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ANOTACIA

Praca sa zaobera problematikou Lymskej neuroboreliézy a jej diagnostiky v likvorologickej
praxi. Stru¢ne prezentuje povodcu, ochorenie, lieCbu a metdody laboratornej diagnostiky
vyuzivané v likvoroldgii. Experimentdlna Cast’” obsahuje Specialne vysetrovacie analyzy pre
zistenie intratekalnej syntézy a koncentracie chemokinu CXCL13 a spracovanie vysledkov vo

vztahu k faktom z literatury a ich interpretaciu pre uzatvorenie diagnostiky.
KLEUCOVE SLOVA

Lymska neuroboreliéza, chemokin CXCL13, protilatky, likvor, sérum, Borrelia burgdorferi

TITLE
Lyme neuroborreliosis in liquorological practice
ANNOTATION

The thesis deals with problematics of Lyme neuroborreliosis and its diagnosis in
liguorological practise. It shortly presentes originator of the disease, disease itself, treatment
and the method of laboratory diagnosis used in liquorology. The experimental part of the
thesis includes special investigative analyzes for finding an intrathecal synthesis and
a concentration of chemokine CXCL13 and also a processing of the results in relation to the

facts from literature and their interpretation for concluding the diagnosis.
KEYWORDS

Lyme neuroborreliosis, chemokine CXCL13, antibodies, cerebrospinal fluid, serum, Borrelia

burgdorferi
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UVOD

Lymska neuroboreliéza je neurologicky prejav systémovej infekcie spdsobene;j
spirochétou Borrelia burgdorferi (Djukic et al. 2012), prenasanou kliestami Ixodes ricinus
(Barstad et al., 2018). Zaroven je najcastejSim prejavom neskorého diseminovaného Stadia
Lymskej boreliozy v Europe (Henningsson et al, 2014). Postihuje centralny a/alebo periférny
nervovy systém, od ¢oho zavisi aj manifestacia infekcie, ktora vSak zavisi okrem iného aj od
kmenov sposobujicich ochorenie. V Eurdpe st dominantnymi genotypmi Borrelia afzelii
a Borrelia garinii, zatial' ¢o v USA iba Borrelia burgdorferi sensu stricto (Barstad et al.,
2018). Infekcia prebicha vo viacerych fazach, avSak najcastejSou je vCasna diseminovana,

ktora sa typicky prejavuje Bannwarthovym syndromov a mozgovomiechovou meningitidou.

Praca sa venuje Lymskej neuroboreliéze a jej povodcovi, a problematike laboratornej
diagnostiky v likvoroldgii. Pri podozreni na neuroborelidzu je potrebné stiasne vysetrovat’
likvor asérum. Laboratérne metody rozdelujeme na priame a nepriame. K priamym
vySetrovacim metdédam patri kultivacia, elektronova mikroskopia a PCR. Vykazuju vSak
nizku Specificitu a senzitivitu, ¢o je dovod, preco nie s v praxi prili§ vyuzivané. Vhodnejsie,
a Vv praxi vyuzivané si metody nepriame. Ide o dvojkrokové testovanie ELISA, Western blot,
d’alej detekcia intratekalnej syntézy protildtok, postdenie stavu hematolikvorovej bariréry
a vysetrenie zapalovych ukazovatelov. V praci vybrané laboratérne vySetrovacie metddy su
vyuzivané v S$pecidlnej likvorologickej diagnostike a si zamerané na detekciu markerov
potrebnych na uzatvorenie diagnézy podla smernic EFNS. Z laboratérnych parametrov sem

patri intratekalna syntéza Specifickych protilatok a pleocytoza v likvore.

Experimentalna cast’ obsahuje metddy nepriamej laboratornej diagnostiky na detekciu
imunitnej odpovede hostitel'a voci pdvodcovi ochorenia. Taktiez sa venuje detekcii
pritomnosti Specifického markera floridity zipalu neuroborelidozy, chemokinu CXCLI13.

Vysledky st interpretované vo vztahu ku odportac¢aniam EFNS a faktom z odborne;j literatiiry.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Struéna charakteristika rodu Borrelia burgdorferi ajej antigénnej
Struktary

Borrelia burgdorferi je gramnegativna spirochéta patriaca do ¢el'ade Spirochaetaceae.

Patri medzi baktérie najcastejSie prenasané kliestami vo svete (Garg et al., 2018).

Jej chromozom je linearny s variabilnym poctom kruhovych a linearnych plazmidov
(Marques et al., 2005). Chromozém ostava v ramci Borrelia burgdorferi sensu lato
zachovany, zatial' o gendm vykazuje vysoky stupen variacie (Aguero-Rosenfeld et al.,
2005). Z dostupnych informacii vyplyva, ze niektoré plazmidy Borrelia burgdorferi chybaju
u Borrelia garinii ¢i Borrelia afzelii, ¢o moze byt predpokladom ku klinickej variabilite

Lymskej boreliézy v roznych geografickych oblastiach (Saint Girons et al., 1998).

Rovnako, ako vsetky spirochéty, ma vntitorna cytoplazmatickti a vonkaj$iu membranu
s tenkou vrstvou peptidoglykanu (obrazok 1). Typickym znakom sa periplazmatické flagely
(Marques et al., 2005), pripojené ku kazdému polu bunky a obtacajuce sa okolo bunky
v periplazmatickom priestore medzi peptidoglykanovou vrstvou a vonkajSou membranou
(Steere et al. 2016). Od gramnegativnych baktérii sa 1i$i najmi vonkajSou membranou, ktora
neobsahuje lipopolysacharid, ale pozostava z lipidovej dvojvrstvy zlozenej z glykolipidov
a lipidov (Stanek et al., 2011). VonkajSia membrana obsahuje aj povrchové lipoproteiny,
ktoré sa mo6zu menit’ v zavislosti od prostredia (Steere et al. 2016) ¢i od toho vakom
zivotnom cykle sa momentalne baktéria nachadza. Napr. OspC sa exprimuje v skorych fazach

infekcie a OspA pocas kolonizacie kliest’a.

16



a Length: 10-30um

Diameter: 300nm

b Periplasmic space
| Peptidoglycan
Outer ;
membrane i
Surface Flagellar ]
‘ lipoproteins membrane filament !
e S R S S
Tick phase s ) . Mammalian phase [ ) By
Tick engorgement ! Host adaptive
T Temperature : | immune response
To, ~— Lipoprotein e
Outer TROS i ' G
membrane T Nutrients ' | Flagellar | Antigenic variation ‘
‘ L pH | filament by VIsE
. i N
oooooooo@oo@oooo,ooo 000¢ oomoooooooomb
™ o OOOOOO00
orin : ,
space : i
Peptidoglycan E |
= q) 1 "o : Qe O O
Inner Transporter ! E RpoS BosR

membrane S e - ﬂ 0% .........

RNA polymerase :
70
O “Bosk- [ OspA @ ; (Ospa )
‘ bjnding OspB : OspB
| site OspD ‘,% <’ OspD
Lp6.6 Lp6.6
X J & >

! 70 N
o’ promoter /OspC

BBK32
DbpA
9.090.00000000. \DbPB )

o° promoter

e
OspC
BBK32

>® DbpA
9.09,00000000, .\Dpr/

Obrazok 1: Morfolégia a struktira bunky Borrelia burgdorferi. Cast’ a ukazuje na morfologiu baktérie, na
modely b vidiet' bi¢iky vychadzajice z periplazmatického priestoru a ukotvené ku kazdému pélu bunky
,»bi¢ikovymi motormi* usmiestenych vedl'a chemotaktickych proteinov pripominajicich metyl (MCP), v Casti C
vidiet, vonkaj$iu membranu, ktora pozostava z lipidovej dvojvrstvy prestupent lipoproteinmi, ktoré su
exprimované na povrchu aj u klie$tov aj u cicavcov, zablokovany podnet expresie lipoproteinov vo faze kliesta,
ktory aktivuje expresiu lipoproteinov u cicavcov prostrednictvom regulacnej siete spolu s regulatorom
oxida¢ného stredu (BosR) a alternativnym o- faktorom RpoS RNA polymerazy, a vd’aka Specifickej imunite
hostitel’a je znizovany OspC, ale stiipajici VISE, podliechajuci antigénnej variacii, exprimovany na bakteridlnom
povrchu (prevzaté z Steere et al., 2016).

Borrelia burgdorferi ma niekolko povrchovych lipoproteinov, vd’aka ktorym sa
dokaze pripojit’ k roznym molekuldm a tkanivam hostitel'ského organizmu a mnohé z nich st
vyjadrené iba v ur€itych fazach zivotného cyklu baktérie (Steere et al., 2016). Okrem toho st
nemenej dolezité pre rast, virulenciu a vobec Zivot mikréba. VicsSina je lokalizovand na

vonkajSej membrane a pravdepodobne zohravaju Ulohu pri transmisii a nie st ovplyvnitel'né
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protilditkami ani antibiotikami. Mozu sa viazat' na plazminogény, aktivatory plazminogénu
a na bunky extracelularnej matrix a povrchové molekuly (Salo et al., 2011). Tiez v nej bolo
identifikovanych niekol’ko adhezinov, ktoré sprostredkovavaji adhéziu ku kolagénu,

integrinov, dekorinu, fibronektinu, glykozaminoglykanom a lamininu (Hallstrom et al., 2010).

Existuje celkovo 6 typov Osp (outer space protein) antigénov, OspA, OspB, OspC,
OspD, OspE a OspF (Votava et al., 2006).

OspA je adhezin, ktory sa selektivne viaze na bunky ¢érevného epitelu. Je vel'mi
Specificky, tvori sa az pri dlhotrvajucej infekcii (Aguero-Rosenfield et al., 2005). Podla
niekol’kych $tadii sa produkuje a meni v priebehu prenosu (Ohnishi et al., 2002).
Sprostredkovava pripojenie borélii k ¢revu kliesta pocas prvych hodin jeho prisatia
k hostitel'ovi (Aguero-Rosenfield et al., 2005), a to prostrednictvom interakcie OspA antigénu
a receptorom pre OspA, tzv. TROSPA, ¢o sliZi na rozmnozenie spirochét a ich pripravu na
rozsirenie do slinnych Zliaz klie$t’a, a teda sa len zriedka dostane do slinnych Zliaz (Steere et

al., 2016). Tiez je zname, Ze jeho lipidova ¢ast’ indukuje aktivaciu polyklonalnych B-buniek.

OspB je typicky svojim baktericidnym uc¢inkom, ¢o okrem in¢ho ovplyviluje

konkurencieschopnost’ inych baktérii, ktoré sa vyskytuji u hostitela.

OspC sa modze podielat’ pri uniku spirochét z criev kliesta do slinnych Zzliaz
a sposobuje infekciu u ¢loveka (Ohnishi et al., 2002). Radime ho medzi antigény teplotného
Soku. Zacina sa tvorit’ ihned” po vniknuti borélii do organizmu hostitel’'a, ¢im sa chrania pred
unikom imunitného systému (Aguero-Rosenfield et al., 2005).. Vrchol syntézy nastava po
priblizne 48 hodinach od prisatia kliesta (Ohnishi et al., 2002). Pokial’ sa za¢nu tvorit’
protilatky proti OpsC antigénu, prevazne typu IgM, ide o ranné Stadium infekcie, naopak, pri
znizeni ich expresie dochadza k perzistencii mikroorganizmu a prechodu na chronicky
priebeh ochorenia (Meyerhoff et al., 2018).

OspD antigén je lipoprotein a ma lyticky u¢inok. Rovnako ako OspA a OspB sa viaze

na ¢reva klieSt'a, no na rozdiel od spominanych nie je pre tato vézbu dolezity.

OspE spolu s OspF st antigénmi teplotného Soku zabezpecujuce stresova odpoved

bunky na rdzne faktory ohrozujuce Zivot.

VISE je povrchovy lipoprotein, ktory sa objavuje pri prechode do diseminovaného

stadia (Aguero-Rosenfield et al., 2005). Podlieha antigénnej obmene (Ohnishi et al., 2002)
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a predpoklad4d sa, ze zohrava dolezit wlohu v imunitnej odpovedi hostitela na boréliu
(Aguero-Rosenfield et al., 2005). Pravdepodobne to mdze byt sposobené jeho Strukturou
(obrazok 2), konkrétne variabilnymi a konstantnymi oblastami. PriCom variabilna cast’ je
neustale menend rekombindciami, vd’aka ¢omu sa imunitny systém stretava stale s novymi
epitopmi, konstantnu ¢ast’ chrani od priameho zasahu imunitného systému hostitel’a variabilna
Cast’, nakol'ko ju maskuje (Jacek et al., 2016). Hlavnym imunodominantnym epitopom je C6
peptid nachadzajaci sa v oblasti IR6 (Marques et al.,, 2015). Pouziva v komerénych
diagnostickych testoch. Predpokladd sa, Ze prave silnd imunogenicita IR6 oblasti moZze byt
stcast'ou mechanizmu uniku Borrelia burgdorferi pred imunitnym systémom hostitel'ského
organizmu (Jacek et al., 2016). Vyvolava silnti a rychlu humoralnu odozvu, ktord mézeme
zistit’ v priebehu infekcie (Marques et al., 2015). U pacientov s Lymskou chorobou sa tvoria

Specifické protilatky prave proti tomuto antigénu a to Vo vSetkych Stadidch ochorenia.

Invariable regions

Variable
regions
Outside
. Borrelia
Inside
membrane

Conserved areas

Obrizok 2: Struktira povrchového VISE antigénu (prevzaté z Euroimmun).

Borélie maji okrem povrchovych aj bi¢ikovy antigén — flagelin. Ide o neSpecificky
glykoprotein tvoreny vonkaj§im a vnutornym proteinom, FlaA a FlaB (Stérba et al., 2008).
FIaA typ proteinu tvoriaci obal bi¢ika spista v€asni imunitnit odpoved’ s protilatkou tvorbou
triedy IgM. Pri tvorbe 1gG protilatok proti FlaA proteinu, ktoré st neSpecifické, méze dojst’
ku vzniku autoimunitného ochorenia, nakol’ko vedia zapri¢init’ skriZzenu reakciu s l'udskym
antigénom HSP60, proteinom nervovych buniek (Steere et al., 2016). FIaB protein tvori jadro
bicika. Na zdklade stavby flagelinu sa stretdvame pri diagnostike Lymskej choroby

S problémom, akym je mozna falo$na pozitivita (Marques et al., 2015). Dévodom je, ze
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rodovo Specificka je len vnutorna Cast’ flagelinu, a teda s inymi spirochétami ¢i baktériami

s bi¢ikom mdze reagovat’ cely antigén.

1.1.1 Patomechamizmy Borrelia burgdorferi

O spirochétach je zname, ze su neurotropné. TLR receptory spolu s CD14 viazu
povrchové proteiny spirochét a prostrednictvom TLR signalizacie stimulujd mikroglie
s makrofagmi k sekrécii cytokinov a chemokinov a exprimuju rdzne prozapalové molekuly
s cielom odstranit’ napadajuce spirochéty a poSkodené bunky hostitel'a (Steere et al., 2016).
Povrchové lipoproteiny alebo priamo tento kmen indukuji produkciu C reaktivneho proteinu,
TNF asérového amyloidu A. Zohravaji vyznamnu tUlohu pri systémovych a lokdlnych
zapalovych zmendach, charakteristickych pre infekcie sposobené spirochétami. Baktérie tohto
kmena st schopné aktivovat’ ako klasické, tak aj alternativne drahy komplementu a vyuzivat
Siroku Skalu stratégii na prezitie v hostitel'skych bunkach (Steere et al., 2016). Borrelia
burgdorferi ma pat’ povrchovych proteinov viazucich imunitné regulatory alternativnej drahy,
ktoré zabranuju deStrukcii lyzou komplementu (Salo et al., 2011). Indukuje tiez IL-12, ¢o je
cytokin zodpovedny za riadenie bunkovej odpovede voc¢i Thl podskupine, ¢im vlastne
spomal’uje indukciu tvorby protilatok Th2 bunkami (Pictikdinen et al., 2016). Opisany sposob
je ich ochrana pred adaptivnym imunitnym systémom. Dalsou vyhodou borelii je fakt, Ze su
intracelularnym parazitom, ¢o im rovnako poskytuje istu formu ochrany pred imunitnym
systémom hostitel'ského organizmu. Blokada kaskddy komplementu poskytuje spirochétam

istt vyhodu a umoziuje im progresivny rast aj v hostitel'ovi s imunitou.

1.2 Lumbalna punkcia

Lumbalna punkcia je diagnostickd metdda, ktorou sa odobera likvor. V niektorych
pripadoch slizi aj ako lieCebna procedura, kedy sa aplikuju lie¢ivé pripravky (Telano et.
Baker, 2018). K najcastej$im indikaciam patria infekéné alebo zapalové ochorenia nervového
systému ¢i uz infek¢énej alebo autoimunitnej etiologie, d’alej neurodegenerativne, niektoré
cievne a nadorové postihnutia centralneho nervového systému (CNS) (Doherty et. Forbes,
2014).

K vySetreniu sa likvor najCastejSie, podla vSeobecnych doporuceni, ziskava
v medzistavcovych priestoroch L3-L4 alebo L4-L5 pomocou sterilnej spinalnej ihly (obrazok
3) (Wright et al., 2011). U dospelého ¢loveka miecha zvicsa nepresahuje uroven treticho

bedrového stavca, vacSinou kon¢i vo vyske dvanasteho hrudného stavca. Pacient je pocas
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odberu bud’ vrlahu na boku s maximalnou flexiou chrbtice alebo v sede s flektovanou
chrbticou (Telano et. Baker, 2018). Miesto vpichu sa vydezinfikuje, event. je mozné i miestne
znecitlivenie. V stcasnosti sa najcastejSie pouzivaju Specialne, tzv. atraumatické ihly, ktoré su
Vv pripade dospelého Cloveka dlhé asi 9 cm. Pri ich pouziti sa znizuje moznost’ komplikécii,
nedochadza k velkému poraneniu okolitych Struktir a minimalne je aj spitné presakovanie
mozgovomiechového moku po odbere. Ihla pri lumbalnej punkcii prenikd postupne tymito
Strukturami:  kozou, podkoznym tkanivom, ligamentum supraspinale, ligamentum
interspinale, ligamentum flavum, epiduralnym priestorom medzi Zilnou pleteniou, tvrdou
mozgovou plenou a arachnoideou (Doherty et. Forbes, 2014). Po zavedeni ihly do
subarachnoidalneho priestoru a vytiahnuti mandrénu z ihly nechame likvor odkvapkavat do
2-3 skumaviek, pricom sa odobera ¢o najmensie mnozstvo, optimalne cca 10 ml u dospelého
(Doherty et. Forbes, 2014). K vySetreniu sa pouzije vzorka s najmensou primesou krvi. Po

lumbalnej punkcii sa odportca pokoj na 16zku.

Obrazok 3: Sagitalna Cast’ bedrovych stavcov ilustrujuca smer ihly pri lumbalnej punkcii (prevzaté

z Doherty et. Forbes, 2014).

Lumbalnu punkciu indikujeme pri podozreni na ochorenia nervového systému, ako st
Reye syndrém, nadorové ochorenia mozgu a miechy, krvacanie v subarachnoidalnom
priestore, demyeliniza¢né ochorenia, neuroinfekcie, Guillain-Barré syndrém, pseudotumor

cerebri (idiopaticka intracranialna hypertenzia) ¢i bolesti hlavy (Telano et. Baker, 2018).
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Kontraindikacie zahfnaju napriklad lokalnu koznu infekciu, zvySeny intrakranialny

tlak ¢i poruchy zrazanlivosti krvi (Wright et al., 2018).

1.3 Neuroborelioza

Lymska neuroboreliéza je neurologicky prejav systémovej infekcie spdsobene]
spirochétou Borrelia burgdorferi (Djukic et al., 2012), prenasanou kliestami Ixodes ricinus
(Huppertz et al., 2012). Zaroven je najcastej$im prejavom neskorého diseminovaného Stadia
Lymskej borelidzy v Europe (Henningsson et al., 2014). Prejavuje sa postihnutim centralneho
a/alebo periférneho systému. Medzi dominantné genotypy spdsobujice Lymskt chorobu
v Eurdpe patri Borrelia garinii a Borrelia afzelii (Wilske et al., 2007), zatial’ ¢o v Amerike je
jedinym patogénom Borrelia burgdorferi sensu stricto (Lindland et al., 2018).

O neuroborelidze mézeme hovorit’ az v pripade splneni istych kritérii, ktoré udava
EFNS (Mygland et al., 2010). Zahrnaji intratekalnu syntézu Specifickych protilatok,
vyjadrent aj cez protilatkovy index a/alebo pozitivnu PCR, pleocytozu v likvore a pritomnost’
kompatibilnych neurologickych symptomov (Henningsson et al., 2014). Ak su splnené tri
kritéria, neuroborelidza je potvrdena, v pripade dvoch ide 0 pravdepodobnii neuroboreliozu
(Lindland et al., 2018). Aj v tomto pripade vSak existuje vynimka, kedy nemusia byt dané
kritéria splnené, a to pri neskorom S§tadiu — polyneuropatickej forme. Konkrétne sa to tyka

acrodermatitis chronica atrophicans a neuropatie (Mygland et al., 2010).

Neuroborelidza obvykle nekonci fatalne, pravdepodobne pre nedostatok klasickych
endotoxinov a preto, Ze organizmus ma dostatok ¢asu sa s infekciou vyrovnat’ (Rupprecht et
al., 2014). Infekcia, bez ohl'adu na jej trvanie je teda prakticky vylie¢itel'na (Halperin et al.,
2016). Avsak, ak sa priznaky nelie¢ia, moze viest k trvalému poskodeniu nervového tkaniva
(Signorino et al., 2014). Zmena kvality zivota, unava, depresia a kognitivne poruchy nie su

CastejSie u pacientov po prekonanej neuroborelidze v porovnani so zdravymi 'ud’'mi (Dersch

et. Rauer, 2017).

1.3.1 Patogenéza a patofyziologia

Mechanizmus invazie patogéna do nervového systému zostdva nejasny. Existuje
hypotéza, z ktorej vyplyva, Ze spirochéty migruji z erythema migrans vzniknutého na mieste
prisatia klieita do nervového systému pozdiz periférnych nervov (Henningsson et al., 2018).
Zalozena je na vyskyte radikularneho syndromu s erythema migrans na rovnakych

koncatinach, ¢o vSak tieZ bolo vyvratené, a preto je hypotéza o invazii borélii do nervového
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systému neobjasnena. Hypotézu o migracii z miesta prisatia klie§ta pozdiz periférnych nervov
do CNS podporuje aj skutocnost, ktorou je pritomnost’ boréliami indukovaného chemokinu
CXCL13 vo vysokych koncentraciach v likvore, ale nie v sére u pacientov s Lymskou
neuroboreliozou (LNB) (Steere et al., 2016). Rupprecht s kolektivom vo svojej Studii
popisuju moznu cestu invazie spirochét do CNS hematogénnou diseminaciou. Svoje tvrdenie
zakladaji na fakte, ze krvny obeh je zndmym sposobom S$irenia mnohych inych baktérii,
a preto je pravdepodobné, ze Borrelia burgdorferi vyuziva tito cestu tiez (Rupprecht et al.,
2014). Ordznych sposoboch invazie borélii do CNS nasvedCuje aj rozna Kklinicka
symptomatologia, ¢o suvisi s odlisSnymi povodcami v Eurdpe a v USA. Ato najmd, ak Si
uvedomime, Ze najCastejSim izolovanym druhom z likvoru u pacientov s Bannwarthovym
syndromom V Eurdépe je Borrrelia garinii, zatial' co v USA zisteny nebol a syndrom sa tam
vyskytuje minimalne (Lindland et al., 2018). Naopak, naj¢astejsim prejavom v USA je
meningitida vyvolana Borrelia burgdorferi sensu stricto (Lindland et al., 2018). To v istej
miere umoziuje polemizovat’ nad odliSnymi mechanizmom invazie borélii do CNS medzi
USA a Eur6pou, nakol’ko meningopolyradikulitida pri Bannwarthovom syndrome moze byt
vysledkom invazie pozdiZ nervov, zatial ¢o v USA pozorovana meningitida by mohla byt

vysledkom hematogénneho $irenia (Henningsson et al., 2018).

Otazkou vSak ostava taktiez mechanizmus prechodu borélii cez hematolikvorovia
bariéru (HLB). V literature sa uvadzaju dva mozné spdsoby, a to penetracia spirochét medzi

endotelové bunky a transcelularny prechod (Rupprecht et al., 2014).

Co sa tyka skuto¢ného mechanizmu poskodenia nervového systému, existuju len
obmedzené tudaje patologickych procesoch uTudi (Halperin, 2017). Pozorovania udajov
z neurofyziologickych ndalezov a zobrazovacich technik jediného zmysluplného zvieracieho
modelu neuroborelidzy, ato uopice Makak rhesus, poukazuju na multifokalny zapalovy
proces (Lindland et al., 2018). V pripade periférneho nervového systému (PNS) sa jedna
0 mononeuropatiu multiplex, klinicky sa prejavujucu ako mononeuropatia, plexopatia,
radikulopatia alebo konfluentna mononeuropatia multiplex (Lindland et al., 2018). Prejavy
postihnutia PNS moézu byt pozorované aj u pacientov, uktorych eSte neprebehla

sérokonverzia (Remy et al., 2017).

Rovnako ako mechanizmus invéazie borélii, nie je objasnend ani imunopatologia
neuroborelidzy. Pacientov definuje zvySeny pocet leukocytov v cerebrospinalnej tekutine,

pricom cca 90% z nich tvoria lymfocyty (Pietikdinen et al., 2016). Tiez sa ukazalo, Ze
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mozgovomiechova tekutina u pacientov s neuroboreliézou obsahuje viac lymfocytov B ako
likvor uTudi, ktori maji iné ochorenia nervového systému (Pietikdinen et al., 2016).
Sposobené je to pravdepodobne tym, Ze akonahle borélie vstupia do CNS, najskor sa stretni
S lokalnymi bunkami imunitného systému, ktorymi s makrofagy, monocyty ¢i dendritické
bunky (Cerar et al., 2013). Tieto bunky produkuju prozapalové cytokiny, napr. IL-8, IL-6, IL-
12, IL-18 ¢i INF, ¢o je dovodom, preco u pacientov s LNB detekujeme v likvore ich zvysené
hladiny (Martinez et al., 2015). Podstatnou sa v tomto zda najmé produkcia chemokinov na
pritiahnutie ostatnych buniek imunitného systému (najmi lymfocyty B) do miesta zapalu
(Cerar et al., 2013). Nakol'ko chemokiny mozeme rozdelit podla toho, aky typ buniek
pritahuju, a ked’Zze u tychto pacientov prevladaju lymfocyty B, ktoré vykazuji migraciu iba
Vv reakcii na vel'mi malo chemokinov (medzi nimi okrem inych aj CXCL13), tak m6Zzu hrat’
dolezitu tlohu pri zapalovej reakcii v CNS, a tiez v tom, pre¢o pri neuroboreliéze prevlada
prave chemokin CXCL13 (Cerar et al., 2013). Polyklonalne B bunky aktivuje lipidova Cast’
OspA antigénu, vd’aka comu mdzu diferencovat’ Specifické protilatky detekované v likvore
(CSF), ¢o nam opidt’ mbéze poskytniat vysvetlenie, pre¢o st detekovatelné zvySené hladiny

CXCL13 v likvore skor ako pritomnost’ intratekalnych Specifickych protilatok.

Okrem plazmatickych buniek a lymfocytov B dochadza aj k akumulacii aktivovanych

CD8+ lymfocytov v CNS pocas skorého stadia neuroborelidzy.

Doposial’ vsak u borélii neboli objavené Ziadne enzymy, faktory virulencie ¢i toxiny
(Bartiinek et al., 2013). K faktorom patogenity radime aktivny pohyb bi¢ikov a pritomnost’
lipopolysacharidového komplexu, ktory sa podiel’a na vzniku teploty a tkanivovom poskodeni

(Henningson et al., 2018).

1.3.2 Klinické prejavy

Klinickéd prezentacia Lymskej neuroborelidzy sa moZe znacne liSit, Ciasto¢ne kvoli
genetickym rozdielom v spirochetalnych kmenoch (Lindland et al., 2018). Siroké spektrum
symptomov moze byt tieZ podmienené tym, ako sa spirochéty $iria z miesta prisatia kliest'a
do nervového systému, kam sa dostanii po prekonani bariéry mozgovomiechového moku
a hematoencefalitickej membrany. Borrelia burgdorferi sa organizmom §iri najmd krvnou
cestou, zatial’ ¢o Borrelia garinii i Borrelia afzelii migrujii pozdiz inych $truktar az priamo do
nervovych korenov (Henningsson et al.,, 2018). Individualne varianty imunologickej

odpovede a moznost’ koinfekcie moézu tiez vysvetlit' Siroké spektrum symptomov, s ktorymi
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sa stretavame (Lindland et al., 2018). Vyskytuje sa vSak aj atypicka klinickd manifestacia

vratane gastrointestinalnych prejavov z dovodu autonémnej dysfunkcie (Hansen et al., 2018).

Symptomy sa od uhryznutia kliesta objavia v priebehu niekolkych tyzdiov,
Vv niektorych pripadoch sa klinicky prejavi az v priebehu niekol’kych rokov (Pietikédinen et al.,
2016). Zvycajne vsak ide o ¢asové rozpdtie 1-12 tyzdiov, pricom najcastejsie je to do Styroch
tyzdnov od prisatia kliesta (Mygland et al., 2010). Ochorenie méze manifestovat’ r6znymi
sposobmi, aj ked’ samotné klinické symptomy su tiezZ predmetom diskusii, nakol'’ko odbornici
Z oblasti sa nezhoduju v typickych ¢i neSpecifickych prejavoch Lymskej neuroboreliozy
(Dersch et al.,, 2015). Casto sa prejavuje meningitidou, radikulitidou, pripadne obrnou
licneho nervu, zriedkavejSie uz ako periférne neuropatie, meningoencefalitida ¢i cerebralna
vaskulitida (Lindland et al., 2018). Menej Specifické, ale bezné priznaky su cefalea, unava,
nevolnost’, strata chuti do jedla alebo nespecificka bolest’ (Henningsson et al., 2018). No
najbeznej$im prejavom je Bannwarthov syndrom s bolestivou radikulitidou a aseptickou
meningitidou (Lindland et al., 2018). Pricom iba 25-50% pacientov s Lymskou
neuroboreliozou ma v anamnéze erythema migrans a iba tretina pohryznutie kliestom (Rauer
et al., 2018). Klinicka manifestacia je Ciasto¢ne zapri¢inena tym, ktoré genospecies spdsobilo
infekciu (Marques et al., 2015). Napriklad, vyraznejSie priznaky spdsobuje Borrelia garinii
v porovnani s Borrelia afzelii (Henningsson et al., 2014). Neurologickym prejavom mozu
Vv niektorych pripadoch predchadzat’ symptomy poukazujice na postihnutie iného organového

systému (Hansen et al., 2018).

U deti sa klinickd manifestacia vyrazne neliSi v porovnani s dospelymi pacientmi
(Bartinek et al., 2013). Najcastejsim prejavom je periférna paréza nervus facialis
a lymfocytarna meningitida (Stanek et al., 2011). Z nespecifickych priznakov st to casto
najmd zvySend teplota, Unava ¢i strata chuti do jedla, v niektorych pripadoch dokonca bez

Specifickych neurologickych nalezov (Rauer et al., 2018).

Stretavame sa aj s pripadmi, kedy asi 10 — 50% pacientov trpiacich neuroboreliozou
alebo borelidzou vSeobecne udava pretrvavajice, pripadne nové symptomy (Eikeland et al.,,
2011). Su to predovsetkym myalgie, cefalea, atralgie, poruchy paméte a koncentracie, a unava

(Lindland et al., 2018). V tomto pripade ide o postboreliovy syndrom (Chandra et al., 2011).
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1.3.3 Stadia ochorenia

1.3.3.1 V¢asné lokalizované Stadium

Vo vcasnom lokalizovanom S$tadiu sa s neurologickymi prejavmi nestretavame,
typickym prejavom vsak je erythema migrans s chripkovitymi symptomami (Cerar et al.,
2013). Priblizne polovica infikovanych ma nespecifické symptomy ako hortcka, myalgia,
lymfadenopatia a bolest’ hlavy (Roaldsnes et al., 2017). V pripade, ze sa vyskytnt, podobaju
sa inym ochoreniam nervového systému, vratane virusovej alebo lymfocytarnej

mozgovomiechove] meningitidy.

V prvych diloch infekcie sa moze urobit’ biopsia koze, vykazujlaca papilarny dermalny
edém a infiltrat (Steere et al., 2016). Ten pozostava prevazne z neutrofilov, lymfocytov T,
dendritickych buniek, makrofagov a monocytov. Expresia cytokinov je vtomto Stadiu
prevazne prozapalova a zahfnia zvySené hladiny TNF, IL-2, IL-6, a IFN typu 1 (Jones et al.,
2008). U pacientov s erythema migrans mézeme sledovat’ zvySené hladiny aj u chemokinov,
napr. CXCL1, CXCL9, CXCL10, CXCLI11 ¢i CCL3 a CCL4. Detekované mozu byt aj
Specifické protilatky triedy IgM proti OspC proteinu (Miilleger et al., 2007).

1.3.3.2 V¢asné diseminované Stadium

NajcastejSim neurologickym prejavom skorého diseminovaného Stadia je
Bannwarthov syndrom, bolestiva meningoradikulitida (Mygland et al., 2010). Klinickymi
znakmi Bannwarthovho syndrému st radikuldrna bolest’ (u 86% pacientov) a paréza (61%)
(Mygland et al., 2010), pricom K jej rozvoju dochadza v priebehu asi 1-4 tyzdnov. Moze ist’
0 parézy periférne alebo bilaterdlne, a Vv principe moéze byt postihnuty ktorykol'vek
Z kranidlnych nervov, aj ked nebol hlaseny Ziaden pripad postihnutia ¢uchovych nervov
(Rauer et al., 2018). Lokalizacia a intenzita bolesti sa mdze zmenit’ zo dna na den a zvycajne
sa objavuje v noci (Mygland et al., 2010). Pre bolest’ je typicky bodavy, pal¢ivy a trhavy
charakter so zlou reakciou na bezné analgetikd. AvSak najcastej$im pociatocnym priznakom
postihnutia PNS je neurogénna bolest pozdiz chrbta vyzarujica do néh a chodidiel,
sprevadzana slabostou, necitlivostou a mravéenim (Ramesh et al., 2015). Casté st aj
motorické deficity a bolest’ lokalizovana na uhryznutej kon¢atine. Bannwarthov syndrom je
Casto sprevadzany lymfocytarnou meningitidou (Stanek et al., 2011). Bolest’ hlavy sa
vyskytuje priblizne u 43% (Mygland et al., 2010), ale vyrazna cefalea bez parézy alebo

radikularnej bolesti je u dospelych zriedkava. Opozicia §ije sa taktiez vyskytuje len zriedka.
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V tejto fize ochorenia je postihnutie CNS zriedkavé, ale pacienti mézu mat
encefalitidu ¢i myelitidu. Rovnako sa mézeme stretnut’ s priznakmi podobnymi Parkinsonovej

chorobe, zmétenost'ou, hemiparézou alebo cerebelarnou ataxiou (Mygland et al., 2010).

1.3.3.3 Neskoré diseminované $tadium

Tato faza ochorenia sa tiez zvykne nazyvat ako tzv. chronicka neuroborelioza, a teda
ma chronicky priebeh, ¢o pravdepodobne suvisi s pretrvavajicim prezivanim baktérii
v nervovom tkanive (Mygland et al., 2010). Pacient sa v tomto §tadiu ocitne v pripade, ak
jeho symptomy pretrvavaju viac nez 6 mesiacov (Stanek et al., 2011), pricom je okrem
centralneho nervového systému postihnuty aj periférny nervovy systém (Mygland et al.,
2010). Okrem dlhodobej symptomatologie je pritomna lymfocytarna pleocytdza, typicky
s aktivovanymi lymfocytmi B a pritomnostou intratekdlnych Specifickych IgG protilatok

v likvore (Stanek et al., 2011).

V Europe je zatial' jedind popisana manifestacia postihnutia PNS polyneuropatia
s acrodermatitis chronica atrophicans — typicky dermatologicky prejav neskorého Stadia
boreliovej etiologie (Stanek et al., 2011). Vyskytuje sa prevazne na akralnych Castiach
koncatin a popisuje sa ich vyskyt prave na koncatinach, na ktorych pacienti udavali erythema
migrans Vv skorSich fazach ochorenia. Acrodermatitis chronica atrophicans je vysledkom
infekcie spdsobenej predovsetkym baktériou Borrelia afzelii, no nevylucuje sa ani Borrelia
burgdorferi, prip. Borrelia garinii (Rauer et al., 2018). Pri tomto ochoreni nemoze byt
pri¢inny vztah s boreliovou infekciou zalozeny len na detekcii $pecifickych anti — Borrelia
burgdorferi protilatok, kedZze sa vyskytovat' aj u 5-25% zdravych os6b (Mygland et al.,
2010).

Postihnutie centralneho nervového systému zahfnia chronickl progresivnu encefalitidu
alebo encefalomyelitidu s tetraspastickym syndroémom, poruchou mocenia a Spasticko-

ataktickou chodzou a cerebralnu vaskulitidu (Rauer et al., 2018).

1.3.4 Terapia
Lymska boreliéza je predovSetkym klinickd diagndza, a v pripade, Ze pacient nema

ziadne klinické t'azkosti, pozitivita laboratornych parametrov sa nelie¢i (Gurcik, 2009).

Vol'ba vhodného antibiotika, spdsob jeho podania &i dizka trvania lietby stale patria
k diskutovanym témam. Smernice AAN, IDSA a EFNS odporucaju trvanie terapie 14-28 dni,
avsak ILADS uvadza potrebu v trvani az niekol’kych mesiacov (Dersch et al., 2015). Nezhody
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st aj v podavani opakovanej antibiotickej liecby, pretoze odporucaniach niektorych smernic
ich odportcaji, zatial’ Co iné vyvracaji vobec moznost’ pretrvavania infekcie po adekvatnom
prelieCeni, a preto by mala byt volena uz len liecba symptomaticka (Cameron et al., 2004).
Jednotlivé spolo¢nosti sa nezhoduju ani v tom ¢i je lepSie podat’ kombinéciu viacerych druhov
antibiotik s inymi, pomocnymi latkami alebo ¢i postacuje len jeden druh ATB (Cameron et
al., 2004).

Vhodna antibioticka terapia Lymskej choroby zavisi od §tadia, v ktorom sa pacient

nachadza.

Liekom vol'by skorej lokalizovanej faze infekcie je doxycyklin 2x100 mg v trvani 10-
21 dni. Pri kontraindikacidch, intolerancii ¢i alergii volime cefuroxim 2x500 mg 14-21 dni,
event. Amoxycilin 3x500 mg pocas 10-21 dni, vSetko peroralne (Rauer et al., 2018).
Odporucané davkovanie pri poddvani amoxycilinu u deti do 8 rokov je 50 mg/kg/defi, mozno
vSak podat’ aj penicilin V 3x100 mg, p. 0. 10-21 dni (Rauer et al., 2018). V porovnani
s ostatnymi ATB st makrolidy menej G¢inné, tiez sa nepodavaju ani betalaktamoveé

antibiotikd a cefalosporiny I. generacie (Gurcik, 2009).

Vo vCasnej diseminovanej faze je odporic¢anym lieckom ceftriaxon 2 g i. v. podavany
najmenej 28 dni, moznou alternativou je cefoxatim 3x2 g i. v., rovnako asponl 14-28 dni.

Podl'a odpora¢ani mozeme zvolit’ aj penicilin G i. v. v trvani 21-30 dni (OU MZ SR, 2010).

Liec¢ba chronickej neuroboreliozy je zhodna so skorym diseminovanym Stadiom.

1.4 Klinicka a laboratérna diagnostika

1.4.1 Anamnéza

Anamnéza je suhrn informacii o pacientovi podstatnych pre vyhodnotenie aktualneho
zdravotného stavu. Anamnéza je viac nez polovica diagndzy, preto by lekar mal mat’ po jej
dokonceni zakladnu predstavu o pacientovi a jeho chorobe, ale aj 0 zakladnej diferencialne;j
diagnoze (Ambler, 2006).

Kontakt s pacientom za¢iname anamnézou teraj$ich ochoreni, ktorti je mozné rozdelit’
na spontannu, cielent a objektivnu. Pri spontdnnej pacient svojimi slovami uddva problémy
a tazkosti. Pri cielenej anamnéze ide vlastne a vedenie anamnézy spontannej, teda kladieme

konkrétne otazky, upresiiujeme pojmy, napr. pri kicoch ¢i zavrate (Ambler, 2006). Taktiez si
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zistime doterajSie vySetrenia a lieCbu. Objektivna anamnéze pochddza od rodiny, svedkov
konkrétnej udalosti. Ddlezita je najma pri poruchach vedomia, pripadne u zmien osobnosti, ak
ju mé postihnuty v anamnéze. V tejto Casti sa sleduju hlavné tazkosti, ktorymi st bolesti
hlavy, poruchy niektorych zmyslov, poruchy vedomia, porucha citlivosti, poruchy motoriky
(napr. slabost’, porucha rovnovahy, tremor), zavrate a porucha vyssich kortikalnych funkcii.

Vsimame si aj mimiku, vyraz v tvari, sposob reci ¢i inotaciu hlasu (Seidl, 2015).

Nasleduje rodinna anamnéza, ktora vie byt uZitond aj v pripade infekéného

ochorenia.

Pri osobnej anamnéze zistujeme, najma pri detoch, od matiek priebeh tehotenstva,
porodu, zdvazné choroby a ich priebeh. Doraz sa kladie predovsetkym na ochorenia, ktoré si
vyziadali hospitalizaciu ¢i stustavni lieCbu, trazom a operaciam, najmi chrbtice a hlavy.
Dolezitd je tiez stcasna pritomnost inych, hlavne systémovych chorob a uzivanie liekov,
nakolko niektoré prejavy mézu byt dosledkom vedl'ajSich ¢i dokonca toxickych prejavov
lickov, pripadne méze ist’ o abstinencné priznaky (Seidl, 2015). Nemej podstatné v ramci
osobnej anamnézy je aj alergickd anamnéza a abizus ndvykovych latok, teda fajcenie
aalkohol. U zien sa spisuje aj gynekologicka anamnéza (potraty, porody, menStruacia,

tehotenstvo, klimaktérium ¢i uzivanie kontraceptiv) (Ambler, 2006).

Moznu suvislost’ s ochorenim, ¢i skor s prejavmi, mdéze mat’ aj typ prace pacienta,

preto je potrebné spisovat’ aj pracovni anamnézu.
Zhodnotenie sucasnych socialnych a rodinnych pomerov patri do socidlnej anamnézy.

1.4.2 Klinické vySetrenie
Cielom klinického vySetrenia je o najpresnejSie lokalizovat’ postihnutie, stanovit’
jeho rozsah apripadne charakter (Ambler, 2006). Osetrujuci lekar vykonava objektivne

a subjektivne vysetrenie. Informacie ziskané objektivnym vySetrenim su cennejsie.

Pod normou, resp. normalnym, fyziologickym stavom sa rozumie, ak je pacient pri

vedomi, spolupracuje, je orientovany, primeranej vyzivy a ma normalnu farbu koze (Seidl,

2015).

Systematické vySetrenie zahffia vySetrenie hlavy, vradtane mozgovych nervov, krk,
horné koncatiny, brucho a dolné koncatiny, pokracuje sa chrbticou, postojom a chddzou
(Seidl, 2015).
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U deti sa najCastejSie moézeme stretnit’ s obrnou niektorého ztvarovych nervov,

bolestou hlavy a pozitivnym meningealnym syndromom (Stanek et al., 2011).

Len malé percento pacientov s nelieCenou Lymskou chorobou ma priznaky kranialne]
neuropatie, avsak u vécsieho poctu infikovanych vo v€asnom $tadiu neuroboreliézy sa vyvija
kranidlna neuritida (Lindland et al., 2018). NajbeznejSia je paréza nervus VII, priCom
bilatelarna obrna je pre tuto infekciu charakteristickd, ¢o klinikom umoznuje odliSenie LNB
od Bellovej obrny ¢i inych portach (Meyerhoff et al., 2018). Pri parézach tvarovych nervov sa
vyskytuju aj iné nalezy suvisiace prave s parézou. Moézu zahihat poruchy sluchu a zraku,
vertigo a/alebo parestéziu tvare. Medzi iné neurologické symptomy patria radikuloneuropatia
a/alebo plexopatia a fokalny prip. difuzny mononeurotis multiplex (Meyerhoff et al., 2018).

Uz menej Castymi su pseudotumor cerebri, myozitida a cerebelitida.

V pripade, ze ide o meningitidu, ktord je relativne Casta, priznaky sa objavia priblizne
v rozmedzi 2-10 tyzdnov od uhryznutia kliestom (Meyerhoff et al., 2018). Nemanifestuje
vSak klinicky natol'ko vyrazne ako bakteridlna meningitida. NajcastejSimi symptoémami
indikujicimi menigedlne podrazdenie su cefalea, bolest’ krku a/alebo jeho stuhnutost’
a fotofobia. (Seidl, 2015) Zavaznost' cefaley sa pohybuje od miernej az po tazka, ale
samostatnd perzistentna je pri tejto infekcii zriedkava, aj ked je potrebné zvazit' aj tato

moznost’.

Vo viac neZ polovici pripadov sa uvadza akatna radikuloneuritida (Lindland et al.,
2018). Po 2-4 tyzdnoch sa pozoruje rychly nastup motorickych deficitov, strata zmyslového
vnimania a silna radikularna bolest (Meyerhoff et al., 2018). Beznou prezenticiou je aj
multifokélna asymetricka slabost’. Casto viak ju nie je mozné rozoznat’ od kompresie chrbtice

a miechy.

Naopak, chronickd radikulitida zvyc€ajne nebyva spojend so senzorickymi ¢i

motorickymi deficitmi (Meyerhoff et al., 2018).

Intermitentné parestézie udavaju pacienti zvic¢sa pri periférnej neuropatii (Meyerhoff
et al., 2018). Najcastejsim nalezom pri vySetreni je znizenie vibra¢nej citlivosti na distalnych
Castiach dolnych koncatin. Beznym zistenim st aj epikritické zmyslové deficity a oproti

motorickym nalezom st vyraznej$imi tie senzorické (Meyerhoff et al., 2018)..

Intermitentné parestézie distdlnych casti koncatin hldsia pacienti pri neskorej

axonalnej neuropatii mesiace az roky po liecbe ochorenia (Meyerhoff et al., 2018). Je vsak
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potrebné odliSenie od neuropatie pri skorej Lymskej borelidze aj tym, Zze symptdmy st menej
zavazné. Asociovand neuropatia — acrodermatitis chronica atrophicans sa prejavuje svalovymi

krémi, neuropatickou bolest'ou a parestéziou (Mygland et al., 2010).

Beznym prejavom infekcie sposobenej Borrelia garinii je Bannwarthov syndrom,
ktory manifestuje kranialnou neuritidou bez cefaley a neuritickou bolestou (Meyerhoff et al.,

2018). Typicky sa vyskytuje aj lymfocytova pleocytoza (Mygland et al., 2010).

Boré¢liova encefalopatia najCastejSie manifestuje ako mierny stav zmitenosti
sprevadzany poruchami pamdte, spanku, koncentracie, naladovostou a taktiez poruchami
osobnosti Ci1 vyjadrovania, ktoré mézu pretrvavat aj mesiace az roky po eradikacii ochorenia

(Eikeland et al., 2011). Beznymi su aj podrazdenost’ ¢i depresia (Meyerhoff et al., 2018).

V neskorSom S§tadiu je mozné stretnit’ sa aj sO neuropsychiatrickymi ndlezmi
zahfnajacimi  bipolarnu poruchu, depresiu, demenciu, tUzkost' a psychdézu podobnu

schizofrénii (Meyerhoff et al., 2018).

1.4.3 Laboratorna diagnostika

Diagnostika Lymskej neuroborelidzy sa opiera o postdenie klinickej anamnézy
pacienta a klinickych neurologickych symptomov, ale vel'mi ddlezitd tlohu zohrava aj
laboratorna diagnostika (Cerar et al., 2013). Podl'a odporuc¢eni EFNS detekujeme intratekalnu
syntézu Specifickych protilatok alebo priamy dokaz borélii metdédou PCR, alebo kultivacne
(Henningsson et al., 2014). Obmedzenim vSak je mozna niz$ia citlivost’ v skorych fazach
choroby, ¢o méze viest k falo§ne negativnym vysledkom (Henningsson et al., 2018). Dalsou
komplikaciou je taktiez fakt, ze anti — Borrelia burgdorferi protilatky sa mézu u pacientov
perzistovat’ aj nickol’ko rokov po eradikacii (Marques et al., 2015). Co je dovod, predo nie je
vhodné pouzivat’ sérologickt diagnostiku na sledovanie uspesSnosti antibiotickej liecby. Ku
zlatému Standardu diagnostiky Lymskej neuroboreliézy okrem spominanych dvoch kritérii
patri aj dokaz zapalovych zmien v likvore, typicky pleocytézy (Mygland et al., 2010).
V pripade chronickej polyneuropatie vSak platia iné diagnostické kritéria, a to pozitivita
antiboreliovych protilaitok v sére, periférna polyneuropatia a acrodermatitis chronica

atrophicans (Mygland et al., 2010).

V pripade podozrenia na neuroborelidozu sucasne vysetrujeme likvor a sérum. Metody,
ktoré vyuzivame k dokazu pdvodcu vo vSeobecnosti mozno rozdelit' na priame a nepriame

(Huppertz et al., 2012).
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Pri priamych vysetrovacich metddach nardzame na problém, ktorym je nizky pocet
borélii vo vicsSine klinickych vzoriek. Z toho dovodu nie st nevyhnutnostou pre
diagnostikovanie ochorenia, ale vedia byt uzitocné (Huppertz et al., 2012). K hlavnym
metdédam patri kultivacia a PCR. V pripade kultivacie nejde o rutinne vyuzivanu diagnosticku
metddu, vzhl'adom na dlha inkubaciu, naro¢nost’ borélii na kultivacné média a pomerne nizku

citlivost’ (Marques et al., 2015).

Nepriame vySetrovacie metddy su zalozené na detekcii protilatkovej odpovede proti
boréliam v likvore a v sére. Uzitoéné su predovsetkym v pripadoch, kedy klinicky obraz
ukazuje na neskortl fazu ochorenia, nakol'ko v skorych Stadiach sa protilatky eSte netvoria
alebo ich nie je dostato¢né mnozstvo (Henningsson et al., 2018). Z toho vyplyva, Ze citlivost’
nepriameho testovania sa zvysuje s dizkou trvania infekcie, a teda negativny vysledok este
nevylucuje dané ochorenie (Meyerhoff et al., 2018). K diagnostikovaniu neuroboreliézy sa

z tychto metdd vyuziva ELISA a Western blot, prip. izoelektricka fokusacia.

1.4.3.1 VySetrovany material

Likvor je ¢iry, plazme podobny azaradujeme ho ku transcelulirnym telovym
tekutinam. Obklopuje miechovy kanal, komorovy systém a subarachnoidalny priestor
(Adigun a Al-Dhahir 2018). Je neustale uvolfiovany a reabsorbovany. Vacsinu likvoru
produkuju aktivnou sekréciou plexus choroideus (Spector et al., 2015), priCom spolu
s mozgovym parenchymom tvoria va¢Sinu komorového cerebrospinalneho moku (Sakka et
al., 2011). K tvorbe ,,lumbalneho* likvoru prispievaji meningy, subarachnoidalne Struktury
a dorzalne korene. Obsahuje latky potrebné na udrziavanie rovnovahy nervového systému,
a to napriklad bunky, cukry, vodu a proteiny, no V porovnani napr. s plazmou ma iné zlozenie
(Telano et. Baker, 2018).

Za fyziologickych podmienok je likvor bezfarebny, ¢iry. Jeho objem sa u dospelého
¢loveka odhaduje asi na 150-180 ml, priCom 125 ml sa distribuuje v subarachnoidalnych
priestoroch a zvy$ok v komorach mozgu (Telano et. Baker, 2018). Sekrécia je individualna,
ale spravidla sa pohybuje v rozmedzi 400-600 ml denne (Sakka et al., 2011). V sucasnosti
vsak nie je zname kedy produkcia likvoru zacina. Vyvijajuci sa choroidalny plexus moze byt
vidiet' uz okolo 32. dna vyvoja (Huff et. Varacallo, 2018). Arachnoidalne klky sa zacinaju
tvorit’ okolo 35. tyzdna s pokracujicim vyvojom pocas prvych 18 mesiacov zivota (Huff a
Varacallo 2018). Zlozenie CSF je prisne regulované, a akékol'vek zmeny mozu byt pouzité na

diagnostické ucely (Telano et. Baker, 2018). Zlozenim vlastne zodpoveda ultrafiltratu plazmy.
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Z bunkovych elementov obsahuje iba malé¢ mnozstvo lymfocytov (3-4 v 1 pl). V porovnani so
sérom ma likvor vysSiu koncentrdciu chloridu, sodika a hor¢ika, ale nizSiu koncentraciu
vapnika a draslika (Spector et al., 2015). Bielkovin a imunoglobulinov sa tu nachadza len
stopové mnozstvo (Damkier et al., 2010). Taktiez obsahuje aj glukozu a lipidy, ktoré spolu
s elektrolytmi a bielkovinami poskytuju nevyhnutni vyzivu CNS (Huff et. Varacallo, 2018).
Napriek zmenam v zlozeni V porovnani so sérom a prietoku krvi ostava zlozenie CSF
konstantné (Telano et. Baker, 2018), ¢o poskytuje stabilné intraventrikularne prostredie

dolezité pre udrzanie normalnej funkcie neurénov (Sakka et al., 2011).

Mozgovomiechovy mok cirkuluje cez komory a cisterny do subarachnoidélneho
priestoru (obrazok 4), odkial' je nasledne najmd drenaznou cestou z arachnoidalnych
granulacii absorbovany do vendznych splavov. Do periferného lymfatick¢ého systému sa
vstrebava mensSia Cast drendze z perineurdlnych priestorov kranialnych nervov, ktoré
zasobuju Struktury krku a nazalnu sliznicu (Sakka et al., 2011). Za hlavné mechanizmy
cirkulacie sa povazuji tlakovy mechanizmus, teda jednosmerny, predpokladajiici rozdiely
hydrostatickych gradientov medzi arachnoidalnymi granulaciami a plexus choroideus
(Ambler, 2006), kde je vyssi tlak. Druhym mechanizmom je mechanizmus pulzativny, ktory

spociva na principe pulzacie cerebralnych artérii.

plexus chorioideus  arachnoidaini granulace
foramen Monroi | ginus sagitt. sup. \ plexus chorioideus
[}

cerebralni zila

subarachnoidalni
prostor

akvedukt

foramen Luschkae —

plexus choricideus

Obrazok 4: Schéma cirkulacie likvoru (prevzaté z Ambler, 2006).
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Cerebrospinadlny mok ma mnoho funkcii. Privddza hormény, neurotransmitery
a vyzivné latky, d’alej tvori mechanickt ochranu mieche a mozgu (Ambler, 2006). Tiez ma
homeostatickti funkciu s cielom zaistit' optimalne podmienky pre bunky CNS (Telano
et. Baker, 2018) apodobne ako lymfaticky systém tvori drenazny mechanizmus pre
odstrafiovanie  metabolitov apodiela sa na ochrane CNS pred patogénnymi
mikroorganizmami. Dalej tImi narazy a znizuje hmotnost’ mozgu z jeho 1,5 kg na 50 gramov
(Telano et. Baker, 2018), ¢o znizi silu pdsobiacu na mozgovy parenchym a cievy mozgu
pocas mechanického poskodenia (Sakka et al., 2011). Okrem toho dokaze regulovat
intrakranialny tlak, ¢o je mozné ovladat bud’ zniZenim alebo zvySenim jeho produkcie

prisposobenej potrebam CNS v danom ¢ase.

1.4.3.2 Analyza likvoru

Vysetrenie likvoru indikujeme Kk uréeniu diagnozy V pripadoch akttneho zéapalu
nervového systému, teda v diagnostike neuroboreliozy by nemalo chybat. K akitnym
zépalovym ochoreniam nervového systému boréliovej etiologie radime meningoencefalitidu,
meningitidu, encefalomyelitidu, Bannwarthov syndrém, akuatnu encefalitidu, cerebralnu
vaskulitidu, akatnu polyneuropatiu, myelitidu a neuritidu hlavovych nervov, predovsetkym
parézu nervus facialis. Indikovat’ vySetrenie cerebrospinalnej tekutine mozno aj v pripade

podozrenia na zlyhanie antibiotickej lie¢by, ¢o sluzi ako kontrola stavu pacienta (Djukic et

al., 2012).

Lymska neuroborelioza v Eurdpe je typicky spojena so zvySenym poctom buniek
v CSF (t. j. pleocytdézou) (Djukic et al., 2012), pricom ide najma o lymfocyty a plazmatické
bunky (Mygland et al., 2010). Vo v¢asnom diseminovanom $tadiu detekujeme v likvore
lymfocytarnu pleocytézu s poétom elementov 10-1000/3 (Djukic et al., 2012). Obvykle
nachadzame aj hyperproteinorachiu. V ramci potvrdenia diagnézy neuroborelidzy patri
K nevyhnutnosti pritomnost’ intratekalnej syntézy Specifickych antiboreliovych protilatok
tvoriacich sa v CNS a/alebo priamy dokaz povodcu (Pietikdinen et al., 2016). Problémom su
v€asné lokalizované a chronické formy ochorenia, nakol’ko nie su bezne dostupné dostatocne
citlivé a Specifické diagnostické postupy. Existuju aj pacienti, ktori maju normalny nalez
likvoru, jednd sa ale hlavne o l'udi sacrodermatitis chronica atrophicans asociovaného

s polyneuropatiou (Mygland et al., 2010).

Pleocytézu v likvore nachddzame v takmer kazdom pripade neuroboreliézy, no

existuju aj vynimky, kedy sa pleocytdza nevyskytuje, a to hlavne u pacientov s kratkym
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trvanim klinickych priznakov, v skorych fazach oborenia ¢i u jedincov so znizenou imunitou.
Jedna stadia dokonca naznaCuje fakt, ze pleocytdza je menej Casta u infekcie vyvolanej
spirochétou Borrelia afzelii (Cepok et al.,2003). Vo viacerych inych §tadiach sa uvadza, ze
bunky v likvore st hlavne CD8+ a CD4+ T-lymfocyty, velky pocet plazmatickych buniek
a lymfocytov B (CD19, CD20) (Steere et al., 2016). Podiel monocytov je u neuroborelidzy
V porovnani so spominanymi bunkami nizky, naopak, ich zvySeny pocet evidujeme
u virusovych meningitid (Meyerhoff et al., 2018). Pocet buniek rychlo klesa po zacati terapie,
no Vv niektorych pripadoch ich mierne zvySeny pocet mdze pretrvavat’ aj niekol’ko tyzdnov az

rokov po jej ukonceni.

1.4.3.3 Cytoldgia likvoru

Cytologické vySetrenie likvoru by malo patrit’ k beznej sucasti jeho zakladného
vySetrenia. SI0Zi na urcenie kvalitativnej bunkovej skladby likvoru ato mikroskopickym
vySetrenim trvalého cytologického preparatu. Preparat farbime zakladnym farbenim May-
Griinwald Giemsa, ktoré umoznuje dobre identifikovat’ leukocytarne rady pri zapalovych
postihnutiach nervového systému (Sobek et al., 2009). Taktiez jeho pomocou vieme uréit’ aj

stupen aktivacie lymfocytarnej populacie vratane populacie lymfocytov (Kelbich et al., 2009).

V normalnom cytologickom obraze likvoru mozno najst lymfocyty a monocyty vo
vzajomnom pomere priblizne 7:3 a s toleranciou do 10% aktivovanych lymfocytov (Kelbich
et al., 2009). Za fyziologickych podmienok by sa v likvore okrem spominanych buniek a
ojedinelych buniek vystelky likvorovych ciest nemali nachadzat. Odchylky od popisanej
normalnej cytologickej skladby CSF potom moézeme povazovat za prejav patologickych

zmien ako v centralnom, tak periférnom nervovom systéme.

Pri Lymskej neuroborelioze prevazuje v cytologickom obraze vyskyt lymfocytarnych
elemetov (obrazok 5), nakol’ko ide o tzv. seroznu zapalovi odpoved’ CNS infekénej etiologie.
Medzi lymfocyty zahffiame funkéne pomerne heterogénnu skupinu elementov. Patria medzi
ne cytotoxické Tc lymfocyty CD8+, regulaéné Th lymfocyty CD4+, lymfocyty B a NK bunky
(Kelbich et al., 2009). Mozeme sa vSak stretnit’ aj s pripadmi, kedy maju pacienti normalny
pocet buniek v CSF, aj ked’ je to zriedkavé, ale ide najmé o pacientov imunosuprimovanych,
v skorom $tadiu ¢i o infekciu spdsobentt Borrelia afzelii (Cepok et al., 2003). Svetelnou
mikroskopiou vSsak mozeme spol'ahlivo diferencovat’ len vyssie aktivované Stadia B buniek,

a to plazmocyty a lymfoplazmocyty.
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Obrazok 5: Lymfocytarna celulizacia v zakladnom farbeni (prevzaté z Sobek et al., 2009).

1.4.3.4 Imunoglobuliny a vySetrenie stavu permeability hematolikvorovej bariéry

1.4.3.4.1 Dokaz intratekalnej syntézy Specifickych protilatok

V centralnom nervovom systéme pochddza intratekalna syntéza imunoglobulinov
z perivaskularnych infiltratov lymfocytov B. Na rozdiel od séra, kedy dochadza k typickej
faze ochorenia (Rauer et al., 2018), v intratekalnej syntéze pritomné nie je. UZ na zaciatku
ochorenia je pritomnd tvorba imunoglobulinov IgM, 1gG, IgA a zostava relativne konStantna.
Jej tvorba vSak nemusi znamenat’ aktitne ochorenia, méze byt pritomna aj uz po prekonanej
infekceii, pri zdpalovom ochoreni centrdlneho nervového systému manifestovaného zvySenym
poc¢tom buniek v CSF ¢i u chronického zapalového autoimunitného procesu v CNS

(Henningsson et al., 2018).

Dokaz intratekalnej syntézy Specifickych protilatok, tzn. hladiny Specifickych
antiboreliovych protilatok tvorenych v likvore, ktoré dokazujeme bud’ kvalitativne alebo
kvantitativne, patri k zlatému Standardu laboratérnej diagnostiky Lymskej neuroboreliozy
(Henningsson et al., 2014). Hladina tychto imunoglobulinov v mozgovomiechovom moku
zavisi na permeabilite HLB, intratekalnej produkcii protildtok a hladine protilatok v sére
(Meyerhoff et al., 2018). Pre zistenie intratekalnej produkcie anti — Borrelia burgdorferi
protilatok v CNS vyuZivame sucasnil analyzu likvoru a séra metdédou ELISA, pretoZze pri
merani hodnot Specifickych protilatok len v CSF mézZze byt zavadzajice (Marques et al.,
2015). Dévodom je, pri pozitivnom vysledku, ich mozny pasivny prenos zo séra pri zvySenej

permeabilite hematolikvorovej bariéry (Djukic et al., 2012).
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Vysledkom kvantitativnej detekcie intratekalnej syntézy je protilditkovy index
(obrazok 6), ¢o je vlastne pomer koncentracie Specifickych protilatok v sére a v likvore vo
vztahu ku stavu hematolikvorovej bariéry a koncentracii celkovych imunoglobulinov v sére

a CSF (Stanek et al., 2011).

Vvpocet protilatkového indexu (Al):
O(lgX )spec
Q(‘I{gX)Tr_?I-IL

Modifikace dle Reiberova vztahu:
O1gX) rorar > Quimaey)» dosadime O,

th(;’gG_] = [}:93* J(Qm'b )1 + 6 * ].G_G - ].? * ]_'::I_}

Antibody _index =

Qlimug.‘.n =0,67% \/(Qm's;): +120%10° -7.1%10°7

Obrazok 6: Stanovenie intratekalnej syntézy protilatok (prevzaté z Reiber, 1994).

Z toho vyplyva, Ze potrebujeme stanovit’ hodnoty koncentracii albuminu a celkovych
imunoglobulinov IgG a IgM vV cerebrospinalnom moku a sére (Rauer et al., 2018). Zvysené
koncentracie protilatok v mozgovomiechovom moku modze byt dosledkom poruchy
hematolikvorovej bariéry (HLB) alebo zvySenej koncentracie imunoglobulinov v sére (Djukic
et al., 2012). Pri poruche HLB je dominantnym transportnym mechanizmom difizia
proteinov zo séra do CSF, pricom vécsie molekuly (IgM) prestupuju pomalSie ako tie mensie
(1gG). Pri zvyseni koncentracie sérového proteinu sa zvysi aj jeho koncentracie v likvore, ale
gradient vyjadreny pomerom koncentracie proteinu v CSF asére ostava konstantny. Pri
zvySenej permeabilite HLB dochddza k patologickému zvySeniu koncentracie proteinu
v mozgovomiechovom moku, preto je potrebné stanovit' albumin aj imunoglobuliny v likvore
aj vsére. V sucasnej dobe sa odporuca k dokazu intratekalnej syntézy pouzivat vypocet
podl'a Reibera (Sobek et al., 2009). Popisuje vztah, ktory je hyperbolicky, medzi Q albuminu
a Q prislusného imunoglobulinu (Kelbich et al., 2009). Pre vypocet tohto vztahu musime
previest na tzv. arbitritne jednotky (AU) absolitne hodnoty absorbancii séra

a cerebrospinalnej tekutiny. Az potom mdézeme vypocitat’ hodnotu protildtkového indexu.

Mozeme sa vsak stretnit’ aj s faloSne pozitivnou IgM reaktivitou pri meningitide
vyvolanej Eppstein-Barr virusom (Garg et al., 2018). Taktiez mdze nastat’ pripad, kedy

protilatkovy index vySiel negativny, avSak analyza likvoru ukazala zvySené hodnoty
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poukazujice na neuroboreliozu. V takom pripade hovorime o pravdepodobnej neuroborelioze

(Rupprecht et al., 2014).

Existuju vsak problémy pri interpretacii vysledkov, kvoli nedostatku stadii a pripadov,
ich definicii, a tieZ nedostatku vykladu a porovnani vysledkov medzi laboratoériami (Margues,
2015). Celkovo i tak mozno povedat’, ze citlivost’ tvorby intratekalnej protilatky je okolo 50%
(Marques, 2015). Vysetrenie obmedzuje aj nizka citlivost' na zaciatku ochorenia, pocas
prvych Siestich tyzdiov, preto je potrebné vtomto Stddiu vysledky interpretovat len
s klinickymi priznakmi, anamnézou a zapalovymi parametrami likvoru (Barstad et al., 2018).
Ale aj napriek tomu vykazuje testovanie intratekalnej syntézy protilatok vyssSiu citlivost’ nez
izolacia borélii z cerebrospinalnej tekutiny (Cerar et al., 2013). Specifickost’ testu sa blizi
k 100%, avsak pri skutocnosti pretrvavania Specifickych protilatok v organizme aj roky po
eradikacii je mozné, ze pozitivny vysledok testu bude poukazovat na predchadzajicu
infekciu. Protilatkovy index vykazuje citlivost 75% a citlivost 97% pri diagnostike
neuroboreliézy (Djukic et al., 2012).

1.4.3.4.2 lIzoelektricka fokusacia

Metdda je povazovand za zlaty Standard k dokazu intratekalnej oligoklonélnej syntézy
a ide o kvalitativny dokaz (Adam et al., 2001). Pri izoelektrickej fokusacii sa vzdy sucasne
analogicky vysetruje likvor a sérum, ktoré nariedime na koncentraciu odpovedajacu CSF, pre
dant triedu, pricom sa prevadza v jednotlivych triedach imunoglobulinov, teda IgG a IgM

a pre l'ahké retazce kappa a lambda (Sobek et al., 2009).

Ide o elektromigra¢ni metdédu, pri ktorej sa latky separuji na zaklade ich
izoloelektrickych bodov v prirodzene vytvorenom gradiente pH (obrazok 7). Sluzi k deleniu

latok amfotérnej povahy, ktoré maju kyslé a bazické skupiny (Smoluch et al., 2016).
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Obrazok 7: Delenie latok na zaklade izoelektrickych bodov v gradiente pH (prevzaté z Smoluch et al., 2016).

Existuje medzindrodne dohodnutych pét’ typov rozdelenia cerebrospindlnej tekutiny

a séra (obrazok 8), a to (Bonnan, 2016):

1. Normalny stav, Ziadne oligoklonalne pasy, tzv. normal pattern

2. Oligoklonalne pasy pritomné len v CSF

3. Oligoklonalne pasy pritomné aj v sére, aj likvore, avSak v CSF su pasy aj
navyse, ktoré v sére nie su, typické pre neuroboreliozu

4. Identické oligoklonalne pasy v likvore a sére

5. Monoklonalne pasy v sére a likvore
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Obrazok 8: Typy rozdelenia latok v likvore a sére (prevzaté z Bonnan, 2016).

Pre pritomnost’ intratekdlnej syntézy sved¢i pritomnost’ dvoch a viac oligoklonalnych
pasov v mozgovomiechovom moku, ktoré nemaji analogiu v sére (Bonnan, 2016).
S normalnymi vysledkami sa stretdvame v pripade acrodermatitis chronica atrophicans

(Meyerhoff et al., 2018).

Pri 1gG ide o jeho kvalitativne aj kvantitativne zastipenia. V likvore vSak absolitna

koncentracia nema sama o sebe vypovednt hodnotu, dolezity je prave dokaz ich intratekalne;j

produkcie (Sobek et al., 2009).

Podobna situdcia ako pri IgG je pri IgA srozdielom, pri ktorom je naro¢ne
preveditel'na IEF tejto triedy imunoglobulinov. Preto, z technickych dévodov, ostava bud’
vypocet podl'a Reibera, celkova IgA alebo IgA index, odporuca sa vSak skor ELISA, pripadne

imunonefelometria s latexovymi partikulami (Smoluch et al., 2016).

Stanovovanie  volnych Tlahkych retazcov lambda akappa je dolezité
v neuroimunologickej diagnostike a odporuca sa pre vySetrovanie pacientov so skler6zou
multiplex (Sobek et al., 2009).

1.4.3.4.3 Permeabilita hematolikvorovej bariéry
Hematolikvorova bariéra predstavuje bariérovy systém pre likvor a krv. Anatomicky
ma niekol’ko tzv. gap junctions a vezikul sluziacich ako makrofilter pre proteiny (Johanson et

al., 2010). Tvori ju jemna siet kapilar v méikkej blane mozgu a endotel chorioidalnych
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plexov. Umoziuje prestup proteinov z plazmy do cerebrospinalnej tekutiny, priCom prestup
latok v chorioidadlnych plexoch sa uskutocnuje aktivhym a pasivnym transportom. Za
predpokladu funkénosti HLB je hlavnym determinujucim faktorom vplyvajucim na
koncentraciu molekul v likvore je koncentracia krvi a hydrodynamicky priemer. Na poruchu
hematolikvorovej bariéry nas upozornia zvySené koncentracie sérovych proteinov v CSF, teda

hovorime o albumine (Kelbich et al., 2009).

Mieru permeability hematolikvorovej membrany obvykle urcuje vypocet
albuminového kvocientu (Q Alb), pomeru koncentracii albuminu v CSF/v sére, ktory je
zavisly na veku (Sobek et al., 2009). Ta moze byt bud’ normalna, s I'ahkou, strednou alebo
tazkou poruchou. Okrem toho vieme vdaka Q Alb urcit’ aj lokalnu syntézu ostatnych

proteinov v CNS (Johanson et al., 2010).

Albumin je najddlezitej$im proteinom plazmy a tvori viac ako polovicu mnozstva
vsetkych proteinov (Sakka et al., 2011). Tvori sa vyluéne v peCeni a sluzi ako vdzobny
a transportny protein mastnych kyselin, hormonov, bilirubinu, vépnika, vitaminov, lieciv,
horménov a stopovych prvkov (Johanson et al., 2010). Nakolko sa albumin syntetizuje
vyluéne v peCeni je pomer albuminu v likvore oproti jeho hodnote v sére validnym

parametrom pre vyjadrenie poruchy HLB (Mygland et al., 2010).
1.4.3.5 Zapalové markery

1.43.5.1 CXCL13

Chemokiny CXCLI13 st ¢lenmi rodiny chemokinov CXC (Borde et al., 2012). Ide
0 selektivne chemoatraktanty B lymfocytov a pomocnych lymfocytov T, ktoré pdsobia cez
Specificky receptor CXCR5 (Henningsson et al., 2018). St zodpovedné za migraciu B —
buniek prostrednictvom mozgovych endotelidlnych buniek pri zédpalovych procesoch v CNS
(Kgpa et al., 2015). Ich uloha je v prirodzenej imunite, kde tvoria prvii obrannt liniu, neskor
sa uplatfiuju v ziskanej imunite produkciou S$pecifickych protilatok (Kepa et al., 2015).

V likvore st vyjadrené cez dendritové bunky, makrofagy a monocyty.

CXCL13 v likvore su citlivy a Specificky marker u akttnej neuroboreliozy (Djukic t
al., 2012) v pripadoch, kedy je pritomna intratekalna syntéza Specifickych anti — Borrelia
burgdorferi protilatok (Borde et al., 2013). Detekovat’ ich mozeme dokonca aj v pripade
skorej LNB, kedy sa este nezacali tvorit’ Specifické protilatky (Borde et al., 2012). Tu vsak

nevieme rozliSit' ¢i ide o pacientov s Lymskou neuroboreliozou alebo o iny zapalovy stav
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v CNS. Ich hladina sa u pacientov s LNB zvySuje, nakolko zohravaji svoju ulohu
Vv zépalovych procesoch v CNS a samotny pdvodca ochorenia ich sekréciu stimuluje. Okrem
ich zvySenych hladin pri neuroborelidze musime pri ich vySetrovani mysliet aj na fakt, ze
zvySené hladiny moézeme najst aj v pripade mozgovych lymféomov, neurosyfylisu,
kryptokokovej, HIV, tuberkuloznej meningitidy (Borde et al., 2012). Z toho vyplyva, ze
nedokdzeme pomocou nich odlisit Lymska chorobu s chybajicou intratekalnou syntézou
protilatok od inych zapalovych stavov nervového systému, aj ked’ v pripade neuroborelidzy je
hladina CXCL13 vyrazne vysSia ako u spominanych ochoreni CNS (Pietikédinen et al., 2016).
CXCL13 sa vSak pre beznt diagnostiku neodporuca kvoli pochybnostiam o Specifickosti
(Rupprecht et al., 2014). Rupprecht a kol. v jednej zo svojich §tudii uvadzaja, ze moze byt
Vv klinickej praxi uzitoénym parametrom stanovovanym v CSF na diagnostiku LNB aj
u pacientov, u ktorych nie je pritomna pleiocytdza v likvore. Vsetky uvedené fakty platia ako

u dospelych pacientov, tak aj u deti.

Stanovenie CXCL13 mdZe byt uZito€né u séronegativnych pacientov v skorych fazach
ochorenia, nakol'ko ich hladina za¢ina stipat’ uz na zaciatku ochorenia (Henningsson et al.,
2014), a pre sledovanie lie¢by, ked’Ze vplyvom antibiotickej liecby ich hladina prudko klesa
(Rupprecht et al., 2014).

Objavenie CXC13 ako markera ajeho suvislosti s akutnou neuroborelibzou ma
obrovsky vyznam pre posun v ramci diagnostiky tejto choroby (Rupprecht et al., 2014). Aj
preto CXCLI13 zostdva do buducnosti najlepSim markerom pre zistovanie neuroboreliozy
(Pietikdinen et al., 2016). Do smernice EFNS vSak zatial' rutinna analyza CXCL13 pri

podozreni na Lymskt neuroboreliozu nebola zaradena (Mygland et al., 2010).
1.4.3.6 Stanovenie Specifickych protilatok proti Borrelia burgdorferi sensu lato

1.4.3.6.1 Dvojkrokova analyza

Dvojstupniové testovanie pre urCenie diagnoézy Lymskej neuroborelidzy zahiiia
v prvom kroku ELISA metddu (obrazok 9), anasledne ako konfirmaény test Western blot
(Mygland et al., 2010). Dalsou 3pecifikaciou je potreba sucasnej analyzy séra a likvoru. Ide

teda 0 nepriamy dokaz patogéna v ramci rozsirenej likvorologie.

Western blot pre potvrdenie diagndézy vyuzivame az v pripade pozitivneho alebo
hranicného vysledku ELISA testu, ktory slizi na vylucenie faloSne pozitivnych vzoriek

z predoslého testu. hrani¢ného vysledku ELISA testu (Signorino et al., 2014).
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Screening test: Anti-Borrelia ELISA or IIFT (IgG and IgM in parallel) ‘

v :

‘ Confirmatory test: Anti-Borrelia Inmunoblot (IlgG and IgM in parallel) ‘

/ Y

Questionable Antibodies against -
serological result B. burgderferi negative

Obrazok 9: Schéma dvojstuptiového testovania (prevzaté z Euroimmun).

Aj pri tomto postupe sa vsak stretavame s nedostatkami. Prvym z nich je relativne
nizka citlivost’ v skorych fazach ochorenia (Lindland et al., 2018), d’alej skuto¢nost’, Ze
protilatky pretrvavaju aj po adekvatnej liecbe (Mygland et al. 2010), nie Gplne optimalna
Specificita metody Western blot a variabilita Specificity a citlivosti ako Western blot aj ELISA
metoédy pri pouziti cielovych rekombinantnych antigénov na detekciu protilatkovej odpovede

voci boréliam (Henningsson et al., 2014).

1.43.6.1.1 ELISA

ELISA metddu pouzivame na kvantitativne stanovenie intratekéalnej syntézy IgM, IgG
a IgA protilatok v sére a v likvore, ktoré detekujeme bud’ v kombinacii (najCastejsie IgG
aIgM) alebo individualne (Aquero-Rosenfield et al., 2005), ¢im vlastne dokazujeme

selektivnu pritomnost’ anti — Borrelia burgdorferi protilatky v CNS (Huppertz et al., 2012).

Principom metddy je reakcia protilatky s prislusnymi enzymom, ¢ize ide o metddu
enzymovej imunoanalyzy, ktora patri medzi imunoanalytické metddy. Detekujeme enzymova
reakciu, kedy v istom kroku reakcie dany enzym S$tiepi pridany substrat za vzniku farebného
produktu, ktory meriame denzitometricky. Nevyhodou vSak je, Ze borélia spdsobujuca
infekciu moéZe byt antigénne odlisna. V reakcii vyuZivame celobunkové alebo rekombinantné

antigény (Henningsson et al., 2014).

Obmedzenim v pouZivani ELISA metddy v diagnostike je jej nizka Specificita, aj ked’
citlivost ma vysoku (Mygland et al., 2010). Nizka Specificita je hlavne kvoli vyskytu
séronegativnych foriem a skrizene reagujucich protilatok a vysokej séroprevalencii
(Henningson et al., 2014). S falosne negativnymi vysledkami sa mdzeme stretnit hlavne

pocas akutnej fazy choroby (Marques, 2015), ked’ sa este u pacientov nevyvinula dostato¢na
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protilatkova odpoved’ na pozitivny vysledok testu, ¢o modze trvat’ 6-8 tyzdnov od uhryznutia
kliestom (Mygland et al., 2010). Naopak, falosnu pozitivitu moézu vyvolat’ iné ochorenia, ako
napr. syfilis, reumatoidna artritida ¢i systémovy lupus erythematosus (Hansen et al., 2018),
ale aj malé percento zdravého obyvatel'stva moze mat’ faloSne pozitivne vysledky. S falosnou
pozitivitou sa mozeme stretnit’ aj u pacientov po adekvatnom prelieCeni antibiotikami,
pretoze IgG aj IgM protilatky mozu pretrvavat’ aj niekol’ko rokov po lie¢be (Mygland et al.,
2010), &o je dovodom predo pozitivny nélez nemusi znamenat’ pritomnost’ infekcie. Dal§imi
negativami su nedostatocnd Standardizdcia, existencia viacerych varidcii medzi testami,
pokial’ ide o antigénne zloZenie a detekciu Specifickych tried imunoglobulinov, hlavne IgM

(Aquero-Rosenfield et al., 2005).

Specifické IgM protilatky moézeme detekovat v krvi uz od treticho tyzdiia po expozicii
a IgG protilatky od Siesteho (Rauer et al., 2018). Akonahle detekujeme vysoké koncentracie

Specifickych IgG protilatok vieme, ze ide o neskora fazu neuroborelidzy.

1.43.6.1.2 Western blot
Ide 0 konfirmaény test v pripadoch hrani¢nych ¢i pozitivnych vysledkov vo vzorkach

analyzovanych predchadzajucou, ELISA metddou.

Metdédou Western blot dokazujeme pritomnost’ protilatok proti jednotlivym
separovanym antigénom borélii (obrazok 10), ¢ize ide o kvalitativne stanovenie. Taktiez nam
umoziuje detekovat' rekombinantné antigény VISE, BBK32, DbpA, ¢o eliminuje nizku
Specificitu ELISA testu (Halpern et al., 2014). Na vySetrenie antiboréliovych protilatok
vyuzivame antigénne lyzaty, resp. rekombinantné antigény Borrelia afzelii, Borrelia garinii

a Borrelia burgdorferi sensu stricto (Henningsson et al., 2014).

Vysetrovat’ by sme mali imunoglobuliny typu IgM a IgG v pripade, ak symptomy

pretrvavaju 30 dni alebo menej, ak dlhsie, tak testujeme triedu 1gG.
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Obrazok 10: Stripy vyuzivajlce sa na stanovenie pritomnosti protilatok proti jednotlivym separovanym
antigénom metodou Western blot (prevzaté z Euroimmun).

Pri protilatkach triedy IgG proti Borrelia burgdorferi sensu lato na rychle
vyhodnotenie vyuZzivame vysoko Specificky a senzitivny rekombinantny VISE antigén
(Huppertz et al., 2012), pricom ak mame na blotovacom stripe pozitivitu, povazujeme IgG
protilatku za pozitivnu. Mdze vSak nastat’ pripad, kedy je tento typ protilatky negativny, a to
najmi v zaCiatocnej faze infekcie. V takom pripade sa k hodnoteniu vyuzivaji aj ostatné
Specifické antigény, konkrétne pl7, p19, p21, p25 (OspC), p30, p31, p39 a p83 (Signorino et
al., 2014). Pozitivita, resp. negativita v jednotlivych antigénnych pasikoch a v ich pocte uz
zavisi od vyskytu a intenzity pasika v antigéne VISE. Ak mdme pozitivny antigénovy pasik
pri antigéne VISE, za pozitivny vysledok pritomnosti protilatok IgG sa povaZuje pozitivita
ako u viac, tak aj u menej ako v dvoch pripadoch ostatnych antigénov ¢i dokonca v ziadnom
znich. Ak vSak VISE vykazuje len slabu intenzitu, je potreba pozitivity asponi u jedného
z d’alSich uz opisanych. V pripade negativneho rekombinantného antigénu je pre pozitivny

vysledok Ziaduca pritomnost’ pasikov aspoii dvoch d’alSich antigénov.

Naopak, protilatky typu IgM st formované v akttnej faze infekcie, typicky proti OspC
(p25) (Signorino et al., 2014). Na rozdiel od IgG, IgM protilatky proti ostatnym Specifickym
antigénom nie st nevyhnutné pre indikiciu zacinajucej infekcie boréliovej etiologie,
samozrejme ak je pozitivny OspC (Marques, 2015). Pritomnost’ slabého antigénového pasika

OspC a jedného z ostatnych Specifickych stidle znamend pritomnost IgM protilatky proti
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Borrelia burgdorferi sensu lato (Aguero-Rosenfield et al., 2005). Ak iny antigén pritomny nie
je, vysledok uz je hrani¢ny. Za pozitivne dokonca povazujeme aj situdcie pri nepritomnosti
p25, ale pozitivitu vinom z antigénov, aj ked nemusi ist vyluéne o Lymsku boreliozu
(Meyerhoff et al., 2018). Jasne pozitivny vysledok testu je pritomnost’ pasika v ktoromkol'vek

zo specifickych antigénov.

1.4.3.7 Priamy dokaz boréliovej DNA

Polymerazova retazova reakcie je jedna z mala metod priamej diagnostiky Lymske;j
neuroborelidzy. Pritomnost’ patogéna vo vySetrovanom materialy sa zistuje na zéklade DNA
pomocou sekvencie nukleovych kyselin, ktoré st doplnkové k DNA borélii (Meyerhoff et al.,
2018). Nevyhodou vsak je pravdepodobnost’ faloSne negativnych vysledkov, kvoli nedostatku
spirochét vo vySetrovanych vzorkach, preto aj negativny vysledok infekciu nevylucuje

(Aguero-Rosenfield et al., 2005).

Principom reakcie je amplifikacia Specifického tiseku DNA pdvodcu. Ide o cyklicky
proces, pri ktorom sa opakuji tri kroky, ato denaturacia, hybridizacia a polymerizacia.
Nakol'ko ide o cyklicky proces, celda reakcie prebieha v niekol’kych cykloch, zvyc€ajne ide
0 priblizne 30, ¢oho vysledkom je vznik niekol’kych képii pdvodnej sekvencie DNA.

Pri podozreni na Lymsku neuroboreliozu je vhodné odobrat’ material podla charakteru
klinickych priznakov, ¢ize likvor (Mygland et al., 2010). Nakolko je koncentracia spirochét
vo vzorkach vel'mi nizka, pre spolahlivé vysledky je vel'mi dolezity spdsob odberu, preprava
vzorky a izolacia DNA z vySetrovaného materialu (Aguero-Rosenfield et al., 2005). Vzorky
by sa sme mali spracovat’ v o najkratSom case po odbere, v pripade, Ze to nie je mozn¢, mali

by sa uchovavat’ v zmrazenom stave.

Vysledky PCR analyzy mozu byt kvantitativne (kompetitivna PCR, Real-Time PCR)
alebo kvalitativne (Nested PCR, konven¢na PCR) (Aguero-Rosenfield et al., 2005). Na
diagnostiku neuroborelidézy obvykle postacuje kvalitativne PCR, ale komer¢ne dostupné su uz

aj prostriedky na Real — Time PCR.

Citlivost’ metody v mozgovomiechovom moku v rannych fazach infekcie sa pohybuje
okolo 10-30%, v krvi je dokonca niz§ia (Mygland et al., 2010). Extrémne nizka citlivost PCR
je vneskorych fazach choroby (Mygland et al., 2010). Citlivost okrem nizkeho obsahu
baktérie vo vySetrovanom materidly mdze znizit' aj degraddcia DNA pocas transportu,

spracovania ¢i skladovania vzorky (Aguero-Rosenfield et al., 2005). Zavisiet méze od
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klinickej prezentacie, poétu leukocytov v CSF, dizky trvania ochorenia a od podévania
antibiotik (Aguero-Rosenfield et al., 2005). Aj napriek nizkej citlivosti v likvore moze byt
tato metoda uzito¢nd v skorych fazach ochorenia pri pacientoch s negativnym indexom
protilatok, pripadne u pacientov v imunodeficienciami (Mygland et al., 2010), no aj napriek
tomu jej pozitivny vysledok je s najvdc¢Sou pravdepodobnostou faloSne pozitivny. Na
citlivost méze mat’ tiez vplyv zahdjenie antibiotickej liecby (Wilske et al., 2007). PCR
reakcia sa prave kvoli spominanej nizkej citlivosti neodporuca ako diagnostickd metdda
u pacientov s podozrenim na chronickl neuroboreliézu ani na sledovanie uspesnosti liecby
(Mygland et al., 2010). Aj napriek nizkej citlivosti v CSF, je tu vysoka Specificita pri

pozitivhom vysledku.
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CIELE PRACE

Hlavnym cielom prace bolo realizovat’” vybrané laboratorne vySetrovacie metddy
potrebné  k uzavretiu diagnostiky Lymskej neuroborelibzy vyuzivané v likvorologii

a vyhodnotit’ ich vysledky.
Zoznam cielov:

1. Prakticky previest’ jednotlivé vySetrovacie metody

2. Posudit fazu ochorenia na zaklade nameranych hodnot protilatkovej odpovede
s klinickou symptomatolégiou u pacient v skupine
Porovnat’ hladiny CXCL13 s protilatkovou odpoved’'ou

4. Posudenie podmienok potrebnych pre uzatvorenie diagndzy a interpretacia vysledkov
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2 Experimentalna ¢ast’

2.1 Charakteristika suboru a metodika prace

Stubor tvorilo 40 ndhodne vybranych pacientov ztzemia Ceskej republiky

dispenzarizovanych v infektologickej ambulancii Fakultnej nemocnice Hradec Kralové.

Pouzit¢é udaje sme ziskali zchorobopisov pacientov a laboratérneho systému
laboratorii Topelex, s.r.o., pricom jednotlivé vzorky pacientov boli vySetrované za rutinného
chodu klinického laboratoria s pouzitim automatického, prednastaveného vybavenia
K potrebnym analyzam a komeréne dostupnych stiprav k jednotlivym vySetreniam, a teda nie

Specialne pre Ucely tejto prace.

Udaje o pacientoch su ziskané a spracovavané so stthlasom Fakultnej nemocnice

Hradec Kralové.

2.2 Kvantitativne stanovenie imunoglobulinov v sére a likvore pomocou
imunonefelometrie
Princip

V ramci imunochemickej reakcie tvoria proteiny obsiahnuté v biologickom materialy
so Specifickymi protilatkami imunokomplexy, ktoré rozptylia [G¢ svetla prechadzajuci
vzorkou. Intenzita rozptyleného svetla je umernd koncentracii albuminu vo vySetrovanej

vzorke. Vysledok sa stanovi porovnanim so Standardom o znamej koncentracii.
Postup

Rovnako ako meranie albuminu bolo vSetko plne automatizované. Sérum pre meranie
IgG sa riedilo v pomere 1:400, IgA algM v pomere 1:20. V pripade potreby bolo mozné
vzorky pre meranie 19gG v sére a likvore riedit manualne. Vysledky pristroj vyhodnocoval

automaticky vo zvolenych jednotkach, a to mg/l.

2.3 Stanovenie  hladiny  albuminu  vsére  alikvore pomocou

imunonefelometrie

Princip

V Tudskych biologickych tekutindch obsiahnuté proteiny vytvarajii so Specifickymi

protilatkami v rdmci imunochemickej reakcie imunokomplexy. Tie rozptyluju la¢ svetla
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prechddzajuci vzorkou. Intenzita rozptyleného svetla je Umernd koncentracii proteinu
V meranom materialy. Porovnanim so $tandardom so znamou koncentraciou sa stanovi

vysledok.
Postup

Plne automatizovany, pricom vzorky séra boli automaticky riedené¢ v pomere 1:400
a nasledne analyzované. Likvor bol analyzovany z riedenia 1:5, prip. bol podla potreby
riedeny manudlne. Automaticky pristroj tiez pocital koncentracie albuminu ako v sére, tak

Vv likvore. Antiséra dodavané komercne boli pripravené k pouzitiu

2.4 1zoelektricka fokusacia na zistenie pritomnosti intratekalnej
oligoklonalnej syntézy

Princip

Ide o zlaty Standard v dokaze intratekalnej oligoklonalnej syntézy protilatok, kedy sa

analogicky sucasne vySetruje sérum a likvor.

Pri tejto elektromigracnej metddy sa latky delia na zdklade ich izoelektrickych bodov

v gradiente pH.
Priprava vzoriek

Sérum sme najprv nariedili desat'nasobne (90 pl fyziologického roztoku + 10 pl séra),
nasledne sme ho riedili podl'a koncentracie IgG zodpovedajucej vzorky likvoru. CSF sme
riedili v pripade potreby, t. j. ako hodnoty IgG boli vyssSie nez 50 mg/l podl'a predpisanych

VZOrcov.
Priprava gélu

G¢l vybraty z obalu bez ochrannej folie sme kratko osusili papierom a pripravili si
elektrody. Na gél sme umiestnili podl'a pokynov masku na nanasanie vzoriek a taktiez osusili
filtracnym papierom. Na destilovanou vodou navlh¢eny stoléek sme uloZili pripraveny gél.
Vzorky likvoru a séra sme nanasali v objeme 5 pl, pri hodnotach IgG v CSF nizsich nez 20

mg/l sme pridali eSte d’alSich 5 pl.
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Fokusacia

Stolcek s gélom a nadavkovanymi vzorkami sme umiestnili do deliacej vane, prilozili

sme elektrody a vatiu zavreli. Doba delenia bola 1 hodinu a 20 mint.
Bloting

Dve membrany sme namocili do destilovanej vody, jednu sme osusili papierovym
utierkami. Gél sme preniesli na dal$i filtracny papier. Pomocou val¢eku sme postupne
pritlaali jednu z membran, po chvili sme ju odstranili a rovnakym spdsobom pritlacili
membranu druhti. Vytvorené vzduchové bublinky sme vytlacili. Na takto pripravena

membranu sme ulozili 4 filtracné papiere dvoch druhov, zat’azili a nechali 30 mintt posobit’.
Dalsi postup

Po 30 minttach sme odstranili filtraéné papiere a gél, pretoZe sme d’alej pracovali len
S membranou. T sme vlozili do misky a pridali 30 ml roztoku ,,blocking agent* pripravené¢ho
rozpustenim 1 g prasku v 50 ml fyziologického roztoku. Na trepacke-kyvacke sme nechali 30
minat premyvat a nasledne oplachli 3-5krat destilovanou vodou. Membranu sme umiestnili
do kupela roztoku s protilatkou, teda 2,5 ml ,blocking agent* do 25 ml fyziologického
roztoku + 25 ul protilatky. opdt sme nechali 30 minut na kyvacke a preplachli 3-5krat
destilovanou vodou. Pripadné zbytky roztoku sme vymyvali 5 minat na kyvacke
fyziologickym roztokom. Opat’ sme vyplachli 3-5krat destilovanou vodou. Farbili sme Cerstvo
pripravenym roztokom: 2,5 ml acetatového pufru + 5 ml chromogénu (flaska prasku + 50 ml
etanolu) + 25 ml destilovanej vody + 25 ul peroxidu. Nechali sme pdsobit’ 20 — 25 mintt na
kyvacke a nasledne vyplachli 3-5krat destilovanou vodou a nechali susit’ vtme do druhého

dia. Od¢itavanie prebiehalo ru¢ne pri dobrom svetle.

2.5 Dokaz Specifickych boréliovych protilatok v sére a Vv likvore metédou
ELISA

Princip

Ide o kvantitativnu in vitro skusku pre ludské protilatky proti antigénom borélii
v CSF. Stanovenie oproti vySetreniu v sére sa lisi iba potrebou pouzitia kalibra¢ného séra

k diagnostike likvoru. Pouzivame mikrotitracné reakéné jamky potiahnuté antigénmi borélii.
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V prvom kroku sa v jamkach stibezne inkubuji nariedené vzorky pacientov a likvor,
Ak st vzorky pozitivne, na antigény sa naviazu Specifické protilatky triedy IgG (tiez IgM
a IgA). Naviazané protilatky detekujeme pri druhej inkubacii, pri ktorej pouzivame enzymovo

znacené anti-l'udské IgG protilatky (enzymovy konjugat), katalyzujuce farebnu reakciu.

Koncentraciu protilatok proti borélidm v CSF a v sére meriame pomocou kalibracnej

krivky stanovenej na zdklade inkubdacie kalibratorov.
Priprava reagencii

Komerc¢ne dodané stpravy boli uz pripravené priamo k pouzitiu.
Priprava vzoriek

Analyzované vzorky sér sa riedili 1:404 vo vzorkovom pufry, vzorky likvoru

v pomere 1:2 vo vzorkovom pufry
Inkubacia

V prvom kroku inkubacie sa do mikrotitraénych platni¢iek prenieslo 100 ul CSF
kalibratora, nariedenej vzorky pacienta alebo likvor a inkubovalo sa 60 minut pri izbovej
teplote (18-25 °C). Po inkubacii sa automatickym premyvanim reakéné jamky trikrat premyli
450 pl nariedené¢ho premyvacieho roztoku. Nasledne sa napipetovalo 100 ul enzymového
konjugatu, teda peroxidazou zna¢enych anti-l'udskych IgG, do kazdej jamky a inkubovalo sa
opat’ 60 minut pri izbovej teplote. Nasledovalo rovnaké premyvanie ako po prvom kroku.
Dalej sa inkuboval substrat, napipetovalo sa 100 pl chromogenu/substratového roztoku do
kazdej jamky. Inkubovalo sa pri izbovej izbovej teplote 15 mintt. Reakcia sa zastavila
napipetovanim 100 pl zastavovacieho roztoku do kazdej jamky Vrovnakom poradi
arovnakou rychlostou ako sa pipetoval chromogen. Nasledne sa fotometricky zmeralo
sfarbenie pri vinovej dizke 450 nm, behom 30 minat od pridania zastavovacieho roztoku,

pri¢om pred meranim sa dosti¢ka I'ahko pretrepala.

2.6 Konfirmacny test Western blot pre kvalitativne stanovenie P'udskych
protilatok proti boréliovym antigénom v sére a likvore
Princip

Test obsahuje stripy s elektroforeticky separovanymi extraktmi antigénov Borrelia

afzelii a kazdy strip obsahuje navyse aj rekombinantny antigén VISE. V prvom reakénom
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kroku sa stripy po blokovani inkubuju so vzorkami pacientov. V pripade pozitivnych vzoriek
sa Specifické protilatky tried I1gG, IgM a IgA naviazu na antigény. Naviazané protilatky sa
detekuji po druhej inkubécii za pouzitia enzymom znacenej anti-l'udskej protilatky

vySetrovanej triedy protilatky (enzymovy konjugat) ako katalyzator farebnej reakcie.
Priprava reagencii

Pred pouzitim bolo potrebné vsetky reagencie vytemperovat’ na izbova teplotu.
Testovacie stripy boli pripravené k pouzitiu, mohli sa vSak pouzit’ az po tom, ¢o dosiahli
izbovl teplotu, aby sa zabranilo kondenzéicii. Enzymovy konjugat sa dodéval desatkrat
koncentrovany, preto bolo ho potrebné pred pouZitim nariedit’ v pomere 1:10 nariedenym
univerzdlnym pufrom. Na jeden testovany pruzok pripadalo 0,15 ml anti-I'udského
imunoglobulinového koncentrdtu 1,35 nariedeného univerzdlneho pufru. Rovnako
koncentrovany ako enzymovy konjugit sa dodaval aj univerzalny pufor, ktory sa pred
pouzitim taktiez riedil v pomere 1:10 deionizovanou alebo destilovanou vodou. Na inkubaciu
jedného pruzku pripadalo 1,5 ml koncentrovaného pufru a 13,5 ml vody. Substratovy pufor
bol pripraveny, bez potreby d’alSich priprav.

Priprava vzoriek

Vzorky séra sa riedili v pomere 1:51 v nariedenom univerzalnom pufre. Riedenie

likvor zalezalo od koncentracie IgG.
Inkubacia

Najprv je potrebné blokovanie, kedy sa naplnil kazdy kanal inkuba¢nej dosky, podla
poctu testovanych sérovych vzoriek, 1,5 ml pripraveného univerzalneho pufru a vlozil sa
blotovaci strip. Nasledne sa inkubovalo na trepacke 15 minut pri izbovej teplote a odsalo sa
vSetka tekutina. Kanale so stripmi sa naplnili 1,5 ml nariedenych sér a inkubovalo sa pri
izbovej teplote 30 minut za staleho trepania. Po 30 minttach nasledovalo premyvanie, kedy sa
zo vSetkych kanalov odsala tekutina a premyvalo sa trikrat po 5 minatach 1,5 ml nariedené¢ho
univerzalneho pufru za trepania. Druhym krokom bola inkubacia konjugétu, ¢o zahfiialo
napipetovanie 1,5 ml nariedeného enzymového konjugétu (alkalickou fosfatdzou konjugované
anti-l'udské Ig) opét’ do kazdého kanala. Po 30 minutach pri izbovej teplote sa odsala tekutina
a premylo sa uZz opisanym sposobom. Inkubdcia substratu bola krokom ¢islo tri, priCom sa
pipetovalo po 1,5 ml substratového roztoku a inkubovalo sa pri izbovej teplote 10 minut za

neustdleho trepania. Reakciu sme zastavili odsatim vSetkej tekutiny a premytim kazdého
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stripu trikrat po 1 minute deionizovanou alebo destilovanou vodou. Vyhodnocovalo sa
digitalne pomocou skenu V pripade vzoriek séra. Testovacie stripy pre vzorky likvoru sa
odcitavali ru¢ne, priCom po skonCeni analyzy sa pruzky lepili na papier pre lepSie

vyhodnocovanie.

2.7 Detekcia chemokinov CXCL13 metodou ELISA

Princip

Pocas prvého kroku sa riedia kalibratory a vzorky pacientov s biotinom znac¢enymi
protilatkami anti-CXCL13 a vlozia sa do jamiek mikrotitracnej platnicky, ktoré su potiahnuté
monoklondlnymi anti-CXCL13 protilatkami, pricom si CXCL13 viazané v komplexe. Pri
druhej inkubacii je komplex oznafeny peroxidazou znaCeny streptavidinom. Pri tretej
inkubacii za pouzitia substratu tetrametylbentidin (TMB), vyvolava naviazand peroxiddza

farebnu reakciu. Intenzita sfarbenia je imerna koncentracii CXCL13 vo vzorke.
Priprava reagencii

Kpouzitiu boli pripravené¢ potiahnuté jamky spolu s biotinom, enzymovym
konjugatom, roztokom chromogénu/substratu, zastavovacim roztokom. Pri kalibratoroch
a kontrolach sme museli previest’ rekonstituciu 500 pl destilovanej, prip. deionizovanej vody.

Premyvaci pufor bolo potrebné riedit’ destilovanou vodou (1 diel reagencie, 9 vody).
Inkubacia

Prvym krokom bola inkubacia vzorky. Do kazdej jamky mikrotitracnej platnicky sme
napipetovali 50 pl kalibratora, kontrol a vzorky pacientov (nezriedené) a 50 ul biotinu.
Dodanou ochrannou foéliou sme zakryli platnic¢ku a inkubovali 180 min. za neustaleho
trepania pri izbovej teplote. Nasledovalo automatické premyvanie, trikrat 450 pl nariedeného
premyvacieho pufru. Krok dva bola inkubdcia s enzymovym konjugétom, ¢o obnasalo jeho
napipetovanie (100 pl, streptavidin-peroxidaza) do kazdej jamky. Zakryté sme inkubovali 30
minut za rovnakych podmienok uvedenych vyssie a premyli sme. Do kazdej jamky sme
nasledne napipetovali 100 ul chromogen/substratového roztoku a inkubovali sme 15 mintt.
Reakciu sme zastavili pridanim 100 pl zastavovacieho roztoku. Do 30 minut po zastaveni

reakcie sme previedli fotometrické meranie pri vinovej dizke 450 nm.
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3 Vysledky

3.1.1 Posudenie fazy infekcie klinickou symptomatolégiou a laboratérnymi

parametrami

Protilatky triedy [gM vieme zachytit’ uz od treticho tyzdiia po uhryznuti klieStom, IgG
od Siesteho. Akonahle detekujeme vysoké hladiny Specifickych IgG protilatok, vieme Ze ide
o neskoru fazu infekcie. V grafoch 1 a2 uvadzame percentualne zastipenie vyskytu
zvySenych hodnét jednotlivych tried antiboréliovych protilatok, u jednotlivcov v nasom

vyskumnom vybere, na zaklade ktorych mézeme urcit’ fazu infekcie.

/  = T IgM+1gG
‘ . M IgG

= D ligM

Graf 1: Percentualne zastpenie respondentov s vyskytom zvysenych hladin $pecifickych antiboréliovych
protilatok v likvore pre zachytenie fazy ochorenia.

55



_—
/ I’]\|8M+|8G

= N lgG
=N ligM

Graf 2: Percentualne zastipenie vyskytu respondentov zvysenych hladin $pecifickych anti-Borrelia burgdorferi
protilatok v sére pre zachytenie fazy infekcie

Percentualne zastipenie zvySenych jednotlivych typov protilatok, zvySené
koncentracie spolu IgM aj IgG, len IgG alebo len IgM) je takmer rovnaké v sére aj v likvore,
¢o prezentuju prilozené grafy. ZvySena koncentracia IgM pravdepodobne upozoriiuje na
véasnu fazu ochorenia, priblizne do 5. tyzdina, vzhl'adom k predpokladanej tvorbe humoralnej
odpovede. Vyssie hladiny IgM aj IgG protilatok ukazuje na subakutnu fazu infekcie, u IgG
ide pravdepodobne uz o chronickll formu, teda ochorenie je pritomné uz viac nez 6 tyzdiov.
Aj napriek pritomnosti humoralnej odpovede organizmu vSak nie je mozné s istotou, len
Z laboratornych parametrov, bez vySetrenia markera akutnej infekcie (CXCL13) zistit’ ¢i sa
jednd skutoc¢ne o akutnu, prebiehajicu infekcie alebo o anamnestické protilatky, comu sa vSak

venujeme v d’alsich ¢astiach prace.

K najcastej$im klinickym symptémom u nasho stboru pacientov bol Bannwarthov
syndrém, polyradikulitida. K d’al§im, pomerne astym prejavom patrili bolesti kibov, parézy
dolnych a hornych koncatin, parézy nervus facialis. Menej ¢asté uz boli ki¢e chodidiel, Iytok,
cefalea, bolesti Sije, brnenie hornej koncatiny, fotofobia a Vv jednom pripade dokonca
obojstranna paréza bruSnej steny a chudnutie. Teplotu negovali vsetci pacienti. Vsetky

symptomy poukazovali na véasné diseminované Stadium.
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3.1.2 Porovnanie hladin CXCL13 a protilatkovej odpovede

Chemokiny CXCL13 st $pecificky a citlivy marker pri akatnej neuroborelioze, ked’ je
pritomna intratekalna syntéza $pecifickych protilatok proti Borrelia burgdorferi, na zéklade
ich koncentracie vieme urcit’ ¢i sa jedna o floridnu neuroboreliézu alebo namerané hodnoty

antiboréliovych protilatok su len anamnestické.

U vybranej skupiny pacientov s vysetrenym chemokinom CXCL13, celkom 15, sme
porovnali hodnoty u tohto markera a si¢asnym vyskytom $pecifickym boréliovych protilatok
vySetrenych ELISA metdédou v sére aj v likvore a pritomnostou intratekalnej syntézy
Specifickych protilatok proti Borrelia burgdorferi, ¢o prezentujeme v tabulke 1. Nami
namerané hodnoty a vysledky sme porovnavali stvrdeniami, ktoré sa uvadzaji v inych

Studiach a literattre.

Tabulka 1: Prehl'ad nameranych $pecifickych hodnét zo séra (S) a likvoru (CSF) chemokinu CXCL13, 1gG
a IgM a protilatkového indexu (AI) v oboch triedach imunoglobulinov .

CXCL13 1gG_CSF IgM CSF 1gG_ S IgM S AllgG Al IgM

© 00 NOoO Ol b WDN -

V tabulke 1 prezentujeme vysledky stanovovania zapalového markera CXCL13 spolu
v hodnoteni so S$pecifickou protilatkovou odpoved'ou v likvore (CSF) avsére (S),
a vypocitanym protilatkovym indexom (AI). Podl'a nasich vysledkov sa d4 o floridnom zapale
hovorit’ v pripade vyraznej elevacie chemokinu CXCL13, spravidla nad 500 pg/ml, pri nami
sledovanej infekcii, aj ked’ norma je nastavena > 20 pg/ml. Z toho vyplyva, Ze na zéklade
nameranych hodnét tohto ukazovatela sa v. S. 0 floridnti neuroboreliézu nejedna v troch

pripadoch, aj ked’ sérologické kritéria boli splnené v dvoch pripadoch, ateda moze ist’
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pravdepodobne 0 anamnestické protilatky. Styri vzorky nesplnili jednu z podmienok
z usmerneni EFNS, zvySenu hodnotu protilaitkového indexu, avSak u troch z nich bola
signifikantne zvySena hladina CXCL13, coby S$pecifického markera LNB, ktory diagndézu
neuroboreliozy podporuje. Hodnotu protilditkového indexu pravdepodobne ovplyvnila
zvySena permeabilita hematolikvorovej membrany. O LNB sa v ostavajiicom jednom pripade
(€. 7) v. s. nejednd, nakol’ko nie je pritomna ani zvySena koncentracia Specifickych IgG v CSF
a CXCLI13 su zvysené len mierne. V naSom subore nenastala ani situacia, kedy by sme
detekovali zvySenie CXCLI13 bez pritomnosti intratekalnej syntézy Specifickych protilatok
(Al), ateda nebolo ztohto hradiska potrebné uvazovat' o inej neuroinfekcii, napr.
0 neurosyfilise, HIV, kryptokokovej ¢i tuberkul6znej meningitide, pri ktorych je taktiez

mozné detekovat’ zvySené hodnoty spominané¢ho zapalového markera.

Farebne vyznacené bunky tabul'ky demostruju vysledky analyzy, pricom cervena farba
znamena zvySenu koncentraciu, zelené hodnoty su v norme azltd predstavuje hrani¢nu

hodnotu.

Graf 3 porovnava hladiny CXCL13 a Specifickych boréliovych protilatok v triedach
IgG algM v CSF. Ako sme uz spomenuli v teoretickej Casti prace, chemokiny CXCL13
tvoria prva obrannu liniu v prirodzenej imunite a neskor sa uplatiuju v ziskanej imunite
tvorbou Specifickych protilatok. Preto je mozné ich detekovat’ aj pri v€asnej neuroborelidoze

V Case, ked’ sa eSte nezacala humoralna odpoved’ infikovaného organizmu.
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Graf 3: Porovnanie nameranych hladin CXCL13 s koncentraciami $pecifickych protilatok triedy IgG a IgM
v likvore.

AZ na jeden pripad (¢. 14), sme u pacientov zistili vyrazna zapalovia odpoved’ CNS pri
infekcii Borrelia burgdorferi, ¢o dokazuje elevacia chemokinu. Vo vybranej skupine vzoriek
sa nam nepodarilo potvrdit’ ¢i je mozné detekovat’ zvySené hodnoty CXCL13 eSte predtym,
nez zacne Specifickd humoralna odpoved’ infikovaného organizmu, pretoZze sa unas taky
pripad nevyskytol, priCom az na dvoch pacientov sa imunoglobuliny tvorili v oboch

vySetrovanych typoch, IgG a IgM.

V grafe 4 sme porovnali koncentraciu chemokinu CXCL13 s hladinami $pecifickych

antiboréliovych protilatok v sére.
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Graf 4: Porovnanie hladin CXCL13 s koncentraciami $pecifickych protilatok proti Borrelia burgdorferi v sére.

Na zaklade nameranych hodnét vidiet, Ze nas stbor neobsahoval Ziadneho
séronegativneho pacienta (norma <16 U/ml) v oboch triedach imunoglobulinov, teda v skorej
faze ochorenia s elevaciou CXCL13. Pri neuroborelioze sa zameriavame na IgG a Vv tejto
triede sme mali jedného negativneho pacienta a Ujedného sme namerali hranicnu
koncentraciu. Pacient s negativnym IgG mal tiez len mierne zvySené CXCL13, ¢o poukazuje
nato, ze o LNB nejde. V triede IgM boli v norme tri vzorky ajedna hrani¢na, avSak
s vyraznou elevaciou chemokinu. Iba v jednej zo vzoriek boli CXCL13 v norme, ¢o
upozoriuje na fakt, Zze sa V. S. 0 neuroboreliozu nejedna. V sledovanej skupine sa nam,
nepodarilo potvrditt ¢i stanovenie CXCL13 mdze byt uzitoénym markerom pre

diagnostikovanie Lymskej neuroboreliézy u séronegativnych pacientov v skorej faze infekcie.
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3.1.1 Analyza kritérii potrebnych pre uzatvorenie Lymskej neuroboreliézy
Vo vSetkych nasich pripadoch boli u pacientov pritomné klinické symptémy
poukazujice na postihnutie nervového systému, priCom boli vyluc¢ené iné mozné priciny jeho

postihnutia. Udaje pre splnenie kritéria sme ziskali z chorobopisov pacientov.

Vzhl'adom k tomu, Ze naSe vzorky pochadzali od pacientov dispenzarizovanych na
infekénej klinike v Hradci Kralové, nebolo mozné k cytologickému vySetreniu spracovat’
vzorky likvoru do dvoch hodin za Géelom zistenia pritomnosti pleocytdzy a jej charakteru,

¢iZze sme sa touto podmienkou v praci nezaoberali.

Poslednou podmienkou, zlatym Standardom v diagnostike neuroboreliozy je zistenie
pritomnosti intratekalej syntézy Specifickych protilatok. Zamerali sme sa na jej splnenie spolu
S tzv. sérologickymi kritériami a konfirmaciou metdédou Western blot. Vysledky analyzy
prezentujeme V priloZenej tabul’ke 2, v ktorej uvadzame namerané koncentracie Specifickych
(8) imunoglobulinov IgG algM vsére (S) aVlikvore (CSF), hodnoty vypocitaného
protilatkového indexu (Al) aalbuminovy kvocient (Q Alb), ktory moze ovplyvnit
protilatkovy index.
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Tabul’ka 2: Hodnoty potrebné pre vypocet a posudenie intratekalnej syntézy Specifickych protilatok.

=
PBRBoo~v~ooarwneR
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7,4

2,1
0,001

4.4
0,001

12,7
11

11,9
7,3
10,3

IgG CSF § IgG S § IgM CSF § IgM S § AllgG AllgM QAIlb

0
0,41 1,24
0,17

0

0
0,32
0,01
0,12
0,33

5,35E-03
7,23E-03

5,90E-03

5,30E-03

4,23E-03
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V nami zvolenej skupine bol Al IgG zvyseny (> 1,5) u 76% (34, z celkovych 45).
Hodnoty protilatkového indexu nam ovplyvnila aj permeabilita hematolikvorovej membrany.
Z desiatich vzoriek, ktoré mali hladinu Al v referencnom rozmedzi, bolo Sest’ ovplyvnenych,
resp. nehodnotite'nych, ¢oho pri¢inou bola zvysena priepustnost HLB, pricom v jednom $lo
0 extrémne zvysenie (7,13E-02; norma < 7,4E-03). Vykonanymi meraniami sme u jedného
Z pacientov na zaklade laboratornych parametrov zistili, Ze sa v.s. o Lymskt neuroboreliozu

nejednd, aj napriek klinickej manifestacii indikujicej prave tuto infekciu.

Tzv. ,sérologické kritéria®, t. j. vysokd hladina antiboréliovych IgG spolu s Al su
splnené u vsetkych, az na jednu vzorku, kde sa vzhl'adom k negativnemu nalezu Al o LNB
nejedna. V dvoch situaciach, sme namerali len mierne zvySenu koncentraciu antiboréliovych
IgG v likvore spolu s normalnou hladinou $pecifickych IgG v sére, a preto sa pravdepodobne

jedna o anamnestické protilatky a nie 0 akutnu infekciu aj napriek pozitivite Al.

Prilozeny graf 5 prezentuje vysledky izoelektrickej fokusdcie v nasom subore
pacientov, priCom sme sledovali vyskyt spominaného typu 3, teda tzv. ,, more than pattern“,

ktory je typicky pre LNB.

= |gG
= |IgM
= FLC lambda

= FLC kappa

Graf 5: Percentualne zastipenie respondentov s vyskytom intratekalnej oligoklonalnej syntézy typu 3 (,, more
than pattern ) zistenej 1EF.

V diagnostike tejto infekcie nds zaujima najmi trieda IgG, ktord sa v naSej skupine
vyskytla v zastupeni 53%. Typ IgM sme zistili u 18%, zatial’ ¢o 'ahké retazce (FLC) lambda

23% a u 6% pacientov bola intratekdlna oligoklonalna syntéza pritomné u l'ahkych retazcov
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kappa. Na zaklade vysledkov mdézeme povedat, Ze z dostupnych ndlezov bola intratekalna

oligoklonalna syntéza v. s. boréliovej etiologie pritomna u 53% pacientov.

V prilozenej tabulke 3 uvddzame prehl'ad nameranych vysledkov Specifickych
imunoglobulinov G aM vsére (IgG S §, resp. IgM S §) av likvore (IgM_CSF 8, resp.
IgG_CSF_3) ELISA metodou, s konfirmovanymi vysledkami metédou Western blot v kazdej
triede analyzovanej v sére aj v likvore, pricom uvadzame kvalitativne vysledky pri metode
Western blot (POZIT — pozitivny; NEGAT — negativny, NEMER. — nemerany).
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Tabulka 3: Prehl'ad nameranych hodnét a konfirmacie ELISA metody Western blotom u likvoru a séra.

IeGCSF§ WB IsGS§ WB IgsMCSF§ WB IsMS3 WB

1 21  NEMER. 127
2 0,001 NEMER.. 11  NEGAT
3

4 9,7 NEMER.
5 NEMER. o5 |IPOZITH
6 NEMER. 86 NEGAT 44 .| 123 NEMER.
7

8 11,9

9 73

10 10,3

11

13

14 1,9

15

16 4,6

17

18 9,8

19

20 NEMER. 7,3

21

22

23 NEMER.

24

25 NEMER. NEMER. 4,6

26 28 NEMER. 28 NEGAT NEMER.

27

28

29

30

31 17  NEGAT
32

33

34

35 0,1  NEGAT
36

37

38

39

40 12

41

42

43

44 NEMER. 15 NEGAT
45 NEMER. 38
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Konfirmacia vzoriek likvoru vtriede 1gG potvrdila vysledok ELISA testu u 31
pacientov, v jednom sa vysledok nepotvrdil, konkrétne pozitivna ELISA a Western blot vysiel
ako negativny. Nemerali sme pri 14 vzorkach z dovodu nedostatku materidlu. IgG protilatky
v sére sme konfirmovali vo vSetkych pripadoch. Trikrat sa ndm vysledok nepotvrdil, ked’

ELISA metddou boli namerané hladiny v referenénom rozmedzi, pricom WB bol pozitivny.

Protilatky typu IgM v mozgovomiechovom moku sme nekonfirmovali v dvadsiatich
vzorkach, zktorych osem bolo ELISA metddou v referenénych medziach. Rozdielne
vysledky sme pri triede IgM v likvore namerali len jedenkrat. V sére sme nekonfirmovali
dvakrat, zhodné vysledky sme nepotvrdili v 6smych vzorkach, z ¢oho ELISA bola v norme,
zatial’ co Western blot vysiel ako pozitivny, opacny pripad nastal v nami sledovanom subore

jedenkrat.
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DISKUSIA

Lymska neuroboreliéza je neurologickym a zaroven najCastejSim prejavom neskorého
diseminovaného Stadia Lymskej choroby v Eurdpe. Symptomatolégia infekcie je rdéznoroda,
pretoze postihuje centralny a/alebo periférny nervovy systém. Klinicka prezentacia je zavisla
aj na genetickych rozdieloch v spirochetalnych kmefiov, od sposobu §irenia spirochét z miesta
prisatia kliesta do nervového systému. Priznaky sa mozu prejavit v priebehu niekolkych
rokov od uhryznutia klieStom, moze vsak prebiehat’ aj ako latentna infekcia, ktora sa klinicky
prejavi s odstupom casu. Aj napriek pokrokom v medicine st priznaky neuroborelidozy
diskutovanou témou, nakolko sa odbornici nezhoduju v typickych ani neSpecifickych
prejavoch. Postihnutie nervového systému sa vyskytuje v dvoch, ztroch S§tadii Lymskej
borelidzy, a to vo v€asnom diseminovom a neskorom diseminovanom §tadiu. NajcastejSie sa
stretdvame prave so vCasnym diseminovanym Stadiom, ktoré sa typicky manifestuje
Bannwarthovym syndrémom. Do chronickej diseminovanej fazy sa dostane len vel'mi malo
pacientov. Stretdvame sa aj s postboréliovym syndrémom, pri ktorom pacienti udavaju
pretrvavajuce ¢i nové symptomy. Napriek vSetkému neuroborelioza obvykle nekonci fatalne

a je prakticky vylieCitel'na.

Okrem klinickej manifestacie je diskutovana aj liecba ochorenia. Nezhody su pri
vol'be vhodného antibiotika, spdsobe podania &i diZke terapie. Smernica AAN, ILADS, EFNS
IDSA udavaju tiez rozporuplné informacie pri lieCeni doznievajucich priznakov po adekvatnej
lieCbe, pretoze spochybiiuji pretrvavanie patogéna v organizme po spravnej terapii.
Spominané smernice sa nezhoduju tiez v potrebe podavania pomocnych latok ¢i v pocte typov

antibiotik.

Pri diagnostikovani ochorenia je potrebné mysliet’ na stanovené podmienky, ktoré su
dané pre diagnotikovanie Lymskej neuroboreliozy. OSetrujici lekar musi posudit’ klinicka
anamnézu s priznakmi indikujicimi postihnutie nervového systému a vylacit ini mozni
pri¢inu jeho postihnutia. Z laboratérnych parametrov su to pleocytoza v likvore a intratekalna
syntéza Specifickych protilatok a/alebo pozitivna PCR. V pripade podozrenia na neuboreliézu
vySetrujeme sérum a likvor a metddy, ktoré vyuzivame na ich analyzu mozno rozdelit' na
priame a nepriame. Likvor je za normalny okolnosti ¢iry a zlozenim zodpoveda ultrafiltratu
plazmy. Za fyziologickych okolnosti obsahuje len velmi malé mnoZstvo bunkovych
elementov a v porovnani so sérom ma vyssiu koncentraciu sodiku, horcika a chloridov, nizsiu

koncentraciu draslika a vapnika. Obsahuje tiez bielkoviny a imunoglobuliny v stopovom
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mnozstve, okrem toho tiez glukézu a lipidy s elektrolytmi. Vo v€asnom diseminovanom
Stadiu nachddzame typicky lymfocytarnu pleocytézu s poctom buniek 10-1000/3, vynimkami
st vel'mi skora faza ochorenia ¢i dokonca infekcia sposobena Borrelia afzelii. K priamym
patri kultivacia a PCR, avSak pre pomerne nizku citlivost nie su vhodné pre rutinné
diagnostiku. Polymerdazovou retazovou reakciou zistujeme pritomnost’ patogéna za zaklade
DNA pomocou sekvencie nukleovych kyselin, ktoré su doplnkové k DNA borélii.
Obmedzenim vSak je nizka citlivost a moznost falo$ne negativnych vysledkov, kvoli
nedostatku borélii vo vySetrovanej vzorke. Pri nepriamych metoda detekujeme protilatkova
odpoved’ infikovaného organizmu, ateda ich citlivost’ stapa s dizkou trvania infekcie.
V likvorologii vyuzivame ELISA metodu, Western blot, pripadne izoelektrickii fokusaciu.
ELISA a Western blot st sti¢astou tzv. dvojkrokového testovania. ELISA metddu vyuzivame
na kvantitativne stanovenie IgM, IgG a IgA. Obmedzenim je vSak nizka Specificita, a aj
moznost’ faloSne negativnych vysledkov v skorych fazach choroby nakolko sérokonverzia
zaCina okolo 6. tyzdna infekcie. Problémom je tiez mozné pretrvavanie protilatok aj po
prelieGeni. Western blot sluzi ako konfirmacny test v pripade pozitivne, resp. hrani¢ného
vysledku z ELISA metdédy. V tomto pripade detekujeme pritomnost protilaitok proti
jednotlivym separovanym antigénom borélii. Izoelektrickd fokuséacia je povazovana za zlaty
Standard v dokaze intratekalnej oligoklondlnej syntézy, priCom pre neuroborelidozu je typicky
treti typ rozdelenia CSF aséra, tzv. ,more than pattern“. Vysledkom kvantitativnej
intratekalnej syntézy Specifickych antiboréliovych protilatok je protilatkovy index, pomer
koncentracie Specifickych protilatok v sére a v likvore vo vzt'ahu ku stavu HLB a koncentracii
imunoglobulinov v sére a likvore. V sucasnosti sa odportica pouzivat’ vypocet podl'a Reibera.
Mieru permeability hematolikvorovej bariéry nam urcuje vypocet albuminového kvocientu,
teda koncentracii albuminu v likvore/v sére. Stav HLB ndm moéZe ovplyvnit' protilatkovy
index, s tym, ze pokial mame extrémne zvySenu jej priepustnost’, protilaitkovy index moze
byt vo fyziologickom rozmedzi, vtakom pripade je vSak vzhladom na stav membrany
nehodnotitelny. Dal$im vySetrovanym marker je chemokin CXCLI3. Ide o vyznamny
ukazovatel” aklitnej neuroborelidzy aj v pripade, kedy eSte nie je pritomna intratekalna syntéza
Specifickych protilatok proti Borrelia burgdorferi, pretoze ich uloha je v prirodzenej imunite.

Uzito¢né su aj pri séronegativnych pacientoch v skorych fazach infekcie.

Prvym cielom bolo posudit’ fazu ochorenia cez protilaitkova odpoved’ a klinické
symptomy. Protilatky triedy IgM vieme zachytit’ uz od tretieho tyzdna po uhryznuti klieStom,
IgG od Siesteho. Akonahle detekujeme vysoké hladiny Specifickych IgG protilatok, vieme ze
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ide 0 neskoru fazu infekcie. Na zaklade nasich namerani (graf 1 a 2), kedy ako v sére, tak aj
v likvore, sme zistili najcastejSie zvySent hladinu IgG (likvor — 39%, sérum 44%), mézeme
preto povedat sodvolanim sa na literatiru, ze ide uz o neskora formu infekcie,
pravdepodobne v trvani nad Sest’ tyzdiov. IgM boli vsére zvySené v 30% pripadoch,
v likvore u 31%. Tu i8lo pravdepodobne skoru fazu, do 5. tyzdna. V oboch triedach sme
detekovali zvysené koncentracie v CSF u30% pacientov, u26% vsére, cize islo
pravdepodobne o subakutnu fazu. Na véasné Stadium Lymskej choroby upozoriovali aj
priznaky zistené v naSom stbore. K najcastejSim patril Bannwarthov syndrom. Pomerne ¢asto
sa vyskytli aj bolesti kibov, parézy hornych aj dolnych konéatin, parézy nervus facialis.
V mensej miere uz pacienti udavali kf¢e lytok, chodidiel, bolesti Sije, cefaleu, fotofobiu.
Teplota sa nevyskytla. Aj napriek nameranym hodnotam humoralnej odpovede a klinickej
symptomatoldgii sme vSak nemohli, najmi z laboratorneho hl'adiska, urcit’ ¢i ide o akutnu,
prebiehajicu infekciu, alebo len 0 anamnestické protilatky s pretrvavajicimi symptomami.
Preto sa ukazuje ako vhodné indikovat’ vySetrenie markera floridy zapalu — chemokinu

CXCL13.

Druhym cielom bolo porovnat’ hladiny CXCL13 s protilatkovou odpoved’ou. Najprv
sme porovnali namerané¢ hodnoty CXCL13 so sucasnym vyskytom Specifickych
antiboréliovych protilaitok vysetrenych ELISA metddou v sére a cerebrospinalnej tekutine
a pritomnostou intratekalnej syntézy Specifickych protilaitok (tabulka 1). V rdmci
sérologickych kritérii musi byt na uzatvorenie diagnostiky Lymskej neuroboreliozy pritomna
zvysena likvorova hladina antiboréliovych IgG vratane vypocitaného Al IgG. Ak vSak tieto
podmienky splnené nie su, signifikantne vysSie hodnoty CXCLI13 mozu diagnostikovaniu
infekcie napomdct’. V pripade situacie, kedy nie st vyrazne vysoké hodnoty CXCL13, aj ked’
st pritomné Specifické protilatky s Al, pravdepodobne sa o floridni neuroborelidozu jednat
nebude, v takychto situaciach nie je mozné odliSit akatnu infekciu od pritomnosti
anamnestickych protilatok. Podla naSich vysledkov v. s. o floridnii neuroboreliozu neslo
Vv troch pripadoch, aj napriek splnenym kritériam. Naopak, pri nesplneni jednej z podmienok,
zvySenému protilatkovému indexu, ale pri elevacii CXCL13 sa aj napriek tomu podporuje
diagn6za neuroborelidzy, takZe sa ukazuje opodstatnenie jeho detekcie. Nestretli sme sa ani
S pripadom, kedy by sme detekovali elevaciu CXCL13 bez pritomnosti intratekalnej syntézy
$pecifickych protilatok, ¢ize nebolo potrebné vyludovat’ iny typ neuroinfekcie. Dalej sme
porovnavali hladiny CXCL13 a $pecifickych boréliovych protilatok v triedach 1gG a IgM

v likvore (graf 3), pretoze vysetrované chemokiny Sa uplatiuji uz vramci prirodzenej
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imunity, ateda je mozné ich detekovat' este pred humoralnou odpovedou hostitel'ského
organizmu. V nasej skupine sa nam tieto tvrdenia nepodarilo zachytit, nakol'ko sme az na
dvoch pacientov, namerali zvySené koncentracie v oboch triedach imunoglobulinov.
V odbornej literatire sa tiez uvadza, Ze stanovenie CXCL13 vie byt uzitoéné v skorych
fazach infekcie u séronegativnych pacientov, pretoze ich hladina stupa uz na zaciatku
choroby, ¢o sme sa rozhodli sledovat’ aj v tejto praci (graf 4), preto sme sa d’alej rozhodli
porovnat  koncentraciu chemokinu s hladinami Specifickych protilatok v sére. Medzi
respondentami sa vSak takyto pripad nevyskytol, takze sme to nepotvrdili. Na zaklade nami
zistenych vysledkov s odvolanim sa na v literaturach uvadzané tvrdenia méZeme povedat,, ze
Borrelia burgdorferi stimuluje sekréciu CXCL13 a tym vyvolava zapalovy proces v CNS na
zaklade tvorby Specifickych protilatok v likvore a vysokych hladin CXCL13 vo vzorkach.
AvSak, aby sme mohli s hlb§ich vyznamom, relevantnejsie hovorit’ o vztahu, resp. dynamike
tvorby chemokinu CXCLI13 k imunitnej odpovedi pacienta pri dlhSom casovom vyvoji
infekcie, bolo by lepsie, efektivnejSie a aj Statisticky vyznamnejSie analyzovat’ vac¢siu skupinu
0s0b, ale najmi prevadzat merania opakovane po ur¢itom Case, mozno aj pred zahajeni
liecby, pocas terapic a po jej ukonéeni. Velkym problémom vsak je, Ze by sa zle hl'adala

skupina l'udi ochotné opakovanie podstipit’ lumbalnu punkciu.

Na zaklade smernic, ktoré ustanovujui EFNS, potrebnych na uzatvorenie diagnostiky
neuroborelidzy sme sa zamerali na ich splnenie, ¢o bolo naSim d’al$im cielom. Patria sem
pleocytéza v likvore, klinické symptomy indikujice postihnutie NS s vylucenim inych pricin
a intratekalna syntéza Specifickych protilatok. Symptémy posudzovali oSetrujuci lekari vo
Fakultnej nemocnici Hradec Kralové. Cytologické vySetrenie za ticelom zistenia pleocytozy
sme neprevadzali vzhladom k tomu, Ze vzorky boli od pacientov z Hradca Kralové..
Posudzovali sme pritomnost” intratekalne syntézy Specifickych protilatok (tabulka 2), taktieZ
tzv. sérologické kritéria a konfirmaciu Western blot metédou v rdmci dvojkrokovej analyzy.
Pri hodnoteni protilatkového indexu sme u desiatich vzoriek mali sice Al v norme, avSak
v Siestich pripadoch ju ovplyvnila zvySend permeabilita HLB, z ¢oho vyplyva potreba
komplexného posudzovania vysledkov. ZvySeny protilatkovy index sme zistili v 76%
pripadov. Pri sérologickych kritériach, teda vysokej hladiny antiboréliovych IgG spolu s Al
sme zistili ich splnenie aZ na jeden pripad, v dvoch pripadoch boli zvySené Specifické IgG
Vv likvore, pricom v sére boli koncentracie antiboréliovych IgG v ramci fyziologickych
hodnét. V tomto pripade nie je mozné rozliSit ¢i ide o anamnestické protilatky alebo

prebiehajucu infekciu, aj napriek pozitivite Al, preto je vhodné indikovat' vySetrenie
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chemokinu CXCL13. Daliou metédou, ktorou ziskame kvalitativny dokaz intratekalnej
oligoklonélnej syntézy je izoelektricka fokuséacia. Podl'a medzinarodne dohodnutych piatich
typov rozdelenia likvoru a séra je pre Lymska neuroboreliozu typicky typ 3. V tomto pripade
pre pritomnost’ intratekalnej syntézy sved¢i pritomnost’ > 2 oligoklonalnych pasov v CSF bez
analogie v sére. Vysetrenie intratekalnej oligoklondlnej syntézy izoelektrickou fokusaciou sa
odporuca v neuroimunologickej praxi, aby sme indikujucemu, oSetrujucemu lekarovi poskytli
informaciu o moznom pri¢ine postihnutia nervového systému neinfekéného povodu. Pre
Lymsku neuroboreliozu nds zaujima najmi trieda I1gG, ktord sa v naSej skupine vyskytla
Vv 53% pripadov (graf 5). Typ IgM sme zistili u 18%, zatial’ ¢o 'ahké retazce (FLC) lambda u
23% a pri l'ahkych retazcoch kappa bola intratekdlna oligoklonalna syntéza pritomna 6%
respondentov. Dal$§im Specifikom v laboratornom testovani pri podozreni na LNB je
dvojkrokova analyza, ktora zahffia konfirmaciu Western blot metdédou vysledky z ELISA
metody zistené v prvom kroku. Western blot vyuzivame az pri hrani¢nych a pozitivnych
vysledkoch, aby sme predisli pripadnym falo$ne pozitivnym vysledkom z ELISA metody. Pri
triede 1gG z likvoru sme z nedostatku materialu nekonfirmovali 14 vzoriek, priCom sa
vysledok potvrdil v 31 pripadoch (tabulka 3). V jednom pripade sme namerali ELISA
metodou zvySentl koncentraciu, zatial’ ¢o Western blot ukazal negativny vysledok. V sére sa
nam vysledok nepotvrdil trikrat, kedy vysledky detekované ELISA metodou vysli
Vv referen¢nom rozmedzi a Western blot ako pozitivny. V cerebrospinalnej tekutine pri IgM
triede sme nekonformovali 20 vzoriek, uktorych sme u 6smych respondentov nezistili
pritomnost’ IgM ELISA metodou. Rozdielne vysledky sme namerali len raz. V sére sme

nekonfirmovali dvakrat, zhoda v metdédach sa nepotvrdila v 6smych pripadoch.

Aj vzhladom ku kritériam EFNS, kam k potvrdeniu diagnozy je Ziaduce posudenie
Klinickej symptomatiky, a zlozitosti problematiky interpretacie vysledkov je potrebna
spolupraca oSetrujiceho lekdra a laboratornych diagnostikov pri vysloveni definitivne;j
diagnozy. Co vyplyva aj z toho, ze Lymska boreliéza je diagnézou klinickou, o znamena, ze
pozitivita laboratornych ukazovatelov sa nelie¢i, ak je pacient bez klinickych symptomov.
Naopak v situacii laboratérne nepotvrdené¢ho ochorenia s klinickou manifestaciou indikujucou

Lymsku chorobu sa lie¢ba podava.

71



ZAVER

Lymské neuroboreliéza je infek¢énd, klieStami prendsand choroba, ktora manifestuje

ako postihnutie nervového systému pri Lymskej chorobe.

V praci sme obsiahli struéni charakteristiku povodcu ochorenia, klinicku
problematiku infekcie spolu s odporucanou liecbou. V laboratornej diagnostike sme sa
zamerali na vySetrovany material a metody vyuzivané v likvorologickej praxi v ramci
diagnostikovania Lymskej neuroborelidzy, predovsetkym podl'a odporucani EFNS. Opisali
sme uskalia avyhody jednotlivych metod, ich Specificitu a senzitivitu. Spominanymi
metodami je v ramci priameho dokazu povodcu PCR, z nepriamych metdd je to izoelektricka
fokusacia, ELISA a konfirmacny test Western blot. Cast’ prace sme venovali aj cytologii
likvoru, nakolko pleocytdza patri k jednému z kritérii potrebnych pre zistenie diagndzy,

posudeniu stavu hematolikvorovej bariéry a intratekdlnej syntéze protilatok.

Z vysledkov experimentdlnej cCasti ndm vyplynulo, ze na zéklade detekovanej
humoralnej odpovede organizmu a klinickej symptomatologie respondentov zo suboru sa
vSetci nachadzali v najcastejSie sa vyskytujicom, véasnom diseminovanom Stadiu, pri¢om
najviac zastipenym klinickym symptomom bol Bannwarthov syndrom. Stanovenim
chemokinu CXCL13 sme prisli na jeho opodstatnenie pre urcovanie floridity zapalu, pretoze
aj ked’ existuju kritéria pre uzatvorenie diagndzy, nie je v mnohych pripadoch mozné urcit’ ¢i
ide o prave prebiehajucu infekciu, ¢o sme prezentovali aj v ramci prace. Na zaklade jeho
vyraznej elevacie taktieZ mozno povedat, Zze Borrelia burgdorferi jeho produkciu stimuluje.
Pre hlbsi vyznam stanovovania CXCL13 vo vztahu k dynamike ochorenia aj popri vyvoji
humoralnej odpovede a ich prepojenie by sme museli analyzovat’ pacientov opakovane, ¢o
nebolo predmetom prace. Pri interpretacii vysledkov z vySetreni na uzatvorenie diagnozy je,
ako vyplyva z textu, potrebné komplexné posudzovanie jednotlivych parametrov. Ako sme
preukazali, nie vzdy splnenie kritérii musi nutne znamenat prebiehajucu infekcie a je
potrebné zohl'adiiovat’ aj faktory ovplyviiujuce jednotlivé hodnoty. Konkrétne, ¢o bol aj nas
pripad, méze vyrazné porusend hematolikvorova bariéra ovplyvnit podstatny ukazovatel,

ktorym je intratekalna syntéza protilatok.
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