. KrasStas palaipsniui
pleciasi ir po 4-8 savaifiy paraudimas spontaniSkai gali iSnykti ir be gydymo. DazZniausiai
lokalizuojasi pakinklyje, ant Slauny, blauzdy, pilvo, ranky odos, nes borelijos 1§ pirminés
patekimo vietos keliauja i kitas vietas. Borelijos plinta organizme hematogeniniu ar limfogeniniu

blidu. Antrinés eritemos skiriasi nuo pirminiy tuo, kad jos yra mazesnés. Ankstyvose Laimo
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ligos stadijose gali atsirasti retas odos pazeidimas - limfocitoma taip pat gali padidéti kepenys.

Laimo liga gali pléstis ir nesant odos pazeidimy, esant bendriems intoksikacijos
poZymiams ir karS¢iavimui.

Po 2 — 10 savaiciy nuo ligos pradzios klinika charakterizuojama migruojancios eritemos
iSnykimu ir patologiniy pozymiy pasireiSkimu. PaZeidimai pasireiSkia vidaus organuose: nervy
sistemoje, Sirdyje, akyse ir kitur.

Daznai nervy sistemos pazeidimai pasireiSkia meningitu, radikuloneuritu, galvos nervuy
neuritu. Artritas iSrysSkeja per keleta savaiciy nuo ligos pradZios arba po migruojancios eritemos.
Sanariy pazeidimai neretai gali buti beeriteminés formos Laimo ligos sindromas. Pirmas
besivystancio artrito pozymis yra skausmas sanariuose, sunku judéti [19, 26].

2.14. Laimo ligos patologija

Borelijos yra labai judriis invaziniai mikroorganizmai, galintys penetruoti { {vairiy
organy audiniy endotelio lasteles ir kolonizuotis ekstralasteliniuose tarpuose. Patekusios i
Zmogaus organizma, borelijos pradeda daugintis odoje ir sukelia jos uzdegima. Kartais i§ odos
borelijos patenka | krauja ir diseminuoja po visus organus ir sistemas. Nors borelijos
dazniausiai veikia kaip ekstralastelinis sukéléjas, jos gali isiskverbti 1 jungiamojo audinio
lasteles, pvz., fibroblastus, tuo paciu gali iSvengti Seimininko imunings sistemos poveikio bei
imuninio atsako. Nors kraujo keliu borelijos diseminuoja po visa organizma, pazeidimas
18sivysto tik tam tikruose organuose, kuriems borelijos turi didziausia tropizma ir kurie yra
vienaip ar kitaip izoliuoti nuo Zmogaus organizmo imuninés sistemos (sanariuose, Sirdies
laidziojoje sistemoje, nervy sistemoje, labai retai akyse). Nezitrint ankstyvos diseminacijos,
infekuoty organy pazeidimas atsiranda tik po kurio laiko — keliy savai¢iy, ménesiy, o kartais
net mety. Apie 20% atveju borelijos 1§ odos patenka tiesiai i krauja arba iSplinta nervu
skaidulomis, nesukeldamos odos uzdegimo pirminio patekimo vietoje. Laikas tarp boreliju
dalijimosi yra ilgas, o Zmogaus organizmo uzdegiminis ir imuninis atsakas { borelijas vystosi
létai. Ankstyva lokalizuota ir ankstyva diseminuota boreliozés stadijos yra salygotos
tiesioginio borelijy poveikio, t.y. mikroorganizmai dauginasi, d¢l to kyla uzdegimas ir organy
pazeidimas. Siy stadiju prognozé yra palanki - 90% atvejy per pus¢ mety organizmo imuniné
sistema eliminuoja infekcija be gydymo. Deja, kartais recidyvai, besikeisdami su remisijomis,
arba ligos progresavimas nebylioje formoje baigiasi negriztamais organy pakitimais. Manoma,
kad negydomos boreliozés peréjimas i léting stadija yra predisponuotas genetiskai. Sios
stadijos patogenez¢ néra visisSkai neaiski (infekciné ir/ar autoimuning) ir prognoze nepalanki

[15, 26].
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2.15. Klinikiné Laimo ligos klasifikacija

Laimo Boreliozé yra sisteminé liga, pazeidzianti oda, centring — perifering nervy sistema,
atramos jud€jimo aparata, Sirdi, akis [26].

Kiekvienam ligoniui patologiniai simptomai pasireiSkia individualiai. Tai nulemia
{vairios priezastys: amzius, premorbidinis fonas, gretutinés alerginés ir sisteminés ligos, Sirdies
kraujagysliy ir nervy sistemos bikleé [5].

Laimo liga, panasiai kaip sifilis, skirstoma { tris ligos stadijas. Pagal laika ir klinikinius
siptomus sunku tiksliai pabrézti ligos stadija.

Ankstyvoji Laimo liga (imi eiga):
I stadija - lokalaus pazeidimo stadija
IT stadija - sukeléjo diseminacijos stadija
Vélyvoji Laimo liga (1étine eiga):
IIT stadija - organy morfologiniy paZeidimy stadija

Laimo ligos pirmojoje stadijoje 60 - 80% ligoniy ant odos atsiranda ECM (létiné
migruojanti raudone¢). Tai patognominis (neabejotinas) Laimo ligos simptomas. Diagnozavus §i
pazeidima, nebiitinas serologinis tyrimas ir privaloma skirti antibiotiky kursa [15].

2.16. Laimo ligos diagnostika

Laimo ligos laboratorinei  diagnostikai tatkomi  imunologiniai  tyrimai
(imunofluorescencijos reakcija, {vairiy modifikacijy imunofermentiniai tyrimai, imunoblotingas,
antigeno nustatymas Slapime, T — limfocity prolifiracijos tyrimai ir kt.), molekulinés biologijos
metodai — polimerazés grandininés grandininé reakcija (PGR), borelijy kultiiros auginimas ir kt.

1. Humoraliniai testai:
IFR (netiesioginés imunofluorescencijos reakcija)
ELISA (imunofermentinis tyrimas)
Western blot (imunoblotingas)
2. Sukéléjo tyrimas:
Kultiiry tyrimas (BSK - Mdium)
Histologiniai tyrimai (Warthin - Starry)
Elektroniné mikroskopija
3. Imunohistochemija:
Tyrimai monokloniniy monospecifiniy antikiiny pagalba (APAAP)
4. Lasteliniai testai:
Specifiniy lasteliy imuninés reakcijos (T — limfocity proliferacija, granuliocity —
makrofagu kolonijos stimuliuojancio faktoriaus sekrecija in vitro)

4. Polimeraziné grandininé reakcija (PGR) [15, 51].
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3. EKSPERIMENTINE DALIS
3.1. Tyrimo medZiaga
Tyrimai atlikti  Vilniaus universiteto ligoninés Santariskiy klinikos (VULSK)
Laboratorinés diagnostikos centro Mikrobiologijos laboratorijos Infekcijy Zymenuy tyrimuy
padalinyje.

Tyrimo medziaga sudaré 40 serumy.

Serumai buvo surinkti ir iStirti nuo 2005 m. vasario iki 2006m. kovo mén. Serumai

itraukti i tyrima pagal kriterijus.

[traukimo i tyrima kriterijai:

1. Teigiami serumai dél sifilio buvo atrenkami atlikus nors viena reakcija dél sifilio, t.y.
RPR, TPHA, Treponema pallidum IFA ar IFR. [ tyrima buvo jtraukiami gavus
teigiama rezultata (23 serumai dé¢l sifilio tyrimy buvo gauti i§ VULSK
Dermatovenerologijos centro) (1 lentele).

2. Teigiami serumai dél Laimo ligos buvo atrinkti gavus teigiama rezultata tiriant
imunofluorescencijos metodu dél Laimo ligos (8 serumai dél Laimo ligos tyrimu
buvo gauti i§ VULSK Dermatovenerologijos centro) (1 lentele).

3. Teigiami serumai del Laimo ligos taip pat buvo atrinkti atliekant reakcija su DRG
(JAV) Borrelia 14 kD ir OspC IgM ELISA. Sios reakcijos teigiamas rezultatas —
>1.1.
[ Vilniaus universiteto ligoninés SantariSkiy klinikos laboratorinés diagnostikos
centro Mikrobiologijos laboratorijos Infekciju Zymeny tyrimy padalini i§ UAB
,»Endemik* buvo gauti serumai, kuriy rezultatas buvo > 1.1 (UAB ,,Endemik” atrinkti
24 serumai iStirti dél Laimo ligos). Visi gauti i§ UAB ,,Endemik™ 24 serumai buvo
iStirti miisy laboratorijoje su Borrelia burgdorferi IFR reakcija ir i tyrima buvo
itraukiami tik tie serumai, kuriu titras > 1:256 taigi, 1§ 24 serumy i miisy tyrima buvo
Itraukti 9 serumai.

IS 40 pacienty buvo paimta po vieng serumo méginj. Atrinkti serumai buvo uzsaldomi, o

véliau atSildzius pakartotinai iStiriami dél sifilio ir Laimo ligos.

1 lentelé. Klinikiné informacija apie tyrimo medziaga

Sifilio diagnozé Laimo ligos diagnoze

Serumai [tariami Patvirtinti [tariami Patvirtinti
Dél sifilio - 23 - -
D¢l Laimo ligos - - 9 8




Visi 1 tyrima itraukti serumai buvo iStirti Siomis reakcijomis:

1) RPR kokybinis ir kiekybinis vertinimas,
2) TPHA,

3) Treponema pallidum ELISA,

4) Treponema pallidum imunofluorescencija,

5) Borrelia burgdorferi imunofluorescencija.
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3.2. Tyrimo metodai
3.2.1. RPR - greitoji plazmos reaginy reakcija
(angl. Rapid Plasma Reagin)

Paskirtis. RPR kokybinés ir kiekybinés reakcijos atliekamos ant kortelés, su 18 mm
diametro tyrimo pavirSiumi, skirtos serologiniam sifilio aptikimui netreponeminiais tyrimo
metodais.

Tyrimo principas. RPR reagento sudétyje yra antigenai, iSskirti i§ netreponeminiy
Saltiniy (tai yra tiesiogiai nesusij¢ su treponeminiais mikroorganizmais), nustatantys reagino tipo
imuninius baltymus serume. Sie i antikiinus pana$is baltymai issiskiria i krauja, vykstant
treponemos mikroorganizmy reakcijai su organizmo audiniais.

RPR antigeno suspensija — tai kardiolipidiniu antigenu padengtos anglies dalelés,
reaguojancios su 1 antikiinus panasiomis medZiagomis - ,,reaginais”, kuriy biina sifiliu serganciy
asmeny serume ar plazmoje. Kai kuriais atvejais ju gali biiti ir kity Uminiy, chroniniy ligy
atvé¢jais. Tiriamuose pavyzdziuose reaginai jungiasi su testo antigenu, kuri sudaro kardiolipinu —
lecitinu dengtos anglies dalelés, vyksta anglies daleliy ir reaginu flokuliacija bei koaguliacija,
gerai matoma tamsiy dribsniy Sviesiame fone pavidalu. Reakcija yra makroskopiné ir tod¢l gerai
optiSkai matoma (3 pav.). Tiriamuosiuose pavyzdziuose, kuriuose néra reaginy, koaguliacija
nejvyksta, tirpalas lieka homogeniskai Sviesiai pilkos spalvos (,,Becton Dickinson and
Company”, JAV).

Reagentai. RPR plokstelinio antigeno suspensijos sudétines dalys: 0.003% kardiolipino,
0.020 — 0.022% lecitino, 0.09% cholesterolio, 0.0125 M EDTA, 0.01 M Na2HPO4, 0.01 M
KH2PO4, 0.1% timerosalio (konservanto), 0.02% anglies (specialiai paruostos), 10% cholino
chlorido ir dejonizuotas arba distiliuotas vanduo.

Priemonés, reikalingos atliekant testg.

1. I kasdienini testavima turi ieiti zinomo reaktyvumo titruoti kontroliniai serumai, kad
galima buty jsitikinti optimaliu antigeno reaktyvumu.

2. Rotatorius, 100 + 2 apsukimuy per min., kurio apsukos diametras — 2 cm su automatiniu
taimeriu ir dang€iu.

Pavyzdziy paruoSimas. Veninis kraujas imamas { mégintuvelius be antikoagulianty.
Serumas atskiriamas nuo kraujo kreSulio kaip galima greic¢iau po kraujo sukreséjimo.

Kokybinis testas. Atskirta seruma automatine pipete 50ul uZzlaSinam ant kortelés
skritulio, atsargiai paskirstom po visa skritulio pavir§iu. Po to uZzlaSinama RPR antigeno

suspensijos ir kortel¢ sukama 8 minutes po dangciu mechaniniu rotatoriumi.
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Norint atskirti neigiama nuo silpnai teigiamo rezultato, po rotacijos reikia trumpai
pasukinéti ir pavartyti plokstele rankoje (3 ar 4 kartus pirmyn atgal). Tyrimo rezultatai
makroskopiSkai vertinami tuojau pat ryskioje kaitrinés lempos ar dienos Sviesoje.

Tyrimo rezultatas:

- teigiamas® — jei matomas charakteringas dribsniy iSkritimas, kurio intensyvumas
svyruoja nuo nedidelio bet aiSkaus iki rySkaus ir intensyvaus.

- ,heigiamas* — jei dribsniy iSkritimo néra.

Silpnai — vidutiniSkai teigiamas visada vertinamas kaip teigiamas.

Jei gavome teigiama ar silpnai — vidutini$kai teigiama rezultata, toliau yra atlieckamas
kiekybinis testas:

Priklausomai nuo kokybinio rezultato intensyvumo, serumas toliau titruojamas. Jei yra
stipri agliutinacija, tai titruojama mazdaug 5 kortelés skrituliuose, o jei silpna — 3 skrituliuose.
Ant kiekvieno skritulio sulasinama po 0.05 ml. 0.9 % Na CI, po to tiek pat tiriamojo serumo
uzlaSinama i pirma skrituli, sumaiSoma automatine pipete. PerneSama 0.05 ml. misinio nuo
pirmo skritulio ant antro, nuo 2 iki 3 ir t.t. Gale iSpilamas likgs 0.05 ml. miSinio. UZlaSinus RPR
antigeno suspensijos 1 visus skritulius, daroma viskas taip pat kaip ir kokybiniame teste.

Vertinama pagal didZiausia praskiedima, kuriame yra teigiamas rezultatas, taip pat, jei

reakcija silpnai teigiama ar vidutiniSkai teigiama (3 pav.).

RPR REAKCIJA

e

Anglies, kardiolipino, lecitino ir Reagininiai antikGnai
cholesterolio reagentas

Q Neigiama

3 pav. RPR reakcijos principas bei ivertinimas

Matoma flokuliacija

Teigiama

Kokybés kontrolé. Atliekant serija tyrimy, butina kiekviena dieng atlikti kokybés
kontrolés tyrimus. Tyrimuy rezultatai gali biti vertinami tik tada, kai yra tiksliis kontroliniy

tyrimy rezultatai.
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3.2.2. TPHA - Treponema pallidum hemoagliutinacijos reakcija

(angl. Treponema Pallidum Haemagglutination Assay)

Paskirtis. Netiesioginés hemagliutinacijos reakcija skirta specifiniy antikiiny prie§

Treponema pallidum nustatymui Zmogaus serume.

Principas. Paruosti vis€iuko eritrocitai yra sensibilizuoti Treponema pallidum (Nikolso

Stamo) antigeno ekstraktu. Jei tiriamieji meéginiai yra teigiami, tai reakcijos pasekoje

mikroplokstelés pavirSiuje susidaro rausvos spalvos agliutinatai (4 pav.). Klaidingi teigiami

reakcijy rezultatai gali buiti gauti, sureagavus nepatogeniniy Stamy treponemy antiklinams

(,,Omega diagnostics LTD”, United Kingdom).

Reagentai.

a)
b)
c)

d)

e)

antigeninis reagentas: sensibilizuoti vi§€iuko eritrocitai;

kontrolinis reagentas: nesensibilizuoti vis¢iuko eritrocitai;

skiediklio tirpalas: fosfatinis buferis fiziologiniame tirpale su Reiterio Stamo
treponemy ir stabilizatoriaus tirpiais komponentais;

teigiama kontrolé: imunizuoto triusio serumas; praskiestas 1:20. Tikslus titras
nurodytas ant buteliuko etiketés. Yra leistinas + vieno praskiedimo nukrypimas;

neigiama kontrolé: normalus triusio serumas praskiestas 1:20.

Visi reagentai yra su 0.1% natrio azidu.

Reikalinga jranga.

- Apvaliadugnés mikrotitravimo plokstelés (U formos dugnu).

- Automatinés pipetés.

Tyrimo eiga.

Atsildyti reagentus kambario temperatiiroje (20 — 30 °C). Antigeninis ir kontrolinis

reagentai turi biiti kruopsciai resuspenduoti.

Kokybinis testas.

Kiekvienam tyrimui reikia 3 plokstelés Sulinéliy.

1.
2.
3.

Ipilti 190 pl skiediklio i pirma Sulinély, 1 kitus du nereikia.

Ipilti 10 pl tiriamo serumo i pirma Sulinél;.

ISmaiSyti pirmo Sulinélio turinj ir i§ jo perkelti 25ul | antra Sulinélj. SumaiSyti vél
pirmame Sulinélyje likusi turinj ir perkelti { trecia Sulinélj 25pl.

Ipilti 75 pl kontrolinio reagento { antra ir 75 pl antigeninio reagento i trecia Sulinélius.
Sumaisyti Sulinéliy turini, lengvai pasukant mikroplokstele rankom arba apie 30 sek.
rotatoriumi.

Inkubuoti uzdengta mikroplokstele viena valanda kambario temperattroje. Saugoti ja

nuo vibracija ir karsti skleidzian¢iy Saltiniy.
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7. lvertinti tyrimo rezultatus.

Kokybés kontroliy panaudojimas.

Kiekvienai tyrimy partijai atlickami teigiamo ir neigiamo rezultato kontrolés testai.
Atsizvelgiant | tai, kad kontroliniai serumai jau yra praskiesti 1:20, kokybiniame teste ju
galutinis praskiedimas bus 1:80. [pilti kiekvienos kontrolés po 25 ul { antrg ir trecia Sulinélius.
Skiediklio pilti nereikia.

Toliau — pakartoti kokybinio testo punktus 4 — 7.

(]
i Cee/

4 pav. TPHA reakcijos principas, teigiama (virSuje) ir neigiama (apacioje) reakcija [39]

Rezultaty vertinimas:

4+ : visa Sulin¢lio dugna dengia vienalytis agliutinuoty eritrocity sluoksnis,
kartais su ryskiais pakrasciais.

3+ : vienalytis sluoksnis nepilnai uzdengia Sulinélio dugna.

2+ : siauras vienalytis sluoksnis su dalies nusédusiy eritrocity ziedu.

1+ : labai siauras agliutinacijos sluoksnis su placiu nusédusiy eritrocity Ziedu.

+ : eritrocitai nuséd¢ Sulinélio dugne i kompaktiska darini su skylute centre.

— : eritrocitai nuséde Sulinélio dugne | kompaktiska darini su labai maza skylute
centre arba visai be jos.

Teigiamas rezultatas: nuo 4+ iki 1+

Abejotinas: +

Neigiamas: —
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3.2.3. Treponema pallidum serologiné diagnostika imunofluorescencijos
reakcija (IFR)
(angl. FTA — ABS (Fluorescent Treponemal Antibody ABSorbtion))

Principas. Paciento serumas uzneSamas ant objektinio stikliuko, padengto Treponema
pallidum  ekstraktu. Konjugatas - fluoresceinu pazyméti antiklinai prie§ Zmogaus
imunoglobulinus parodo antikiinus prie§ Treponema pallidum, prisijungusius prie antigeno ant
stikliuko (5 pav.). Tam, kad biity iSvengta saveika su nespecifiniais antikiinais, serumo bandiniai
absorbuojami sorbentu (,,bio Merienx ® sa”, France).

Serumo paruoSimas: 20 pl serumo ipilame i 80 pl sorbento ir palaikome 5 min., kad
ivykty absorbcija.

Inkubacija: po to serumas uzneSamas ant stiklelio su 7. pallidum ir objektinis stiklelis
laikomas termostate 30 min., drégnoje kameroje, 37° C temperaturoje.

Plovimas: po reakcijos stiklelis plaunamas fosfatinio buferio tirpalu 10 min., po to
nuskalaujamas distiliuotu vandeniu, dziovinamas.

Dazymas: koncentruotas konjugatas skiedziamas buferiu (1 laSas i 5 ml buferio) ir
uzneSamas ant nudziovinto stiklelio. Po to kartojamos ankstesnés procediiros.

Inkubacija: termostate 30 min., drégnoje kameroje, 37° C temperaturoje.

Plovimas: fosfatinio buferio tirpale 10 min., po to distiliuotame vandenyje, dziovinimas.

Rezultaty vertinimas. Stiklelio mikroskopija fluorescenciniu mikroskopu.

1. Neigiama reakcija: néra fluorescencijos, arba treponemos vos matomos su silpnai
zalsvu atspalviu.

2. Teigiama reakcija: treponemos Svyti ivairaus laipsnio rySkiai zalia fluorescencija,
vertinama nuo 1+ iki 4+.

Interpretavimas. FTA-ABS testas patvirtina antikiny buvima serume jau pirmosiomis
sifilio infekcijos patekimo savaitémis. Liekamieji antikiinai serume islieka keleta mety ir po

uzbaigto gydymo.
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5 pav. Sifilio sukél¢jo netiesioginé

imunofluorescencija [36]

3.2.4. Borrelia burgdorferi serologiné diagnostika imunofluorescencijos reakcija (IFR)

Principas. Objektiniai stikliukai yra padengti Borrelia burgdorferi, kurios antigenai

reaguoja su serume esanciais antikiinais. Antigenas ir antikiinas sudaro imunini kompleksa, prie

kurio gali prisijungti konjugate esantis antikiinas, pazymétas fluorescuojancia medziaga (6 pav.).

Mikroskopuojant matomas Svyte¢jimas rodo, kad tiriamo zmogaus serume yra antikiiny pries§
Borrelia burgdorferi (7 pav.) (,,bio Merienx ® sa”, France).

Serumo paruosimas: praskiedimas 1:64 ( 10 ul serumo i 630 pl buferio). Titravimui —
100 pl skiesto serumo (1:64) pilama i 100 pl buferio ir gaunams praskiedimas (1:128). Taip pat
gaunami tolesni praskiedimai 1: 256, 1:512 ir t. t.

Inkubacija: titruoto serumo méginiai uzneSami (1:64, 1:128, 1:256 ir t.t.) ant stiklelio su
Borrelia burgdorferi ir objektinis stiklelis laikomas termostate 30 min., drégnoje kameroje, 37°
C temperatiroje.

Plovimas: po inkubacijos stiklelis plaunamas fosfatiniu buferio tirpalu 10 min., po to

nuskalaujamas distiliuotu vandeniu, dziovinamas.
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DaZymas: koncentruotas konjugatas skiedziamas buferiu (1 laSas { 5 ml buferio) ir
uzne$amas ant nudziovinto stiklelio. Po to kartojamos ankstesnés procediiros.

Inkubacija: termostate 30 min., drégnoje kameroje, 37° C temperatiiroje.

Plovimas: fosfatinio buferio tirpale 10 min., po to distiliuotame vandenyje, dZiovinimas.

Tyrimo rezultaty jvertinimas ir interpretacija.

Tyrimo rezultatai vertinami, mikroskopuojant fluorescenciniu mikroskopu.

Rezultatai neigiami, jei néra borelijy Svyt€jimo arba jos matomos blankios, Zalsvai pilkos
spalvos.

Rezultatas teigiamas, jei matoma ryskiai Zalios spalvos borelijy fluorescencija, o itirto
serumo antikiiny titras yra didesnis uz 1:256.

Serumo antikiiny titra atitinka tas didziausias serumo praskiedimas, kuriame dar aiSkiai
matomas borelijy Svytéjimas.

Patologijos slenksciu jprasta laikyti antikiiny titra 1:256.

Nustacius antikiiny titra 1:128 — 1:256, toki seruma reikéty pakartotinai istirti, paémus
nauja meégini po 7 — 15 dieny. Tai leisty nustatyti antikiiny lygio poky¢ius.

Interpretuojant tyrimy rezultatus, bitina atsizvelgti 1 Laimo ligos klinikos ir
epidemiologijos duomenis.

Kai kurios, kity spirochety sukeltos infekcijos gali rodyti teigiamas kryzmines reakcijas
serologiniuose tyrimuose dé¢l Laimo ligos. Treponema pallidum infekcija daznai rodo kryZzmines
reakcijas imunofluorescencijos testuose, todé¢l visi teigiami rezultatai, gauti tiriant Laimo liga,
turi biti patikrinti kitais sifilio serodiagnostikos testais (RPR, TPHA). Laimo ligos diagnoz¢ gali
biiti tvirtinama tik tuomet, kai RPR ir TPHA testai yra neigiami.

6 pav. Laimo ligos nustatymo netiesioginés imunofluorescencijos reakcija principas [37]
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7 pav. Laimo ligos sukeléjo netiesioginé

imunofluorescencija [36]

3.2.5. Treponema pallidum imunofermentiné analizé (IFA)
(angl. ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay),
EIA (Enzyme Immuno Assay))

Imunofermentiné reakcija yra konkurentinis testas bendryjy antikiiny prie§ Treponema
pallidum nustatymui Zmogaus serume.

Paskirtis. IFA yra serologinis diagnostinis testas, patvirtinantis atrankiniy sifilio
serodiagnostikos testy rezultatus.

Testu nustatomi specifiniai Ig G, M, A antikiinai, todél testas jautrus visose ligos
stadijose.

Principas. Mikrotitravimo plokstelés Sulinéliai padengti iSgrynintais Treponema
pallidum antigenais. [ Sulinélius laSinami neskiesti tiriamieji serumai, po to — konjugatas, t. y. 7.
pallidum antikiinai, Zyméti fermentu — krieny peroksidaze.

Specifiniai antikiinai prie§ 7. pallidum tiriamajame serume ir konjugatas konkuruoja deél

antigeno, kuriuo padengti Sulinéliai. NesusiriSusi medziaga iSplaunama i§ Sulin¢lio. Sulasinus
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substrata, spalva pasikeicia tuose Sulin¢livose, kuriuose yra fermento — tai yra juose nebuvo
zmogaus anti — Treponema pallidum antikiiny ir rezultatas vertinamas kaip neigiamas.
Fermentiné reakcija stabdoma sieros rugsties tirpalu ir matuojama 450 nm Sviesos bangos
absorbcija. Jei optinis tankis maZesnis uz maziausia leisting (angl. Cuf off) reikSmg, rezultatai
laikomi teigiamais. Geltonos spalvos, atsiradusios sustabdzius reakcija, intensyvumas yra
atvirkS¢iai proporcingas antikiiny prie§ 7. pallidum koncentracijai tiriamajame serume (8, 9, 10
pav.) (,,Omega diagnostics LTD”, United Kingdom).
Tyrimo procedira.
1. Prie§ pradedant tyrima, visiems tyrimo komponentams ir tiriamajam serumui
leidziama susilti iki kambario temperatiiros.
2. Tiriamieji serumai ir kontrolés neskiedziami.
3. I pasiZzymétus Sulinélius sulasinama po 25 pl tiriamyjy arba kontroliniy serumy
ir po 100 pl anti — Treponema pallidum HRP konjugato (ne véliau kaip per 30

min. nuo pirmojo tiriamojo serumo sulasinimo). Svelniai 5 sek. PamaiSoma

sukant.
4. Inkubuojama 37°C 90 minuciy.
5. Po inkubacijos Sulinéliy turinys i$pilamas, plokstel¢ plaunama 3 kartus plovimo

buferiu, tarp plovimy po 30 sek pamirkant.
I kiekviena Sulinélj laSinama po 100 pl substrato.
Inkubuojama tamsoje 15 min. 37°C temperaturoje.

Reakcija sustabdoma ilasinant po 100 pl Stop tirpalo | kiekviena Sulinélj.

e

Optinis tankis matuojamas spektrofotometru, naudojant 450 nm Sviesos
bangos filtra.

10. Rezultaty vertinimas ir interpretacija.

Kiekvienam tiriamajam ir kiekvienam kontroliniam serumui iSmatuojamas optinis tankis
(OT), isreiskiamas Sviesos absorbcijos vienetais.

Spektrofotometras apskai¢iuoja maziausia leisting Sviesos bangos absorbcijos reikSme
(angl. Cut off) pagal formulg, kurioje dviejy silpnai teigiamy kontroliniy serumy iSmatuotas OT

vidurkis dauginamas i$ koeficiento 1,2.

silpnai teigiamy kontroliniy
Cut off = serumy OT vidurkis *1,2

Jei kontroliniy serumy iStyrimo rezultatai néra tokie, kokie turéty biiti (ju reikSmeés
nurodytos metodikoje), tirlamyjy serumy rezultatai laikomi negaliojanciais.
Tiriamyjy serumy rezultatai jvertinami, lyginant ju iSmatuotas Sviesos absorbcijos

reikSmes su Cut off reikSme.
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Neigiamas rezultatas. Neigiamu tiriamojo serumo rezultatas laikomas tada, kai jo OT yra
didesnio uz apskaiciuota Cut off reikSme (9 pav.).

Abejotinas (+) rezultatas gali biiti tuomat, kai tiriamojo serumo OT reikSmé visiSkai
sutampa su Cut off reikSme (8 pav.).

Teigiamas rezultatas gaunamas tada, kai tiriamojo serumo iSmatuoto OT reikSmé yra
mazesné uz Cut off reik§me. Sji rezultata interpretuojant, galima jvertinti jo $viesos absorbcijos
intensyvuma ir tuo paciu — fermentini aktyvuma, kuris yra atvirk$¢iai proporcingas antikiiny

koncentracijai méginyje (10 pav.).
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1) Mikrotitravimo ploksteles

Sulin¢liai padengti iSgrynintais

Treponema pallidum antigenais.

T
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2) I Sulinélius lasinami neskiesti ~ 3) NesusiriSusi medziaga
tirlamieji serumai, po to — konjugatas,  iSplaunama i§ Sulinéliy.
t. y. T. pallidum antikiinai, Zyméti

fermentu — krieny peroksidaze.

8 pav. Imunofermentinés reakcijos principas [34]

4) 1 kiekviena Sulinélj lasSinama

substrato.
5) Fermentiné reakcija stabdoma

sieros rigsties tirpalu ir matuojama

450 nm Sviesos bangos absorbcija.
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1) Mikrotitravimo plokstelés

Sulinéliai padengti iSgrynintais

Treponema pallidum antigenais.
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2) 1 Sulinélius laSinami neskiesti ~ 3) NesusiriSusi medziaga
tirlamieji serumai, po to — konjugatas,  iSplaunama i$ Sulinéliy.
t. y. T. pallidum antikiinai, zyméti

fermentu — krieny peroksidaze.

4) 1 kiekviena Sulinélj laSinama
substrato. Spalva  pasikeicia
tuose Sulinéliuose, kuriuose yra
fermento — tai yra juose nebuvo
zmogaus anti - 1. pallidum
antik@iny ir rezultatas vertinamas

kaip neigiamas.

5) Fermentiné reakcija stabdoma

sieros riigsties tirpalu ir matuojama

450 nm Sviesos bangos absorbcija.

9 pav. Neigiamos imunofermentinés reakcijos principas [34]
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1) Mikrotitravimo plokstelés

Sulinéliai padengti iSgrynintais

Treponema pallidum antigenais.

2) 1 Sulinélius
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tiriamieji serumai, po to — konjugatas,
t. y. T. pallidum antikiinai, Zyméti

fermentu — krieny peroksidaze.

laSinami neskiesti
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3) NesusiriSusi medziaga

iSplaunama 18 Sulinéliy.

10 pav. Teigamos imunofermentinés reakcijos principas [34]
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4) I kiekviena Sulinéli laSinama
substrato. Tuose Sulinéliuose, kuriuose
spalva nepasikeité - nebuvo fermento,
bet juose buvo Zmogaus anti-
T. pallidum antikiny ir rezultatai

vertinami kaip teigiami.
5) Fermentiné reakcija stabdoma

sieros rugsties tirpalu ir matuojama

450 nm Sviesos bangos absorbcija.
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4. TYRIMO REZULTATAI
Sifilio serologiniai testai

1. Greitas plazmos reaginy testas (RPR)

RPR tastai buvo atlikti su 40 serumy.16 serumy testy buvo teigiami. Du testai buvo
laboratoriskai abejotini (x). Abejotini rezultatai reiskia, kad pacientui gali biiti ligos pradzia arba
jis gali biiti po gydymo. RPR reaktyviy serumy kiekybinio iStyrimo titrai matomi 2 lentel¢je.

Nereaktyviis RPR testui serumai buvo 22 atvejais 1§ visy tyrimy.

2. Treponema pallidum hemoagliutinacijos reakcija (TPHA)

TPHA reakcija buvo atlikta irgi su visais 40 pacienty serumais. Teigiami buvo 22 serumy
tyrimy rezultatai (2 lentele).

Neigiami buvo 18 serumy tyrimy rezultatai.

3. Imunofermentiné analizé (IFA)

IFA reakcija buvo istirta 40 serumuy: teigiamu rezultatas buvo 22 serumuy, o neigiamu — 18
serumy (2 lentele).

4. Imunofluorescencijos reakcija (IFR)

I[FR buvo atlikta su 40 serumy. Teigiami rezultatai buvo gauti iStyrus 28 serumus.
Nebuvo gauta abejotiny rezultaty. Neigiamus rezultatus rodeé 12 serumy.

Serologinis tyrimas dél Laimo ligos
Imunofluorescencijos reakcija (IFR)
Siame tyrime dél Laimo ligos imunofluorescencijos reakcija (IFR) buvo atlikta su 40

serumy: teigiama rezultata turéjo 16 serumy, o neigiama — 24 serumai (2 lentel¢).
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2 lentele. Laimo ligos ir sifilio serologiniy tyrimy rezultatai

KLINIKINE INFORMACIJA | TYRIMAI DEL SIFILIO TYRIMAI DEL
Nr. | APIE SERUMUS (PS, IL, PL) LAIMO LIGOS
RPR | TPHA IFA IFR IFR

1. PS 1:8 2+ teig. 4+ 3+ (1:256)
2. PS 1:4 3+ teig. 4+ 3+ (1:256)
3. PS neig. | neig. neig. 1+ 3+ (1:256)
4. PS neig. 2+ teig. 2+ neig.

5. PS neig. 2+ teig. 2+ 1+ (1:64)
6. PS 1:2 3+ teig. 3+ 2+ (1:128)
7. PS neig. 3+ teig. 3+ 1+ (1:64)
8. PS 1:16 4+ teig. 4+ 3+ (1:256)
9. PS neig. 4+ teig. 4+ 3+ (1:256)
10. PS 1:64 4+ teig. 4+ 4+ (1:512)
11. PS 1:64 4+ teig. 4+ 4+ (1:1024)
12. PS 1:8 4+ teig. 4+ 3+ (1:256)
13. PS neig. 3+ teig. 3+ 3+ (1:256)
14. PS + 3+ teig. 4+ 4+ (1:512)
15. PS 1:64 4+ teig. 4+ 2+ (1:128)
16. PS 1:1 3+ teig. 3+ 4+ (1:512)
17. PS 1:1 4+ teig. 4+ 1+ (1:256)
18. PS 1:16 4+ teig. 4+ 4+ (1:512)
19. PS 1:8 4+ teig. 4+ 4+ (1:512)
20. PS 1:4 4+ teig. 3+ 3+ (1:256)
21. PS 1:256 4+ teig. 4+ 4+ (1:1024)
22. PS 1:16 4+ teig. 4+ 2+ (1:256)
23. PS 1:32 4+ teig. 4+ 4+ (1:1024)
24. IL neig. | neig. neig. neig. 3+ (1:256)
25. IL neig. | neig. neig. neig. 2+ (1:256)
26. IL neig. | neig. neig. | neig. 2+ (1:512)
27. IL neig. | neig. neig. neig. 1+ (1: 256)
28. IL neig. | neig. neig. neig. 2+ (1:256)
29. IL neig. | neig. neig. neig. 3+ (1:256)
30. IL neig. | neig. neig. neig. 3+ (1:256)
31. PL neig. | neig. neig. neig. 4+ (1:1024)
32. PL neig. | neig. neig. neig. 4+ (1:512)
33. PL neig. | neig. neig. 2+ 4+ (1:1024)
34. PL neig. | neig. neig. 2+ 4+ (1:512)
35. PL neig. | neig. neig. 1+ 4+ (1:1024)
36. PL neig. | neig. neig. | neig. 4+ (1:512)
37. PL neig. | neig. neig. 1+ 3+ (1:256)
38. IL + neig. neig. | neig. 2+ (1:256)
39. IL neig. | neig. neig. neig. 2+ (1:256)
40. PL neig. | neig. neig. 3+ 4+ (1:512)

PS — serumai ligoniy su patvirtinta sifilio diagnoze

IL — serumai pacienty su jtariama Laimo ligos diagnoze

PL — serumai ligoniy su patvirtinta Laimo ligos diagnoze
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4.1. Tyrimo rezultaty aptarimas

Sifilis ir Laimo boreliozé gali stipriai Zaloti zmogaus sveikata ir salygoti rimtas
komplikacijas. Klinikinis pacienty iStyrimas abiejy Siy infekcijy atvejais gali biiti nepakankamai
informatyvus pagristo ir aiSkaus itarimo suformavimui. Jei bus itarta, kad pacientas gali sirgti
sifiliu, Siuo metu egzistuojanti serologiné diagnostika ir jos kitimai dinamikoje padés gydytojui
teisingai diagnozuoti Sia infekcija ir paskirti adekvaty gydyma. Dél ivairiy priezasciuy
(anamnezés neaiSkumas ar noras ja nuslépti, neaiSkus klinikinis susirgimo vaizdas ir panasSiai)
sifiliu sergan¢iam pacientui gali biiti pirmiausia itarta Laimo borelioz¢ ir nejtartas sifilis.
Remiantis egzistuojancia praktika, toks jtarimas bus tikrinamas atliekant serologinius tyrimus
Laimo boreliozei nustatyti. Sio darbo rezultatai rodo, kad dél kryzminio serumy reaktyvumo,
sifiliu sergancio paciento kraujo serumas gali biiti jvertintas kaip teigiamas (i§ tikryuy kaip
klaidingai teigiamas) ir dél Laimo boreliozés. Toks ivertinimas gali salygoti neadekvataus
gydymo paskyrima ir potencialy komplikacijuy pavoju.

Veiksniai, jtakojantys Siame darbe naudotu serologiniy tyrimy rezultatus

Sifilio serologiniy tyrimy klaidingai teigiami ir klaidingai neigiami rezultatai. Labai
svarbu ir biitina visiems medikams Zinoti, kad gali biiti biologiskai klaidingai teigiamos reakcijos
— Gimios (esancios maziau kaip 6 ménesius) ir létinés (esancios ilgiau kaip 6 ménesius).

Umios klaidingai teigiamos netreponeminés reakcijos esti sergant jungiamojo audinio
ligomis (raudongja vilklige ir kt.), imiomis virusinémis ligomis (v€jaraupiais, tymais, hepatitu,
infekcine mononukleoze, pirmine herpetine infekcija), tuberkulioze, raupsais, pneumokokine
pneumonija, Siltine, maliarija. Serologinés reakcijos klaidingai teigiamos gali biiti po narkozes,
sergant tiroiditu, bakteriniu endokarditu, taip pat dél laboranty techniniy klaidy.

Letinés klaidingai teigiamos serologinés reakcijos yra asocijuotos su jungiamojo audinio
ligomis (sistemine raudongja vilklige), maliarija, raupsais ir piktybiniais navikais [15].

Tirdamas sergancius raupsais, Portnoy [33] nepasteb¢jo nei vienos klaidingai teigiamos
reakcijos, Achimastos [1] aprasé 14 i§ 50 raupsais serganciy teigiamas reakcijas, o Scotti [44]
1 1§ 208 atvejy pastebejo teigiamas RPR reakcijas, kai reakcijos IFR ir TPHA buvo neigiamos.
Dorwart [10] tyré létiniy biologiniy klaidingai teigiamy reakcijy dazni, sergant ivairiomis
jungiamojo audinio ligomis. 6 i§ 41 serganciyjy sistemine raudongja vilklige RPR reakcija buvo
teigiama ir tik 1 i§ 23 serganciyjy reumatoidiniu artritu buvo teigiama.

Igimto sifilio diagnostikai svarbu teisingai jvertinti teigiamas serologines reakcijas, nes
jos naujagimiui gali buti teigiamos dél motinos antikiiny. Teisingai {vertinti serologines reakcijas
padeda sifilio IFR 19S IgM tyrimas. Jei naujagimio serume nustatomi IgM antikiinai, jie yra

paties naujagimio, nes motinos IgM per placenta negali patekti i naujagimio krauja [15].
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Yra keletas straipsniy apie klaidingai teigiamas reakcijas néStumo metu [16]. Alkoholio,
narkotiky vartojimas ir autoimuninés ligos taip pat gali buiti klaidingai teigiamy reakciju
priezastis [22]. Pinta, frambezija ir kitos treponeminés ligos tiriant §iais testais, rodo serumo
teigiamas reakcijas.

Klaidingai neigiami RPR rezultatai pasitaiko dé¢l taip vadinamo prozonos fenomeno, kai
esant labai dideliam antiktiniy kiekiui slopinama reakcija, tiriant neskiesta seruma, o tampa
teigiama tik praskiedus kraujo seruma.

Klaidingai neigiami RPR, TPHA, Treponema pallidum 1FR, Treponema pallidum 1FA
rezultatai gali buti gauti inkubaciniame ligos periode, o RPR - ir pirminio sifilio pradZioje, nes
RPR reakcija biina teigiama po 4-6 savai¢iy nuo uzsikrétimo.

Klaidingai neigiami tyrimy rezultatai gali biti taip pat dél techniniy priezas¢iy.

Laimo boreliozés tyrimy klaidingai teigiami ir klaidingai neigiami rezultatai. Jie gali
biti sergant kitomis spirochety sukeltomis ligomis (sifiliu), esant periodonto ligoms, sukeltoms
T. denticola, autoimuniniy ligy metu, bei dél nenustatyty priezasCiy. Klaidingai teigiama
boreliozes serologija ypac biidinga IgM klasés Ak: ji randama ligy, kurios indukuoja polikloning
B lasteliy aktyvacija (citomegaliné infekcija, infekciné mononukleoze ir kt.), metu. Boreljjos irgi
gali sukelti polikloning B lasteliy aktyvacija, padidinta bendro IgM, antinukleariniy Ak,
antikardiolipininiy Ak, reumatoidinio faktoriaus, krioglobuliny sintezg [17]. Klaidingai teigiami
biina ir dél laboranty techniniy klaidy.

Klaidingai neigiami tyrimy rezultatai gali biiti inkubaciniame ligos periode, taip pat dél
techniniy priezas¢iy (reikalavimy pazeidimy paimtas kraujo éminius, juos laikant ar
transportuojant i laboratorija ir pan.).

Laboratorijoje atlikty tyrimy rezultatus jtakojantys veiksniai

Laboratorijoje, kurioje atlieckami tyrimus, gautus klaidingai teigiamus ir klaidingai
neigiamus rezultatus jtakojantys veiksniai:

1) personalo techninés klaidos, atliekancio serumy iStyrima,

2) netvarkinga arba netinkama laboratoriné jranga (mikroskopai,
termostatai, Saldytuvai ir t.t.), naudojama tyrimams atlikti,

3) kiti veiksniai, jtakojantys tyrimy technologinius procesus
(sutrikimai elektros, vandentikio tinkluose ir pan.).

Tyrimo metody jautrumas jvairiose ligos stadijose

[ organizma patekus 7. pallidum, reaguoja humoralinio imuniteto 3 imunoglobuliny
frakcijos: IgA, IgM, IgG. [ antigena atsakoma specifiniais treponeminiais antikiinais ir

nespecifiniais — reagininiais antikiinais. Ankstyvai infekcijos fazei labai biudingas IgM
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padaugéjimas, o IgG atsiranda tik vélyvesnéje fazé¢je. Antrinio sifilio stadijoje lieka padaugeje
IgA, IgM — mazéja ir palaipsniui pranyksta, o IgG — daugéja (11 pav.) [50] .

RPR reakcija tampa teigiama po 4-6 savai¢iy nuo uzsikrétimo. RPR reakcija svarbi
gydymo efektui stebéti, kadangi po sékmingo gydymo RPR titras turéty sumazéti ne maziau kaip
4 kartus.

TPHA, Treponema pallidum TFR serologinés reakcijos tampa teigiamos po 2-3 savaiciy
nuo uzsikrétimo ir gali i8likti teigiamos po gydymo visa gyvenima. Tik 15-25 % sirgusiyu
pirminiu sifiliu ir i§gydytyju jos tampa neigiamos po 2-3 mety. Treponeminés reakcijos
neatspindi patologinio proceso aktyvumo, tod¢l gydymo veiksmingumui jvertinti nenaudojamos.

Treponema pallidum TFA serologiné reakcija tampa teigiama pirmiausiai - mazdaug po 2
savaiciy nuo uzsikrétimo (12 pav) [15].

Serologinei boreliozés diagnostikai naudojamas specifiniy IgM ir IgG antikiiny
nustatymas IFA, reiau — netiesioginés imunofluorescencijos metodu. Kadangi imuninis
atsakas pries borelijas vystosi 1étai, o pirmasis IFA testas gali biiti neigiamas, tolesné iStyrimo
taktika priklauso nuo esamy klinikiniy-epidemiologiniy duomeny. Jeigu pagal kliniking
simptomatika boreliozé yra abejotina ar mazai tikétina, gydymas neskiriamas ir ELISA

kartojama po 0,5 - 1 ménesio [14].
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1 men.

1 men.

IgM

11 pav. Sifilio specifiniy antikiiny dinamika po uzsikrétimo [38]
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12 pav. Sifilio serologiniy reakciju jautrumas po uzsikrétimo [35]
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Sio tyrimo rezultaty aptarimas

40 serumy iStyrus penkiomis reakcijomis (RPR, TPHA, Treponema pallidum 1FR,
Treponema pallidum 1FA ir Borrelia burgdorferi 1FR), buvo pastebétas kryZzminis serumuy
reaktyvumas.

Atsizvelgiant { Sio tyrimo gautus duomenis galima teigti, kad sifiliu serganciy pacienty
serumai, esant teigiamoms sifilio serologinéms reakcijoms ir ypa¢ RPR aukStam titrui (pvz. 10,
11, 21, 23 atvejais 2 lenteléje), kryzmiSkai reaktyvils tiriant juos Borrelia burgdorferi antikiinus
nustatancia reakcija. 2 lenteléje matomi ir tokie atvejai, kai esant neigiamai RPR reakcijai pvz.
5,7,9, 13, o teigiamoms kitoms sifilio serologinéms reakcijoms, tyrimas d¢l Laimo ligos buvo
neigiamas. Taip pat stebimi atvejai, kai RPR titrai yra nemazi ir kitos reakcijos dél sifilio yra
teigiamos, o Borrelia burgdorferi IFR rezultatas yra neigiamas.

Analizuojant toliau Sio tyrimo gautus duomenis taip pat galima teigti, kad Laimo liga
sergancCiy (arba klinikinj itarima turiniy) pacienty serumai, kuriuose yra aptinkami antikiinai
pries Borrelia burgdorferi (2 lenteléje), kryzmiskai reaguoja ir salygoja teigiamus Treponema
pallidum 1FR rezultatus. Tuo tarpu TPHA, Treponema pallidum 1FA reakcijos ir RPR (iSskyrus
vieng abejoting (+) (38 atveji 2 lenteléje) yra neigiami.

3 lenteléje pateikti bendri duomenys apie serumy kryZminj reaktyvuma. Tiriant 17
serumy (teigiamus dél Laimo ligos), kryzminis reaktyvumas (teigiamos Treponema pallidum
IFR reakcijos) buvo aptiktas 5 serumuose (29 %). Tiriant 23 serumus (teigiamus dél sifilio),
kryzminis reaktyvumas (teigiamos Borrelia burgdorferi IFR reakcijos) buvo aptiktas 18 serumy

(78 %).

3 lentelé. Serologiniy reakcijy kryzminis reaktyvumas

Teigiama
Teigiamos sifilio serologinés reakcijos Laimo ligos
Klinikiné serologiné
informacija reakcija
RPR TPHA IFA IFR IFR titras
> 1:256
Laimo liga 1 0 0 5 17
17 atvejai
Sifilis 17 22 22 23 18
23 atvejai

PanaSius rezultatus gavo ir kiti tyrinétojai [24]. Straipsnyje pateikti tyrimai buvo atlikti
Bascom Palmer Akiy Institute (BPAI) bendrabarbiaujant su Mikrobiologine Informacine
Laboratorija (MRL) (Cypress, Kalifornija, JAV) nuo 1987 m. rugséjo iki 1990 m. sausio mén.
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Per $i 27 ménesiy laikotarpi buvo istirta 641 serumas. Serumai buvo paimti i$ pacienty su neuro
— oftalmoligine patologija dél Borrelia burgdorferi.

Sio straipsnio duomenimis, Treponema pallidum TFR reakcija buvo teigiama 22 % nuo
visy iStirty serumy. Mazesni negu misy kryzminio reaktyvumo daznuma galima bity
paaiskinti tuo, kad miisy serumai buvo atrinkti esant ankstyvai Laimo ligos stadijai, o
straipsnio duomenimis serumai buvo gaunami i§ pacienty su akiy pazeidimais, kurie buidingi
velyvajai Laimo ligos stadijai. Ir pacienty amzius, ir ligos trukmé, ir taikyti gydymai taip pat
galéjo itakoti iy tyréjy rezultatus.

Taciau kaip i$skirtini bruoza tyréjai nurodo sifilio RPR nereaktyviima tokiais atvejais
[27], taip pat kaip ir miisy darbe.

Labai panaSts rezultatai pateikti ir Hunterio, ir kolegu straipsnyje. Ju duomenimis,
kryzminiu Treponema pallidum IFR reaktyvumu pasizyméjo 9 i§ 40 (22,5 % ) diagnazuoti
Laimo liga serganc¢iyjy pacienty serumai [20].

Vertinant misy tyrimo metu stebéta §i kryZzmini reaktyvuma, vertéty atsizvelgti i tai,
kad jis galéjo biiti salygotas ir kad mes negaléjome miisy tirty serumy patikrinti deél kity ligy,
kurios itakoja klaidingai teigiamus rezultatus (pvz., sisteminé raudonoji vilkligé, véjaraupiai,
tymai, hepatitas, infekciné mononukleozé, pirminé herpetiné infekcija, tuberkuliozé, raupsai,
pneumokokiné pneumonija, Siltiné, maliarija ir kt.). Be to, misy tyrime atrinkti pacienty
serumai daZniausiai gal¢jo sutapti su ankstyvaja Laimo ligos stadija. Jos metu pacienty
kraujyje santykinai vyrauja IgM klasés antiktinai.

Kryzmini sifiliy serganciy pacienty serumy reaktyvuma (4 lentel¢) galima paaiskinti
dviejy atskiry procesu galimybe. Pirmiausia, Sie pacientai galéjo sirgti ir Laimo liga, ir sifiliu.
Antra, kryZminis reaktyvumas, ypac esant aukStiems RPR titrams, leidZia manyti, kad tai yra
aktyvi sifilio stadija, kurios metu Zmogaus organizme pasigamina didelis kiekis ivairiy

antikiiny, kurie kryzmiskai reaguoja su Borrelia burgdoferi antikiinus nustatancia reakcija.
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4 lentel¢. Sifilio kryZminis serologinis reaktyvumas

Laimo IFR Sifilio IFR sifilio IFA TPHA RPR
3+ (1:256) 4+ teig. 2+ 1:8
3+ (1:256) 4+ teig. 3+ 1:4
3+ (1:256) 1+ neig. neig. neig.
3+ (1:256) 4+ teig. 3+ 1:16
3+ (1:256) 4+ teig. 4+ neig.
4+ (1:512) 4+ teig. 4+ 1:64
4+ (1:1024) 4+ teig. 4+ 1:64
3+ (1:256) 4+ teig. 4+ 1:8
3+ (1:256) 3+ teig. 3+ neig.
4+ (1:512) 4+ teig. 3+ +
4+ (1:512) 3+ teig. 3+ 1:1
1+ (1:256) 4+ teig. 4+ 1:1
4+ (1:512) 4+ teig. 4+ 1:16
4+ (1:512) 4+ teig. 4+ 1:8
3+ (1:256) 3+ teig. 4+ 1:4
4+ (1:1024) 4+ teig. 4+ 1:256
2+ (1:256) 4+ teig. 4+ 1:16
4+ (1:1024) 4+ teig. 4+ 1:32

Sio tyrimo reik§mé laboratorijos darbui. Kryzmynis serumy reaktyvumas ir dél jo
pasitaikantys klaidingai teigiami rezultatai Laimo ligos ir sifilio atvejais yra galimi. Sio
fenomeno Zinojimas gali padéti tiek praktikos gydytojui, tiek laboratorijos darbuotojui
abejotinais atvejais siekti tikslesnio iStyrimo ir pakartotinio situacijos vertinimo. Norint
patvirtinti arba paneigti kryZmynj serumy reaktyvuma reikéty skatinti gydytojus ypac abejotinais
atvejais dazniau tirti pacienty serumus d¢l abiejy Siy infekcijy, o neaiSkiais atvejais laboratorijoje

naudoti labiau specifiskus tyrimus diagnozuojancius Laimo boreliozg (pvz., imunoblota).

39



5.ISVADOS

. Nustatyta, kad dél Laimo ligos atrinkti serumai gali reaguoti kryzmiskai su Treponema
pallidum TFR reakcija.

. Nustatyta, kad dél sifilio atrinkti serumai daZnai reaguoja kryzmiskai su Borrelia
burgdorferi IFR reakcija.

KryZminis serologinis reaktyvumas sergant sifiliu stebimas dazniau nei sergant Laimo

liga.
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SUMMARY

Cross - reactivity in serological test for Lyme disease and syphilis
Author: Tatjana Subociiité
Supervisor: Andrius Vagoras, MD
Work purpose: to determine the incidence of possibly false positive results of serological
syphilis and Lyme borreliosis tests, routinely used in VULSK Diagnostics centre, occurring
because of cross reactivity of patients, having one of these disease, blood.

Work methods: the research was carried out in Vilnius University Hospital SantariSkiy

Klinikos (VULSK) Infection Markers Research Department of Microbiological Laboratory in
Laboratory Diagnostics Centre.

Serum samples were collected and tested from February, 2005, till March, 2006. The
investigation material was composed of 40 serum samples. 23 serum samples for syphilis test
came from VULSK Centre of Dermatovenereology. 8 serum samples for Lyme borreliosis test
were received from VULSK Centre of Dermatovenereology. 9 serum samples for Lyme
borreliosis test were picked by UAB “Endemik”.

All the samples, included into the research, were tested by following reactions: 1) RPR
with titer, 2) TPHA, 3) Treponema pallidum ELISA, 4) Treponema pallidum
immunofluorescence, 5) Borrelia burgdorferi immunofluorescence.

Research results: After testing the serums by five reactions (PRP, TPHA, Treponema
pallidum FTA - ABS, Treponema pallidum ELISA and Borrelia burgdorferi
immunofluorescence), a serological cross reactivity between Borrelia burgdorferi
immunofluorescence and Treponema pallidum FTA - ABS was noticed.

According to the results of our research, in 5 serum samples (29%) cross reactivity
(positive Treponema pallidum FTA - ABS reactions) was found when testing 17 serum samples
(positive for Lyme disease). When testing 23 serum samples (positive for syphilis) cross
reactivity (positive Borrelia burgdorferi immunofluorescence reactions) was found in 18
samples (78%). Moreover, false positive and false negative factors influencing the test results
may affect serological test results.

Conclusions:

1. It was determined, that serum samples, picked out because of Lyme disease, cross
react in Treponema pallidum FTA - ABS reaction.

2. It was determined, that serum samples, picked out because of syphilis, cross
react in Borrelia burgdorferi immunofluorescence reaction.

3. Serological cross reactivity is more common in case of syphilis than Lyme disease.
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