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SOUHRN

Schwarzova K., Holeckova K., Koitanova Z.: Dokaz spirochét Borrelia burgdorferi u pacientov s v€asnou diseminovanou formou
lymeskej boreliézy

V krvi a likvore 15 pacientov s klinicky potvrdenou v€asnou diseminovanou formou lymeskej boreliozy (LB) sme zistovali pritomnost
spirochét. In vitro kultivacia vzoriek bola tspesna v 8 vzorkach krvi a v 1 vzorke likvoru. Vzorky boli analyzované aj elektronovou mik-
roskopiou, Western blotom a PCR metodou. DNA borélii bola PCR analyzou potvrdena v 9 vzorkach krvi a v 1 vzorke likvoru.
S pouzitim redtrikénej endonukleazy Msel boli vo vzorkach metodou RFLP dokazané tri druhy spirochét, Borrelia garinii, B. afzelii
a B. burgdorferi s.s.

Kliicové slovad: Borrelia burgdorferi, priamy doékaz, PCR, RFLP (Restriction fragment length polymorphism) analy-
za.

SUMMARY

Schwarzova K., Holeckova K., Kostanova Z.: Evidence of Borrelia burgdorferi spirochetes in patients with early dissaminated lyme
borreliosis

Fifteen patients with clinically documented early disseminated lyme borreliosis were screened for the presence of spirochetes. In vitro
trials of isolation of the pathogen were positive in 8 blood and 1 cerebrospinal fluid (CSF) samples. The positivity was further confir-
med by electron microscopy, Western blot analysis and PCR. However, succesfull DNA extraction after using Borrelia specific primers
proved the positivity in 9 blood and 1 CSF samples (67 %). Restriction fragment length polymorphism (RFLP) method using Msel re-
striction of PCR products of the amplified rrfrrl region, allowed the identification of three species, namely the Borrelia garinii,
B. afzelii and B. burgdorferi s.s.
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Uvod

V poslednych desatro¢iach dochddza v dosledku global-
nych zmien (klimatickych, hospodarskych i spoloc¢enskych)
k $ireniu a/ alebo novo sa objavovaniu zdvaznych infekc-
nych ochorenfi rdznej etioldgie. Pocet hldsenych ndkaz zoo-
notického charakteru narastd aj vdaka pokrokom
v diagnostike. Typickym prikladom je prdve lymeska bore-
liéza (LB). Nejednd sa o novi epidémiu, ale o rozpoznanie
ochorenia. LB patri v dneSnej dobe medzi najrozsirenejSie
infekéné ochorenia v Eurépe a v USA, primarne prendsané
kliestami. Infekcia sa prejavuje multisystémovym postihnu-
tim organizmu pacienta, s velkou variabilitou klinickych
priznakov vzdjomne sa prekryvajucich, preto je pravom
oznaCovand za velkého imitdtora viacerych ochoreni.
Ochorenie vyvoldva spirochéta komplexu Borrelia burgdor-
feri sensu lato, s fenotypovo a genotypovo odliSnymi druh-
mi Borrelia garinii, Borrelia afzelii a Borrelia burgdorferi

sensu stricto (B. burdorferi s.s.). Najnovsie boli z pacientov
izolované aj druhy B. spielmanii, B. lusitaniae a B. valaisia-
na[1,7,10]. Hlavnym vektorom tychto spirochét je kliest ro-
du Ixodes.

Taziskom diagnostiky lymeskej boreliézy v praxi sii séro-
logické metédy na detekciu protildtkovej odpovede.
Z databizy informa¢ného systému prenosnych ochoreni
(EPIS) v rokoch 2003-2007 vSak vyplyva, Ze z hldsenych
ochoreni na LB pri pozitivnej klieSfovej anamnéze a pri pri-
tomnosti klinickych priznakov, bol sérologicky vysledok pri
diagnostikovanom vcasnom lokalizovanom Stadiu infekcie
v 10 % negativny. Vysledky sérologického vySetrenia vcas-
ného diseminovaného $tadia infekcie boli negativne v 13 %
a pri neskorom diseminovanom Stadiu v 6 %.Tieto udaje
poukazuju aj na problém citlivosti sérodiagnostickych tes-
tov [2]. Cielom tejto analyzy bolo zistif pritomnost borélii
alebo ich DNA u 15 pacientov s diseminovanou formou LB.
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Material a Met6dy

Vzorky pacientov

Do Stidie bolo zaclenenych 15 pacientov s diagndzou
véasnej diseminovanej LB v obdobi od roku 2003-2007.
Udaje o pacientoch zaznamendvajice vek, pohlavie, pri-
tomnost protilatok IgG a IgM tried proti Borrelia burgdor-
feri s. 1.(ELISA kit), pohryzenie klieStom a symptémy ocho-
renia boli ziskané v spoluprdci s Klinikou infektolégie
a geografickej mediciny (KIGM) v Bratislave a s lekdrmi
prvého kontaktu v Ziari n/Hronom. Trindst pacientov malo
v ELISA analyze hrani¢né hodnoty alebo negativne vysled-
ky.

Specifickymi diagnostickymi testami sme analyzovali 15
vzoriek krvi a 4 vzorky likvoru u 15 pacientov s LB. Desat
z nich (67 %) boli deti v priemernom veku 9 rokov (vekové
rozpitie 7—-15 rokov) a pift pacientov (33 %) bolo dospelych.
V tejto skupine boli 3 Zeny s priemerom 47 rokov (od 43 do
51 rokov) a dvaja muzi (55 a 60 rokov). Pif pacientov trpe-
lo na neuroboreliézu (33 %), osem pacientov (53 %) malo
erythema migrans (EM) s naslednymi neurologickymi kom-
plikdciami a dvom pacientom (13 %) bola diagnostikovana
suspektnd LB (pri sclerosis multiplex, akutna artrititida).
Vzorky krvi a likvoru boli pacientom odobraté pred anti-
biotickou terapiou.

Kultiv4cia borélif z krvi a likvoru

Vzorky krvi odobraté vSetkym 15 pacientom v objeme
5 mL a Styri vzorky likvoru (3 mL) zdroveri odobraté pa-
cientom s neuroboreliézou sa 5 min centrifugovali pri 8§ 000
rpm. Inokulum sa sterilne a v mikroaerofilnych podmien-
kach pri 34 °C podrla odporuceni [10] prenieslo do jednej aZ
troch kultivaénych nddob s BSK-H médiom (Sigma)
a v tyzdennych intervaloch sa sledoval ndrast spirochét.
Dobre vyrastené kulttry sa uchovali pri teplote =70 °C pre
dalSie pouzitie.

Seroldgia

Vzorky sa testovali komerénym kitom Borrelia garinii
Western blot IgG a IgM (Anti-Borrelia garinii-Western Blot
IgM and IgG, Euroimmun, Germany). Interpretécia vysled-
kov sa stanovila podla pokynov vyrobcu.

Kontrolné kmene baktérif

Kontrolné kmene B. burgdorferi s.l. komplexu, MIL
(B. burgdorferi s.s), VS461 (B. afzelii) a K10 (B. garinii)
boli poskytnuté prof. Kmetym [4] a dr. D. Postic, Pasteur
Institute, Paris, France.

Elektrénova mikroskopia
Izolaty (>100 mikroorg./umL kult.) boli sledované elekt-

Tabulka 1
VySetrenia pacientov s véasnym diseminovanym Stadiom LB Styrmi diagnostickymi metodami.

C. Pacient ELISA WB Kultivacia PCR/RFLP
Vek Pohl. IgM 1eG IgM IeG

1 7 - - - hr - -

2 8 F + + + + + B.g.

3 8 M + + + + + B.g.

4 9 F - - - - + B.a.

5 9 M - - - - - -

6 10 M hr - - - + B.g.

7 11 F - - - - + B.g.

8 11 M - - - - - -

9 14 F hr - + + + B.g.
10 15 F - - - - + B.g.
11 43 F hr - - - - B.g.
12 47 F - - - - - -

13 51 F - - - - + B.b.s.s

14 55 M - - - - + B.g.

15 60 M hr - - - - -
Legenda:

(+) — anti-Borrelia IgM, 1gG protilatky pritomné, pozitivne
(-) — anti-Borrelia IgM, IgG protildtky nepritomné, negativne
hr — hrani¢né hodnoty

F — Zenské

M — muzské

B.a — Borrelia afzelii

B.g — Borrelia garinii

B.b.s.s. — Borrelia burgdorferi s.s.
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P,

rénovym mikroskopom podla Hovind-Hougen [3] a podla
popisaného postupu [8].

DNA extrakcia

Z primarnych kultir spirochét (celkom v objeme 5 ml)
bola extrahovand DNA pomocou QIAamp DNA Blood
Mini kitu (Qiagen, Germany) podla pokynov vyrobcu
a zamrazend pri —20 °C.

PCR a RFLP (Restriction fragment length polymorp-
hism) analyza

Pre analyzu PCR sa pouzilo 10 pL 2x PCR Master Mix
(Fermentas), 10 pmol zo $pecifického (1 pL) primeru, 7 uLL
deionizovanej vody a 1 pL izolovanej DNA. Specifické pri-

Graf 1
Trend vyvoja chorobnosti na klinické stadia LB v SR
v r. 2003-2007

14 —
1 [Jy=0273x+9,173 [ y=-0,098x+ 1,304 [l y=0,369x + 2,117
%107 o
2 — —
g 8+
(=]
g 6+
g 4 — D R R SR
0

2003 2004 2005 2006 2007

[ ] veasna lokalizovana infekcia

[] v¢asnd diseminovana infekcia

Il neskora diseminovand infekcia

—— linearny - v¢asna lokalizovana infekcia

— — linearny — neskora diseminovana infekcia
------- linearny - véasna diseminovana infekcia

Obr. 1
Reprezentativne RFLP fragmenty B. burgdorferi s.l.
z pacientskych izolatov: 1 — K10 (kontrolny kmen,

B. garinii), 2 — PK1 (B. garinii, pacientsky izolat), 3 - MJ4
(B. garinii, pacientsky izolat), 5 — VS461 (kontrolny
kmen, B. afzelii), 6 — LQ1 (B. afzelii, pacientsky izolat),
8 — MIL (kontrolny kmen, B. burgdorferi s.s.),

9 - izolat PR3 (B. burgdorferi s.s., pacientsky izolat)

mery pre Borrelia burgdorferi s.1. boli syntetizované podla
Kurtenbacha a kol. [5]. Amplifika¢né reakcie prebiehali
v 35 cykloch (denat. 94 °C — 30 s, anneal 55 °C — 30 s, ext.
72 °C —1 min). Specifické PCR produkty sa identifikovali
v 2% agaréze, farbenej ethidiom bromide.

PCR produkty sa dalej Stiepili s Msel podla pokynov da-
nych vyrobcom (Fermentas), bandy $pecifické pre jednotli-
vé druhy, B. burgdorferi s.s., B. afzelii and B. garinii sa od-
¢itali na polyakrylamidovych géloch (6).

Vysledky

V stadif bolo vysetrenych 15 klinickych vzoriek (tab. 1).
Spirochéty sa kultivacne potvrdili v deviatich kultirach
(z 8 kultivovanych vzoriek krvi a jednej vzorky likvoru).
Spirochetdlne bunky boli v primdrnych kulturdch zazname-
nané po 4 tyzdioch inkubdécie.

V jednom pripade (pacient €. 4) sa borélie izolovali kulti-
vacne zo vzorky likvoru (izolat B. afzelii LQ1). Pritomnost
spirochét (B. garinii) sa zistila aj u pacientky, roky trpiacej
na sclerosis multiplex (pacient ¢. 11). Tato pacientka bola
pohryzena kliestom 3 tyZdne pred analyzou vzorky. Priamy
dokaz DNA borélii v jej krvi pomocou RFLP techniky ini-
cioval zahdjenie antibiotickej terapie.

Pomocou PCR analyzy bola pritomnost DNA borélii
potvrdend v 9 vzorkdch krvi a v 1 vzorke likvoru.
S pouZitim restrikénej endonukledzy Msel metédou RFLP
boli spirochéty v 8 pripadoch identifikované ako Borrelia
garinii, a po jednom izolate B. afzelii a B. burgdorferi s.s.
(obr. 1). Pritomnost borélif sa u pacienta ¢. 11 dokazala iba
pomocou PCR analyzy.

Kazuistiky:

1) Osemro¢nému dievCafu bolo odporucené vySetrenie
u neurol6ga pre neprivieranie vieCka lavého oka po 3
tyzdnoch od postipania klieStom. TyZden pred vySetre-
nim sa objavili zvidcSené kréné lymfatické uzliny.
Erythema migrans (EM) nebol zaznamenany. Neurol6-
gom bol stav hodnoteny ako periférna 1ézia l'avého licne-
ho nervu. Po rehabiliticii a polyvitamindznej liecbe ne-
doslo k uprave klinického stavu, preto bolo odporucené
neurologické vysetrenie v Detskej FN. Odporucend bola
hospitalizacia na rehabilitacnom oddeleni s ndlezom pa-
réza n. VII 1. sin., lagoftalmus, mierny pokles tstneho
kdtika, oslabeny m. frontalis, m. levator nasi. Na siedmy
deil hospitalizdcie pri kontrolnom neurologickom vySet-
reni bola zaznamenand tprava periférnej parézy vlavo,
no zacala sa rozvijaf nekompletnd periférna paréza vpra-
vo. Laboratdérne hematologické a biochemické vysetrenia
nevykazovali okrem zvySenej sedimentdcie erytrocytov
ziadne patologické zmeny. Serologické vySetrenia na
adenovirusy a RS virusy boli negativne. Vzhladom na bi-
parézu n. VII a neuroboreliézu bolo diefa preloZené na
Kliniku infektolégie a geografickej mediciny v Bratislave
(KIGM), kde bola indikovand lumbdlna punkcia (LP).
V likvore bola zaznamenand pritomnost mononuklearnej
pleocytézy, El 415/3, bielkoviny 750 mg/l a patologicky
zvySeny protilatkovy index Al = 9,6 potvrdzujuci intrate-
kdlnu protilatkovi produkciu. CRP negat. Sérum bolo
vySetrené v dvoch laboratdriach s pozitivnym vysledkom
Borrelia burgdorteri v triede IgM a IgG. V jednom labo-
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ratériu boli namerané hodnoty IgM pozit a IgG 74 IU/ml.
V dalSom laboratériu boli hodnoty IgM pozit. 618 abs.j.
a IgG pozit 563 abs. j. Likvor IgM negat, a IgG 1 : 310.
Kultiva¢ne bola vo vzorke krvi dokdzand pritomnost
Borrelia garinii, potvrdend analyzou RFLP. Na zaklade
anamnézy, klinického priebehu a laboratérnych vysled-
kov bol stav hodnoteny ako neuroboreliéza a diefatu bo-
la indikovana antibiotick4 liecba i.v. Ceftriaxonom 1 g po
dobu 28 dni. Pacientka bola na 29. deii hospitalizacie po
uprave klinického stavu, fyzikdlneho a likvorologického
obrazu prepustend do ambulantnej starostlivosti.

2) Desatroénému chlapcovi bol extirpovany nacicany kliest
na krku. Na Stvrty deni od extirpicie sa objavil erytém
s centrdlnym vybledom, ktory spontinne vymizol
v priebehu niekol’kych dni. Na 28. deii sa objavili bolesti
hlavy, krku, malatnost. Pediatrom bol ordinovany myore-
laxans. Na 30. den sa pridruzili teploty do 39 st.C, inten-
zivne bolesti hlavy a opakované zvracanie. Nasledne bol
odporuceny na oddelenie KIGM s podozrenim na me-
ningitidu. V lumbdlnom punktate bola zaznamenana pri-
tomnost mononukledrnej pleocytézy, El 1072/3, Mono
1040/3, poly 32/3, Bielkoviny 368 mg/l, gluk. Kvocient
0,59, spektrofotometria v norme, CRP negat. Likvor
a sérum bolo v diagnostickom laboratériu vySetrené me-
tédou ELISA. Likvor bol v triedach IgM a IgG negativ-
ny. V sére bola zaznamenand hrani¢nd hodnota Borrelia
burgdorferi IgM 0,381 a IgG negat. Z krvi pacienta bola
vykultivovanad B. garinii potvrdend analyzou RFLP. Na
zdklade anamnézy, pritomného EM a ser6znej meningiti-
dy, ako aj vysledkov priamej laboratérnej diagnostiky bol
stav hodnoteny ako neuroboreli6za. Diefatu bol indiko-
vany i.v. Ceftriaxonom 1 g po dobu 28 dni. Diefa bolo
v dobrom stave prepustené do ambulantnej starostlivosti.

3) Strndstroéné dievéa bolo na oddelenie KIGM prijaté pre
diferencidlnu diagnostiku lymeskej boreliézy. V anam-
néze spred dvoch rokov v lete mala prisatého kliesta, EM
nepozorovala. Po troch mesiacoch od infikovania klie-
$fom sa objavilo piskanie v pravom uchu, ktoré trvalo asi
dva tyZdne, na ¢o sa objavila asymetria tvdre. Pacientka
bola hospitalizovana na infekénej klinike a prepustena
s.diagnézou inkompletnd periférna lézia n. VIL. dx.
A areflexia vestibuldrneho aparatu 1. dx. Dodato¢ne bo-
lo zrealizované MRI mozgu, ktoré ukdzalo demyelizacné
zmeny, pre ktoré bola hospitalizovana na neurologickom
oddeleni s potvrdenou diagnézou susp. Sclerosis multi-
plex. Pocas hospitalizdcie biochemické a hematologické
vySetrenia boli v medziach normy. VySetrenie séra pri
prijati metédou ELISA na Borrelia burgdortferi IgM: hra-
ni¢né hodnoty. a IgG negat. VySetrenie likvoru bolo ne-
gativne. Pritomnost B. garinii bola vo vzorke krvi potvr-
dend Specifickou kultivaénou metédou a ndsledne
potvrdend RFLP metédou. V kultire spirochét bola po-
mocou elektrénovej mikroskopie zistend pritomnost cys-
tickych ttvarov Pacientke bola indikovana i.v. terapia
Cefalosporinom 3. generacie (Ceftriaxon) po dobu 28 dni
a v dobrom stave bola prepustend domov.

Diskusia
U pacientov s v€asnou diseminovanou formou lymeskej
boreliézy. sa analyzovali vzorky krvi a likvoru. Pritomnost

troch druhov Borrelia burgdorferi s.1. (B. garinii, B. afzelii
a B. burgdorferi s.s.) sa pomocou PCR analyzy dokdzala
v deviatich vzorkdch krvi a jednej vzorke likvoru (67 %).
Kultiva¢ne sa spirochetdlne bunky izolovali v deviatich kul-
tirach (v 8 vzorkéach krvi a jednej vzorke likvoru). Sedem
pacientov (47 %) malo v kazuistike uvedené negativne sero-
logické vysledky v ELISA testoch. V jednej vzorke likvoru
sa dokdzala pritomnost B. afzelii, (izolat LQ1).

V podmienkach SR je lymeska boreliéza na prvom mies-
te v Statistickych tddajoch o ndkazach prendSanych kliesta-
mi. Z databdzy informac¢ného systému prenosnych ochoreni
(2) vyplyva, Ze v priebehu prvych 10 rokov sledovania bola
priemernd chorobnost LB na Slovensku 8,06/100 000 oby-
vatelov, zatial ¢o za poslednych 10 rokov sa priemer cho-
robnosti zvysil na 12,81/100 000 obyvatelov. Oproti pétroc-
nému priemeru bol zaznamenany az 20% vzostup ochoreni.
Z klinickych foriem LB prevazuje za desafrocné obdobie
v 74 % diagnéza A 69.2 (Stddium vcasnej lokalizovanej
infekcie LB, koznd forma — erythema migrans — EM), diag-
nézy G63.0 (Stddium vcCasnej diseminovanej infekcie, pre-
dovSetkym neurologickd forma ochorenia) sa vyskytuji
v 6 % a diagnéza MOL.2 (neskoré diseminované Stadium
LB — ACA, kibna forma) v 20 %. Pri analyze trendu vyvoja
chorobnosti u jednotlivych klinickych $tadif hldsenych pri-
padov ochoreni na LB v SR v rokoch 2003-2007 bol za-
znamenany stipajuci trend u v€asného lokalizovaného Sta-
dia ( priemernd chorobnost 9,99/100 000 obyv.) a vyraznejsi
stipajuci trend chorobnosti v neskorom diseminovanom §ta-
diu infekcie (priemerna chorobnost 3,22/100 000 obyyv.)
Priemernd chorobnost na LB vo v€asnom diseminovanom
Stadiu bola 1,01/100 000 obyv.a bol zaznamenany mierny
klesajici trend chorobnosti pocas sledovaného obdobia
(graf 1).

Specifickd diagnostika mdZe pomdct zdokonalif progné-
zu ochorenia najmé v spornych pripadoch alebo pri nega-
tivnych vysledkoch, dosiahnutych bezne vyuzivanymi sero-
logickymi vySetreniami [9]. Ziskané vysledky sa vSak
musia interpretovat v kontexte s epidemiologickou anamné-
zou a klinickym nédlezom. Priamy ddkaz (in vitro kultivécia,
PCR) Borrelia burgdorferi, ako aj dalSich patogénov pre-
nosnych kliesfami v telovych tekutindch pacientov
a zivoCichov je z hladiska diagnostiky velmi doblezity.
Umoziuje potvrdif infekciu v organizme v pripade, ked
imunologické ani ostatné reakcie makroorganizmu tento
stav jednoznacne nepotvrdzuju [8]. Taktiez upozorni na pri-
tomnost inych klieStami prenosnych patogénov v tele pa-
cienta.

Vyskum bol financne podporeny grantami VEGA
2/6151/27, VEGA 2/0016/08 a 2007/11-SZU-07 (MZSR).
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