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Abstrakt

Uvod: Lymska choroba (boreliéza) je multisystémové infek&né ochorenie postihujuce najéastejsie kozu, kiby,

srdce a nervovy systém. Etiologickym agensom je baktéria - spirochéta Borrelia burgdorferi sensu lato

(B.burgdorferi s.1.), pricom v Eurépe dominuju druhy Borrelia afzelii (B.afzelii) vyvolavajuca najmé kozné

prejavy a Borrelia garinii (B.garinii), ktora sa manifestuje najéastejsie neurologickymi prejavmi, menej ¢asto

Borrelia burgdorferi s.s. (B. burgdorferi s.s.). Neexistuje v§ak klinicky obraz, ktory by bol pre boreliozu

patognomicky. Diagnodza sa stanovuje na podklade epidemiologickej anamnézy, klinického obrazu a vysledkov

pomocnych vysetreni (Bojar, 1996).

Ciele prace: Vzhl'adom na problémy so stanovenim diagnézy u tychto pacientov sme sa zamerali na zlepSenie

diagnostiky rozsirenim laboratérnych vysetrovacich metod, aj za pouzitia genetickych metdéd a s overovanim

ich vyznamu. Ciel'om nasej prace bolo zhodnotit’:

e vyuzitie konfirmaéného testu-westernblotu a imunologického vysetrenia pre stanovenie diagndzy ochorenia
u pacientov s dlhotrvajticimi tazkost’ami a S podozrenim na lymsku boreliozu,

e prinos imunomodulaénej lieCby a d’alsich postupov v terapii diseminovanej formy lymskej boreliozy,

e vyuzitie PCR diagnostiky u pacientov s podozrenim na neuroboreliézu a identifikacia jednotlivych
genomospecies B. burgdorferi aich vzt'ah ku klinickému ochoreniu.

Material a metodika: Celkovo sme vySetrovali 238 pacientov s podozrenim na lymskt boreliozu. Klinicka

diagnoza bola zalozena na epidemiologickej anamnéze a klinickej symtomatoldgii (Blanck a spol., 2007,

Stanek a spol., 2011) a pri stanoveni kone¢nej diagndzy sme sa opierali o kritéria EUCALB (2011). Pacienti

boli rozdeleni do 3 skupin:

1. skupinu tvorilo 77 pacientov (M:40 a Z:37) , kde sme overovali prinos konfirma¢niho testu-

westernblotu a imunologického vySetrenia pre stanovenie diagnozy lymskej boreliozy.

2. skupinu tvorilo 179 pacientov (M:88 a Z:91), kde sme overovali mozné d’al’sie postupy v terapii

diseminovanej formy LB, s vyuZitim imunomodulaéne;j lie¢by.

3. skupinu tvorilo 82 pacientov (M:39 a Z:43), kde sme overovali vyznam PCR diagnostiky a stanovenie

genomospecies Borrelia burgdorferi s.I. vo vztahu ku klinickej diagnoze.
Vysledky a zavery: Lymska borelioza prebieha vel'akrat nepoznane, subklinicky alebo s miernymi klinickymi
priznakmi a laboratérna diagnostika naraza na mnohé problémy vzhl'adom na jej nedostatocnu Specificitu
a senzitivitu.

1. U pacientov s dlhotrvajicimi tazkostami, kde klinicky stav poukazoval na moznost’ chronickej formy
lymskej borelidzy, sa u 32 z 77 pacientov pri negativnych vysledkoch IFT a ELISA na pritomnost’
antiboreliovych protilatok v sére, zistila pritomnost’ $pecifickych protilatok pri vySetreni westerblotom.
To poukazuje na potrebu u takychto pacientov doplnit’ vySetrenie:

- imunologickymi testami, kde sme u vSetkych 32 pacientov potvrdili imunodeficienciu a
- protilatok westerblotom (WB), ktory je senzitivnejsi, a ktory napriek negativnym skriningovym testom
potvrdil pritomnost’ $pecifickych protilatok.

2. 'V skupine 179 pacientov s diseminovanou formou lymskej borelidzy sa pri terapii ukazalo, ze je
vhodné podavat’ popri dlhsej antibiotickej terapii s vyuzitim antibiotik, ktoré su uc¢inné aj na cystické
formy borélii, aj imunomodula¢ni1 liecbu, po ktorej sme zaznamenali zlepSenie klinického nalezu.

3.V ramci vyuzitia PCR metdd sme u skupiny 82 pacientov s podozrenim na neuroboreliozu vySetrovali
likvor, u pacientov s diagnostikovanou neuroboreliézou bol v 17 pripadoch pozitivny. Ale pozitivita sa
zistila aj 4 pacientov s demyeliniza¢nym ochorenim (v.s. sclerosis multiplex). Naj¢astej$im povodcom
neuroborelidzy bola B. garinii, potom B. afzelii a B. burgdorferi s.s, ¢o podporuje doterajsie udaje
0 vzt'ahu B. garinii k neurologickym ochoreniam.

Laboratérna diagnostika lymskej borelidzy naraza stale na mnozstvo problémov. ZlepsSenie laboratorne;j
diagnostiky, ktora by umoziiovala odliSenie protilatok pretrvavajicich po prekonanej infekeii od protilatok pri
aktivnej infekcii je stale otdzkou vyskumu. K bliz§iemu objasneniu vzt'ahu B. burgdorferi a vzniku
invazivnych ochoreni by boli potrebné d’alsie detailnejsie Studie, ktoré by mohli objasnit’, ktoré genotypy sa
podielaju na tychto ochoreniach a ¢i prave kombinacia genotypov moéze skorej viest’ k diseminovanému
ochoreniu u T'udi. Je na zakladnom vyskume, aby sa objasnili niektoré vlastnosti B. burgdorferi a predovsetkym
vzt'ah jednotlivych genotypov k ochoreniam u I'udi, ¢o vyZaduje bliz§iu spolupracu medzi pracovnikmi
zaoberajliicimi sa enviromentalnou a mikrobidlnou ekoldgiou a pracovnikmi vo vyskume v oblasti humanne;j
mediciny.

KTacové slova: B. burgdorferi, genotypizacia, lymska borelidza, neuroborelioza



Abstract

Introduction: Lyme disease (borreliosis) is a multisystem infectious disease affecting mostly skin, joints, heart
and nervous system. Causative agent is a bacterium - spirochete Borrelia burgdorferi sensu lato ( B.burgdorferi
s.l.), while Europe is dominated by species Borrelia afzelii (B.afzelii) which induces mainly skin manifestations
and Borrelia garinii (B.garinii), which is manifested mostly through neurological symptoms and, less often
Borrelia burgdorferi s.s. (B. burgdorferi s.s.). However, there is not a clinical picture that is pathognomic for
borreliosis. Diagnosis is determined on the basis of epidemiological history, clinical picture and results of
ancillary tests (Bojar, 1996).

Aim of the study: Due to problems with the diagnosis in these patients, we focused on improving diagnosis by
enhancing laboratory investigative techniques, and using genetic methods and verification of their importance.
The aim of our study was to evaluate:

* Use of confirmatory test-westernblot and immunological tests for diagnosis of disease in patients with long-
standing difficulties with suspected Lyme disease,

* Benefits of immunomodulatory therapy and other procedures in the treatment of disseminated forms of Lyme
borreliosis,

« the use of PCR diagnosis in patients with suspected neuroboreliosis and identification of genospecies

B. burgdorferi, and their relationship to clinical disease.

Material and Methods: Overall, we investigated 238 patients with suspected Lyme disease. Clinical diagnosis
was based on clinical and epidemiological history of symptomatology (Blanck et al., 2007, Stanek et al., 2011)
and when the final diagnosis, we rely on the criteria EUCALB (2011).

Patients were divided into 3 groups:

First group consisted of 77 patients (M: F 40 and: 37), where we verified the benefits of confirmation
westernblot test and immunological tests for diagnosis of Lyme disease. Second group consisted of 179 patients
(M: F 88 and 91) where we can verified other procedures in the treatment of disseminated forms of LB using
immunomodulatory therapy. Third group consisted of 82 patients (M: 39 and Z 43), where we verified the
importance of PCR diagnosis and determination of genospecies Borrelia burgdorferi s.1. in relation to clinical
diagnosis.

Results and conclusions: Lyme disease is being often manifested by unknown, subclinical or mild clinical
signs and laboratory diagnosis raises many problems because of its lack of specificity and sensitivity.

1. In patients with long-lasting difficulties, the clinical condition referred to the possibility of chronic
forms of Lyme borreliosis, in 32 of the 77 patients with negative results of the IFT and ELISA for the
presence of antiborelial antibodies in serum, specific antibodies using westernblot test were detected.
This highlights the need for complete evaluation of such patients:

- by the means of immunological tests, where we in all 32 patients confirmed
immunodeficiency and

- by the means of Westerblot antibodies test (WB), which is more sensitive, and despite
negative screening tests it confirmed the presence of specific antibodies.

2. Among 179 patients with disseminated form of Lyme disease, the therapy has shown that it is more
appropriate to use in addition to prolonged antibiotic therapy using antibiotics that are effective also on
cystic forms of Borrelia, to use an immunomodulatory treatment, after which we have seen
improvement in clinical findings.

3. When we were using PCR methods and testing CSF in a group of 82 patients with suspected
neuroboreliosis it was positive in 17 cases which were diagnosed with neuroboreliosis. But positivity
was also found 4 patients with demyelinating disease (multiple sclerosis vs). The most common agent
of neuroboreliosis was B. garinii, then B. afzelii and B. burgdorferi s.s., which supports the existing
data on relationship B. garinii in neurological diseases.

Laboratory diagnosis of Lyme disease still faces many problems. Improved laboratory diagnostics, allowing
differentiation of persistent antibodies after infection from prevalent antibodies in active infections is still a
question of research. For further clarification of relationship of B. burgdorferi and the emergence of invasive
diseases should be further studied that could clarify which genotypes are involved in these diseases and whether
the combination of genotypes may lead to early disseminated disease in humans. It is on the basic research to
clarify some properties of B. burgdorferi and in particular the relationship of individual genotypes to diseases in
humans, which requires closer cooperation among workers dealing with environmental and microbial ecology
and research workers in the field of human medicine.

Keywords: B. burgdorferi, genotyping, lyme disease, neuroboreliosis
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1. Uvod

Lymska choroba (boreliéza) je multisystémové infekéné ochorenie postihujuce
najéastejsie kozu, kiby, srdce a nervovy systém. Etiologickym agensom je baktéria -
spirochéta Borrelia burgdorferi sensu lato (B.burgdorferi s.l.), pricom v Eurdpe
dominuju druhy Borrelia afzelii (B.afzelii) vyvolavajiica najmé kozné prejavy a Borrelia
garinii (B.garinii), ktora sa manifestuje najcastejSie neurologickymi prejavmi, menej
Casto Borrelia burgdorferi s.s. (B. burgdorferi s.s.). Ale v Europe sa vyskytuju aj d’alSie
druhy, ktoré sa spajaju iked ojedinele s ochoreniami u l'udi, ako B. spielmanii, B.
valaisiana a B. biisettii (Stanek a Reiter, 2011). Prenasac¢om ochorenia je najCastejsie
kliest’ Ixodes ricinus. Ide o pomerne nova nozologicku jednotku. Suvislost’ s infekciou a
konkrétnym infekénym agens sa stala znamou az zaCiatkom 80-tych rokov (Burgdorfer
a spol., 1982).

Prejavom skorej infekcie je erythema migrans - makulopapulézny erytém velkosti
asi 15 cm, ktory sa objavi za nickol’ko dni az tyzdinov po zakliesteni (Berger, 1989).
Neskor$im prejavom infekcie su velmi Casto artralgie a myalgie (Ostrov a Athreya,
1991). Komplikaciou moéze byt i myokarditida alebo perikarditida. Ochorenie srdca
modze byt 1 prvou klinickou manifestaciou (Kimball a spol., 1989). U nelieCenych
pacientov sa mdzu objavit’ i prejavy postihnutia nervového systému. Udava sa, Ze v
Eurodpe st poskodenia nervového systému relativne CastejSie. U nelieenych pacientov sa
objavuji v 40-60% (Bojar, 1987, 1996). Izolovand 1ézia tvarového nervu sa ako
samostatny priznak vyskytuje u 7% pacientov s lymskou chorobou a v endemickych
oblastiach az u 25% (Halperin a Golightly, 1992). Popisané boli meningoencefalitidy,
polyradikuloneuritidy, psychické zmeny v podobe depresii, chronického tnavového
syndromu, panické ataky a podobne. Vyskytuju sa i radikulitidy, ktoré moézu imitovat’
vertebro - diskogénne podmienené radikulopatiec (Bojar, 1987, Pachner, 1991).
Neexistuje vSak klinicky obraz, ktory by bol pre boreliézu patognomicky. Diagndza sa
stanovuje na podklade epidemiologickej anamnézy, klinického obrazu a vysledkov

pomocnych vySetreni (Bojar, 1996).



V Kklinickej diagnostike sa s$tandardne vySetruju protilatky v sére s antigénom
B. burgdorferi imunofluorescenénou metddou (IF) a metédou ELISA. IgM protilatky sa
detekovatelné 3 - 6 tyzdnov po infekcii, IgG protilatky sa tvoria asi po 6 tyzdnoch,

vrcholia po Siestich mesiacoch a pretrvavaji dlhodobo (Bazovska, 2008).

Vzhl'adom na moznost faloSne pozitivnych vysledkov sa odportca, v pripade ich
pozitivity, nasledna konfirma¢na metoda westernblot. Vyuziva sa najméa pri nejasnych
alebo hrani¢ne pozitivnych vysledkoch zakladnych sérologickych metéd. Umoziiuje
analyzu reakcie protilatok proti jednotlivym antigénovym proteinom bor¢lii, ¢o eliminuje
pripadné nespecificky pozitivne reakcie. VySetrenie Specifickych protilatok metdédou
westernblot sa vykonava s antigénnym lyzatom, resp. s antigénmi pripravenymi
rekombinantnou technikou z B. afzelii, B. garinii a B. burgdorferi sensu stricto (Gur¢ik,
2009). V diagnostike spornych a nejasnych pripadov a pripadného postihnutia d’alSich
organov hra stale vacsiu rolu priamy dokaz boréliovej DNA v krvi, v likvore a v d’alsich
tkanivach metédou polymerazovej retazovej reakcie (PCR). Na detekciu boréliovej] DNA
v klinickych vzorkach sa pouzivaju rozli¢cné protokoly (Aguero-Rosenfeld, 2005), ale
kedze neexistuje jediny diagnosticky postup, ktory by bol ,,zlatym* Standardom a tiez je
malo porovnavacich $tudii, z ktorych by sme mohli vychédzat’, v si€asnosti nie je moZné
odporucit’ $pecificky PCR protokol. Diagnosticka senzitivita v likvore je u skorej
neuroboreliozy v priemere 10-30%. Pri vySetreni krvi metédou PCR je toto Cislo este

nizsie (Cerar, 2008) a u neskorej neuroborelidzy je senzitivita PCR extrémne nizka.

B. burgdorferi s.s., B. garinii a B. afzeli, genospecies s potvrdenou patogenitou
pre ¢loveka, nemaju jednotnt distribiiciu v ramci Eurdpy. Tento fakt by mohol stvisiet
s rozdielnost'ou klinickej manifestacie borelidzy v jednotlivych krajinach, kedze podla
stcasnej predstavy maju jednotlivé genospecies B.burgdorferi vztah k roznym prejavom
lymskej boreliozy. Preto prebiehaji aj snahy o analyzu genomu B. burgdorferi s cielom

odhalit’ gény zodpovedné za rozdiely vo virulencii a patogenite borélii.

Zlozita problematika povodcov ochorenia, problémy laborat. a klinickej diagnostiky nas
viedli k hlbsiemu $tadiu tohto ochorenia.

Vo vlastnej praci sa zaoberam v samostatnych kapitoldch povodcom ochorenia, jeho
prenosom, pramenom nakazy, epidemiologickymi charakteristikami, klinickymi
prejavmi, pricom sme sa sustredili hlavne na zlepsenie diagnostiky tohto ochorenia

a stanovenie genomospecies ku vzt'ahu ku klinickému obrazu ochorenia.
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2. Povodca

2.1 Zakladna charakteristika B.burgdorferi

Spirochéty su Spirdlovité baktérie, aktivne pohyblivé. Patria do radu
Spirochetales, ktory obsahuje 2 ¢elade, z ktorych medicinsky vyznamné su tri rody
Borrelia, Treponema a Leptospira. Z klinicko-patologického hladiska borélie mozno
rozdelit na pdvodcov lymskej boreliozy (Borrelia burgdorferi sensu lato),
vyvolavatel'ov navratnych horucok (napr. Borrelia recurentis, B. hermisii) a Borrelia
vincentii, pévodca ulceracii v orofacialnej oblasti. Pdvodca lymskej borelidzy bol
objaveny v r. 1982 a v sucasnosti je rozdeleny do 18 genomospecies (Stanek a Reiter,
2011). Najvyznamnejsie su Borrelia burgdorferi s.s., B. garinii a B. afzelii, patogénne
pre Cloveka, ale ochorenia boli popisané aj v stvislosti s B. valaisiana, ktora bola
izolovana z likvoru pacienta v Grécku (Diza, 2004), B. lusitaniae z koznej lezie u
pacienta so suspektnou boreliézou v Portugalsku (Collares-Pereira, 2004) a B. spielmanii

u pacientov s erythema migrans.

Obr.¢.1. Zhluk borélii

Obrazok prevzaty z www.nature.com, nature publishing groupe, 2000

Rozdelenie Borrelia burgdorferi sensu lato do urcitych genomospesies ma aj
klinicky vyznam. Borrelia burgdorferi sensu stricto sa najéastejSie spaja s artritidou,

hlavne v Severnej Amerike, kde je to ako jediny znamy povodca lymskej borelidzy.
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Borrelia garinii je asociovana s neurologickymi symptoémami a Borrelia afzelii s
chronickymi koZznymi afekciami, ako napriklad acrodermatitis chronica atrophicans
(ACA). Aj napriek rozdielnym klinickym manifesticiam medzi jednotlivymi
genomospecies, maju jedno spolo¢né, spdsobovanie patognomického symptomu

erythema migrans (EM).

Ostatné genomospesies boli izolované z klieStov a rezervoarovych zvierat, ako B.
japonica, B. tanukii a B. turdae, ktoré sa vyskytuja v Japonsku (Masuzawa, 2004), B.
sinica v Cine, B. andersonii v USA a B. bissettii v USA a zapadnej Eurépe a pod. Ich
identifikacia je zalozena na genetickych metddach. NajcCastejSie pouzivanymi ciel'mi
(tercami) pre DNA amplifikaciu, hybridizadciu a restriként polymorfni analyzu su
r-RNA gény a medzigendomovy medzernik, fla (gén kodujici flagelin) a OspA
(plazmidovy gén kodujuci protein A vonkajSej membrany) gény. Borélie su
gramnegativne Spirdlovité baktérie s nepravidelnymi zavitmi, dobre pozorovateIné
mikroskopom v tmavom poli, alebo pri fizovom kontraste. Rotacia a posun tychto
baktérii je vyznamnym faktorom patogenity.

Stavba borélii zodpoveda stavbe gramnegativnych baktérii, kde protoplazmaticky valec
borélii je ohraniCeny dvomi membrdnami, cytoplazmatickou membranou s tenkou
vrstvou peptidoglykanu a vonkajSou membranou. Medzi vonkajSou membranou a
cytoplazmatickou membranou prebiehaju z oboch stran filamentd, ktoré sprostredkuju
pohyb borélie. Ide o aerofilné baktérie, ktoré sa rozmnozuju pri teplote 34 - 37 st. C, pre
svoj rast potrebuju komplexné médid. Rozmnozuju sa relativne pomaly, celularne delenie
trva 12-24 hod. (Praec - Mursic a spol ., 1986).
Borélie maju vel'mi zlozith antigénnu Struktaru:
- typickym morfologickym znakom Borrelia burgdorferi su flagely - americké
kmene maju  7-11, ecurdépske 8. Na flagelach je lokalizovany jeden

Z najvyznamnejSich antigénov - 41 kD, proti ktorému sa tvoria prvé protilatky pri

infekcii, je pritomny aj u inych borélii, spirochét, v imunoblote sa vyskytuje ako

i41 - vnttorny fragment, je relativne stabilny a koddovany na chromozome

- povrchové proteiny Osp A,B,C,D, E, F,G, st variabilné, kodované na
plazmidoch. Osp A,B operon je lokalizovany na cirkularnom plazmide, v blizkosti
génov pre guaninovy metabolizmus (v Creve kliestov vysokd koncentracia
guaninu — expresia tychto antigénov). Osp C — K expresii dochadza po prisati

kliesta na hostitel'a, po poklese expresie OspA, zvySeniec teploty — vedie k
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expresii Osp C,E,F, in vitro kultivacia vedie K strate ur¢itych proteinov.
Osp C (21 kD) — ma 13 typov 1-4 B.burg., 5-7 B.afzelii, 9-13 B.garinii, protilatky
st vel'mi typovo Specifické
Osp A 31 kD - 6 rozdielnych typov
Osp B 34 kD

- 17 kD vysoko imunodominantny

- 39 kD vysoko Specificky

- 60 kD, (66kD) ,, shock" proteiny, krizovo reagujuce - syfilis, reumatické
ochorenia

83/100 kD - vysoko $pecifické, kodovanie na chromozome

2.2. Forma cysty ako mechanizmus prezitia

V pripade nepriaznivych podmienok borélia sa doslova ,,zbali" do kompaktného klbka,
pokryje sa trasparentnou mukoidnou kapsulou, ktora zabrafiuje penetracii protilatok a
antibiotik. V tejto forme moze prezit’ dlhé ¢asové obdobie bez reakcie od hostitela.

Cystické formy spirochét (obr.C. 2) a hostitel spolunazivaji viac menej
,mierumilovne", ale pocas priaznivych podmienok sa cysty moZu pretransformovat’
naspidt’ do Spirdlovej formy, ktord ni¢i bunky hostitel'a a vyvoldva imunitnti odpoved’
(Ovcinnikov, Delectorsku, 1971).

Predpoklada sa, ze tieto cysty slizia na prezitie borélii. Podobne existencia
etiologického agens sposobujuceho syfilis v nespirochetdlnej forme nebola dlho
vysvetlena. Stala sa predmetom hypotéz, ktoré vysSvetlovali existenciu latentného
syfilisu. Preto sa uvazovalo o vyzname cystickych foriem. Analogicky u prvokov sluzi
cysta na ochranu vnutra alebo obsahu voc¢i nepriaznivym podmienkam, ale niektoré
slizia na zabezpeCenie dlhej casovej peridody ,,oddychu". Neskor, ked pominu
nepriaznivé podmienky, ochranné cysty sa mozu stat’ rozmnozovacimi cystami (Al-

Qudah., a spol., 1983).

13



Obr.¢.2. Cysta T. macrodentium a v nej zbalené spirochéty.

Umemoto T.; Namikawa I. a spol, 1982.

In "An internal view of the spherical body of Treponema macrodentium as revealed

by scanning electron microscopy." Microbiology & Immunology, 26(3): 195.

Cystické formy (taktiez nazyvané sféroblasty, alebo ,hladujica forma") a ich
schopnost’ premeny do normalnej motilnej spirochéty boli dokdzané a demonstrované na
komplexe Borrelia burgdorferi sensu lato (Gruntar a spol., 2001). Motilna B. garinii sa
modze vyvinut do cystickej formy nielen in vitro, ale taktieZ in vivo po inokulacii mys$i
cystickymi formami. Demonstrovana kapacita cyst rekonvertovat sa do motilnych
spirochét in vivo a ich prekvapujica odolnost voc¢i nepriaznivym enviromentalym
podmienkam sugestivne poukazuje na tlohu cystickych foriem u lymskej choroby. Tuto
skutocnost’ potvrdzuje aj praca kanadskych autorov, ktori zistili cystické formy borélii
v astrocytoch mozgu u troch pacientov s potvrdenou diagnézou neuroboreliozy a tieto

cysty boli totozné s cystami pozorovanymi in vitro (Miklossy a spol., 2008).
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Obr. ¢.3. Sféroblast

Obrazok prevzaty z www.radio.cbc.ca/.../ shows/bacteria/willy.htrnl,
Keynote Address - The Complexity of Vector-borne Spirochetes (Borrelia spp)

Obr.¢. 4. B. burgdorferi. Vyvyjajuce sa spirochéty vychadzajuce z cysty

Brorson O; Brorson SH. : A Rapid Method for Generating Cystic Forms of Borr ¢éiia

burgdorferi, and Their Reversal to Mobile Spirochetes , APMIS , 106 (12), 1999, 1131 -
1141.

Pretrvavanie infekcie Borrelia burgdorferi u pacientov s aktivnou lymskou
boreliozou sa vyskytuje napriek antibiotickej terapii. Atypické formy sa dokazali v
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experimentoch in vitrou pacientov lieCenych antibiotikami a U pacientov nelieCenych s
klinickou diagnozou definitivnej a pravdepodobnej lymskej boreliozy. Naviac sa
pozorovala degeneracia izolatov baktérie B. burgdorferi pocas vystaveniu vplyvu
Penicilinu G in vitro.

Morfologicka analyza svetelnym a elektronovym mikroskopom odhalila mnoho
roznych tvarov a variécii. Zo vzoriek pacientov lieCenych antibiotikami sa vo vysokom
percente vyvinuli atypické formy (60-80%). Morfologické wvariacie v kultare s
Penicilinom G sa vyvinuli postupne a ich zmnoZenie sa zvi¢$ovalo s dizkou inkubécie.
Pleomorfizmus (tvarova pestrost’), pritomnost’ predizenych foriem a sférickych §truktur,
neschopnost’ buniek sa replikovat’, dlhy ¢as adaptacie v médiu (MKP) a mykoplazme
podobnym kolénidm po raste v pevnom médiu (agar) nasvedCuje, Ze Borrelia
burgdorferi produkuje sféroblast - L-formu. S ohl'adom na polyfazicky priebeh lymskej
borelidzy tieto formy bez bunkovej steny mozu byt moznym dévodom, precCo borélia
prezije v organizme dlhy ¢asovy interval a su dovodom, preco protilatkové titre zalozené
na identifikacii antigénov bunkovej steny miznt a znovu sa objavia po reverzii (Mursic
a spol., 1996).

Antibioticka terapia Penicilinom, Doxycyklinom a Ceftriaxonom sa ukézala ako
efektivna liecba lymskej boreliozy. Avsak u niektorych pacientov sa zistilo, ze borélia je
schopnd prezit’ v tkanivach napriek zdanlivo adekvatnej terapii. Pre lepSie pochopenie
tohto fenoménu sa pozorovali rézne typy degeneracie B. burgdorferi pocas 96 hodin po
vystaveni U€inku antibiotik. Pomocou svetelného a elektronového mikroskopu bolo
mozné pozorovat na membranach ,nabobtnanie" a postupné granularne formacie a
cystické Struktury. Aj naprieck ATB koncentraciam pri ktorych 90% organizmov bolo
inhibovanych po 72 hodinach. Z toho ale 80% a viac boli motilné formy a tie
pretrvavali ako vitalne pri lie€be s Penicilinom a Doxycylinom, neboli v8ak pritomné pri
liecbe Ceftriaxonom.

Pomocou elektronového mikroskopu sa podarilo odhalit, Ze intaktné Ccasti
baktérii boli uloZzené hlavne v cystach, a to aj po 96 hodinach za sucasného vplyvu
vSetkych troch vysSie uvedenych antibiotik. Z vysledkov $tadii inych spirochét moze
vyplyvat’, Ze prave cystick¢é formy spirochét moézu byt zodpovedné za pretrvavajice

antigénne stimuly veduce ku chronickej lymskej borelioze (Kersten a spol.,1995).
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Obr.&.5. B.burgdorferi: Po inkubacii Ceftriaxonom

Kersten a spol. , 1995
In: Antimicrobial agents and chemotherapy , 39 (5), 1127 -1133
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3. Prenos

3.1 Zakladna charakteristika prenosu a Zivotny cyklus kliest’ov

Lymska borelioza sa prenasa na cloveka takmer vylucne cicanim infikovanych kliestov
z rodu Ixodes. Patria medzi klieSte s tzv. tvrdym telom, na chrbte maja §tit (scutum),
ktory u samcekov pokryva cely chrbat, samicka ho ma mensi. Najrozsirenejsi z tejto
skupiny na Slovensku je kliest' obycajny (Ixodes ricinus) (Obr. ¢. 6), ktory moze

prenasat’ povodcov viacerych nakaz (Tab. 2).

Obr. ¢.6. Ixodes ricinus

Obrazok prevzaty z www.tierarzt-auf-raedem.de, autor Dr. med. vet. Imke Rieksmeier,
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V roku 1983 Burgdorfer a spol. identifikovali Ixodes ricinus ako prenasaca novo
opisanej lymskej boreliozy (Burgdorfer a Keirans, 1983). V sucasnosti sa za prenasacov
lymskej borelidozy povazuju styri druhy kliestov: Ixodes ricinus rozsireny v Europe a v
strednej Azii, Ixodes persulcatus v Azii a Ixodes pacificus a Ixodes scapularis
(dammini) v Severnej Amerike (Schmidt, 1985).

Tab.¢.1. Kliest’ ako vektor niektorych chorob ¢loveka a zvierat

Ochorenie Etiologické agens Zdroj a Klinické prejavy
mozny objekt

Infek¢éna ovce, encefalitida

encefalomyelitida Virus dobytok, kozy,

oviec tetrov, l'udia

Kliestom Virus ludia encefalitida

prendsana

encephalitida

Lymska boreliéza Borrelia burgdorferi l'udia, psy, kone multi-systémové
(spiroch.bact.) ochorenie

o Anaplasma (Ehrlichia) prezavavce,psy hortcka ,immuno-

Erlichioza phagocytophilum (rickettsia) kone,ludia suppresia

Kliestova Staphylococcus aureus jahiata (telata) kibne abscesy

pyacmia (contaminative bacteria)

Hoviidzia Babesia divergens dobytok, I'ndia  horticka, anémia,

babezioza (protozoa)

Mysia babezioza |Babesia microti (protozoa)  hlodavce, I'udia horacka, anémia

Rickettsiosis Rickettsia helvetica hlodavce, 'udia myocarditida, sarcoidoza
(rickettsia bacteria)

Spracované podl'a EUCALB, 2005 (www.eucalb.com)

Miesto vhodné pre vyskyt kliest'a musi zabezpeCovat’ minimalne dve zakladné
poziadavky. Je to dostatocnd vlhkost’ vzduchu, aby si klieste dokézali udrzat’ bilanciu
vody v tele a dostatok zvieracich druhov ako hostitel'ov pre tri vyvojové stadia: larva,
nymfa a dospely jedinec (Obr. ¢. 7). Klieste su vel'mi citlivé na nedostatok vlhkosti
pocas hl'adania hostitel’a, ktoré moze trvat’ niekol'ko tyzdiiov az mesiacov.

Dospeli jedinci sa uspesne Zivia iba na vel’kych zvieratach ako napriklad jelen,
ovca, krava, pes atd. Vyvojové S§tddid moédzu parazitovat skoro na vSetkych
teplokrvnych zvieratach, na malych cicavcoch, ako aj na niektorych plazoch a vtakoch.

To znamena, Ze klieSte sa nachddzaji vhodné podmienky hlavne v listnatych
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lesoch, v ktorych ziji malé aj velké cicavce, ale mdzu sa tiez vyskytovat’ aj v
zahradach obytnych domov a parkoch. Zivotny cyklus Ixodes ricinus ako doleZitého
prenasaca lymskej boreliozy trva 3 roky.

Kazdé vyvojové stadium (larva, nymfa, dospely jedinec) trva priblizne rok, ale pri
zhorSenych podmienkach moéze tento cyklus trvat’ dlhSie od 2-6 rokov, pricom k
zaklieSteniu dochadza 1x pri kazdom vyvojovom S§tadiu a to po dobu niekol'ko dni

(Hamilton, 1989).
Obr.&.7. Zivotny cyklus Ixodes ricinus

larva nymfa samCek

Obrazok prevzaty z www.drp.univ.trieste.it/ spirolab/zecche.htm, 2005

—

Dospely jedinec sa nasaje krvi na velkych zvieratach, prilezitostne aj na I'ud’och.
Travenie krvi a vyvoj do d’alSieho vyvojového Stadia sa deje pocas hlbokého ukrytu vo
vegetacii. Samicka nakladie vajicka okolo 2000 kusov. Z nich vzniknu za priaznivych
podmienok larvy, ktoré st ledva viditeI'né vol'nym okom a po par ditoch su pripravené na
prijimanie potravy. Na d’al§i vyvin Sestnohych lariev je potrebna krv, ktorti via¢Sinou
ziskajii parazitovanim na malych hlodavcoch. Po€as dvoch, troch dni sa ich hmotnost’
zvacsi 10-20 nasobne. Z lariev sa po niekol’kych mesiacoch vyvini osemnohé nymfy
1,5-2 milimetrové, ktoré sa vacsinou zakliestia v nasledujucom roku na dobu 4-5 dni a
prave tie mézu napadnut’ ¢loveka, ale zvicsa sa zivia na srstnatych zvieratach (jazvec,
zajac, liska, veverica, kralik...). Po nasati krvi sa vyvini dospelé klieste. VSetky tri

vyvojové Stadia mozu parazitovat’ na l'ud’och, najéastejsie nymfy.
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Obr.¢. 8. Vyvin nymfy na dospelého jedinca

Najedena larva
pada na zem

Vyliahnutie "

“‘*’R Vajicka )
4 ! Larva sa vyvija
~d * vy

‘ na nymfu

| Hostitel’ &.3

¥ -’”.‘)

Zakliestenie
dospelého jedinca

Hl'adanie g > ‘ “
hostitel’a o
@Ay

Hostitel ¢.1

Courtesy of Dr Jeremy Gray and Bernard Kaye

Obrazok prevzaty z www.oeghmp.at, EUCALB, 2011
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Vo vicsine geografickych lokalit je Ixodes ricinus aktivny od marca do oktdbra v dvoch
subpopuléciach, pricom jedna je aktivna na jar a v skorom lete (mdj - jun) a druhd mensia v
neskorom lete a v jeseni (august - september). Nakol'’ko nenasaty kliest’ moze prezit’ niekol’ko
tyzdiov v lokalitach s dostatocnou vlhkostou, prenos choroby moze nastat’ i pocas teplejsSich
mesiacov v roku. NajdoleZitejsim faktorom stimulujiicim vyvoj sa zda byt diZka dia, avsak
teplota prostredia moze mat’ pozmenujaci vplyv. Sezénnost' klieSta determinuje sezénnost’

ochorenia na lymsku boreliozu.

Borélie u nenasatych kliestov sa nachddzaji v trdviacom trakte. PoCas zaklieStenia sa
presuvaju do slin a z nich sa dostavaji do krvného obehu hostitel'a. Proces migracie z traviaceho
traktu do slinnych Zliaz trva 1-3 dni, o vysvetl'uje fakt, Ze transmisia na hostitel’'a nastava az po
prvych 24 hodinach (Piesman a kol., 1987), avSak u Casti populacie kliestov (hlavne u Ixodes
persulcatus) boli najdené borélie v slinnych zl'azach uz aj pred zaklieStenim, ¢o vysvetluje
pripady nakazenia sa klieStom, ktory bol odstraneny po niekolkych hodinéch. K prenosu méze
ddjst’ aj nespravnou manipulaciou pri odstraneni kliesta, kedy dochadza k regurgitacii, resp.
k infekcii rany obsahom ¢reva.

Nakol'ko sa klieSte zaklieStia iba raz v kazdom vyvojovom S§tadiu, infekciu kliest
vacsinou ziska v jednom Stadiu (napr. Stddium larvy). V tomto vyvojovom Stadiu sa vac¢Sinou
nakazi na hostitel'ovi, ktory je rezervoarom infekcie a infekcia sa prenasa na dalsie vyvojové
stadiach, tzv. transstadialny prenos. V pripade Ixodes ricinus nymfy si povazované za
najinfekcnejsie, nakolko su pocetnejSie ako dospeli jedinci a maju vacsiu tendenciu zakliestit
cloveka. V niektorych lokalitich 80% zaklieSteni je sposobené nymfami. Pravdepodobnost’
prehliadnutia nymfy pri zaklieSteni je vzhl'adom na jej rozmer podstatne vicsia ako pri
dospelych jedincov. Percento infikovanych nymf méze byt az 50%, ale vo vacSine pripadov sa
pohybuje od 10-30%. Larvy st zriedkavo infikované (pod 5%), z ¢oho vyplyva, ze
transovarialny prenos je zriedkavy. Aj napriek tomu larvy moézu mat’ ulohu pri zachovavani

cirkulacie borélii v prirode infikovanim rezervoarovych hostitel'ov, ako napr. hlodavce.
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3.2 Iné sposoby prenosu

Uloha bodavého hmyzu v prenose nakazy nie je jasna, predpoklada sa ze ide
0 mechanicky prenos infekcie. V roku 1997 Altaie aspol. prezentovali na 10-tej
vyro¢nej medzinarodnej vedeckej konferencii o lymskej chorobe a inych kliestom
prenasanych ochoreni transplacentarny prenos B. burgdorferi v experimentoch na
mysSiach.

Kongenitalne infekcie B. burgdorferi boli popisané v literatire u troch
novorodencov, ktorych matky mali borelibzu pocas prvého trimestra tehotenstva
(Schlesinger aspol. 1985). U zien, ktoré pocas gravidity prekonali erythema migrans
aboli lieCené antibiotikami sa poskodenie plodu nepozorovalo (Hercogova a spol.
1993). Epidemiologické $tudie v endemickych oblastiach (Gerber a Zalaneraitis, 1994)
nepotvrdili transplacentarny prenos infekcie u ¢loveka ani vyskyt kongenitalnych
poskodeni. DoterajSie skusenosti a udaje z literatiry poukazuju na to, ze pri infekcii B.
burgdorferi u gravidnych zien moze dojst’ k transplacentarnnemu prenosu a k infekcii
fetalneho tkaniva, ale kongenitdlne poskodenie plodu nebolo dokdzané (Bazovska,
1997). Z praktického hladiska je u gravidnych zZien dolezita véasna a adekvatna terapia

ochorenia.
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4. Klinicka diagnostika

4.1.Klinické prejavy

Diagnoza lymskej borelidzy je primarne zaloZena na epidemiologickej anamnéze
a klinickej symtomatologie. Je stazena heterogenitou klinickych prejavov a ich
prekryvanim. Typicky klinicky obraz je len u cCasti chorych a to najmé pri koznych
formach. Preto pri kone¢nej diagnoze hra vel'mi dolezit tlohu laboratorna diagnostika.

Infekcia sposobena Borrelia burgdorferi moze byt subklinicka, alebo maviacero
klinickych manifestacii, v zavislosti od ¢asovej dizky infekcie a organovo/systémového
postihnutia. Ak nedochadza k lieCeniu infekcie, u pacientov dochadza k skorym
manifestaciam choroby, ale mézu sa aj bez tychto priznakov objavit s Casovym
odstupom priznaky poukazujuce na pokrocilejSie Stadia. Téato prdca nemd ambiciu
popisat’ vSetky klinické formy, ktoré st mimoriadne variabilné, ¢o vyplyva uz z podstaty
choroby. Bolo zvykom delit’ klinicky obraz a klinicky priebeh na 3 §tadia. Niektori v§ak
zvyknu delit’ manifestacie lymskej borelidzy na 2 §tadia : na tzv. v€asné a chronické
( neskoré disseminované ) Stadium. Vcasné sa podla takejto klasifikacie deli na tzv.

lokalizované a disseminované v€asné Stadium (Bartiinek, 1996 ).

4.2.Vcasna lokalizovana lymska borelioza
- niekol’ko dni aZ mesiac po postipani

Erythema migrans (EM)

Erythema migrans sa prejavuje charakteristickym scervenanim koze a
S periférnym S$irenim sa az do velkosti 15-75 c¢cm v priemere obyc¢ajne s vyblednutim
centrdlnej Casti a vyvySenym lemom. Migrujici okraj je typicky a loZisko sa moze
rozrast’ do velkych rozmerov, postihujucich napr. celt glutealnu oblast’ az s postihnutim
dolnej koncatiny. Typicky sa objavi po 2 az 30 diioch po zakliesteni a je to priamym
dosledkom invézie spirochét migrujucich cez kozu. Vel'mi skoré zacervenanie moze byt
sposobené reakciou na zaklieStenie pripadne sposobené akutnou bakteridlnou
koinfekciou, ako napriklad streptokokova alebo stafylokokova infekcia. V niektorych
pripadoch zaCervenanie nemusi byt vyrazné a taktiez nemusi mat’ vyvySeny lem a da sa

lahko prehliadnut’, hlavne ak sa jednd o osobu s tmavou pokozkou. Pacient méze mat’
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pridruzené symptomy podobné chripke (sekrécia z nosa, kasel’ a bolest’ v hrdle nepatria
do priznakového komplexu) a opuch lymfatickych uzlin v blizkosti miesta zacervenania.
Ak tieto symptomy boli sprevadzané artralgiou, myalgiou, bolest'ou hlavy alebo pocitom
stuhnutia v krénej oblasti chrbtice, je mozné ze doslo k sekundarnemu rozsireniu infekcie

do inych casti tela.

Obr. ¢&. 9. Erythema migrans

Obrazok prevzaty z www.i.onmeda.de, OnVista Média GmbH,2005

Boréliovy lymfocytom

Lymfocytom pri borelioze je velmi zriedkava forma vcasnej lokalizovanej
lymskej boreliézy, ktora sa prejavuje ako nebolestivy modrastocerveny uzlik alebo
opuch na uSnom lal6¢iku (hlavne u deti), na prsnej bradavke alebo na miesku. Pacient si
nemusi pamitat’ zaklieStenie. Mikroskopické vySetrenie z uvedenej oblasti poukazuji na

vel'mi hustu lymfocytarnu infiltraciu.

25



4.3.V¢asna diseminovana lymska boreliéza

- niekol’ko dni aZ 10 mesiacov po poStipani

Spirochéta sa moze rozsirit pomocou krvného a lymfatického rieCista do inych
tkaniv, ako napriklad iné Casti koze, nervovy systém, muskuloskeletalny systém a srdce.
Zasiahnutie hociktorého z tychto systémov mdze spdsobit’ Siroku variaciu klinickych

prejavov prezentujucich sa po par tyzdioch az do roka po prvotnej infekcii.

Klinické prejavy tohto stadia moéZu zahrnovat’:
- viacpocetné erythema migrans (viacnasobné samotné zacervenania a byvaji

mensej velkosti),

radikulopatia (prejavujuce sa skor mesiace ako tyzdne po zakliesteni),

rekurentna artritida s edémom,

karditida s poruchami prevodu (va¢s$inou pravo a I'avo ramienkové bloky).

Skora neuroboreliéza zahriuje:

- léziu n.facialis a lézie inych kranidlnych nervov,

-aseptickl (virusovi) meningitidu,

-polyradikulitidu (prejavujucu sa skor mesiace ako tyZdne po zaklieSteni),
-lahkt formu encefalitidy,

-periférnu neuritidu.

Iné zriedkavé manifestacie boli zdokumentované vratane kardiomyopatie,

anteriornej a posteriornej uveitidy, panoftalmitidy, hepatitidy, myozitidy a orchitidy.
4.4. Neskora lymska borelioza

Toto Stadium sa manifestuje pri nestostatocnej liecbe niekol’ko mesiacov az
rokov po infekcii amoéze atakovat kiby (lymska artritida), kozu (acrodermitis

chronica atrophicans), alebo nervovy systém.

Chronicka lymska artritida

Jej vyskyt je viac frekventovany v USA ako v Eurépe. Typicky sa manifestuje

ako intermitentnd alebo chronicka, mono alebo oligoartritida velkych kibov, v
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zriedkavych pripadoch s eréziou chrupavky alebo kosti. Niekedy sa to vyvinie
u pacientov, ktori prekonali intermitentné artralgie alebo oligoartritidu v skorSich
stadiach ochorenia, ktoré presli do chronicity. Najéastejsie postihnutym kibom je koleno.
Spolahlivym dokazom lymskej artritidy je kultivacia a DNA detekcia spirochét z
kibového punktatu.

Avsak malé mnozstvo spirochét v synovidlnej membrane a narocnost” kultivéacie
zo synovialnej tekutiny vedie niekedy k negativhym vysledkom. U malého percenta
pacientov bol zisteny zapal Sliach v mieste uponu na kost. Tento prejav modze po
niekol’kych rokoch ustpit, ale moéze zostat rezidudlne posSkodenie klbu u tazkych
pripadov. Predpoklada sa, Ze u niektorych pacientov, hlavne u tych ktori maja artritidu
rezistentna na lieCbu, moze ist’ o geneticka predispoziciu na lymsku artritidu a toto bolo
pozorované hlavne u Tudi s HLA-DR2 alebo DR4 fenotypmi, ¢o poukazuje na
imunogeneticky faktor v patogenéze ochorenia (Steere a spol., 1979, Pfluger a spol.,
1988).

Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA)

Ide o postupné trofické zmeny koZe spojené s jej zriasenim a s presvitanim Zilovej
kresby. NajcastejSie sa objavuje u starSich I'udi v nizSich Castiach koncatin s modrastym
zafarbenim koze s postupnou epidermdlnou atrofiou, ktora sa manifestuje leskom a
papierovym vzhl'adom.

Tento prejav je sposobeny pretrvavajucou aktivnou infekciou, zivé spirochéty boli
izolované z biopsie koze pacientov z ACA az 10 rokov po prvotnej infekcii. ACA sa
moze tak isto objavit’ u mladych l'udi ako nato poukazuje kazuistika 11 ro¢ného pacienta

s postihnutim vSetkych Styroch koncatin (Brzonova a spol., 2002).
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Obr. ¢. 10. Acrodermatitis chron.atrophicans

Obrazok prevzaty z www.mf.uni-lj.si/acta-apa/acta-apa-04/wegger.html,
Weger a Mullegger, 2001

Choroby manifestujuce sa po prekonani lymskej boreliézy

Lymska encefalopatia je zriedkavd. Nemala by byt diagnostikovana pri chybani
laboratornych dokazov infekcie Borrelia burgdorferi. Mo6ze dojst’ ku strate pamati,
k depresii, senzorickej polyneuropatii a k spastickej paraparéze, pravdepodobne
sposobené priamou infekciou nervového systému.

Niektoré manifestacie lymskej choroby moézu pripominat’ ,,Chronic fatigue
syndrom" (CFS) ¢ize chronicky tinavovy syndrom . Iné mozu vzbudzovat’ podozrenie na
fibromyalgiu. Niektori americki autori pouzivaju aj pojem perzistujuca infekcia Cize
Post-Lyme Disease Syndrom.

Tieto prejavy mozu byt spustené predchadzajiicou infekciou B. burgdorferi, ale v
Case ich manifestacie nie su pritomné priznaky aktivnej infekcie. Vyskytuji sa aj u
prelieCenych pacientov, u ktorych doSlo k remisii. Vyskytuji sa tiez psychiatrické
ochorenia, ako su poruchy osobnosti, poruchy pamiti, poruchy koncentracie, depresie,

psychozy, anorexia nervosa a panické ataky.

Symptémy fibromyalgie a chronicky unavovy syndrom sa v suvislosti s lymskou
chorobou moézu prejavovat’ ako l'ahSie formy, okrem toho aj ako chronické manifestacie

chripke podobnym symdromom (Flu-like syndrom) spojené so skorou diseminaciou.
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Pomerne casto sa v praxi neuroldga vyskytuje klinicky obraz diseminovaného
poskodenia CNS, ktoré imponuje ako rozstrusena sklerdéza a pritom ide o ochorenie
stvisiace s lymskou boreliézou. Zvykne sa oznacovat ako SM- like syndrom (Reik,
1985, Reik a spol. ,1991, Halperin a spol., 1991). V suavislosti s dolezitostou spravnej
diferencialnej diagnézy je vhodné sa tejto forme venovat o nieco rozsiahlejSie ako
predchédzajucim prejavom. Pri nepresvedCivej] anamnéze, chybajicich koznych
priznakoch sa tato diagnoza logicky ponuka. Vzt'ah k boreliovej infekcii sa nezriedka

podari dokézat’ az po dlhSom diagnostickom usili.

Hlavné klinické priznaky su slabost’ dolnych koncatin, obvykle pod obrazom
spastickej alebo zmieSanej paraparézy, mozockové a vestibularne poruchy, resp.
kombindcia tychto priznakov. Chorobny proces postihuje centrdlne, ako aj periférne
neurény a ich axony. Casté s zadnopovrazcové priznaky. Okrem toho byvaju vyznaéené

nespecifické priznaky, ako zdvraty, instabilita, inava.

Ide vidcsinou o pacientov, u ktorych sa s odstupom Casu po prekonanej koznej
formy lymskej borelidzy, pripadne sprevadzanej inymi organovymi priznakmi, objavia
menlivo vyjadrené prejavy postihnutia centrdlneho aj periférneho nervového systému.
Diagnosticky problém je v tom, Ze vzh'adom na ¢asovy odstup, vdcSina pacientov ako aj
lekarov si neuvedomuje suvislost medzi predoslymi koznymi, kibovymi, srdcovymi,
resp. neurologickymi obtiazami a sucasnou neurologickou symptomatolégiou. Nastup a
rozvoj ochorenia je typicky pre demyeliniza¢né ochorenie. Choroba prebieha v atakoch a
dochadza k remisiam. V klinickom obraze sa spociatku kombinuji nevyrazné poruchy
citlivosti, byvaju prechodné okohybné poruchy. Neskor sa pridruzuja paretické prejavy z
postihnutia miechy a mozgovych hemisfér. U takto postihnutych pacientov sa obvykle
mysli v prvom rade na demyelinizacné ochorenie typu SM. AZ s odstupom casu sa
zvazuje mozny vzt'ah k boréliovej infekcii. Na moznost’ borelidzy je potrebné mysliet’ u
kazdého pacienta s podozrenim, alebo aj v minulosti stanovenou diagn6zou sclerosis
multiplex. Vo vécSine suborov pacientov s neuroboreliézou prevazuju zeny, podobne ako
u ostatnych demyeliniza¢nych ochoreni nervového systému a d’alSich autoiminnych
ochoreni (Ovadia a spol.,, 1989). Magneticka rezonancia ukaZze viacpocetné
hyperintenzitné loziskd typické pre demyelinizaciu. Takéto loziskd vSak nie su
patognomické ani pre sclerosis multiplex, ani pre borelidzu, resp. iny zépalovy

demyelinizany proces (napr. infekcie herpetickym virusom, morbillami).
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Pri rozhodovani o tom, ¢i sa jedna o demyeliniza¢né ochorenie typu sclerosis
multiplex alebo o neuroborelidzu, su dolezité okrem anamnestickych a klinickych udajov
aj opakované cytologické a biochemické vysetrenia cerebrospinalneho likvoru. Nalezy v
cerebrospinalnom likvore st ¢asto hodnotené ako ,,atypické" a nepodporuju jednoznacne
diagnozu sclerosis multiplex. V&d¢8inou byva monocytarna pleocytdéza v asociacii s
hyperproteinorhachiou. Pritomna byva 1 oligoklonélna skladba likvorovych bielovin a aj

intratekalna tvorna IgG (Stedingk a spol., 1990; Pohl a spol., 1986; Steere a spol., 1990).
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5. Laboratorna diagnostika

Okrem Klinickej diagnostiky, ktoru povazujeme za rozhodujucu pri diagnostike
lymskej borelidzy maju dolezita Glohu i laboratérne vySetrovacie metddy. Tieto mozu

byt’ mikrobiologické- priame a nepriame a ostatné tzv. nemikrobiologické.

5.1. Ne-mikrobiologicka diagnostika

Periférna krv

V ramci tzv. nemikrobiologickych metdd vysetrujeme periférnu krv, v ktorej vSak
nie je ziadny Specificky parameter, pacienti maju normalnu alebo mierne zvySeni
sedimentaciu, vratane normdlnej alebo mierne zvysSenej hodnoty bielych krviniek.
Zvyseny hemoglobin a vysSie hodnoty ¢ervenych krviniek sa zriedkavo nasli pri aktivnej

faze ochorenia.

Likvor

U skorej neuroboreliézy sa v likvore nachddza mierna pleocytoza, prevazne
pritomnost’ lymfocytov, ktord je vel'mi ddlezitad pre diagnostiku, avSak u niektorych
pacientov bola pozorovana iba zvySend hladina celkovych bielkovin. Lymfocytarna
pleocytéza chybala ojedinele u pacientov s izolovanou periférnou neuropatiou.
Intratekalna IgM a IgG produkcia a oligoklonalna skladba IgG st beZzne pritomné a ich
vyskyt je podpornym priznakom pri diagnoze. Celkové bielkoviny v likvore su Casto
zvysené avsak hladina glukézy je obycajne v norme.

U chronickej neuroborelidzy intratekdlna IgG produkcia a oligoklonalna skladba
IgG je Castym priznakom. Takyto likvorovy nalez je len tazko odliSite'ny od nalezov pri
SM. Pri lymskej borelioze sa vSak podstatne CcCastejSie pozoruje lymfocytarna
(mononuklearna) pleocytéza a pocet elementov byva vyssi ako u SM. U pacientov s
chronickou polyneuropatiou boli pozorované normalne parametre cerebrospinalneho

likvoru.
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Histologia

Pri koznej manifestacii lymskej boreliozy sa vyuziva i histopatologia a

predstavuje vzacny dodatok k diagnostike.

Histologicky obraz pri erythema migrans (EM) je vo vSeobecnosti neSpecificky s
pcrivaskularnou infiltraciou prevazne lymfocytov a ob¢as plazmatickych buniek.

Histopatologické vysetrenie je zriedka potrebné u erythema migrans, ale moze
pomoct’ u atypickych pripadov pri rozliSovani EM od chorob s podobnymi klinickymi
charakteristikami.

U boréliového lymfocytomu je dominujuca lymfocytdrna infiltracia v oblasti
koze, ale pritomné byvaju aj plazmatické bunky, makrofagy a eozinofily. Histologické
vySetrenie moze byt jednou z podpornych metdod v diagnostike boréliového
lymfocytomu, ale tieto prejavy st neSpecifické a moze byt obtiaZzne rozliSit' toto

ochorenie od maligneho lymfomu.

Histopatologicky obraz ACA je charakterizovany pritomnostou teleangiektazii a
lymfocytarnou infiltraciou, ktora je zmieSana s plazmatickymi bunkami v kozi a ¢asto
taktiez v podkozi. Histologickd diagnostika u ACA predstavuje len podpornu metodu

diagnostiky, nakol’ko nie je vyhradnym dokazom diagnézy.
5.2. Mikrobiologicka diagnostika

5.2.1 Priamy dokaz

Priame metédy nemaju v klinickej praxi také uplatnenie ako serologické

vySetrenia pre svoju technicku a ekonomicku narocnost’ (Keller a spol., 1992).

Kultivacia - nizka senzitivita, ¢asové a finan¢ne naro¢na, nehodi sa pre prax

V minulosti bolo zlatym Standardom pri diagnostike bakterialnych ochoreni
mikrobialna kultivacia bilogického materialu. Nakolko je nizka zachytnost Zzijucich
spirochét v bioptickych materidloch od pacientov, pretoze borélie su velmi kultivacne
narocné, negativny vysledok nevylucuje aktivnu infekciu. NajvysSia zachytnot’ borélii
bola popisovand z koznych biopsii erythema migrans 80% a biopsii z ACA 60%, z

likvoru bola zachytnost 17%. Spirochéty B.burgdorferi boli izolované aj z Kkrvi u
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pacientov so skorou lymskou boreliozou a zo synovialnej tekutiny u pacientov s lymskou

artritidou a v srdcovom tkanive, avsak ich zachytnost’ je minimalna (Braune, 1991).

PCR (polymerazova ret’azova reakcia)

- likvor 12-46%, synovia kI’bu - 100%, v synovialnej tekutie menej, mo¢

len intermitentne

PCR technologia sa objavila v r. 1988 a mala velky uspech, pretoze pomohla pri
detekcii doteraz nediagnostikovatelnych ochoreni. Teraz dostupné PCR metddy pri
diagnostike Borelia burgdorferi sensu lato su genomospecifické a st schopné zachytit’ aj
maly pocet borélii. Nakol’ko PCR (na rozdiel od kultivacie) iba deteguje spirochetalnu
DNA a nie Zivy organizmus, pozitivne PCR nevie urit’ ¢i je infekcia aktivna alebo nie.
Aj napriek tomu ide o hodnotni metodu pri diagnostike a klinickom postupe u pacientov
s artritidou, nakol’ko izolacia borélii a ich nasledna kultivacia zo synovialnej tekutiny je
vo vicSine pripadov netspesSna a serologickymi metodami nie je mozné spolahlivo
rozlisit medzi chronickou, aktivnou a prekonanou infekciou. PCR dokaze detegovat
boréliovii DNA vo viac ako 50% zo vzoriek synovialnej tekutiny, dokonca uspesnost
z0 synovialnej membrany byva az 100%. U EM a ACA pacientov borelidlna DNA bola
detekovana u 50-70% koZnych biopsii a zriedkavo v sére. U pacientov s akultnou
neuroboreliézou borelidlna DNA bola najdena u 20-30% z likvorovych vzoriek. PCR
robend z0 vzoriek moca nie je vzhladom na nizku zichytnost vicSinou autorov
doporuc¢ovand v rutinnej diagnostike. V sucastnosti su dostupné PCR metddy, ktoré
dokazu identifikovat’ individualne genomospecies B.burgdorferi sensu lato.

Tieto metddy bud’ pouzivaju Specifické prajmery pre PCR alebo analyzuju PCR produkt
pomocou sekvencného spracovania DNA hybridizdciou na genomospecifické sondy,
alebo restrikciou vnutrojadrového polymorfizmu.

V Eurdpe u pacientov s neuroboreliozou a pacientov s EM alebo ACA boli
najdené zmiesané infekcie z 2 alebo 3 druhov. Napriek objaveniu zmieSanych infekcii
spojenie B. afzelii s ACA zostalo nevyvratené. Pri neuroboreliéze okolo 60-70% druhov
pripada na B. garinii a doteraz vi¢$ina izolatov u pripadov eurdpskej Lymskej artritidy
bola vyvolana B.burgdorgferi sensu stricto. V Europe u pacientov s neuroborelidzou,

s EM alebo ACA boli najdené zmiesSané infekcie 2 alebo 3 genomospecies.
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Iné diagnostické postupy pomocou PCR merania IgG a produkcie
CXCL13.

Pri chronickej lymskej infekcii dochadza k aktivacii B-buniek (B-lymfocytov),
infiltracii plazmatickych buniek a k zvysenej IgG produkcii v infikovanych tkanivach -
tieto prejavy patria k hlavnym znakom.

Avsak velmi malo je zname o tom, ze borélie napadaji B-lymfocyty a
plazmatické bunky a prezivaji v bunkéch cielovych organov. K. Narayan a spol.(2005)
vyvinuli PCR merania IgG a produkcie CXCL 13 (chemokin C-X-C s ligandom 13 -
gén, ktory koduje protein) a ukazuje sa, ze ich pretrvavajica produkcia CXCL13 a IgG
vramci napadnutého tkaniva ma dve charakteristiky z ektopickych germinalnych centier
a su zaroven definitivnymi znamkami lymskej neuroboreliozy (Narayan, 2005) a tento
test méze byt napomocny u séronegativnych pacientov pocas skorého Stadia ochorenia
a taktiez pri kontrole terapie. AvSak Wutte a spol. (2011) popisuju pritomnost’ zvysenej
hladiny CXCL13 v sére pri autoimunitnych ochoreniach ako st lupus erythematodus
a dermatomyozitide a preto hladiny CXCL13 v sére pri LB, nemo6zu byt pouzité ako
ukazovatel’ aktivity ochorenia alebo ako ukazovatel' nutnosti pouzitia antibiotickej

lieCby.
5.2.2. Nepriamy dokaz — serologické testy

- maji len podporni tlohu v diagnostike Imunofloren¢né

testy - nepriama imunoflorescencia

Tato technika bola jedna z prvych sérodiagnostickych testov vyvinutych pre
lymsku boreliozu a je stale dolezitou testovacou metodou, ktord sa pouziva v mnohych

krajinach

Nepriama fluorescenéna metoda (NIF) je zalozena na reakcii protilatok v triede
IgM a IgG boréliami nanesenym na sklicka. Hlavnou vyhodou imunoflorescencie je
dokaz antigénu, ale do urcitej miery je nevyhodny, pretoze si vyZaduje vel'ké skusenosti
pri hodnoteni, od tejto metody sa postupne upusta.

Pri metode NIF je potrebné vziat' do uvahy, ze pri nej byvaji ovela CastejSie
falosne pozitivne testy ako pri metode ELISA. FaloSne pozitivne testy vychadzaju najma

pri reuamatoidnej artritide, systémovom lupus erythematosus, leptospirdzy a ostatné
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spirochétové ochorenia ako syfilis (Braune,1991).

ELISA

St najviac pouzivané testy. Mozu sa pouzivat’ samostatne alebo v kombindcii s
imunoblotom, hlavnou vyhodou tejto metddy je jej pouzitel'nost’ pri testovani vo velkom
pocte. Pri tychto metédach sa pouziva celobunkovy sonifikovany antigén z bicikov a
antigén vonkajsej steny (Osp). Pre laboratornu diagnostiku si vhodné synteticky

pripravené antigény.

Predpokladom na ich vyrobu je znalost' génov kddujucich antigénne proieiny,
vyroba syntetickych ekvivalentov tycto génov a vnesenie tychto sekvencii pomocou
vektora (plazmidu faga) do expresného gendému Escherichia coli. VSetky metody su vSak
d’aleko od idedlu z hl'adiska senzitivity ako aj Specificity. Vysledky serologickych testov
je potrebné vztahovat k epidemiologickej anamnéze a ku klinickému stavu pacienta.
Doporucuja sa hlavne testy s rekombinantnymi antigénmi. Nie su zat'azené subjektivnou
chybou pri interpretacii, ale testy od roznych vyrobcov mézu maji roznu citlivost’ a ved
k rozdielnym vysledkom.

Problémom pri  sérologickych vysetreniach je skrizend reakcia s inymi
baktériami, zvlast’ s Treponema pallidum, ¢im dochddza k falo$ne pozitivnym reakciam.
Na odlisenie je potrebné urobit’ Specifické testy na Treponema pallidum - TPIT a VDRL,
ktoré st u borelidzy negativne. Skrizend reakcia je aj so saprofytickou Treponema
phegedenes, vyskytujuca sa prilezitostne v orofarynxe (Wilske a spol., 1984) alebo

Treponema denticola pri ochoreniach periodontia (Simonson a spol., 1988).

Immunoblot

Je tak isto znamy ako westernblot. Je dolezity v charakterizacii imunitnej
odpovedi na Specifické Borelia burgdorferi sensu lato proteiny a je vo vécSine pripadov
pouzivany ako dvojstupniovd procedura. UmoZiuje stanovenie protilaitok proti
jednotlivym definovanym antigénom a tym potvrdenie Specificity produkovanych
protilitok zachytenych skriningovymi testami. V sucasnosti interpretacné kritéria
podla Engstroma a spol. (1995) su doporu¢ované pre IgM bloty a Dresslerove a spol.
(1994) pre IgG bloty. Avsak tieto pravidla nie st univerzalne platné pre imunobloty v

celej Europe. Interpretacné kritérid zavisia na druhu pouzitom ako zdroj antigénu a je
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potrebné charakterizovat’ diagnostické antigény s monoklondlnymi protilatkami pre

spravnu identifikaciu imunoblotovych skupin (Hauser a spol., 1997).

Standardizacia kritérii pre interpreticiu imunoblotov v Eurépe bola predmetom
Stidie EUCALB (Robertson a spol., 2000). Tato multicentricka Stadia zahritujuca 6
europskych laboratorii, ktoré pouzivali odliSné immunoblotové protokoly, bolo urcenych
po 8 skupin imunoblotov rozdelenych do vsetkych laboratorii s rozdielnou schopnostou
zachytnosti. Z tejto stadie, bolo sformulovanych 5 zakladnych postupov, ktoré davaju
prijatelnt senzitivitu a Specificitu. Univerzalny postup vSak nie je k dispozicii. Tento
panel eurdpskych pravidiel poskytuje navod pre interpretaciu vySetreni imunoblotom,
ktoré moézu byt adaptované vo vztahu k charakteristikam lymskej borelioze k danej

lokalite.

5.2.3. Senzitivita a Specificita sérologickych vySetreni.

Senzitivita

Protilatkova odpoved” u skorej lymskej boreliozy moze byt slaba alebo
chybajuca, hlavne u erythema migrans a antibioticka lie€Cba mdze znizit' protilatkovu
produkciu. Seroldégia moze byt tiez negativna u akutnej neuroborelidozy s kratkym
trvanim ochorenia U pacientov s imunodeficienciou. Viacsina pacientov S neskorou
manifestaciou ma pozitivny IgG test. Negativny alebo hrani¢ny vysledok sérologického
testu sa obCas pozoruje u pacientov s kratkym trvanim symptémov, u ktorych je nutné

opakovat’ vySetrenie. Tento stav sa nazyva ,,séronegativna lymska choroba.
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Specificita
Sérologické testy na stanovenie protilatok proti B.burgdorferi nie st Standardizované.
Problémy moézu vyplyvat zo skutoCnosti, ze antigény pouzit¢ v teste nekoreluji
s antigénmi borélii kolujicich v danej oblasti. Vzh'adom na heterogenitu antigénov
B.burgdorferi kolujtacich v Eurdpe, ako aj na spdsob ich spracovania, testy mdézu mat
roznu Specificitu a senzitivitu. Vysledky testov zroznych laboratérii nemusia byt
zhodné. Protilatky mozu byt faloSne pozitivne aide len o krizové reakcie pri inych
infekciach, ako napr.syfilis, erlichiéza, kampylobakterioza ainé, ako aj pri
autoimunitnych ochoreniach a ochoreniach neznameho povodu ako SM, systémovy
lupus erytematodus, protilatky IgM byvaja v pritomnosti reumatoidného faktoru a pod.
Pri pritomnosti protilatok v likvore treba brat’ do vahy, ze protilatky nemusia byt
vysledkom intratekdlnej tvorby, ale ide o protilatky v sére, ktoré prenikaji cez
poSkodent hematolikvorovu bariéru.

Vysledky sérologickych testov maji len podporni hodnotu pri diagnoze LB
a pritomnost’ $pecifickych protilatok nemusi byt v pri¢innom vztahu k ochoreniu.
Protilatky moézu pretrvavat dlhodobo po prekonanom ochoreni alebo inaparentnej
infekeii a asi 12% zdravej populéacie u nas ma protilatky proti antigénom B.burgdorferi

(Bazovska a spol., 2005).
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6. Doporucené diagnostické postupy

Lymska borelidoza je ochorenie, ktorého diagnoéza sa zakladd na klinickych
kritériach (anamnéza, symptémy a klinické nalezy) ktoré st rozhodujicimi faktormi pre
diagnostiku a st podporené vysledkom testov (serologické, PCR, kultivécia). Diagnoza

sa opiera o anamnestické udaje, priebeh ochorenia a odpoved’ na antibiotickt liecbu.

Sérologické vysetrenie je indikované vo vsSetkych pripadoch u pacientov s
klinickymi priznakmi podobnymi lymskej borelioze t.j. ked pritomné symptomy je
mozn¢ asociovat’ s lymskou borelidzou, av§ak ¢im menej su Specifické symptomy, tym
slabsia je prvotna pravdepodobnost’ lymskej borelidzy a nizsia predpokladana pozitivita
testov. U Kklinicky typickych pripadov t.j. patognomické manifesticie (EM),
serodiagnostika nie je vylu¢ne potrebna a negativna serologia nevylucuje diagnozu EM

alebo inej skorej manifestacie s kratkym trvanim symptomov.

Niektoré eurdpske krajiny odporacaju diagnostiku iba ELISA testom so
Specifickou aspont 95%, ale vhodnejSie st so Specificitou 98%. V inych eurdpskych
krajindch atak isto v USA sa odporuca pouzitie miniméalne dvoch testov. Senzitivny
skriningovy test ako napr. ELISA so Specificitou minimdlne 95%, podporeny
imunoblotom A so Specificitou 90% ako skriningovy test. Dvojstupiiovy postup moze
byt nahradeny za jedinu testovaciu metddu, ktord ma senzitivitu a Spccificitu rovnaka
alebo vys$iu ako hodnoty hore uvedené, ale aj tu je pravdepodobné ze po vySetreni bude

musiet’ byt’ pozity nasledne imunoblot.

Kritéria pre definiciu lymskej borelidozy, ktoré moézu formovat zéaklady

Standardizovanej diagnostiky su Specifikované podla EUCALB v tab. ¢. 2.
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Tab.¢.2. Diagnostické postupy

Erythema migrans

Boréliovy lymfocytom

Rozsirujuca sa Cervena
alebo ¢ervenomodra
Skvrana, ¢asto s bledym
stredom s prominujucim

lemom

Zriedkavy bezbolestny
¢ervenomodry uzlik,
zvyc€ajne na usnom laloku,
bradavke alebo miesku. Je
to viacej frekventované u
deti ako u dospelych.

Ziadna

Signifikantna zmena v
hladinach $pecifickych
protilatok**. Histologia
V neistych pripadoch

Kultivacia koznej biopsie.
*Signifikantna zmena v
hladinach $pecif.protil.,
alebo prit. $pec. IgM.

Histoldgia. Detekcia
B.burg.s.1. kultivovanim
a/alebo PCR z koznej
biopsie.

Acrodermatitis chronica
atrophicans

Dlhotrvajuica ¢erv. Alebo
modrocervena 1ézia,
obvykle na vonkajsich
povrchoch koncatin.
Pociat. Edém. Lézie sa

event. Stanu atrofické.

Pritomnost’ $pecific. IgG
protilatok (zvycajne
vysoké hladiny) **

Histologia. Detekcia
B.burg.s.1. kultivovanim
a/alebo PCR z koznej
biopsie.

vodivosti, rytmu, niekedy
myokarditida alebo
pankarditida

Neuroborelioza U dospelych hlavne Pleocytdza a pritomnost | Detekcia B.burg.s.l.
meningoradikul. s alebo | intratekalna tvorba kultivovanim a/alebo PCR
bez 1ézie n. facialis Specifickych protilatok*** | z likvoru. Intratekalny
zriedkavo encefalitida, sucet IgM a IgG a IgA
myelitida vel'mi zriedkavo $pec. protilatok a nedavna
cerebr.vaskulitida. U deti alebo prebiehajuca EM
hlavne meningitidy, mono
(niek.bilat.) tvar. obrny.

Lyme arthritis Rekurrenté ataky alebo Pritomnost’ $pecific. IgG | Detekcia B.burg.s.l.
perzistujice s opuchmi protilatok (zvycajne kultivovanim a/alebo PCR
kibov, jedného alebo vysoké hladiny )** zo synovialnej tekutiny
viacerych, velkych kibov. a/alebo tkaniva.
Alternativne vysvetlenia
opuchov klbov.

Lymska karditida Akutny blok Specifické protilatky Kultivécia

(zriedkava) atrioventrikularneho (I- v sére** endomyokardialnej
111) uzla, poruchy biopsie.

Okularna manifestacia
(zriedkava)

Conjunktivitida, uveitida,
papilitida, episkleritida,
keratitida

Specifické protilatky
V sére**

Nedavne alebo
prebiehajliice manifestacie
lymskej borelidzy.
Detekcia B.burg.s.l.
kultivovanim a/alebo PCR
z okularnej tekutiny

Spracované podl'a EUCALB 2011 ( www.eucalb.com)
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* je potrebnd anamnéza ustipnutia klieStom a neskorSie objavenie asponl 2 dni po zaklieSteni
a zvacsujuci sa Cerveny flak menej ako 5 cm v priemere v mieste postipania

** Hodnoty Specifickych protildtok v sére sa mdézu zvysit ako odpoved’ na progresiu
infekcie alebo sa moze znizit pri odstranenii infek¢ného procesu. Vzorky

zozbierané v minimalnom 3 mesac¢nom odstupe su potrebné na zistenie poklesu hladiny IgG
protilatok, ako pravidlo paciato¢né a kontrolné vzorky by mali byt testované paralelne, aby
sa zabranilo zmenam v interpretécii testov.

*** V skorych stadiach LB Intratekalna produkcia $pecific. protilatok mdze byt nepritomna

V tabul’ke nie je uvedena chronicka boreli6za, ale International Lyme and Associated
Disease Society (ILADS) (Stricker aJohnson, 2011) wuznava chronicki lymska
boreliézu a podporuje dlhodobi ATB terapiu, vzh'adom na komplikacie s koinfekciami

a ulohu cystickych foriem pri chronickej lymskej borelioze.
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7. Patofyziologia

Borrelia burgdorferi sa v priebehu ochorenia moze $irit’ do celého tela a jej pritomnost’
sa zistila v kozi, v srdci, v kiboch, v periférnom nervovom a v centralnom nervovom
systéme. Mnohé priznaky lymskej choroby su v dosledku imunitnej odpovede na
pritomnost’ borélii v tychto tkanivach (Auwaerter a spol., 2004).

B. burgdorferi sa dostane do koze uhryznutim infikovanymi kliestami Ixodes. Sliny
kliest'a, ktoré dostavaju do koze pocas sania, obsahuju latky, ktoré narusujii imunitné
reakcie v mieste ustipnutia. TO zaistuje prostredie, v ktorom borélie sa moézu uplatnit’ a
vyvolat' infekciu. MnozZiace sa borélie migruji smerom von do dermis. Zapalova
reakcia hostitela v kozi sa prejavi charakteristickym kruhovym erythema migrans (EM).
Neutrofily, ktoré su nevyhnutné pre odstranenie borélii z koZe, nereaguji pocas
rozvijajiceho sa §tddiu EM v dosledku narusSenej imunitnej odpovedi. Toto umoziuje
baktériam prezit’ a nakoniec sa rozsirit’ do celého tela.

Niekol'ko dni az tyzdiiov po prisati klieSta borélie sa §iria krvnym rie¢iskom do
kibov, srdca, nervového systému, koze a do vzdialenych miest v tele, kde ich pritomnost
vyvolava rad priznakov diseminovaného ochorenia. K rozsireniu B. burgdorferi
napomaha prichytenie  hostitelovej plazmovej proteazy na povrchu borélii. Pri
nelieCenych ochoreniach moézu baktérie pretrvavat’ v tele niekol'’ko mesiacov az rokov,
napriek tvorbe protilatok proti B. burgdorferi imunitnym syst¢émom. Borélie sa mozu
vyhnit' imunitnej odpovedi tym, ze znizuju expresiu povrchovych proteinov, proti
ktorym su protilatky zamerané. Antigénna variacia povrchovych proteinov VISE ma za
nasledok deaktivaciu kl'icovych imunitnych komponentov a zakryva extracelularny
matrix, o mdze narusit’ funkciu imunitnych mechanizmov. Borélie mézu unikntt’ ich
vplyvu predovsetkym:

- znizenim pritomnosti a8 zmenami imunogénnych povrchovych proteinov,
- inaktivaciou efektorovych mechanizmov,
- unikom do menej pristupnych priestorov, ako je extracelularny matrix. (Cabello

a spol., 2007).

Aby borélie unikli imunitnej reakcii hostitel'a, dochadza k zmene expresii ich
vysoko imunogénnych povrchovych proteinov. Napr. OspA antigén je silny stimulator

neutrofilov a indukuje uvolfiovanie prozapalovych cytokinov, ako su interleukin (IL)-
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1B, tumor nekrotizujuci faktor (TNF)-a, IL-6. Tento antigén je produkovany v éreve
kliest'a a jeho produkcia sa rychlo znizi pocas zaklieStenia na hostitelovi. Aj ked” OspA
pozitivne borélie su schopné vstupit do hostitel'a, nie st schopné vyvolat’ infekciu
a v experimentoch na mysiach borélie uz Styri dni po vstupe boli OspA negativne.
Mozno predpokladat’, ze iba OspA negativne borélie si schopné prezit’ v hostitel'ovi, a
preto v zaciatocnych fazach infekcie tato povrchova bielkovina sa neuplatiuje. Na
rozdiel od OspA, antigén OspC sa zacne rychlo produkovat’ uz pred Sirenim do slinnych
zliaz kliesta a pocCas zakliestenia, Co je najpravdepodobnejsie vyvolané zvySenim teploty
azmenou pH v krvi hostitel'a. Expresia OspC je najvyznamnejsi faktor pri prenose z
kliesta na hostitel'a. V neddvnej Studii bolo zistené, ze Bb mdze viazat’ na seba
komplementarny inhibujtci protein Salpl5 zo slin kliesta pomocou OspC, ktory
chrani boréliu pred komplementarnym systémom hostitela. Preto expresia OspC je
nevyhnutna v prvych 48 hodinach infekcie, aby sa borélie vyhli prirodzenej imunite.
OspC negativne borélie nie st schopné rozSirovat’ sa a napadnuat hostitela.

Okrem Salpl5 v slinach kliestov boli najdené d’alSie komplement-neutralizujtice
latky, ako napr. Salp20, ISACA, alebo IRAC. Mozno predpokladat’, ze B.burgdorferi
ich vyuziva, aby sa chranila pred nepriatel'skym imunitnym systémom. Okrem tychto
komplement blokujucich agensov kliesta, borélia produkuje komplement viaZuce
proteiny na svojom povrchu: komplement regulujuci povrchovy protein (CRASPs),
faktor H viazuci OspE, alebo regulacny protein CDS59 (protectin) hostitel'ského
komplementu. Tieto povrchové proteiny umoziuji borélidam aby sa brénili
komplementu i vo vnutri hostitel'a. Daldim mechanizmom, ktory narusuje imunitny
systém hostitela je spustenie prozépalovych cytokinov. IL-10 je povazovany za
klaiCovy (negativny) regulator vylucenia zapalovych cytokinov alebo ich funkcii. Bolo
dokazané, ze B. burgdorferi indukuje sekréciu IL-10 v mononuklearnych bunkach, ¢o
naznaéuje, ze borélie ho vyuzivaju k potladeniu obranyschopnosti hostitela. Dalej sa
ukézalo, ze B. burgdorferi moze uvolnovat’ rozpustné antigény, ktoré agreguju s Bb
Specifickymi protilatkami, ¢o vedie k vzniku imunitnych komplexov. To by mohlo
narusit’ opsonizaciu a v dosledku toho efektivne zabijanie mikrobov. Vsetky zistenia
poukazuju nato, ze B. burgdorferi ma komplexné vybavenie pre aktivne potlacenie
imunity zniZzenim imunitnej odpovede a neutralizovanim jej efektorovych mechanizmov.

Dalsi sposob, ako sa borélia dokaze skryt pred nepriatelskym imunitnym
systémom, je invazia do* chranené¢ho utociska®, ako sa ukazuje v pokusoch in vitro.
Extracelularny matrix je povazovany za jedno z imunologicky chranenych miest. Je
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dobre zname, ze borélie mozu viazat plazminogén pomocou OspA na ich povrchu.
K tejto vazbe dochadza vel'mi rychlo (60 min. od spustenia, saturacny bod je 300 min.),
Casovy priebeh in vivo nebol analyzovany. Plazminogén mdze byt aktivovany na
plazmin, ¢o vedie k degradacii extracelularneho matrixu a umoziuje jeho invaziu. Treba
brat do uvahy, ze borélie v skorych stadiach infekcie produkuji len malé mnozstvo
OspA antigénu a preto mdze byt plazminogén dodlezity pre diseminaciu borélii v
kliestoch, ale nie u hostitela - cicavca. OspA-negativne borélie moézu pouzivat pre
Sirenie flagelin namiesto plazminogénu. Studia s pouzitim bezbi¢ikovho mutanta B.
burgdorferi preukazala zniZzent pohyblivost’ borélii, ktorym chybala flagella. Mnohi
autori uvadzaju, ze flagellum a pohyblivost hraji  vyznamnt rolu priinvazii B.
burgdorferi  do l'udského tkaniva. Okrem toho, borélie vedia lokalne zvysit hladinu
matrix-metaloproteinazy-9, ktory rozlozi okolity extracelularny matrix a borélie sa vedia
prichytit’ na niektoré proteiny extracelularneho matrixu (fibronektin, niekol’ko integrinov
alebo proteoglykany, ako napr. decorin). To umoznuje aj rozSirenie a prezitiec borélii v
decorin bohatych tkanivach a borélie sa moézu skryvat’ v extracelularnych Struktarach,
¢im sa vyhnu cirkulujicim leukocytom.

V mozgu méze B. burgdorferi stimulovat’ astrocyty aby presli astrogliozou (proces
proliferacie s naslednou apoptozou), ktord moze prispiet’ k neurodysfunkcii. Borélie
mozu vyvolat’ v hostitel'skej bunke vyluCovanie produktov toxickych pre nervové
bunky (neurotoxiny), vratane kyseliny chinolinovej a cytokinov IL-6 a TNF-alfa, ¢o
moze K tinave a malatnosti. Mikroglie aj astrocyty vylucuju v pritomnosti borelie IL-6 a
TNF-alfa. Tato cytokinova odpoved’ moze prispiet’ k poskodeniu kognitivnych funkeii.

Posobenim baktérie Borrelia burgdorferi pocas lymskej choroby pravdepodobne
dochadza k dlho trvajicej a ni¢ivej zapalovej reakcii, v¢itane patogénom vyvolaného
autoimunitného ochorenia. Tato reakcie moéze byt v dosledku urcitej formy
molekularneho napodobniovania, kde borélia sa snazi vyhnat zabitiu imunitnym
systémom tym, ze napodobiuje antigény normalnych casti telesnych tkaniv. Je teda
mozné, ze niektoré chronické priznaky su vysledkom autoimunitnej reakcie a to by
mohlo vysvetlit, preco niektoré¢ symptomy pretrvavaju aj po eliminovani borélii z tela.
Tato hypotéza moze vysvetlovat’ chronicku artritidu, ktora pretrvava aj po antibiotickej

lieCbe, podobne ako reumatické horucka, ale jej SirSie pouzitie je sporné.
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8. Terapia lymskej boreliozy

8.1. Niektoré doporucované terapeutické postupy pri jednotlivych
Stadiach LB:

1. Liecba pri zaklieSteni (Nadelman a spol., 2001)

Pri zaklieSteni a po odstraneni kliest'a niektori autori doporucuju v rdmci prevencie
Doxycyclin 200 mg uzit’ jednordzovo, ak bol kliest’ zaklieSteny dlhsie ako 24 hod. sa
doporucuje uzit Doxycyclin 2x100 mg v trvani minalne 7 dni (Nadelman a spol., 2001).

2. Liec¢ba véasnej lokalizovanej formy (EUCALB., 2009 , OUMZ SR., 2010)
Erythema migrans, mozné terapeutické postupy:

1. Doxycyclin - 2x200 mg  p.o. 10-21dni

2. PenicilinV ~ 3x1000 mg p.o. 10-21 dni

3. Amoxicillin -~ 3x500 mg p.o. 10-21 dni alebo 2x1000mg

3. Liecba v¢asnej disseminovanej formy (EUCALB., 2009, OUMZ SR., 2010)
a., Neuroborelioza akiitna, moZné terapeutické postupy:
1.Ceftriaxone 1x2000 mg i.v. minimalne 28 dni
2. Cefotaxime 3x2000 mg i.v. minimalne 28 dni
3. PenicillinG ~ 3x3000 mg i.v. 21-30 dni
Nasledne peroralne po i.v. liecbe.
Doxycyclin 2x100 mg p.o. 30 dni, alebo Amoxycillin 3x 500-1000 mg p.o. 14-30 dni.
b., Artritis, moZné terapeutické postupy:
1. Ceftriaxone 1x2000 mg i.v. 14-21 dni
2. Cefotaxime 3x2000 mg i.v. 14-21 dni
3. Doxycyclin 2x200mg p.o. 14-30 dni
4. Amoxicillin -~ 3x 500-1000 mg p.o. 14-30 dni
c., Carditis, mozné terapeutické postupy:
1. Ceftriaxone 1x2000 mg i.v. 14 dni
2. Cefotaxime 3x2000 mg i.v. 14 dni
3. Penicillin G 3x3000 mg i.v. 14 dni
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4. Chronicka lymska boreliéza (EUCALB., 2009, OUMZ SR., 2010)
a., Acrodermatitis chronica atrophicans, mozné terapeutické postupy:
1. Ceftriaxone 1x2000 mg i.v. 14-30 dni

2. Cefotaxime 3x2000 mg i.v. 14-30 dni

3. Penicillin G 3x3000 mg i.v. 14-30 dni

4. Doxycyclin 2x100mg p.o.  14-30 dni

5. Amoxicillin ~ 3x 500-1000 mg p.o. 14-30 dni

b., Neuroborelioza chronicka, mozné terapeutické postupy:
1.Ceftriaxone 1x2000 mg i.v. minimalne 28 dni

2. Cefotaxime 3x2000 mg i.v. minimalne 28 dni

3. PenicillinG  3x3000 mg i.v. 21-30 dni

Ak dojde k recidive tazkosti, napriek adekvatnej lieCbe vcasnej formy LB, ktora sa prejavuje
celkovou slabost'ou, a zvySenou tnavnostou, artralgiami, myalgiami, poruchy koncentracie
a novopamiti a pod., jedna sa pravdepodobne o chronickid formu neroboreliézy. Liecba sa
stdva komplikovanejSou, pretoze sa moéoze jednat' aj o koinfekciu s inymi baktériami,
protozoami apod. Liecba LB je l'ahsia, ked’ sa koinfekcie eliminuju (Nadelman a spol.,
1997).

Skusenosti niektorych najmd americkych autorov V poslednych rokoch odporacaja
uzivat’ antibiotikum tetracyklinovej rady Doxycyclin v davke 400-600 mg/ den aZ v trvani
do 60 dni (Donta, 1997, Burrascano, 2008).

Doxycyclin je schopny preniknut’ hematolikvorovou bariérou a davka 500 mg/den p.o.
sa povazuje za baktericidnu, nizSie davky doxycyclinu sa povazuji za baktériostatickeé.

Ak sa spirochéty B.burgdorferi dostant pre nich do nepriaznivého prostredia (napr. pri
uzivani antibiotickej liecby) st schopné vytvorit’ cysticku formu, ktord sa javi rezistentna
i nickol’ko tyZdhov voc¢i imunitnému systému a beznej antibiotickej liecbe. Tieto ,,spiace
baktérie sa moézu aktivovat pri pred¢asnom ukonceni antibioticke] lieCby (Brorson
a Brorson, 1998). Pri priaznivych podmienkach pre baktériu dochddza k vzniku infiltratov
cievnej steny a perivaskularnych priestorov, ¢o umoziuje perzistenciu spirochét radovo i
niekol’ko rokov (Meier a Grehl, 1988).

V sucCasnosti sa doporucuje, Ze spravna lieCba pozostavala z prvotnej eliminacie
koinfekcie. (Nadelman aspol, 1997). Ked boli eliminované koinfekcie, je potrebné
eliminovat’ baktérie jednak v krvnom rie€isku, intracelularne a v cystickej forme.
Antibiotika tetracyklinovej rady, penicillinovej rady a cefalosporiny st vac¢Sinou schopné

eradikovat’ baktérie v krvnom riecisku (Donta, 1997). Makrolidy ako Rulid (Roxytromycin),
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Zitromax ( Azytromycin) a Klacid (Klaritromycin) st pozivané intracelularne (Donta, 2003).
Flagyl (Metronidazol), Fasigyn (Tinidazol, Fluconazol) a Plaquenil (Chloroquine) st G¢inné
na cystickl formu (Brorson a Brorson, 1999).

Vyhodou kombinovanej lieCby je =zabranenie vytvorenia bakterialnej rezistencie.
Doterajsie klinické skusenosti poukazuji, ze pacient by mal byt aspoii 2 mesiace bez
tazkosti pred ukoncenim antibiotickej lieCby. V pripade pretrvavania t'azkosti, je potrebné
vylucit’ int pricinu (Donta, 2003).

V texte dole informujeme o pripravkoch, ktoré sa uplatiuja pri lieCbe roznych Stadii
lymskej choroby a koinfekcie. Tato lieCba odraza skusenosti prevazne americkych autorov

u pacientov s lymskou borelidézou.

8.2. PrehPad antibiotickej a chemoterapeutickej liecby:

Antibiotika tetracyklinovej a penicilinovej rady — v¢asna faza (Burrascano, 2008).

Doryx; Terramycin; Vibramycin, Doxycycline 300-600 mg/den
Doxybene Tetracycline 1500-2000 mg/dei
Doxyhexal

Minocin; a pod. Minocycline 200-400 mg/deii

Uvedené¢ vyssie davky su potrebné, aby sa dosiahla baktericidnost’ a aby bol zabezpeceny
prestup hematolikvorovou barierou. Doxycyclin je Casto prva vol'ba v liecbe, nakol'ko

eliminuje koinfekciu erlichiami/anaplazmami.

Amoxil; Biomox; Polymox; Amoxicillin , Ampicillin -~ 1500-4000 mg/den

Antibiotika penicillinovej rady — véasna diseminovana forma (\Wormser a spol, 2003).

Ceftin, Ceclor Cephalosporin 3 x1000 mg/den
Rocephin Ceftriaxone Sodium 1x2000 mg/den
Lendacin Ceftriaxone 1x2000 mg/den
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Makrolidy — véasna diseminovana forma (Donta, 2003, Burrascano, 2008).

Rulid, Rothricin Roxithromycin 2x300 mg /den
Zithromax Azithromycin 250 mg — 600 mg/den
Klacid Clarithromycin 1500 mg/dei

Prechadzaji hematolikvorovou barierou, pdsobia na intracellularnej arovni ak sa kombinuji

s Trimethoprim-sulfamethaxozolom st u¢inné na liecbu babeziozy.

Antiparazitika— v¢asna aj chronicka diseminovana forma (Brorson a Brorson, 2002,

Burrascano, 2008,).

Plaquenil Chloroquine 200 mg — 400 mg /dei
Hydroxychloroquine

Plaquenil sa v kombinacii s Doxycyklinom s Clarithromycinom pouziva na liecbu cystickej

formy lymskej choroby.

Chemoterapeutika — véasna aj chronicka diseminovana forma (Brorson a Brorson, 1999,

Klein a Cunha, 2001, Burrascano, 2008).

Flagyl Metronidazole 2x 750 mg / den

Fasigyn Tinidazole 1500 mg - 3000 mg / deii

Tieto latky sa pozivaju na lieCbu cystickej formy Lymskej choroby, nemali by sa uzivat’

S tetracyklinom. Pouzivaju sa radSej v kombindcii s cefalosporinmi.

Ansamycinové antibiotika— v¢asna aj chronicka diseminovana forma (Burrascano,

2008).
Rifadin, Rimactane Rifampicin 1200 mg / deni

Uziva sa v kombinacii s Doxycyklinom ako lie¢ba koinfekcii bartonellou a ehrlichiou.

Aminoglykozidy — véasna aj chronicka diseminovana forma (Burrascano, 2008).

Tobradex Tobramycin/Dexamethasone

Gentamycin Gentamycin

Obe su vhodné na lie¢bu koinfekcie bartonellou.
47



Hypolipidemika- chronicka diseminovana forma (Shoemaker a spol., 2005).

Questran (cholestyramine) obvykle 1 tbl 4x denne

Predpoklada, sa ze podiel'a na odstraiiovani toxinov, ktoré vyluCuju spirochéty B.

burgdorferi.

Antimykotika — v¢asna aj chronicka diseminovana forma (Schardt, 2004).

Mycostatin; Mycostatin Pastilles; Nystatin

Nilstat; Nystex Diflucan 200 mg/den

Fluconazole

Tieto latky sa pouzivaji na kvasinkové infekcie a lie¢bu cystickej formy lymskej choroby

Imunologicka lie¢ba — chronicka diseminovana forma (Katz, 2009, Wilner, 2009).

IMUNOGLOBULINY IVEGA 2g/kg 1x mesaéne v dizke 6 mesiacov

8.3. Alternativne sposoby liecby

Novsie sa skusa liecba pomocou:

Hyperbaric Oxygen Treatment Je to lieCba, ktora sa deje vo vysokotlakovej kyslikovej
(HBOT) komore.
Hyperbaricka kyslikova lie¢ba

ICHT (internal heat by use of  Je to experimentalny lie¢ebny postup pre lym. chorobu,
Dinitrophenol, Usnic acid kde sa zvySuje intracellularna teplota na hladiny
Intracellularna hypertermicka dostacujice na zabitie spirochét.

liecba pri pouziti Dinitrophenolu

alebo kys. Uronovej (vznika

enzymat. oxidaciou glukozy)

Tzv. Rife Machine Je to terapia, ktora zahriiuje vyslanie slabého
elektrického pradu pri réznych frekvenciach.

Alternativne sposoby liecby sa mozu aplikovat’ ako doplnkova liecba popri antibiotickej
liecbe. V sucasnosti st vSak tieto pristupy esSte len v Stadiu overovania (Taylor a

Simpson, 2005).
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9. Ciele dizertaCnej prace

Lymska borelioza je multisystémové ochorenie s heterogénnou klinickou
symptomatologiou. Laboratorna diagnostika nardza na mnohé problémy vzhl'adom na jej
nedostatocnu $pecificitu a senzitivitu a jednym z problémov je aj diagnostika u pacientov
najmd S chronickou formou ochorenia a s negativnym skriningovym vySetrenim na
pritomnost’ protilatok proti B. burgdorferi.

PCR vysetrenie nepatri medzi Standardné postupy. U neurologickych pacientov
jej zachytnost’ je nizka, najma u chronickych foriem, na druhej strane PCR pozitivita sa
zistila aj u pacientov s inou diagnézou. S neurologickymi ochoreniami sa najcastejSie
spaja genomospecies B. garinii, ktora v nasich oblastiach sa najCastejSie vyskytuje aj
u kliestov.

Vzhl'adom na problémy so stanovenim diagndézy u tychto pacientov sme sa
zamerali na zlepSenie diagnostiky rozsirenim laboratornych vySetrovacich metod, aj za
pouzitia genetickych metdéd a s overovanim ich vyznamu. Cielom nasej prace bolo
zhodnotit™:

1. vyuzitie konfirmaéného testu-westernblotu a imunologického vySetrenia pre
stanovenie diagn6ézy ochorenia u pacientov s dlhotrvajiicimi  tazkostami

a s podozrenim na lymsku boreliozu,

2. prinos imunomodulaéne;j liecby a d’alSich postupov v terapii diseminovanej formy
lymskej borelidzy.
3. vyuzitie ~ PCR diagnostiky u pacientov s podozrenim na neuroboreliozu

a identifikacia jednotlivych genomospecies B. burgdorferi aich vztah ku

klinickému ochoreniu.
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10. Material a metody

Pacienti

Celkovo sme vysetrovali 238 pacientov s podozrenim na lymsku boreliozu. Klinicka
diagnéza bola zalozend na epidemiologickej anamnéze a klinickej symtomatologii
(Blanck a spol., 2007, Stanek a spol., 2011) a pri stanoveni kone¢nej diagndzy sme sa
opierali o kritéria EUCALB (2011). Pacienti boli rozdeleni do 3 skupin:

1. skupinu tvorilo 77 pacientov (M:40 a Z:37) s priemernym vekom 43,8 rokov. Boli to
pacienti s dlhotrvajicimi tazkostami, kde klinicky diferencidlne diagnosticky
prichadzala do tvahy LB ale skriningové testy na pritomnost’ protilitok ELISA, IFT
proti B. burgdorferi boli negativne, preto sme doplnili zékladné vySetrenie

westernblotom anti B. burgdorferi IgG a imunologickym vySetrenim.

Overovali sme prinos konfirmaéného testu — westernblotu a imunologického

vySetrenia pre stanovenie diagndzy lymskej boreliozy.

2. skupinu tvorilo 179 pacientov s diseminovanou formou lymskej boreliézy, ktorych
sme rozdelili do 2 podskupin:
I.  podskupinu tvorilo 73 pacientov s dg. lymska boreliéoza véasna disseminovana

forma ( M:44, Z:29) s priemernym vekom 42,7 rokov,

[l. podskupinu tvorilo 106 pacientov sdg. lymska borelibza chronicka
disseminovand forma ( M:44, Z:62) s priemernym vekom 45,6 rokov.
Overovali sme mozné d’alSie postupy v terapii diseminovanej formy LB, s vyuZitim

imunomodulacnej liecby.

3. skupinu tvorilo 82 pacientov (M:39, Z:43) s priemernym vekom 50,6 rokov,
S podozrenim na neuroboreliézu, u ktorych sme robili kompletné klinické
a laboratorne  vySetrenia, véitane stanovenia protilatok proti B. burgdorferi v likvore
(intratekalna tvorba) a pritomnosti antigénov polymerazovou retazovou rekciou
(PCR). Overovali sme vyznam PCR diagnostiky a stanovenia genomospecies Borrelia

burgdorferi s.I vo vztahu ku klinickej diagnoze.
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Imunologické vySetrenie

sme realizovali v spolupraci s oddelenim klinickej imunoldgie FN a UNB, resp. s
niektorymi neStatnymi imunologickymi ambulanciami, pevazne s MUDr. M.

OndriSovou.
Imunologické vySetrenie na bunkovt a humoralnu imunitu pozostavalo z testov:
- stanovenia monoklondlnych CD protildatok- metodou prietokovej cytometrie,

- wsetrenia autoprotilatok IFT metodou - proti jadram buniek (ANA), proti
bazalnym membranam (ABMA), proti bazidlnym membranam glomerulov
(ABMGQG), proti bazdlnym membrdnam tubulov (ABMT), proti mitochondriam
(AMA), proti srdcovému svalu (AMCA), proti neutrofilnym leukocytom (ANCA),
proti jadierkam (ANLA), proti parietalnym bunkam (APCA), proti retikulinu
(ARA), proti priecne pruhovanym svalom (ASKmA), proti hladkému svalu
(ASMA), proti $titnej zl'aze (ATA), proti cievnemu endotelu (AVEA) (Atassi MZ
a spol., 2008).

Stanovenie protilatok proti antigénom B. burgdorferi

sme realizovali v spolupraci s Ustavom epidemiolégie LFUK (doc. MUDr. S.
Bazovska, CSc).

Stanovenie protilatok v sére. Skriningové vySetrenia na pritomnost’ antiboreliovych
protilatok sa robili testom nepriamej imunofluorescencie (IFT) s endemickymi
antigénmi B. burgdorferi (Kmety, 2000) a stanovenim celkovych protilatok (IGAM),
resp. 1gG a IgM. Pri teste ELISA sme vyuzivali komer¢ny test ELISA Euroimmun IgG
a lgM s Vls antigénom.

Westernblot. U pacientov s hrani¢ne pozitivnym testom, s klinicky nejasnymi
priznakmi, resp. u pacientov s negativnym vysledkom skriningovych testov sme
vysetrenie doplnili konfirmacnym testom Westernblot Euroimmun IgG na stanovenie
Specifickych protilatok proti jednotlivym antigénom.

Stanovenie protilatok v likvore  Skriningové vySetrenie sme robili IFT a stanovenie
intratekalnej tvorby protilatok (IA) testom ELISA Euroimmun. IgG pre stanovenie
protilatok v likvore, po porovnani hladin protilatok v sére a likvore (Oschman
a spol., 1997)
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Stanovenie pritomnosti antigénov B. burgdorferi v likvore PCR

Vysetrenie sa robilo na Ustave mikrobiolégie LF UK (RNDr. Zaborsk4). Na dokaz
pritomnosti borélii sa pouzil komerény kit —~AMPLISENS- Borrelia burgdorferi s.I. —
(E.coli) zaloZeny na detekcii 16STRNA Borrelia burgdorferi s.I.

Stanovenie genomospecies sa robilo v spolupraci s MVDr. M. Derdakovou, PhD (SAV
Bratislava). I1zolacia DNA sa robila s easy tissue Qiagen kitom a diagnostika rrf(5S)
nested PCR s aplifikaciou intergénového medzernika 5S-23 RNA a s vyuzitim 4
prajmerov podla Rijpkema aspol. (1995). Vysledky sa overovali v Referenénom

laboratériu pre lymska boreliozu CR v Prahe (RNDr. D. Hulinska, CSc).
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11. Vysledky

Vysledky imunologického vySetrenia a westernblotu u pacientov s negativnym
skriningovym vySetrenim na prit.protilatok proti Borrelia burgdorferi s.l. Tieto st zhrnuté

Vv nasledujucich publikaciach.
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Abstract: Background: Lyme borreliosis is a multisystemic disease which affects several organs such as skin,
nervous system, joints and the heart. The presented study focused on patients with persisting symptoms of
the disease, which could be in correlation with Lyme disease but antiborrelial antibodies were not confirmed
by screening tests.

Material and methods: 32 patients with anamnestic data and suspected clinical signs of lyme borreliosis were
tested for the presence of antiborrelia antibodies by using ELISA and westernblot analysis and the state of
cellular and humoral immunity.

Results: All patients had specific antiborrelial antibodies confirmed by using the westernblot in spite of nega-
tive ELISA. Immunological investigations revealed a deficiency of cellular immunity in all patients and in a part
of them (15.6 %) a deficiency of humoral immunity was also found. The presence of different types of autoan-
tibodies was detected in 17 (53.1 %) patients.

Conclusion: In patients with persisting difficulties that could be associated with Lyme disease, it is necessary
to use the westernblot test which could prove the presence of specific antibodies. It is probably due to the very
low production of specific antibodies caused also by the status of immune deficiency detected in all our patients

(Tab. 1, Ref. 11). Full Text (Free, PDF) www.bmj.sk.

Key words: Lyme borreliosis, serological diagnosis, immunodeficiency.

Lyme borreliosis is the most common tick born disease in
Europe. The extensive abundance of vectors of this disease (/x-
odes ricinus ticks) and high prevalence of B. burgdorferi (2.1-
41.7 %) (4, 10) places Slovakia to a high risk area.

Lyme borreliosis is a multisystemic disease which may af-
fect several organs including skin, nervous system, joints and
heart. The disease can have a subclinical or clinical course with
symptoms varying from local changes to generalized forms or it
can lead to a chronic form to which with high probability immu-
nopathogenic mechanisms lead (9). The occurrence of recidiving
symptoms is attributed to cystic forms of borrelia potentially
developing when the bacteria encounter unfavourable conditions
enabling their survival despite antibiotic treatment (2). The overall
clinical picture is broad and may suggest many other diseases as
it presents with a wide variety of differential diagnostic ideas.
Diagnosis is a result of complex evaluation of the clinical pic-
ture, epidemiological data, and microbiological examination.
Additionally, in neurological patients, spinal fluid examination
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and magnetic resonance imaging examination (MRI) of the brain
are also necessary. Microbiological diagnosis is based on pres-
ence of specific antibodies in serum which suggests infection with
B. burgdorferi and a possible development of Lyme disease.

One of the most common screening tests is ELISA, used for
detection of antibodies against B. burgdorferi (11), which en-
ables to evaluate a large amount of samples and its accurate in-
terpretation. As a confirmatory test westernblot (WB) is used,
this allows to specify the immune response. During diagnosis of
the disease it is necessary to consider that we don’t have to cap-
ture antibodies against B. burdorferi and a negative examination
of antibodies against B. burgdorferi doesn’t exclude the diagno-
sis of Lyme borreliosis. The antibodies are not always present in
early stages of the disease, in the presence of immunocomplexes,
or in patients with insufficient ability to create antibodies. There
is a number of cases of patients immunosupressed after chemo-
therapy or with a different disease who showed numerous symp-
toms which could be caused by B. burgdorferi infection but se-
rologically they were negative. Diagnosis was concluded only
after positive cultivation examination or polymerase chain reac-
tion (PCR) (3, 5, 6). In some patients with negative screening tests
for presence of antiborrelia antibodies the presence of specific
antibodies was concluded and proven by using westermnblot (7).

In our work we have focused on patients with persisting symp-
toms of, the disease, which could be in correlation with Lyme
disease but the presence of antiborrelial antibodies was not found
by using screening tests.
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Tab. 1. Patients with false negative screening tests for presence of antibodies against antigen B. burgdorferi.
Name Sex|Age [ELISA |[WB [Immunol. |Autoantibodies* ick/year** [EM |ATB***

1B.S. | F | 29 |negat. |pozit.|ID-c negat. 2005 Azitrox 250 mg/3days

2RM. | F | 11 |negat. [pozit.[ID-c negat. 2005 Rocephin 28 days

3T.S. | M| 52 |negat. |pozit.|ID-c negat. 2002 Penicilin 14 days

4HM. | F | 58 |negat. [pozit. [ID-c ANCA, ANA, ASKmA 2002 Summamed 3x3days

SPM. | F | 59 |negat. [pozit.[ID-c ' AMA 0

6(B.R. | M | 33 [negat. [pozit.|[D-c ATA 2004 Summamed 3x3days

7IT.T. [M | 28 [negat. [pozit.|[D-c ASKmA 2005 0

8B.P. [M | 7 [negat. [pozit.[ID-c,h AMCA, ATA 2005| 2005/Summamed 2x3days

9IK.J. | M | 35 |negat. [pozit.|ID-c negat. 2006 Summamed 2x3days
10{S.I. - | M | 25 [negat. [pozit. {ID-c ASKmA 2004 Doxybene 1x200 mg/30days
11§S.L. | F | 18 |negat. [pozit.|ID-c ASKmA 0
12IK.L. | M | 42 |negat. |pozit.|ID-c AMCA, ABMA 0
13P.M. | M | 27 |negat. [pozit.{ID-c ABMG 2005 Summamed 2x3days
14B.R. | M [ 74 |negat. |pozit.|ID-c AMCA, ANCA 2005 Doxycyklin 2x100 mg/30days
15(A.A. | M | 52 |negat. |pozit.|[ID-c AMCA, ASKmA 2006] 2006[Doxycyklin 1x100 mg/33days
16D.S. [M |61 negat. _|pozit. |ID-c,h APCA, ATA 2000 oxyhexal 200 mg/30days
17)K.R. | M | 29 |negat. |pozit.|ID-c IAMCA, ARA 2006 Summamed 2x3days
18[S.R. [ M [ 29 |negat. |pozit.|ID-c ASKmA Azitrox 2x3days
19SM. |M |34 Inegat. ozit. |ID-c negat. 2006] 2006|Doxybene 1x200 mg/21days
20{B.J. [M | 58 |negat. [pozit.|ID-c negat. 0
21(CP. | F |15 negat. [pozit. [ID-c negat. 2005 Penclen 1 month
22BK. [ F [ 62 [negat. [pozit.|ID-c negat. 1997] 1997|Doxybene 2x100 mg/20 days
23D.M. [ M | 38 |negat. [|pozit.|ID-c negat. 2004] 2004[{Doxybene 2x100 mg/40 days
24EM. | F | 61 |negat. [pozit.|ID-c ANA 1997 Summamed 40 days
25[K.M. | F |51 [negat. |pozit.|{ID-c,h ANA 2002] 2002|Lendacin 2g/i.v.21days
26(M.A. | M | 23 |negat. |pozit.|ID-c,h negat. 2003] Doxycyklin 2x100 mg/7days
27IS.A. F | 54 |negat. |pozit.|ID-c ATA, AMCA 1988 Summamed S5days
ZSIS.L. F | 15 |negat. [pozit.|ID-c negat. Summamed 5days
29I’I'.M. F [ 55 negat. |pozit.|ID-c negat. 2004|Lendacin 2g/i.v.28days
30(K.P. | M |55 |negat. [pozit.|ID-c,h negat. 2005| 2005|Ceroxim 500 mg/3x1/42days
31R.M. | F [ 73 |negat. [pozit.|ID-c negat. 2006] Lendacin 2g/i.v.15days
32(.V. | F |21 [negat. [pozit.[ID-c negat. 2006 Deoxymykoin 2x100 mg/21days

ID-c - cellular immunity disorder, ID-c,h — humoral and cellular immunity disorder, * antibodies against cell nuclei (ANA), basal membranes (ABMA),
basal membrane of glomeruli (ABMG), mitochondria (AMA), myocardium (AMCA), neutrophil leukocytes (ANCA), parietal cells (APCA), reticulin
(ARA), striated muscle (ASKmA), thyroid gland (ATA), ** year in which the tick bite occurred, *** previous treatment with antibiotics

Material and methods

Patients. Agroup of 32 patients (18 male, 14 female with
average age of 40.1 years) with multiple long-lasting symptoms
such as arthralgias, myalgias, headaches, fatigue, and increased
exhaustion was negative by using the screening test for antibod-
ies against B. burgdorferi

Epidemiological anamnesis was oriented on data regarding
tick bites during the previous years, presentation symptoms com-
patible with erythema migrans and previous treatments with an-
tibiotics.
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Determination of antibodies. To determine antibodies against
‘antigens of B. burgdorferi in serum commercial test ELISA Anti-
Borrelia plus VLsE IgG Euroimmun was used. Addtitionally, all
sera were tested using westernblot Anti-Borrelia Euroline IgG.

Immunological examination. The state of cellular and hu-
moral immunity was determined in all patients. The numbers of
(the number of CD3+ T Lymphocytes, CD3+CD4+ T Lympho-
cytes, CD3+CD8+ T Lymphocytes, CD4/CD8, CD3-CD16+
56+NK Cell, CD19+ B Lymphocytes) cells were determined us-
ing specific monoclonal antibodies by means of flow cytometry
analysis (autoantibodies against cell nuclei (ANA), basal mem-



branes (ABMA), basal membrane of glomeruli (ABMG), basal
membrane of tubuli (ABMT), mitochondria (AMA), myocardium
(AMCA), neutrophil leukocytes (ANCA), nucleoli (ANLA), pa-
rietal cells (APCA), reticulin (ARA), striated muscle (ASKmA),
smooth muscle (ASMA), thyroid gland (ATA), vascular endot-
helium (AVEA) (1).

Results

All the important data are summarized in Table 1, which in-
clude patients demographic data, results of determination of
antiborrelial antibodies and immunological tests, exposure to
ticks, symptoms compatible with erythema migrans and type of
antibiotics used for the treatment before. All patients had spe-
cific antiborrelial antibodies confirmed by the westernblot, con-
versely negative screening test. Immunological investigations
showed that all of them (100 %) had immunodeficiency and in
some cases (15.6 %) also a deficiency of humoral immunity.
Moreover, the presence of different types of autoantibodies was
detected in 17 patients (53.1 %). 25 (78.1 %) patients had anam-
nesis of tick bite. Erythema migrans has been present only in 8
(25 %) patients. 27 (84.4 %) patients had previous antibiotic
treatment. According to these findings patients were classified
as suspected Lyme disease, disseminated chronic form, further
examination and observation required.

Discussion

Immunological tests of patients with false negative screen-
ing tests to prove antiborrelial antibodies and with confirmed
specific antibodies by using westernblot, have proven in all pa-
tients some immunological disorders which could explain insuf-
ficient productions of antibodies. Patients had often references
in their anamnesis about tick bites and some were even treated
for Lyme disease, but according to the negative screening test
for antibody presence their lurking difficulties were not connected
with a possible borrelia infection. Large variability of clinical
picture with Lyme borreliosis and the presence of easier or as-
ymptomatic forms make the diagnosis of this disease difficult.
Our results of antibody examination confirm experiences with a
problematic value of the specific antibodies against B.burgdorferi
using ELISA kits, especially in some patients. When testing for
antibodies it is necessary to consider the potential for false nega-
tivity of screening tests (8), the heterogeneity of the agents of
Lyme borreliosis in Europe (4), variability of antibody-based
responses of human organism. In some patients the presence of
specific antibodies can be in the amount under upper limit of the
screening test. It is also necessary to consider the fact that diag-
nostic tests used are not standardized and results of various com-
mercial tests does not have to be the same, especially with lower
antibody-based response of the organism.

Diagnosis of chronic form of Lyme borreliosis is difficult.
There are no reliable and generally accepted diagnostic criteria.

Durovska J et al. Our experience with examination of antibodies...

Ina lot of cases the only criteria used are positive anamnesis and
presence of specific antibodies. In some cases more clinical and
laboratory tests can support diagnosis of chronic borreliosis. One
of the possible explanations of immunological insufficiency in
our patients is affection of immune system by untreated or insuf-
ficiently treated infection of B. burgdorferi. Considering the
immunological insufficiency in these patients it would be advis-
able to think about supportive immunotherapy.

This study suggests negative diagnostic tests for presence of
antiborrelial antibodies may be caused by immunological insuf-
ficiency. In patients who present with persistent symptoms clini-
qally associated with Lyme borreliosis westernblot test should
be performed which may confirm the presence of specific anti-
bodies.
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Abstrakt:

Lymskd choroba (boreliéza) je multisystémové infekéné ocho-
renie. Prejavom skorej infekcie je erythema migrans - makulo-
papuldzny erytém velkosti asi 15 cm, ktory sa objavi o nie-
kolko dni aZ tyZdriov po zakliesteni. Neskord lymskd boreliéza
sa manifestuje pri nestostatocnej liecbe o niekol'ko mesiacov ai
rokov po infekcii a moze atakovat kiby (lymskd artritida),
kozu (acrodermitis chronica atrophicans), alebo nervovy systém,
alebo srdce. V prdci sa snaZime upozornit, Ze pri negativnom sé-
rologickom vySetreni na pritomnost protildtok proti B. burgdor-
feri a pri klinickom podozreni na diagndzu lymskej boreliozy je
potrebné doplnit' vySetrenie konfirmacnym testom - western-
blotom a imunologickym vySetrenim, ktoré by nds informovalo
o0 bunkovej a humordlnej imunite. V pripade pozitivity western-
blotu a pritomnosti neurologickych obtiaZi a psychickych zmien,
Jje potrebné realizovat i vySetrenie cerebrospindlneho likvoru, MR
mozgu a niektoré dalsie pomocné vySetrenia, ktoré nds infor-
mujii o stave moiného neurologického ochorenia, za iicelom
i dalsej antibi
Kli¢ové slova: lymska choroba, erythema migrans, chro-
nicka forma, stanovenie protilatok a vyznam imunologic-
kého vysetrenia

¥

ickej a i dulacnej terapii.

Durovska J., Bazovska S., Ondrisova M., Pan-
cak J.: Diagnostics of Lyme borreliosis - chronic
form, importance of immunological tests

Abstract:

Lyme disease (borreliosis) is a multisystemic infectious di-
sease. Early manifestation of infection is erythema migrans - ma-
culopapular erythema of about 15 cm, which occurs a few days
to weeks after tick bite. Late Lyme disease is manifested after
isnsufficient treatment for several months to years after infection
and can attack the joints (Lyme arthritis), skin (acrodermitis
chronica atrophicans), or the nervous system, or the heart. In
this paper, we note that after a negative serological test for an-
tibodies to B.burgdorferi and the clinical diagnosis of suspected
Lyme disease testing is necessary to add confirmation test - wes-
ternblot and i logical e. ination, which would reported
on the cellular and humoral immunity. In the case of western-
blot positivity and pr e of neurological discomfort and psy-
chological changes should a cerebrospinal fluid examination be
implemented, brain MR and some other auxiliary tests that tell
us about the state of the possible neurological disorders for po-
ssible further antibiotic and immunomodulatory therapy.
Keywords: Lyme disease, erythema migrans, chronic
form, the determination of antibodies and the importance
of immunological tests

Uvod

Lymské4 choroba (boreliéza) je multisystémové infekéné
ochorenie postihujuce najéastejsie kozu, kiby, srdce a nervovy
systém. Etiologickym agensom je baktéria - spirochéta
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Borrelia burgdorferi s.I., pricom v Eurépe dominuje genotyp
Borrelia afzelii, vyvolavajica najma kozné prejavy, a Borrelia
garinii, ktora sa manifestuje najcastejsie neurologickymi pre-
javmi. Prenasacom je najcastejsie kliest Ixodes ricinus.

Prejavom skorej infekcie je erythema migrans - makulo-
papularny erytém velkosti asi 15 cm, ktory sa objavi o nie-
kol'ko dni az tyzdiov po zakliesteni. VEasné formy ochorenia
sa prejavuji u 70 % vsetkych hlasenych pripadov (Bazovska
a spol., 2005). Neskorsim prejavom infekcie su vel'mi ¢asto
artralgie a myalgie. Komplikaciou moze byt i myokarditida
alebo perikarditida, ktoré moézu byt i prvou klinickou mani-
festaciou. U nelieGenych pacientov sa mozu objavit i prejavy
postihnutia nervového systému. Udava sa, Ze v Europe su po-
Skodenia nervového systému relativne Castejsie. U neliece-
nych pacientov sa objavuju v 40-60 % ( Bojar, 1996 ). Izolo-
vana lézia tvarového nervu sa ako samostatny priznak
vyskytuje u 7 % pacientov s lymskou chorobou a v endemic-
kych oblastiach azu 25 % (Halperin a spol , 1992 ). Popisané
boli meningoencefalitidy, pripadne i polyradikuloneuritidy,
psychické zmeny v podobe depresii, chronického unavoveho
syndromu, panické ataky a podobne. Vyskytuju sa i radiku-
litidy, ktoré moZu imitovat vertebro - diskogénne podmienené
radikulopatie (Pachner, 1991).

Neskora lymska borelidza sa manifestuje pri nedostatocne;j
lie¢be o niekol'ko mesiacov az rokov po infekcii a moze ata-
kovat kiby (lymska artritida), koZu (acrodermitis chronica at-
rophicans), alebo nervovy systém.

Chronicka lymska artritida- jej vyskyt je viac frekventovany
v USA ako v Eurépe (Halperin a spol.,2007). Typicky sa ma-
nifestuje ako intermitentna alebo chronicka, mono alebo oli-
goartritida vel'kych kibov, v zriedkavych pripadoch s eréziou
chrupavky alebo kosti. Niekedy sa to vyvinie u pacientov,
ktori prekonali intermitentné artralgie alebo oligoartritidu
v skorSich 3tadidch ochorenia, ktoré presli do chronicity.
Najgastejsie postihnutym kibom je kolenny zhyb. Spolahli-
vym dokazom lymskej artritidy je kultivacia a DNA detekcia
spirochét z kibového punktatu.

Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA) - ide o po-
stupné trofické zmeny koZe, spojené s jej zriasenim a s pre-
svitanim Zilovej kresby. NajcastejSie sa objavuje u starSich ludi
v niz§ich ¢astiach koncatin s modrastym zafarbenim koze
s postupnou epidermalnou atrofiou, ktora sa manifestuje les-
kom a ,papierovym“ vzhladom. Tento prejav je spdsobeny
pretrvéavajucou aktivnou infekciou, Zivé spirochéty boli izo-
lované z biopsie koZe pacientov s ACA az 10 rokov po pr-
votnej infekcii. ACA sa moZe tak isto objavit u mladych ludi
a nedévno bola publikovana kazuistika 11 roéného pacienta
s postihnutim vietkych styroch konéatin (Brzonova a spol.,
2002).

Niektoré manifestacie lymskej choroby mézu pripominat
»Chronic fatigue syndrom" (CFS), ¢iZe chronicky unavovy
syndrém . Iné mozu vzbudzovat podozrenie na fibromyalgiu.
Niektori americki autori pouZivaju aj pojem perzistujuca in-
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fekcia, ¢ize Post-Lyme Disease Syndrom (Wormser a spol.,
2006). .

Tieto prejavy moZu byt spustené predchadzajucou infek-
ciou B. burgdorferi, ale v Ease ich manifestacie nie su pritomné
priznaky aktivnej infekcie. Vyskytuju sa aj u prelie¢enych pa-
cientov, u ktorych doslo k remisii. Vyskytuju sa tieZ psychia-
trické ochorenia, ako su poruchy osobnosti, poruchy pamiti,
poruchy koncentracie, depresie, psychdzy, anorexia nervosa
a panické ataky. Symptomy fibromyalgie a chronicky inavovy
syndrém sa v sivislosti s lymskou chorobou mdZu prejavovat
ako Iahsie formy. Okrem toho aj ako chronické manifestacie
chripke podobnym syndrémom (Flu-like syndrém) spoje-
nych so skorou disseminaciou. Pomerne &asto sa v praxi ne-
uroldga vyskytuje klinicky obraz disseminovaného poskode-
nia CNS, ktoré imponuje ako rozstrusena skler6za a pritom
ide o ochorenie suvisiace s lymskou boreliézou. Zvykne sa
oznacovat ako SM- like syndrom (Reik, 1991, Halperin
a spol., 1991). Magneticka rezonancia ukaze viacpoZetné
hyperintenzitné loZiska typické pre demyelinizaciu. Takéto lo-
7iska viak nie su patognomické ani pre sclerosis multiplex,
ani pre boreliozu, resp. iny zapalovy demyelinizany proces,
(napr. infekcie herpetickym virusom, morbillami).

Z uvedeného vyplyva, Ze neexistuje klinicky obraz, ktory by
bol pre boreliézu patognomicky.

Ciel prace
Diagnéza lymskej boreliézy by mala byt stanovena na
podklade epidemiologickej anamnézy, klinického obrazu
a vysledkov pomocnych vySetreni. Laboratorna diagnostika
naraza na mnohé problémy, vzhladom na jej nedostatoénu
§pecificitu a senzitivitu a jednym z problémoyv je aj diagnos-
tika u pacientov s podozrenim na chronicku formu ochorenia
s negativnym vySetrenim na pritomnost protildtok proti B.
burgdorferi (test ELISA, IFT). Cielom nasej prace bolo zhod-
notit prinos imunologického vy3etrenia pre stanovenie diag-
nozy a lieby lymskej boreliézy.

Material

Materil tvorilo 77 pacientov (40 M a 37 Z) s priemernym
vekom 43,8 rokov, s podozrenim na lymsku boreliézu - dis-
seminovanu formu.

U vsetkych sme po klinickom neurologickom vySetreni
realizovali stanovenie protilatok proti B. burgdorferi skrinin-
govymi vysetreniami IFT, ELISA a konfirmaénym testom
westernblot. Imunologické vysetrenie na bunkovit a humo-
ralnu imunitu pozostavalo z testov stanovenia monoklonal-
nych CD protilatok- metédou prietokovej cytometrie a vy-
Setrenie autoprotilatok IFT metddou - proti jadram buniek
(ANA), proti bazdlnym membranam (ABMA), proti bazal-
nym membranam glomerulov (ABMG), proti bazilnym
membréanam tubulov (ABMT), proti mitochondriam (AMA),
proti srdcovému svalu (AMCA), proti neutrofilnym leuko-
cytom (ANCA), proti jadierkam (ANLA), proti parietdlnym
bunkam (APCA), proti retikulinu (ARA), proti prie¢ne pru-
hovanym svalom (ASKmA), proti hladkému svalu (ASMA),
proti §titnej zlaze (ATA), proti cievnemu endotelu (AVEA),
(Atassi MZ a spol., 2008).

Na zaklade vysledkov sme rozdelili pacientov do troch

skupin. V 1. skupine boli pacienti s negativnym ELISA a IFT
testom a pozitivnym westernblot testom. V 2. skupine boli pa-
cienti s pozitivnym ELISA, IFT a westernblot testami
a v 3.skupine mali pacienti IFT, ELISA a westernblot testy
negativne.

Vysledky

1. skupina

Tab.&.1 Vysledky vy3etreni pacientov I.skupiny

V . skupine 32 pacientov (18 muzZov,14 Zien s priemernym
vekom 40,1) bol vysledok IFT a ELISA negat, ale western-
blotu anti B. burgdorferi bol pozitivny. Imunologické vyset-
renie poukazovalo u vietkych (100 %) na imunodeficientny
stav - poruchu celuldrnej imunity a u niektorych aj humo-
ralnej imunity. U 17 (53,1 %) pacientov bola pritomna pozi-
tivita autoprotilatok. 25 (78,1 %) pacientov udavalo postipa-
nie klietom, 8 (25 %) pacientov malo v anamnéze erytema
chronicum migrans, 30 (93,6 %) pacientov bolo po prelieceni
antibiotickou lie¢bou v anamnéze (tab.¢.1). V klinickom ob-
raze boli artralgie, myalgie, bolesti hlavy, celkova inava, zvy-
ena vycerpanost. Pacienti boli po kompletnom vysetreni
diagnosticky uzavreti ako lymska boreliéza disseminovana
chronické forma.

IL.skupina

Tab.¢.2 Vysledky vyetreni pacientov IL.skupiny

V 11 skupine bolo 28 pacientov (15 muZov,14 Zien s prie-
mernym vekom 48,6), ktori mali pozitivny IFT, ELISA (100
%), westernblot (100 %), 18 (64,2 %) pacientov malo imu-
nodeficientny stav a 11 (39,2 %) pacientov malo pozitivitu au-
toprotilatok. 25 (89,2 %) pacientov malo anamnézu posti-
pania kliesfom, 17 (60,7 %) pacientov malo erytema
chronicum migrans, 17 (60.7 %) pacientov bolo po prelieceni

1 skupina
(Mend Ve ELISAWB imunol JAutoprotilétky ECHMATB
fes | 2 [20 D-c L. 2005 | 0 |Azitrox 2 ni
ARM| 2 |11 pozit jDc 2005 hin 28 dnl
TS [ M |52 pozit jD-c 2002 |Penicilin 14 dni
4HM 58 [negat. D-c ANA_ASKmA|__ 2002 Summamed 3x3dni
IM 59 |negat.|pozitiD-c _|AMA 0

B.R. 33 L} D-c _|ATA 2004 3x3dni

T 28 pozitjDc__|ASKmA 2005

BP. 1 D-ch ATA 2005 _| 2005 |Summamed 2x3dn:

i % regat post}oc negat 2005 0 [Summaned 2x3on |
1051 M_|25 D<__|ASKmA 2004 1 i
1S 18 [pozit]D-c_|ASKmA 0
12K M |42 [pozitjD-c__|AMCA, ABMA [)
1PM| M |27 pozit}Oc__|ABMG 2005 Summamed 2x3dni
14BR | M |74 D-c__|AMCA ANCA 2005 | 0 | 21 0dni
1§AA | M | 52|negat[pozit]D-c _|AMCA, ASKmA 2006 | 2006 1x1 i
1605 | M __ |61 |negat [pozitiD-ch [APCA ATA 2000 | 0 |Doxyhexal2 0dni
17[KR.|_M__| 29 |negat [pozit]Dc _|AMCA, ARA 2006 | 0 _|Summamed 2x3dni
195R | M |29 [pozitDc__[ASKmA 0| 0 |Azirox 2x3dni
19SM| M |34]|ne D |negat _ 2006 _| 2006 [Doxybene 1x200mg/21dni
2008.J. 58 iD-c ot 0 [
21[CP. 15 [negat [pozit O at. 2005 | _0_|Pencien 1 mesiac
228K 62 pozit jD-c at. 1997 | 1997 [Do 21 0 dni
250 38 pozitoc_|negat 2004__| 2004 2x100mg/40 dnl
24EM. 61 it)D-c__|ANA 1997 | 0 _|Summamed 40 dni

KM 51 pozit fO-ch_|ANA 2002__| 2002 |Lendacin 2g/iv.21dni

MA. 23 LJD-ch_|negat. 2003 |Doxycykin 2x100mg/7dni

SA. 54 D<__|ATA AMCA 1988 [Summamed 5dni
2881 15 |negat. D-c at. 0 Summamed Sdni
29TM. 55 [negat [pozit jDc__[negat. 0| 2004 |Lendacin 2g/i.v.28dni
30KP. | M| 55|negat, r;m_:g& [negat. 2005 | 2005 |Ceroxim 500mg/3x1/42dni
3RM.| 2 |73|negat |pozitiD-c _|negat 2006 0_[Lendacin 2g/i.v.15dni
320V | 2 [21]negatpozit lirm negat. 2006 | 0 |Deoxymykoin 2x100mg/2idn

Tab. 1
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IIlkuEnl
|| Meno| Pohlavie |Vek |ELISA |WB_ | Imunol.| Autoprotilitky | Kliedt/rok | ECHM | ATB
1| KL 58 it. | 1I0c ASKmA, ATA 2000 2000 um.dnlﬂ.v.-z‘dnl
2[ M 48 | negat. | regat. 2002 o Jo
3[HA 48 | pozit 1ID<__ | negat. 1996 o Jo
4| NI 4_0_ ID-¢h | ATAANCA 19897 1997 |0
5| LMm M 46 | pozit. 1D< negat. 2005 2005 | Summamed 11dnl
6| P.B. 2 54 it 1D<c negat. 1999 0 | Summamed 3x3dni
7(A0Q. M S8 it negat | negat 1892 1992 | Rulit 10 dnl
8[RO 2 24 |pozit [pozit[IDc | ANCA ) o _Jo
8|S M SI_;_M pozit. | negat. 2004 2004 |0
10{ KM, 2 38 D< AMCA 2001 2001 |0
1M JK 2 20 | pozit D¢ AM( ASKMA 2005 2005 1 ini
12(SK. 58. | | negat | negat. 2005 0_10
13| KA 52 iL| negat. | negat. 2005 2005 | Amoxicilin 21 dnl
14DV 59 .| negat. | negat. 2005 2005 | Summamed 3x3dn!
15| M2 70 negat | negat. 2005 2005 | Summamed 3x3dni
16] 8.1 47 | pozit. D¢ AT%ANA 2008 2006 | Penicilin 750mg/7dnt
17| TL M 59 it zit. | 10¢ ASKMA 0 0 |0
18ZL M 29 |pozit. D< negat. 2005 0 1x21 8dni
19| HE ; 2 15 | negat. | negat. 0 o _lo
“Amoksikiav 626mg 2x1- |
20| P.T. M 20 L 2t | IDc AMCA 2000 2000 | 10dni
21[KR. M__| 40 Jpozit. t{10c | negat. 2006 | 2006 | Doxyhexal 200mg/20ni _|
22($M M 42 pozit. | ID< ASKMA, ANCA 2003 2003 | Lendacin 2g/1v.-210ni
23| ML, M 55 2it. it. | 1D AMCA 1996 0 _Jlo
248 M_ |81 IDch | negat. 2008 0| Summamed 6 dni
25 P-M. 2 29 it L] ID< negat. 2008 0_|o
26[PD._| M| 51 |pozit_|posit|1Dc__| ANCA 2004__| 2004 | Deo 1 Bdni
27| MR, M__| 6 |pozit. |pozit| negat. | negat. 2004 | 2004 | 2x100mgr21dni
28[SA ] 48 |pozit. [pozit. | negat. | negat. 2003 | 2003 | Doxybene 2x100mg/21dni
Tab. 2
Il skupina
[ ELISAWB _[imunol y ECHMATB
M.E. 2 46 it ID-c__JASKmA 0
HM.| 2 |9 at. al. 0
K.R. M 10/ at{iD-c_ JASKmA, AMCA 0
M. 2 18 t.[negat L. at. 2006
B.M. M 32 L. ID¢ gal. 2003 2x1gfiv.-28
%H.Z, 2 |s? ._egat. 2007 0
P.A. 2 58 it al. JAMCA 0 0
KL 2 [64]negat ID-c__JATA 0 0
mg 2x1-
9PA | 2 | 29|negat|negatinegat hegat 0 0 25
10MG. | M__|50[negat|negat/iDc__|AMCA, ANCA 1976 | 0 _|Doxycykiin
1Al M 31 it IDc__JANCA 1992 1199210
ASKma,
12K.J. M 41 ID-¢ KA 2006 | 2006 |D: ly 28dni
13KM. 2| 38]negat| ID-c at. 0 o o
1ia,v. Z__ | 75|negat[negat/iDc JAMCA, ANA 1979 0 o
1§P.M. M 24 L_n!gal ID<  pegat. 2005 | 2005 [0
161.0 z_ |25 negat negat]iD-c JATA 0 0 o
1P| M 41[negat [negat]negat. egat 2006 | 0 o
Tab. 3
antibiotickou lie€bou v anamnaéze (tab.¢.2). V klinickom ob-
raze boli artralgie, myalgie, bolesti hlavy, celkova inava, zvy-
Sena vycerpanost.
Pacienti boli po kompletnom vySetreni diagnosticky uza-
vreti ako lymska borelioza disseminovana chronicka forma.
III. skupina
Tab.¢.3 Vysledky vySetreni pacientov IILskupiny
VIIL skupine 17 pacientov (7 muZov,10 Zien s priemernym
vekom 43,6) bolo IFT, ELISA (100 %) aj westerblot nega-
tivne (100 %), 11 (64,7 %) pacientov malo imunodeficientny
stava 9 (52,9 %) pacientov malo pozitivitu autoprotilatok. 9
(52,9 %) pacientov mali anamnézu postipania klie§tom, 3
(17,6 %) pacienti mali erytema chronicum migrans, 4 (23,5
%) pacienti boli po prelie¢eni antibiotickou lie€bou v anam-
néze (tab.¢.3). V klinickom obraze boli artralgie, myalgie, bo-
lesti hlavy, celkova inava, zvy3ena vycerpanost. Pacienti boli
po kompletnom vysetreni diagnosticky uzavreti ako iné neu-
rologické ochorenia.
12
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Diskusia:

Diagnosticky problém chronickej formy lymskej boreliozy
je vtom, Ze vzhladom na ¢asovy odstup, vacsina pacientov
ako aj lekdrov si neuvedomuje suvislost medzi predoslymi
koznymi, kibovymi, srdcovymi, resp. neurologickymi obtia-
Zami a su¢asnou neurologickou symptomatolégiou. Ide vié-
sinou o pacientov, u ktorych sa s odstupom &asu po preko-
nanej kozZnej formy lymskej boreliozy, pripadne sprevadzanej
inymi orgdnovymi priznakmi, objavia menlivo vyjadrené pre-
javy postihnutia centralneho aj periférneho nervového sys-
tému. Niektoré nase doterajsie skusenosti poukazovali aj na
uréité zmeny v imunologickom statuse pacientov, ktoré by
mohli ovplyviiovat niektoré diagnostické postupy a mohli by
byt v dosledku nelieCenej, resp. nedostatocne liecenej infek-
cii B. burgdorferi. V literatire sme sa stretli len s hodnotenim
komplementu C3 a C4 ako markerov, ktoré by mohli po-
ukazovat na akutnu a chronicku formu ochorenia (Stricker
a spol., 2009) a sledovanim subpopulacie CD 57 lymfocytov
a ich pokles sa ukazal ako uzitoény marker, poukazujuci na
dlhodobu infekciu spirochétou Borrelia burgdorferi. (Stricker
a spol., 2002).

Pri stanoveni cielov tejto prace sme predpokladali, ze imu-
nodeficientny stav u pacientov moze menit vysledky niekto-
rych testov, pouzivanych na stanovenie diagnostiky lymskej
boreliozy. Preto, v I. skupine pacientov, u ktorej bol vysledok
IFT a ELSA testu negativny, ale klinicky stav poukazoval na
moznost chronickej formy lymskej boreliozy, sme sa rozhodli
doplnit vySetrenia imunologickymi testami, ktoré ukazali
imunodeficientny stav. Predpokladali sme, Ze imunodefi-
ciencia ovplyvnila negativny vysledok IFT a ELISA testu,
a preto sme doplnili vySetrenie protilatok voci B.burgdorferi
konfirmaénym testom westernblot, ktory potvrdil pritom-
nost §pecifickych protilatok. Ordinovana antibioticka lie¢ba
odporuéovana u chronickej formy boreliézy spolu s imuno-
modulaénou lie¢bou, viedla k zlep$eniu klinického nalezu pa-
cientov (nepublikované udaje). Stav pacientov sme preto
uzavreli ako lymska borelidza diseminovana chronicka forma.
V IL skupine boli pacienti, ktori mali pozitivny IFT, ELISA
aj westernblot test a ast pacientov mala imunodeficientny
stav. VSetci pacienti boli zdverovani s diagnézou lymska bo-

relioza diseminovana chronicka forma. U pacientov bola or-
dinovana antibioticka liecba odporu¢ovana u chronickej
formy boreliozy spolu s imunomodulaénou liecbou u pa-
cientov, ktori mali imunodeficienciu a taktieZ viedla k zlep-
Seniu klinického nalezu. V III. skupine boli u pacientov testy
IFT, ELISA aj westernblot negativne, napriek anamnéze
a klinickym priznakom, ktoré by mohli byt aj v suvislosti
s lymskou borelézou a ¢ast pacientov malo aj poruchu imu-
nity, ale sme stav uzavreli ako iné neurologické ochorenia.

Zaver:

V praci sa snaZime upozornit, Ze pri negativnom sérolo-
gickom vySetreni a pri klinickom podozreni na diagnozu
lymskej borelidzy je potrebné doplnit vySetrenie konfir-
madnym testom - westernblotom a zhodnotenim imunolo-
gického nalezu, ktoré by nas informovalo o bunkovej a hu-
moralnej imunite. V pripade pozitivity westernblotu
a pritomnosti neurologickych obtiazi a psychickych zmien, je



ike lymskej boreliézy - chronickd forma, vyznam imunologického vySetrenia

Prispevok k diag

potrebné realizovat i vySetrenie cerebrospinalneho likvoru,
MR mozgu a niektoré daliie pomocné vysetrenia, ktoré nas
informujii o stave mozného neurologického ochorenia, za
{icelom moznej daliej antibiotickej a imunomodulaénej te-
rapie.
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Vysledky terapie u diseminovanej formy LB spolu s prehl'adom terapeutickych
postupov st uvedené v nasledujicej publikacii — 2. skupina 179 pacientov.
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Sihrn:

Prdca poddva prehlad o postupoch pri liecbe véasnej a chronic-
kej diseminovanej formy lymskej boreliozy (LB). Popri §tan-
dardnej antibiotickej liecbe v spoluprdci s logom sa ordi-
novala aj imunomodulacnad liecba. U pacientoy s véasnou
diseminovanou formou LB bola ordinovand liecba Immodi-
nom, resp. Polyoxid alebo I v trvani 6 mesiacoy
a u chronickej diseminovanej formy LB bola tdto imunomodu-
laéna liecba reall g v trvani 12 i U oboch skupin
sme pozorovali tistup subjektivnych tazkosti, objektivneho nd-
lezu, zlepSenie niektorych i logickych p , najmd
u véasnej diseminovanej formy LB.

KIuéové slova: lymska boreliéza, prehlad antibiotickej
(ATB) liecby, imunomodulaéné liecba u véasnej a chronic-
kej diseminovanej formy LB

Durovska J., Bazovska S., OndriSova M.,
Pancak J.: New knowledge about treatment
of disseminated Lyme borreliosis

Summary:
The work gives an overview of procedures for the treatment of

early and chronic forms of di inated Lyme borreliosis (LB).
In addition to dard antibiotic in collaboration with
i logists an i dulatory therapy was used. In pa-
tients with early di inated LB I di was pre-

scribed, in some cases Polyoxidonium or Imunor for 6 months
and in chronic disseminated forms of LB that immunomodula-
tory therapy was used for a period of 12 months. For both
groups, we observed reg of both symp and objectiy

findings, and some impr in g p
ters, particularly for early forms of disseminated LB.

Key words: Lyme disease, an overview of antibiotic
(ATB) therapy, immunomodulatory therapy in early and
hronic forms of di i dLB

Uvod

Lymska borelioza je multisystémové infekéné ochorenie
postihujice najéastejsie kozu, kI'by, srdce a nervovy systém.
Etiologickym agensom je baktéria - spirochéta Borrelia Burg-
dorferi sensu lato. V Eurépe dominuje genotyp Borrelia afzeli
vyvolavajiica prevazne koZné prejavy a Borrelia garini, ktord
sa manifestuje neurologickymi prejavmi a B. burgdorferi
sensu stricto, prileZitostne aj iné druhy ako B. spielmanii. Pre-
nasacom je kliet Ixodes ricinus. (Bazovska a spol., 2005).
Ziadne klinické manifestacie véak nie su pre boreliézu pa-

Novsie poznatky o lieche diseminovanej formy lymskej boreliozy

javi o niekol'ko dni az tyZdiov po zakliesteni (Berger, 1989
). Zle a nelie¢eni pacienti pr ju do v& j dise-
minovanej formy, kde sa uZ mozu objavit i prejavy postihnutia
nervového systému - periférna lézia n.VII, meningoencefali-
tidy, myelopolyradikuloneuritidy a iné prejavy poskodenia ne-
rvového systému.

Ak dojde k recidive klinickych taZkosti napriek liecbe,
a to najmi ak sa objavi celkova slabost, unavnost, artralgie,
myalgie a pod., méZe ist o chronicku formu LB. Liecba sa
stdva komplikovanejsia, mozZe ist aj o koinfekciu inymi bak-
tériami, najcastej§ie ide o bab
ainé.

V sucéasnosti v zasade existuji 2 nazory na sposob liecby
diseminovanej formy LB, ktoré sa lifia najmi v dlZzke poda-
vania antibiotik. V Spojenych §tatoch americkych su zastan-
cami dlhiieho podavania ATB liecby najma autori Burras-
cano a Donta (Donta, 2003, Burrascano, 2008). ATB liecba
pacientov v EBurépe je kratsia, riadi sa najma odporucenim vy-
danym European Union Concerted Action on Lyme Borre-
liosis (EUCALB 1997-2009). Dévodom dlhsieho podévania
ATB liecby je najmé predpokladana mozZna cysticka forma
borélii, o ktorej pritomnosti sa zatial uvaZovalo len in vitro
(Brorson a Brorson, 1999).

V r. 2008 viak publikovali kanadski autori (Miklossy J.
a spol., 2008) pritomnost spirochét v cystickej a granularnej
forme v mozgu u 3 pacientov s potvrdenou neuroboreliézou.
Rozdiely v sposobe liecby mozu byt dané i vyskytom roz-
dielnych druhov kmefiov borélii v USA a v Eurépe.

Jedna z najcastejsie pouzivanych latok v liecbe poéiatoé-
nych §tadii je Doxycyklin, ktory je schopny preniknit do
mozgu v davke 500 mg /p.o. denne, ktory prechadza hema-
tolikvorovou bariérou. Nizsie davky Doxycyklinu sa povazuju
za baktériostatické, ¢o nie je efektivne na eradikdciu choroby
(Donta, 1997).

Neskorsim prejavom infekcie st vel'mi Casto artralgie a my-
algie (Ostrov a Athreya, 1991). Komplikaciou mdze byt
i myokarditida alebo perikarditida, ktoré mozu byt i prvou kli-
nickou manifestaciou (Kimball a spol., 1989).

Po eliminécii koinfekcie je potrebné liegit LB jednak
v krvnom rieisku, intraceluldrne a aj v cystickej forme. Su
rdzne mozné kombinécie a odporucené postupy, ale v zasade
je potrebné eliminovat baktérie v krvnom riecisku antibioti-
kami tetracyklinovej, penicillinovej rady a cefalosporinmi.

Makrolidy ako Rulit, Zytromax a Klacid sa pouZivaju pre
schopnost prenikaf intraceluldrne (Donta, 2003). Antipara-
zitik4 (napr. Plaquenil) sa pouZivaju na predpokladanu cys-
ticka formu. Vyhodou kombinécie tychto liekov je zabrane-
nie vytvoreniu bakteridlnej rezistencie.

Uvad i niektoré dalsie kombindcie lickov, ktoré sa rea-

$hndaad

erlichiae/anaplazmy

tognomické. Diagnoza sa stanovuje na podklade epid.
logickej anamnézy, klinického obrazu a vysledkov pomoc-
nych vySetreni, vratane serologickych.

Prejavom skorej infekcie je erythema migrans - makulo-
papularny erytém vel'kosti v priemere 10-15 cm, ktory sa ob-
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lizuji najma u pacientov s alergickymi alebo inymi prejavmi
neznasanlivosti uz uvedenych liekov (Burrascano, 2008).

V Eurépe v roku 1997 bol vypracovany systém diagnostiky
a lie¢by jednotlivych $tadii LB, ktoré vypracovala European



ky o liecbe di.
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Union Concerted Action on Lyme Borreliosis (EUCALB
1997 -2009).

V Slovenskej republike t.€. plati Odborné usmernenie Mi-
nisterstva zdravotnictva SR (OUMZ SR) na diagnostiku
a lie¢bu lymskej choroby v Slovenskej republike ¢islo: 06486-
XX/2010-OZS ver. 2.008 v ktorom, okrem definicie, klinic-
kych manifestacii choroby, laboratérnej a mikrobiologickej
diagnostiky, roznych §tadii choroby ich diagnostiky su i od-
poruéené spdsoby liecby, ktoré vychadzaju z odporuceni EU-
CALB.

Niektoré odporucované terapeutické postupy
pri jednotlivych Stadiach LB:

1. Lie¢ba pri zaklieSteni (Nadelman a spol., 2001)

Pri zaklieSteni a po odstraneni kliesta niektori autori od-
poruéuju v ramci prevencie Doxycyclin 200 mg uZit jedno-
razovo, ak bol kliest zaklieSteny dlhsie ako 24 hod. sa odpo-
ruéuje uzit Doxycyclin 2x100 mg v trvani minalne 7 dni
(Nadelman a spol., 2001).

2. Lie¢ba véasnej lokalizovanej formy (EUCALB., 2009,
OUMZ SR., 2010) Erythema migrans, mozZné terapeutické

postupy:

1. Doxycyclin 2x200 mg p.o. 10 21dni

2. Penicilin V. 3x1000 mg p.o. 1021 dni

3. Amoxicillin -~ 3x500 mg p.o. 10-21 dni alebo 2x1000mg

3. Lie¢ba vcasnej disseminovanej formy (EUCALB., 2009,
OUMZ SR., 2010)

a., Neuroborelioza akitna, moZné terapeutické postupy:

1. Ceftriaxone  1x2000 mg i.v. minimalne 28 dni

2. Cefotaxime 3x2000 mg i.v. minimalne 28 dni

3. Penicillin G 3x3000 mg  i.v. 21-30 dni

Naisledne peroralne po i.v. lie¢be.

Doxycyclin 2x100 mg p.o. 30 dni, alebo Amoxycillin 3x 500-
1000 mg p.o. 14-30 dni.

b., Artritis, mozné terapeutické postupy:

1. Ceftriaxone  1x2000 mg i.v. 14-21 dni

2. Cefotaxime 3x2000 mg iv. 14-21 dni

3. Doxycyclin -~ 2x200 mg p.o. 14-30 dni

4. Amoxicillin 3x 500-1000mg p.o. 14-30 dni

¢., Carditis, mozné terapeutické postupy:

1. Ceftriaxone 1x2000 mg i.v. 14 dni

2. Cefotaxime 3x2000 mg iv. 14 dni

3. Penicillin G 3x3000 mg i.v. 14 dni

4. Chronicka lymska boreliéza (EUCALB., 2009, OUMZ

SR., 2010)

a., Acrodermatitis chroni phi mozné terapeutické
postupy:

1. Ceftriaxone  1x2000 mg i.v. 14-30 dni

2. Cefotaxime 3x2000 mg i.v. 14-30 dni

3. Penicillin G 3x3000 mg iv. 14-30 dni

4. Doxycyclin 2x100 mg p.o. 14-30 dni

5. Amoxicillin 3x 500-1000 mg p.o. 14-30 dni

b., Neuroborelioza chronickd, mozné terapeutické postupy:
1. Ceftriaxone  1x2000 mg i.v. minimalne 28 dni

2. Cefotaxime  3x2000 mg i.v. minimélne 28 dni
3. Penicillin G 3x3000 mg i.v. 21-30 dni

Ak dojde k recidive fazkosti, napriek adekvatnej lie¢be
véasnej formy LB, ktora sa prejavuje celkovou slabosfou,
a zvySenou tnavnostou, artralgiami, myalgiami, poruchy kon-
centrécie a novopamiti a pod., ide pravdepodobne o chro-
nicki formu neroboreliézy. Liecba sa stava komplikovanejsou,
pretoZe moZe ist aj o koinfekciu s inymi baktériami, proto-
zoami a pod. Liecba LB je lahsia, ked' sa koinfekcie eliminuji
(Nadelman a spol., 1997).

Skusenosti niektorych najmé americkych autorov v po-
slednych rokoch odporugaju uzivat antibiotikum tetracykli-
novej rady Doxycyclin v davke 400-600 mg/ defi aZ v trvani
do 60 dni (Donta, 1997, Burrascano, 2008).

Doxycyclin je schopny preniknit hematolikvorovou ba-
riérou a davka 500 mg/de p.o. sa povaZuje za baktericidnu,
niz8ie davky doxycyclinu sa povaZuju za baktériostatické.

Ak sa spirochéty B.burgdorferi dostanu pre nich do ne-
priaznivého prostredia (napr. pri uZivani antibiotickej liecby),
st schopné vytvorit cysticku formu, ktora sa javi rezistentna
i niekol'ko tyZdiiov voéi imunitnému systému a beZnej anti-
bxouckej liecbe. Tieto ,spiace” bakténe sa moZzu aktivovat pri

kon&eni antibiotickej lie¢by (Brorson a Bror-
son. 1998). Pri priaznivych podmienknch pre baktériu do-
chadza k vzniku infiltratov cievnej steny a perivaskuldrnych
priestorov, o umoZziuje perzistenciu spirochét radovo i nie-
kol'ko rokov (Meier a Grehl, 1988).

V sticasnosti sa odporuéuje, Ze spravna lie¢ba pozostavala
z prvotnej eliminicie koinfekcie. (Nadelman a spol,
1997). Ked' boli eliminované koinfekcie, je potrebné elimi-
novat baktérie jednak v krvnom rieéisku, intracelulirne a v cys-

tickej forme.
Antibiotika tetracyklinovej rady, penicillinovej rady a ce-
falosporiny su vaési hopné eradikovat baktérie

v krvnom rie¢isku (Donta, 1997). Makrolidy ako Rulid (Ro-
xytromycin), Zitromax ( Azytromycin) a Klacid (Klaritro-
mycin) si poZivané intracelularne (Donta, 2003).

Flagyl (Metronidazol), Fasigyn (Tinidazol, Fluconazol)
a Plaquenil (Chloroquine) sii i¢inné na cysticki formu (Bror-
son a Brorson, 1999).

Vyhodou kombinovanej lie¢by je zabranenie vytvorenia
bakteridlnej rezistencie. Doterajsie klinické skusenosti po-
ukazuju, Ze pacient by mal byt aspofi 2 mesiace bez fazkosti
pred ukon¢enim antibiotickej lie€by. V pripade pretrvavania
tazkosti je potrebné vyluéit ind pri€¢inu (Donta, 2003).

Tabul'ka ¢.1-11 informuje o pripravkoch, ktoré sa uplatiuji
pri liecbe roznych §tadii lymskej choroby a koinfekcie. Tato
lie¢ba odraza skusenosti prevazne americkych autorov u pa-
cientov s lymskou boreliézou.

oj formy lymskej boreliézy

Doryx; Terramycin; 300-600 mg/den
Vibramycin,

Doxybene 1500-2000 mg/den
Doxyhexal

Minocin; a pod. 200-400 mg/den

Tab.é..1 - Antibiotika tetracyklinovej a penicilinovej rady - véasnd fiza

(Burrascano, 2008).
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Klinicka i logia a alergologia
Amoxil; Biomox; i 1500-4000 mg/den Tieto latky sa pouzivaju na kvasinkové infekcie a liecbu cys-
Polymox; tickej formy Lymskej choroby
Ceftin, Ceclor 3 x1000 mg/dei Imunoglobuliny IVEGA
Rocephin 1x2000 mg/den
Lendacin 1x2000 mg/den Tabi. 10 -1 logickd lietba - chronickd disemi >

Tab.é. 2 - Antibiotikd penicillinovej rady - véasnd diseminovand forma
(Wormser a spol, 2003).

Uvedené vyssie davky su potrebné, aby sa dosiahla bakte-
ricidnost a aby bol zabezpeceny p p hematolik:
barierou. Doxycyclin je Easto prva vol'ba v liecbe, nakol'ko eli-
minuje koinfekciu erlichiami/anaplazmami.

Rulid, Rothricin 2x300 mg /deit
Zithromax 250 mg - 600 mg/den
Klacid 1500 mg/deit

Jorma (Katz, 2009, Wilner, 2009)

Novsie sa skiida lie¢ba pomocou:

(HBOT) Hyperbaric Oxygen Treatment

Hyperbarické kyslikova lie¢ba - je to liecba, ktoré sa deje
vo vysokotlakovej kyslikove;j k

ICHT (internal heat by use of Dinitrophenol. Usnic acid)
Intracelluldrna hypertermicka lie¢ba pri pouZiti Dini-
trophenolu alebo kys. Urénovej (vznika enzymat. oxidé-
ciou glukézy) - je to experimentalny lieGebny postup pre

Tab.c. 3 - Mak

lidy - véasna dis
(Donta, 2003, Burrascano, 2008).
Prechadzaji hematolikvorovou barierou, posobia na in-
tracellularnej trovni, ak sa kombinuju s Trimethoprim-sulfa-
methaxozolom su uéinné na liecbu babeziozy.

i forma

Plaquenil 200 mg - 400 mg /den

Tab.é. 4 - Antiparazitikd- véasnd aj chronickd diseminovand forma
(Brorson a Brorson, 2002, Burrascano, 2008,).

lym. chorobu, kde sa zvy3uje intracellulirna teplota na
hladiny dostacujiice na zabitie spiroché
Tzv. Rife Machine

Je to terapia, ktora zahriiuje vyslanie slabého elektrického
prudu pri rdznych frekvenciach.

Tab. é. 11 - Alternativne sposoby liecby

Ciel prace
Cielom nasej prace je informovat o moznych dalsich po-
stupoch v terapii diseminovanej formy LB, s vyuZitim imu-

Plaquenil sa v kombinacii s Doxycyklinom s Clarit} y
cinom pouZiva na liecbu cystickej formy Lymskej choroby.
Flagyl 2x 750 mg / dei
Fasigyn 1500 mg - 3000 mg / deit
Tab.¢. 5 - Chemoterapeutikd - véasnd aj chronickd diseminovand forma
(Brorson a Brorson, 1999, Klein a Cunha, 2001, Burrascano, 2008).
Tieto latky sa poZivaji na lie€bu cystickej formy Lymskej
choroby, nemali by sa uzivat s tetracyklinom. PouZivaji sa
radsej v kombinécii s cefalosporinmi.

1200 mg / dei

nomodulaéne;j liecby.

Material a metodika

Vysetrili sme 179 pacientov s diseminovanou formou LB,
ktorych sme rozdelili do 2 skupin:

1. skupina - lymska boreliéza véasna di
(73 pacientov, priemerny vek 42.7, M:44, Z:29)

I1. skupina lymské boreliéza disseminovana chronicka
forma (106 pacientov, priemerny vek:45.6, M:44, Z:62).

U pacientov v L. a IL. skupine, ktori k ndm prisli uz v ne-
skor§om $tadiu ochorenia, sme u vsetkych doplnili anam-

4 forma

Rifadin, Rimactane Rifamp

Tab.é. 6 - Ansamycinové antibiotikd- véasnd aj chronickd diseminovand forma
(Burrascano, 2008).
Uziva sa v kombinécii s Doxycyklinom ako liecba koin-
fekcii bartonellou a ehrlichiou.

Tobradex

Gentamycin
Tab.é. 7 -Aminoglykozidy- véasnd aj chronickd diseminovand forma
(Burrascano, 2008).
Obe sui vhodné na lie¢bu koinfekcie bartonellou.

Questran (cholestyramine)

Tab.é. 8 - Hypolipidemika- chronicka di
(Schoemaker a spol., 2005).
Predpoklada, sa Ze podiela na odstrafiovani toxinov, ktoré
vyluéuju spirochéty B. burgdorferi.

i d forma

Mycostatin; Myco-
statin Pastilles; Nil-
stat; Nystex Diflucan

200 mg/deir

Tab.é. 9 - Antimykotika- véasnd aj chronickd diseminovand forma
(Schardt, 2004).
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nézu, zhodnotili predchédzajuce vysetrenia a liecbu a po kli-
nickom neurologickom vySetreni sme realizovali stanovenie
protilatok proti B. burgdorferi skriningovymi vySetreniami
IFT, ELISA a konfirmaénym testom westernblot.Pri klinic-
kom podozreni na LB aj pri negativnom sérologickom vy-
setreni (IFT, ELISA) sme na zaklade nasich doterajsich sku-
senosti (Durovskd a spol., 2010) doplnili vySetrenie
konfirmaénym testom - westernblotom a realizovali imuno-
logické vysetrenie.

Imunologické vysetrenie na bunkovii a humorélnu imunitu
pozostévalo z testov stanovenia monoklonalnych CD proti-
latok- metédou prietokovej cy rie a vySetrenie autopro-
tilatok IFT metédou - proti jadram buniek (ANA), proti ba-
z4lnym membrénam (ABMA), proti bazdlnym membranam
glomerulov (ABMG), proti bazalnym membranam tubulov
(ABMT), proti mitochondriam (AMA), proti srdcovému
svalu (AMCA), proti neutrofilnym leukocytom (ANCA),
proti jadierkam (ANLA), proti parietdinym bunkim
(APCA), proti retikulinu (ARA), proti prie¢ne pruhovanym
svalom (ASKmA), proti hladkému svalu (ASMA), proti §tit-




Novsie p ky o liecbe di

of formy lymskej boreliozy

nej zlaze (ATA), proti cievnemu endotelu (AVEA), (Atassi
MZ a spol., 2008).

U pacientov I. a I1. skupiny sme vychadzali pri ATB liecbe
z odporuéeni OUMZ a EUCALB, ktoré sme Ciastocne mo-
difikovali na zéklade klinického nalezu a vysledkov pomoc-
nych vysetreni.

Na zéklade ziskanych vysledkov o imunologickom stave
sme rozdelili pacientov podla zavaznosti deficitu imunolo-
gického stavu do 2 skupin a v spolupraci s imunolégom bola
realizovana imunomodulaéna liecba Immodinom, Polyoxi-
doniom alebo Imunorom popri zdkladnej ATB liecbe. Pa-
cienti L. skupiny s véanou fazou diseminovanej formy LB mali
Tahsi imunodeficientny stav a boli lieGeni 6 mesiacov imu-
nomodulaénou lie¢bou. Pacienti I1. skupiny s chronickou for-
mou LB mali tazsie postihnutie imunologického stavu a boli
lie¢eni 12 iacov i ydulaénou liecbou. Stav pa-
cientov sme hodnotili na zaklade subjektivnych udajov pa-
cienta o zlepseni, & nezlepSeni stavu, objektivnych klinickych
priznakov a zmeny laboratérnych parametrov.

Vysledky:

V 1. skupine 51 pacientov sme po ATB liecbe a 6 mesac-
nej imunomodulaéne;j lie¢be za li po 6 i h od
ukonéenia lieéby ustup klinickych priznakov -artralgii a cel-
kovej iinavnosti a zlepsenie laboratornych parametrov. U222
pacientov prislo len k Giastoénému zlepseniu, ustup artralgii,
myalgii, pretrvvala celkova unavnost.

V 11 skupine 65 pacientov sme po ATB liecbe a 12 me-
sacnej i dulaénej liecbe za li po 6 mesia-
coch od ukonéenia liecby zleps: (ustup Klinickych pri-
znakov artralgii a celkovej inavnosti a zlepSeniu niektorych
laboratérnych parametrov. U 35 pacientov po 6 mesiacoch po
ukonéeni lie¢by doslo k Eiastoénému zlepSeniu (Ustup ar-
tralgii, myalgii, pretrvavala celkova unavnost). U 9 pacientov
bol stav po ukonéeni liecby prakticky nezmeneny. Nepozo-
rovali sme zhorSenie stavu pacientov.

Diskusia a zavery:

Lymska boreliéza v sicasnosti predstavuje diagnosticky
a terapeuticky problém. Zaéina sa predlzovat ATB lieba, zvy-
§uju sa davky, vzhladom na novsie poznatky vyvoja jednotli-
vych foriem. Dévodom dlhsicho podavania ATB liecby je
najmi predpokladana mozna cysticka forma borelii, o ktorej
pritomnosti sa zatial uvaZovalo len in vitro (Brorson a Bror-
son, 1999). V r. 2008 viak poukazali kanadski autori (Mi-
Klossy J. a spol., 2008) na pritomnost spirochét v cystickej
a granularnej forme v mozgu u 3 pacientov s potvrdenou ne-
uroboreliézou.

Podla skusenosti americkych autorov (Donta, 2003, Bur-
rascano, 2008), mé spravna lie¢ba neskorej disseminovanej
formy pozostavaf z prvotnej eliminacie koinfekcie a po jej eli-
mindcii je potrebné eradikovat baktériu jednak v krvnom rie-
gisku, intracelularne a i v cystickej forme. Su rdzne mozné
kombinécie a odporucené postupy, ale v zésade je potrebné
eradikovat baktériu v krvnom riecisku antibiotikami tetra-
cyklinovej, penicillinovej rady a cefalosporinmi. Makrolidy
ako Rulit, Zytromax a Klacyd st pouZivané pre prenikavost
intracelularne. Flagile, Fastigyn a Plaquenil su pouZivané na

Skupina(pacienti) ZlepSeni Ciast. zlepSeni Nezmeneni
1.(73) 51 22 0
IL. (106) 65 35 9

Zhorseni
0
0

cysticki formu. Vyhodou kombinacie tychto liekov je zabra-
nenie vytvoreniu bakteridlnej rezistencie. Pri chronickych
formach je odporuéena komplexna lie¢ba aZ 6-11 mesiacov
a pacient by mal byt bez symptomov 2 mesiace pred ukon-
Eenim antibiotickej liecby (Donta, 2003). Oproti tymto pred-
stavam o lie¢be existuju najmé v Eurépe dopor é po-
stupy, ktoré si z hladiska dizky ATB liecby kratsie
(EUCALB,, 2009 , OUMZ SR., 2010).

V poslednom obdobi niektori autori (Katz 2009, Wilner
2009) okrem ATB lieby zvaZuju aj prinos imunologickej
liegby, ktoré sa javi prospesna najma pri chronickych forméach
LB, kde su v popredi neuropatické bolesti.

Tieto ojedinelé literarne iidaje spolu s nasimi skusenostami
nas viedli k uvahe o potrebe skimania imunologického sta-
tusu u pacientov s LB a na zaklade ziskanych vysledkov po
konzultacii s imunolégom zvaZit potrebu imunomodulacne;j
terapie.

Prica podava prehlad o postupoch pri lietbe véasnej
a chronickej diseminovane;j formy lymskej boreliézy (LB). Po-
pri §tandardnej antibiotickej liecbe v spolupréci s imunolé-
gom sa ordinovala aj imunomodulaéna lie¢ba. U paci
s véasnou diseminovanou formou LB bola ordinovana liecba
Immodinom, resp. Polyoxidoniom, alebo Imunorom v trvani
6 mesiacov a u chronickej diseminovanej formy LB bola tato
imunomodulaéna lie¢ba realizovana v trvani 12 mesiacov.
U oboch skupin sme pozorovali ustup subjektivnych taz-
Kosti, zlepsenie objektivneho nalezu a niektorych imunolo-
gickych parametrov, najma u véasnej diseminovanej formy
LB.
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Vysledky 3.skupiny 82 pacientov.

PCR V DIAGNOSTIKE LYMSKEJ BORELIOZY
U NEUROLOGICKYCH PACIENTOV PREDBEZNE
VYSLEDKY

PCR IN THE DIAGNOSTICS OF LYME BORRELIOSIS IN
NEUROLOGICAL PATIENTS. PRELIMINARY RESULTS

M. Zahorska', S. Bazovska?, J. Durovska®, J. Pancak’

' Mikrobiologicky astav LF UK a FN Bratislava,
2 Ustav epidemiologie LF UK Bratislava
*I.neurologicka klinika FN LF UK Staré mesto,Mickiewicsova 13 Bratislava

Abstrakt

Cielom nasej prace je sledovanie spolahlivosti PCR vySetrenia, kde sme sa za-
merali na dokaz pritomnosti 165 Borrelia burgdorferi sensu lato v likvore. Ide
0 metddu s elektroforetickou detekciou produktov amplifikacie v agarézovom
géli komercnym kitom «AMPLISENS® Borrelia burgdorferi sensu lato » poskyt-
nuty firmou Ecoli .

Lymska boreliéza je polysystémové zapalové ochorenie, ktorého klinicka dia-
gnostika je dost’ obtiazna,hlavne v neskorsich $tadiach.Okrem postihnutia orga-
nov a tkaniv priamym pésobenim mikroorganizmov sa totiz na klinickom stave
pacienta mozu uplatfiovat’ aj imunopatologické procesy podporované mnoho-
rocnym preZivanim borélii v postihnutych tkanivach. Z toho ties vyplyva aj ob-
tiaznost’ mikrobiologickej diagnostiky, ktora bola doteraz zamerana hlavne na
ddkaz protilatok. V ostatnom obdobi sa viak Coraz Castejsie zacina vyuzivat' na
detekciu pritomnosti borélii matoda PCR,aj ked' literarne Gdaje v hodnoteni
tejto diagnostiky st dost' rozdielne.

V obdobi od decembra 2007 do maja 2009 sme vy3etrili likvor od 62 pacientov.
Likvor bol odoberany od pacientov s u? klinicky diagnostikovanou Lymskou bore-
liézou resp. s podozrenim na neuroboreliozu na |.neurologickej klinike FN Staré
mesto v Bratislave a na neurologickej klinike v Ziari */Hronom.

Pozitivny PCR nalez sme zistili u 22 pacientov (35,5 %), negativnych bolo 40
(63,5 %).

Nase pedbezné vysledky poukazuju na to,Ze test «~AMPLISENS® Borrelia burg-
dorferi sensu lato » (firma Ecoli) je vhodny na doplnenie mikrobiologickej dia-
gnostiky u pacientov s neuroboreliézou. V dalSej praci sa zameriame na sicasni

180 |__
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klinigkﬁ a mikrobiologicky analyzu vysledkov viacerymi diagnostickymi meto-
dami,nakolko vysledky sérologickych vySetreni pri diagnostike boreliézy mozu
byt variabilné a ich interpretacia vyzaduje (izku spolupracu osetrujiceho lekara
a mikrobioléga.

Klcové stova: Lymska boreliéza,diagnostika,neuroboreliéza,amplifikicia,e-
lektroforéza

Tato praca bola &iastoéne podporena projektom VEGA 1/4282/7
a 1/4281/07

Abstract

The aim of this study was to monitor the reliability of PCR exami-
nation, and to detect the presence of 16S Borrelia burgdorferi sen-
su lato in CFS. It is a method with electrophoretic detection of the produ-
cts of amplification in agarose gel using the commercial kit ,, AMPLISENS
® Borrelia burgdorferi sensu lato“ that was supplied by the firm Ecoli.
Poly-systemic Lyme disease is an inflammatory disease in which the clinical di-
agnosis is quite obscure, especially in the late stages. Not only the organs and
tissues are affected by the direct activity of the microorganisms, but there are
also some immunopathological processes that play a part in the clinical status
of the patient, which are mainly supported by the fact that borrelia are able
to survive inside the affected tissues for many years. From this point we can
also derive the obscurity that was mentioned earlier in achieving a clear micro-
biological diagnosis, that has been carried on mainly by serological methods
focused to the detection of antibodies. Recently, there has been an increased
interest in using PCR method in confirming the presence of Borrelia. The discus-
sion in scientific literature however is still going on regarding the feasibility of
this method as a diagnostic tool for specific and sensitive confirmation of the
diseases.

In the period between December 2007 and May 2009, we examined cerebrospi-
nal fluid from specimens that were obtained from 62 patients. All samples were
obtained from patients who were already clinically diagnosed with Lyme disease
respectively with suspected neuroborreliosis who were hospitalized in Neurolo-
gy Clinic - The Medical Faculty Hospital - The University of Comenius - Old Town
and at the neurological clinic in Ziari nad Hronom.

Positive PCR findings were detected in 22 patients (35.5%), negative in 40
(63.5%).

Our preliminary results point to the fact the kit ,,AMPLISENS ® Borrelia burgdor-
feri sensu lato” (Ecoli) is convenient for completing the microbial diagnostics in
patients with neuroborrellqsis. In the other study we are concentrating on the
current clinical and microbiological analysis of results using several diagnostics
methods, due to the fact.t.h.at the results of serological examinations in the
diagnostics of Lyme borreliosis can be variable and the interpretation requires
close cooperation between the physician and the microbiologist.

|
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- Key wiords: Lyme disease, diagnostics, neuroborreliosis, amplification, and
electrophoresis.

This work was partially supported by the project VEGA 1/4282/7 and
1/4281/07.

Uvod

Lymska boreliéza je polysystémové zapalové ochorenie , ktorého klinicka
diagnostika je dost obtiaZna, hlavne v neskorSich $tadiach.Okrem postihnutia
organov a tkaniv priamym pésobenim mikroorganizmov sa totiz na klinickom
stave pacienta mozu uplatiovat aj imunopatologické procesy podporované
mnohorocnym prezZivanim borélii v postihnutych tkanivach. Z tohoto tiez vy-
plyva aj obtiaznost' mikrobiologickej diagnostiky, ktora bola doteraz zamerana
hlavne na dokaz protilatok. V ostatnom obdobi sa ¢oraz ¢astejsie zacina vy-
uzivat na detekciu pritomnosti borélii metéda PCR, aj ked este nie je Stan-
dardizovana a literarne udaje st v hodnoteni tejto diagnostiky dost' rozdielne.
Citlivost' a Specifickost' reakcie umoziuje detekciu patogéna , ak je v klinickej
vzorke menej ako 10 spirochét. Na dokaz je vhodnym materialom kozna biopsia,
moc, sérum, plna krv. Vyznamnym prinosom je detekcia zo synovialnej tekutiny
(85%), synovialneho tkaniva a likvoru (24 - 100 %). Preto je prepoklad, ze PCR
metoda by mohla prispiet’ k diagnostike zmieSanych infekcii vyvolanych viacery-
mi genotypmi borélii. PoZiadavkou je ale reSpektovanie genotypovej heteroge-
nity podla geografickej distribucie.

Ciel prace

Kit «<AMPLISENS ® Borrelia burgdorferi sensu lato~, poskytnuty firmou Ecoli
v ramci grantovej Ulohy, je pévodne uréeny na dékaz pritomnosti borélii v biolo-
gickom materiali, predovsetkym u kliestov. Cielom nasej prace bolo otestovanie
tohto kitu na detekciu Borrelia burgdorferi s.l. v likvore u pacientov s podozre-
nim na neuroboreliézu.

Material a metody

V obdobi od decembra 2007 do maja 2009 sme vysetrili likvor od 62 pacien-
tov. Likvor bol odoberany od pacientov s uz klinicky diagnostikovanou Lymskou
boreliézou resp. s podozrenim na neuroboreliézu na I. neurologickej klinike FN
Staré mesto v Bratislave a na neurologickej klinike v Ziari "/Hronom.

Sérologicka diagnostika sa vykonavala na Ustave epidemiolégie LF UK, odkial
nam bol na PCR vy3etrenie odosielny likvor od vybranych pacientov.

Na dokaz pritomnosti borélii sme pouzili 0,5ml likvoru a komerény kit« AM-
PLISENS ® Borrelia burgdorferi sensu lato » (Ecoli) zaloZeny na detekcii 165 rRNA
Borrelia burgdorferi s.l.Charakteristika diagnostického testu je uvedena v ta-
bulke 1. Vyhodnotenie vysledkov analyzy kontrolnych reakcii je v tabulke 2.

18|
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Tabulka 1: Charakteristika diagnostického testu

deoEet yyvsled'kov analyzy sa vykondva na zaklade pritomnosti alebo
ngl;,?ntomnostl specifickych DNA bandov, vizualizovanych na elektroforetickom
géli.
Dlzka Specifickych bandov amplifikovanych fragmentov cDNA :
® Borrelia burgdorferi sensu lato - 370 bp,
* vnatornej kontroly - 571 bp

Tabulka 2: Vyhodnotenie vysledkov analyzy kontrolnych reakcii

; M

K+ e -

Pod pozitivnymi sa chdpu vzorky, ktoré obsahuju specificky svietiaci band na trovni 370
bp vicsej alebo mensej intenzity, nazdvisle od pritomnosti alebo nepritomnosti bandu
vnutornej kontrolnej vzorky. Band vnatornej kontrolnej vzorky méZe chybat’ vo vzorkdch
s vysokou koncentrdciou rRNA Borrelia burgdorferi sensu lato.

Negativnymi sa chdpu vzorky, ktoré obsahuji band 571 bp viiéej alebo mensej intenzity
(okrem negativnej kontroly etapy PCR « K- »).

Vysledky

Vy3etrili sme material od cielene vybranych 62 pacientov (100%) s diagnozou
susp. neuroboreli6za, uktorych bola sérodiagnostikou dokazana pozitivita (graf1).

PCR pozitivny nalez sme zistili u 22 pacientov (35,5 %) , negativnych bolo 40
(63,5%). Ako pozitivnu sme hodnotili vorku , ktora obsahovala Specificky band
svietiaci s mensou alebo vaéSou intenzitou na Grovni 370 bp. Negativna bola
vzorka, ktora obsahovala band 571 bp (obr. &.1).

|
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Obrdzok 1: Vyhodnotenie vysledkov PCR analyzy

HMpoz Mneg

Graf 1: Vysledky vy3etrenia likvoru

Diskusia a zavery

Nase predbezné vysledky zatial poukazuji na to,ze komercny kit « AMPLI-
SENS ® Borrelia burgdorferi sensu lato »(Ecoli) by bolo mozné v indikovanych
pripadoch pouzit aj priamo na vy3etrenie likvoru u pacientov s neuroboreliozou.
Vieobecne senzitivita a tiez Specificita PCR testu zavisi od niekolkych ukazova-
telov, ako je napriklad optimalizacia podmienok, charakter primerov, mnozstvo
a Cistota nukleovej kyseliny v materiali , atd.

Vyhody testu:
1. kompletné vybavenie vietkymi komponentmi (tab.1),
2. mensie riziko kontaminacie primerov.

Nevyhody testu:

1. pracnost,

2. izolacia najprv RNA ktora je dost nestabilna a v kratkom ase sa rozpadava,
z toho vyplyva nutnost rychleho pretransformovania do stabilnej do cDNA,

3. obmedzené mnozstvo vysetreni.

4 — -
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'V d'al3e¢j praci by sme sa chceli zamerat' predovsetkym na si€astni klinicku
a mikrobiologickd analyzu vysledkov viacerymi diagnostickymi metdédami, na-
kolko vysledky v diagnostike lymskej boreliézy mézu byt variabilné a ich inter-
pretacia vyzaduje Uzku spolupracu osetrujlceho lekara a mikrobioléoga.
V ramci vysetreni by sme potom chceli vyuzit' d'alSie typy PCR metod, ktoré
by poskytli primery na bliZSie identifikovanie jednotlivych genospecies.
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Lymska boreliéza a demyelinizaéné ochorenie CNS
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SUHRN

Praca popisuje ochorenie u 55-roéného pacienta, u ktorého bolo diagnostikované demyelinizaéné
ochorenie nejasnej etiolégie. Pacient prekonal v roku 2004 lymskia boreliézu. V sére boli pritomné
Specifické protilatky IgG proti B. burgdorferi s. 1. V likvore sa nedokazala pritomnost
intrathekalnych protilatok, ale PCR vySetreniami sa potvrdila pritomnost DNA genotypu B.
garinii. MoZno predpokladat, e perzistencia borélii v organizme by mohla byt jednym zo
spustadov autoimunitného procesu, ktory viedol k vzniku demyelinizaéného ochorenie CNS.
KTiéové slova: demyeliniza&né ochorenie CNS - DNA B. garinii v likvore.

SUMMARY

Bazovska S., Durovska J. Pancak dJ., Zaborska M., Derdakova. M.: Lyme Borreliosis and
Demyelinating Disease of the Central Nervous System

A case report is presented of a 55-year-old patient diagnosed with a demyelinating disease of
unclear etiology. The patient had Lyme borreliosis in 2004. Specific IgG antibodies against
B. burgdorferi s. 1. were detected in the serum. Intrathecal antibodies were not found in the
cerebrospinal fluid, but the presence of B. garinii DNA was confirmed by PCR analysis. It can be
hypothesized that the borrelial persistence in the body may have been one of the triggers of the

autoimmune process resulting in demyelination of the central nervous system (CNS).
Keywords: demyelinating disease of the CNS - B. garinii DNA in the cerebrospinal fluid.

Uvod

Lymska boreliéza je multisystémové ochore-
nie, ktorého klinické priznaky v neskorsich &ta-
didch méZu pripominat rézne iné ochorenia.
V patogeneze ochorenia sa tu uplatiiuji predov-
Setkym autoimunitné procesy, ktoré sa uplatiuji
aj pri demyelinizaénych ochoreniach CNS. Ich eti-
olégia je multifaktoridlna, podmienena geneticky
a enviromentdlnymi vplyvmi [10]. Niektoré 3tu-
die poukazuju aj na riziko vzniku tychto ochoreni
v suvislosti s niektorymi infekciami, ako napr.
Epstein-Barrovej virusom [1], resp. s mikroorga-
nizmami, ktoré dlhodobo perzistuji v organizme
a priamo alebo nepriamo aktivuji autoimunitné
procesy v CNS. Experimentélne prace poukazuju
nato, Ze aspori niektoré demyelinizaéné procesy
si mediované makrofdgmi a perzistencia pato-
génnych mikroorganizmov sa povazuje za déleZi-
ty faktor indukujici demyelinizéciu [7]. Schmutz-
hard [9] poukazal nato, Ze aj infekcia Borrelia

burgdorferi by mohla byt v kauzalnom vztahu
ku sclerosis multiplex a progresivna forma sclero-
sis multiplex méZe aj klinicky pripominat progre-
sivnu boréliovi encefalomyelitidu [3]. Uvadzame
kazuistiku 54-ro¢ného pacienta s demyelinizaé-
nym ochorenim CNS nejasnej etiolégie, kde labo-
ratérne vySetrenia poukazuji na moZny vztah
k lymskej boreli6ze.

Kazuistika

Pacient G. M., 55-roény, prekonal v roku 2004
po poStipani klieStom lymski boreliézu, preliede-
ny bol ATB. V tom istom roku bol operovany pre
herniu diskov L4/5 a L5/SI. V roku 2006 a 2007
bol hospitalizovany pre poruchy artikul4cie, poru-
chy jemnej koordinéacie rik, mravenéenie v steh-
néach s dg. sclerosis multiplex/vaskulitida. Vyset-
renie MRI mozgu bolo opakovane s nélezom T2
hyperintenzivneho loZiska vysoko P vlavo + dal-
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gie bilat. P, popisané ako ischemické. V likvore
boli pritomné zvySené gamaglobuliny, oligoklo-
néalna skladba nebola pritomna. Stav bol na
zéklade klinickych vySetreni uzavrety ako sclero-
sis multiplex, SP forma a lieeny interferénom
(Betaferon). Pre vedlajsie tiéinky, napriek stabili-
zovanému stavu, lie¢ba bola zmenena na Copaxo-
ne-glatimeracetat. V tom &ase bola zah4jena lieé-
ba aj Seroxatom pre depresie. Néasledne doslo
k podstatnému zhorSeniu zdravotného stavu
a v januari 2009 bol pacient hospitalizovany na
prehodnotenie zakladnej diagnézy.

Vy&etrenie likvoru ukéazalo Iahki proteinocyto-
logicku disocidciu a hypergamaglobulinémiu bez
porusenia hematolikvorovej bariery. Protilatky
proti B. burgdorferi s. 1. — sérum ELISA IgG pozit.
(semikvantitativne hodnotenie R 2,5), IgM negat.,
WB IgG pozitivny (Vls++, p17++, p18++ a 5 ne-
gpecifickych linif), likvor IF IgG 1 : 4, IgM negat.,
IA 0,68 negativne.

PCR vy&etrenie likvoru na pritomnost B. burg-
dorferi s. 1. kitom Amplisens na detekciu 16
S rRNA bolo pozitivne, po izolacii DNA komeré¢-
nym kitom DNA easy tissue (Qiagen) vySetrenie
nested PCR v dvoch dalsich laboratéridch potvr-
dilo pritomnost B. garinii.

Vzhladom k moZnej cievnej etiolégii boli reali-
zované vySetrenia: echo-flow, ktoré bolo
v norme, embolidetekcia, kde boli zaznamenané
ojedinelé nepresvedéivé hyperintenzivne signaly
vpravo a TEE, ktoré bolo v norme. EEG, LTM
a CT mozgu boli v norme. Diagnéza bola uzavreta
ako demyeliniza&né ochorenie CNS nejasnej etio-
logie.

Diskusia

Klinicky priebeh a laboratérne vySetrenie
u pacienta potvrdili diagnézu demyelinizaéného
ochorenia CNS nejasnej etiolégie. Laboratérne
vySetrenie na pritomnost gpecifickych protila-
tok proti B. burgdorferi poukézalo na ich pri-
tomnost v sére, ale intrathekéalna produkcia
protilatok, ktora je typicka pre chronicku bore-
li6zu sa nepotvrdila. Na druhej strane vySetre-
nia PCR testami potvrdili pritomnost DNA
genotypu B. garinii v likvore. Samotné vySetre-
nie PCR méa nizku senzitivitu a v telesnych
tekutinach sa borélie nachadzaju v nizkej kon-
centracii [5]. Testy nie si Standardizované,
a preto sme vy3etrenie likvoru robili v 3 nezéa-
vislych laboratériach. Samotny vyznam néalezu
borélii alebo DNA v likvore pacienta nie je vzdy
jasny. I ked u vicéSiny pacientov tento nélez je
v spojeni s klinicky diagnostikovanou neurobo-
reliézou, u niektorych pacientov bol prekvapu-

juci [11]. Nezistili sa u nich klinické priznaky
charakteristické pre diagnézu lymskej borelié-
zy, &o sa pozorovalo skorej v suvislosti s izola-
ciou B. afzelii ako pri naleze B. garinii, ktory bol
skoro vZdy spojeny s typickymi klinickymi pri-
znakmi lymskej boreliézy.

Lymské boreliéza prebieha velakrat nepozna-
ne, subklinicky alebo s miernymi klinickymi
priznakmi [6], nago poukazuje aj vyskyt antibo-
réliovych protilatok u zdravej populacie [2].
DNA B. burgdorferi mbZe po ochoreni alebo aj
po nepoznanej infekcii pretrvavat v organizme
mesiace a% roky [4, 6, 11]. Pacient G. M. preko-
nal v roku 2004 lymsku boreliézu, na ktori bol
lieteny a nie je jasné, & pretrvavanie DNK
B. garinii u pacienta mohlo viest k reakcii orga-
nizmu, ktora podporila vznik demyelinizaéného
ochorenia. Slovensko patri medzi endemické
oblasti vyskytu lymskej boreliézy a vySetrenie
klie¥tov poukazuje nato, Ze najfastejSie sa
vyskytuje genotyp B. garinii [8], ktory sa dava
najviac do stvislosti s neurologickym pogkode-
nim. V patogeneze neskorsich §tadii lymskej
boreliézy ako aj réznych ochoreni CNS sa uplat-
fluji autoimunitné procesy. MoZno predpokla-
dat, Ze infekcia B. garinii, ktora ma za néasledok
perzistenciu borélii v organizme, moZe byt jed-
nym zo spustaov autoimunitného procesu ve-
diceho k vzniku ochorenia CNS.

Zaver

Perzistencia patogénnych mikroorganizmov
v organizme sa povazuje za jeden z faktorov, kto-
ré vedd k demyelinizaénym ochoreniam. Pritom-
nost B. garinii v likvore u pacienta G. M. roky po
prekonani lymskej boreliézy, by mohla byt jed-
nym zo spustadov autoimunitného procesu, ktory
viedol k tomuto ochoreniu CNS.
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Abstract

The work describes three cases of patients at various ages, diagnosed for CNS

demyelinating disease. The presence of specific antibodies to B. burgdorferi
sensu lato, and findings of B. burgdorferi s.1. DNA, identified in one case as the
genospecies B. garinii in the liquor, indicated previous experience with the infec-
tion. Presumably, persistence of borrelia in the organism could act as one of the
autoimmune process triggers, resulting in the demyelinating disease.

INTRODUCTION

Lyme borreliosis (LB) is a multisystem disease,
showing clinical symptoms which, at later stages,
may be suggestive of various other disorders. Late-
stage Lyme borreliosis may become manifest sev-
eral months or years after the infection, and attack
joints (Lyme arthritis), the skin (acrodermatitis
chronica atrophicans), or the nervous system. In
Europe, damage to the nervous system appears rel-
atively more frequently — 40% to 60% in untreated
patients (Bojar 1996). Isolated lesions of the facial
nerve as a separate symptom appear in 7% of Lyme
disease patients, or as much as 25% in endemic
regions (Halperin et al. 1992). The disease presents
avery variegated clinical picture, afflicting periph-

eral as well as central nervous systems. Nearly all
neurological syndromes, ranging from menin-
goencephalitis, neuritis of cranial nerves or even
polyradiculonmeuritis, psychical changes in the
form of depressions, chronic fatigue syndrome to
panic attacks, etc., were referred to be borreliosis
connected. Radiculitis, imitating vertebro-disco-
genically preconditioned radiculopathy may also
appear (Pachner 1989).

Certain authors in the U.S. use the persistent
infection designation, i.e. the Post-Lyme Disease
Syndrome. Such manifestations may be triggered
by prior B. burgdorferi infections, with active
symptoms of the infection absent at the time
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of their demonstration. They appear also in treated
patients who are in remission. The clinical image of
disseminated damage to the central nervous system
(CNS), appearing as sclerosis multiplex (SM), relatively
frequently occurs in neurological practice, while the
disorder is, in fact, linked to Lyme borreliosis, usually
designated as the SM-like syndrome (Reik 1991; Hal-
perin et al. 1991). Cerebral MRI of these patients shows
multiple hyper-intense foci typical for demyelination,
although neither sclerosis multiplex nor borreliosis nor
any other inflammatory demyelination (e.g. herpesvi-
rus infections or morbilli) are characterized by such
foci. It follows from this that a pathognomonic clinical
picture for borreliosis is nonexistent; therefore the dis-
case is very difficultly diagnosed and may, in some case,
result in misdiagnosis.

Late-stage LB pathogenesis is primarily expressed
in autoimmune processes with CNS affections, also
appearing in demyelinating CNS disorders. Their etiol-
ogy is multifactorial, preconditioned genetically as well
as environmentally (Staines 2008; Pohl 2009). Some
studies point upon the risks of occurrence of such dis-
eases in connection with specific infections, e.g. with
the Epstein-Barr virus (Ascherio & Munger 2010) or
with prolonged- persistence microorganisms, which
directly or indirectly activate autoimmune processes in
the central nervous system. Experimental works have
indicated that at least some demyelination processes are
macrophage mediated, and the persistence of pathogens
is considered an important factor indicative of demy-
elination (Jayasri 2010). Schmutzhard (2002) pointed
out that Borrelia burgdorferi infection could also be in
a causal relationship with sclerosis multiplex, and the
progressive SM form may clinically resemble a case of
progressive encephalomyelitis caused by borrelia (Hart-
mann & Pfadenhauer 2003).

Three patient cases, diagnosed as CNS demyelinat-
ing disease, whose laboratory results indicate an asso-
ciation with Lyme borreliosis are described below.

CASE REPORT 1

Patient B.D. (28), treated for psoriasis and hypertension,
was admitted for feelings of stiffened lips, tongue, palate,
teeth, nose and dextral parts of the forehead since mid-
May 2007. Stiffening started to recede approximately
two weeks from the first symptoms. The anamnesis
showed tick bite, without subsequent erythema.
Cerebral MRI showed a small noninvasive focus in
the dextral cereberral peduncle + changes in the adja-
cent n. trigenimus |. dx. part along with sporadic minute
nonspecific foci bilaterally in the white cerebral matter,
and a venal temporo-parietal angioma sinistrally and
also in the frontal dextral position. No substantial topi-
cal neurological findings were found. After admittance,
vascular etiology of the condition was also considered
but, due to the patient age, inflammatory etiology or
potential occurrence of the demyelinating disease could

not be excluded. A second cerebral MRI showed mod-
erate regression of the cereberral focus, without gado-
linium enhancement.

The liquor showed moderate pleocytosis, hyperpro-
teinorachia and hyper-y-globulinaemia.

Antibodies to B. burgdorferi sl. - serum enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) Immunoglobulin
G (IgG) positive (semi-quantitative evaluation R 1:3Y;
Immunoglobulin M (IgM) negat., Western blot (WB)
IgG - positive outer surface protein (OspC+, OspA+,
p4l+++ and 6 nonspecific lines), liquor immunofluo-
rescence (IF) IGAM 1:2. Presence of B. burgdorferi s.l.
in the liquor was proven by the polymerase chain reac-
tion (PCR) (Amplisens kit for 16S rRNA detection).
Ultrasonography (USG) of the cerebrum was carried
out to exclude vascular genesis, USG extra-, and intra-
cranially without stenotic changes, cerebral computed
thomography (CT) and trans-oesophageal echocar-
diography, all of which were within the norm. After a
comprehensive revaluation of the anamnesis, objective
findings and test results, the condition was concluded
as a CNS demyelinating disease case.

CASE REPORT 2

Patient O.1. (46) without tick bite anamnesis. In May
2007 she experienced a non-rotational vertigo attack
lasting 2 days, then receding spontaneously. She had not
consulted a physician. She had difficulties over the last
half-year, first expressed as fatigue and heavy-leg feel-
ings dextrally, stumbling but not falling during a walk.
Gradually, dextral coxalgia evolved with radiation into
the thigh and anterior through the knee to the big toe.
Frequent urination was observed, without incontinence.
Cerebral CT was normal, MRI of the lumbo-sacral
spine, taken in 2008, showed minimal L4 retrolistesis,
L3/4 and L4/5 discs protrusion with sinistral neurofo-
raminal stenosis and instability in the segment. Injec-
tion of the dextral hip joint in orthopedic treatment had
only temporary effects, without improvement of overall
conditions. Objective findings showed quadrihyperre-
flexion, slight atrophy m. triceps surae dextrally, weak-
ened dorsal flexion of the big toe dextrally, dead planta
sinistrally, sigmoid spinal scoliosis Th-L. Potential
vertebrogenic etiology of the complaints was assumed,
but the patient s central symptomatology pointed upon
possible pyramidal tract lesions. Cerebral MRI showed
numerous demyelinating foci in the CNS meeting the
Barkhof criteria for SM, correlated with the liquor test
showing increased y-globulin levels and the presence
of intrathecal oligoclonally structured IgG synthesis.
Antibodies to B. burgdorferi s.l. - serum IF IgG 1:256,
IgM negative, WB IgG - positive antigen (p30+, Vls+,
p4l+++), liquor IF IGAM 1:2. PCR in liquor proved
the presence of B .burgdorferi s.l. (kit Amplisens for
detection 16S rRNA). Transcranial magnetic stimula-
tion supported the assumed presence of lesions in the
central motor tract. Evaluation of the clinical picture, of

Copyright © 2011 Neuroendocrinology Letters ISSN0172-780X - www.nel.edu




the anamnesis and of the ancillary tests resulted in the
diagnostic conclusion of Type SM CNS demyelinating
disease.

CASE REPORT 3

Patient G.M. (55), treated 5 years earlier for L.B. with
antibiotics. In that year he had also surgery for L4/5
and L5/S1 discs hernia. Hospitalized in the years 2006
and 2007 with SM diagnosis for disorders of articula-
tion, of the fine coordination of hands, tingling in the
thighs. Repeated cerebral MRI in T2 found hyper-
intensity foci highly parietally to the left, and further
bilateral foci parietally. The liquor showed increased
y-globulins, without the presence of oligoclonal struc-
ture. Based on clinical tests, the patient condition was
concluded as Type SM demyelinating disease, second-
ary progressive form. The patient was again hospital-
ized in 2009 for worsening of the condition. The liquor
showed slight proteinocytological dissociation and
hyper-y-globulinaemia without damage to the blood-
liquor barrier. Antibodies to B. burgdorferi s.l. - serum
ELISA IgG positive, (semiquantitative evaluation R
2,5), IgM negative, WB IgG - positive (Vls++, pl17++,
p18++ and 5 nonspecific lines), liquor IF IgG 1:4, IgM
negative, liquor was positively PCR tested for B. burg-
dorferis.l. using the Amplisens 16S rRNA detection kit,
after isolation of deoxyribonucleic acid (DNA) using
the commercial DNA easy-tissue (Qiagen) kit, nested
PCR confirmed the presence of B. garinii.

Considering the vascular etiology possibility the fol-
lowing tests were carried out: USG cerebral circulation
extra-, and intracranially, without substantial stenotic
changes; cerebral CT and trans-oesophageal echocar-
diography were both within norm. The condition was
concluded as CNS demyelinating disease of unclear
etiology.

DISCUSSION

The clinical course and laboratory tests of these
patients pointed toward the demyelinating CNS disease
diagnosis. Laboratory tests for specific B. burgdorferi
s.l. antibodies showed their presence in the serum,
but intrathecal production of these antibodies, typi-
cal of chronic borreliosis, was not confirmed. On the
other hand, PCR tests showed the presence of B. burg-
dorferi s.1. DNA, and in the case of one patient, also of
the genospecies B. garinii in the liquor. In itself, PCR
examination manifests low sensitivity, the tests are not
standardized, and borrelia are present in low concentra-
tions in the biological material (Moravcova et al. 2009).
The importance of finding borrelia or B. burgdorferi
s.l. DNA in the liquor is not always clear. Although this
finding is linked to clinically diagnosed neuroborrelio-
sis in the majority of patients, it appears as a surprise
in some cases (Strle et al. 2006) in which the clinical
symptoms characteristic for Lyme borreliosis were not

CNS demyelinating disease

found; this was previously observed more often in con-
nection with the isolation of B. afzelii than in B. garinii
findings, which was nearly always linked to the typical
clinical symptoms of Lyme borreliosis.

Cerebral MRI has, in all three patients, shown mul-
tiple hyperintensity foci, typical for demyelination.
Lyme borreliosis frequently proceeds in a masked way,
subclinically or with only moderate clinical symptoms
(Plicha et al. 2008); this is shown also by the occur-
rence of antibodies to Borrelia in the healthy popula-
tion (Bazovskd et al. 2010). B. burgdorferi DNA may,
after an infection, be retained for months or even years
in the organism (Honegr et al. 2001, Plicha et al. 2008,
Strle et al. 2006). Patient G.M. had been treated for L.B.
in the year 2004, and it remains unclear whether or not
the persistence of B. garinii DNA could have resulted
in such response of the organism that supported the
occurrence of the demyelinating disease, while the
anamneses of the remaining two patients show no
previous L.B. experience, notwithstanding the positive
ELISA IgG as well as positive PCR in the lab tests.

Slovakia is an area with endemic occurrence of Lyme
borreliosis, and tick examinations showed that the
genospecies B. garinii (Smatanova et al. 2007), which
is prevailingly linked to neurological damage, appears
most frequently. The later-stage pathogenesis of Lyme
borreliosis as well as of different CNS diseases entails
autoimmune processes.

This work was aimed at the provision of information
relating to three case histories of patients where, con-
sidering their anamnesis, age, clinical picture and labo-
ratory test results, an unequivocal diagnosis could not
be easily reached, and the respective conditions were
concluded as CNS demyelinating disease. Presumably,
all three patients had been infected with L.B., resulting
in persistence of borrelia in the organism, which could
have been one of the triggers of the autoimmune pro-
cess leading to the CNS demyelinating disease.
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Abstract OBJECTIVE: Lyme borreliosis (LB) is the most disseminated tick-borne disease in
the Northern hemisphere, and infestation with ticks is one of the essential factors
influencing transmission of the disease to humans. This work intends to compare
‘the occurrence of borrelia circulating in indigenous ticks and in patients suffering
from neurological diseases.

MATERIALS & METHODS: The total of 660 nymphs and 567 adult ticks from
the Bratislava and Kosice areas was examined over the years 2001-2004, and the
cerebrospinal fluid (CSF) of 82 neurological patients suffering from suspected
Lyme borreliosis infection was investigated in the 2007-2009 period, using the
polymerase chain reaction method (PCR).

RESULTS: PCR investigation proved presence of borrelia in 23.3% of the total
1227 ticks; of these, co-infection was found in 2.7% of all ticks. Borrelia garinii
(9.9%) and B. valaisaina (9.2%) were the prevalent types. PCR investigation of
the CSF samples of 32 patients with clinically diagnosed Lyme borreliosis showed
the presence of B. burgdorferi s.l. in 17 cases. Positive results were found also in
patients with unclear or different diagnoses. In cases where the genospecies could
be identified, B. garinii was most frequently found (8x), followed with B. burgdor-
feri s.s. (4x) and B. afzelii (3x).

CONCLUSIONS: The high infestation level of ticks with borrelia, mainly with B.
garinii which is the most-often documented borrelia species identified in neuro-
logical patients, is indicative of a high risk of this contamination in Slovakia. B.
garinii were found also in our neuroborreliosis patients, whereas their proof in
the CSF of patients with suspected neuroborreliosis or with a different clinical
diagnosis pointed upon their persistence after an infectious experience. [However,
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knowledge of not only the genospecies but also of the
genotypes capable of eliciting an invasive disorder
would be necessary for better clarification of the rela-
tionship between borrelia and their peccant capacity.
Identification of the invasive borrelia types circulating
in nature, and clarification of the vector vs. human
infection incidence relationship is of importance from
the aspect of detailed knowledge of the epidemiology of
this disease.

INTRODUCTION

Lyme borreliosis (LB) is the most disseminated tick-
borne disease in the Northern hemisphere. In nature,
Borrelia burgdorferi s.1. (sensu lato) circulates among
various hosts (wild animals) and ticks, whereby the tick
Ixodes ricinus is known as the main European vector.
Of the 18 known genospecies (Stanek and Reiter, 2011),
B. burgdorferi s.s.(sensu stricto), B. garinii and B. afzelii
represent the etiological agents of localized, dissemi-
nated and chronic Lyme borreliosis in Europe, while in
the North American population affected with the dis-
ease only B. burgdorferi s.s. has been appearing. Other
European types, viz. B. spielmanii, were described in
connection with localized early disorders, along with
B. bissettii and B. valaisiana linked to very sporadically
occurring diseases and B. luisitaniae, the significance of
which in human afflictions is not known. The extensive
variability of borrelia and their different geographic
distribution in relatively small areas were pointed out
in several studies (Bunikins et al. 2004, Derdakova
and Lencakova, 2005, Lencakova et al. 2006). Tick infes-
tation is one of the essential factors influencing trans-

Tab. 1. Prevalence of Borrelia burgdorferis.l. in Ixodes ricinus ticks
from two areas in Slovakia.

locality No. of'ticks No. of ?lcks p:/:i:itle
examined Positive ticks
Kosice nymphs 240 36 15
aree adults 279 7 25.5
Total 519 107 20.6
co-infections 519 18 3.5
Bratislava  nymphs 420 88 21
AreE adults 288 91 316
total 708 179 253
co-infections 708 15 2.1
Total nymphs 660 124 188
adults 567 162 286
total 1227 286 233
co-infections 1227 33 2.7,

mission of the disease also to humans. Repeated tick
studies in Slovakia confirmed the high level of infesta-
tion of this country, oscillating between 2.1% and 41.7%
in dependence on the region and the method of detec-
tion (Derddkové and Lenéakova, 2005, Smatanova et al.
2007). Different genospecies are linked to specific clini-
cal diseases; B garinii, found in Europe, mostly connects
to neurological diseases, B. afzelii to dermal disorders,
as e.g. erythema migrans and acrodermatitis chronica
(Lebech 2002, Strle et al. 2006). The objective of our
work was to compare the occurrence of borrelia circu-
lating in ticks originating in Slovakia, and in patients
suffering from neurological diseases.

MATERIALS AND METHODS

During years 2001-2004 questing ticks were flagged
in suburban forests around two largest cities in Slo-
vakia (Bratislava and Kosice). Total of 567 adult and
660 nymphal I. ricinus were analyzed. Extracted DNA
was subjected to nested or single PCR targeting the
5S - 23S intergenic spacer (IGS) (Rjipkema et al. 1995;
Derddkova et al. 2003). Spirochetes were assigned to
a species by RFLP (Derdakova et al. 2003) or reverse-
lineblotassay (Rjipkema et al. 1995).

Cerebrospinal fluid (CSF) from 82 neurological
patients suffering from suspected Lyme borreliosis was
examined in the 2007 - 2009 period, using the poly-
merase chain reaction (PCR) — commercial Amlisens
test, detecting 16S rRNA Borrelia burdorferi s and,
in parts of the patients, also by DNA isolation with
the easy tissue Qiagen kit and diagnostics rrf(5S) - rrl
nested PCR method.

Clinically, the disease was diagnosed on the basis of
recommendations for Lyme borreliosis and neurobor-
reliosis diagnoses (Blanc et al. 2007; Stanek et al. 2011).

RESULTS

In the PCR examination of 1227 ticks, borrelias were
found in 23.3% of all cases, with co-infection appear-
ing in 2.7% (Tables 1 and 2). Findings of Borrelia garinii
(9.9%) and of B. valaisaina (9.2%) prevailed, with infes-
tation appearing in adult ticks more profoundly than
in nymphs. B. valaisiana was most frequently found in
West Slovakia. Least incidence of the main pathogen
types was found in B. burgdorferi s.s., relatively more
often found in ticks captured in the Kogice area, as
opposed to ticks around Bratislava.

Of all 32 patients clinically diagnosed with Lyme
borreliosis, the presence of B. burgdorferi s.. was proven
in 17 cases by PCR in the CSF (Table 3). In addition,
11 out of 23 patients were also found positive for the
organism, although their diagnoses were not unequivo-
cal and failed to fully meet the criteria of neuroborel-
liosis, mainly in cases of protracted duration of the
disease; nevertheless, the clinical course of the disorder
and overall examination had been pointing toward this
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Tab. 2. Distribution of Borrelia burgdorferi s.|. genospecies in . ricinus ticks from two areas in Slovakia including co-infections, in Bratislava

district 17 borrelial infections could not be typed to the species.

Locality stage ::;::‘it:‘:l: Distribution of Borrelia genospecies in I, ricinus*
B.garinii B. valaisiana B. afzelii B. burgdorferi s.s.

Kosice Nymphs 40 w® 9 7 8
area Adults 279 29 I . - 17

Total (%) 519 47 (9.1) 30(5.8) 23 (4.5) 25 (4.8)
Bratislava Nymphs 420 39 32 31 1
ales Adults 288 35 st 9 3

. Total(%) 708 74005 8 (17) _40(56) . 4(06). .

Total (%) 1227 121(9.9) 113 (9.2) 63 (5.1) 29 (2.4)

aetiology, and these patients were conclusively char-
acterized as suspected neuroborelliosis. Furthermore,
5 patients suffering from other basic diseases were also
found positive.

In patients where the genospecies could be identi-
fied, B. garinii was most frequently found (8x — Table 4);
of these, neuroborelliosis was clinically confirmed in
five cases, and suspected in one case. The diagnoses
of 2 patients were different (demyelinating disease);
the anamnesis of one of these showed past LB experi-
ence. B. burgdorferi s.s. was found in 4 patients, two of
whom were clinically confirmed as neuroborreliosis,
and 2 clinically concluded as suspected neuroborrelio-
sis. B. afzelii was found in 3 patients in the form of co-
infections with B. garinii (1x - susp. neuroborreliosis,
2x - other diagnoses).

DISCUSSION

The high infestation of ticks with borrelia, mainly
B. garinii is indicative of a high risk to contract neu-
roborreliosis. We wished to clarify this relationship by
examining the cerebrospinal fluid (CSF) of suspected
Lyme borreliosis patients, using the polymerase chain
reaction method (PCR). The importance of this exami-
nation in the diagnostics of neuroborreliosis is not
quite clear. The tests are not standardized, and the
results are affected by a multitude of factors includ-
ing procedural methodology, sample provenience,
and different aspects applied in the individual studies
(Cerar et al. 2008; Moravcova et al. 2009). Most often,
the declared test sensitivity range is 12-46% (Honegr
et al. 2001; Picha et al. 2008; Cerar et al. 2008; Stanek
et al. 2011), or somewhat higher at early-stage neuro-
logical patients (Moravcova et al. 2009); the findings
in our study were comparable. The low sensitivity level
is caused mainly by the low primary concentration of
borrelia in the organism, their genetic heterogeneity,
and technical factors relating to sample processing and
to the selection of patient groups. Our patients diag-
nosed with neuroborreliosis most manifested B. garinii,

Tab. 3. Detection of B. burgdorferi s.l. by polymerase chain reaction
in CSF in patients with suspected Lyme borreliosis.

Clinical diagnosis e e

of patients  pogit.  negat.
neuroborreliosis 32 17 15
Lyme arthritis 8 - 8
susp. neuroborreliosis 19 1 8

59 28

Other diseases:
demyelinating disease B 4 -
M. Parkinson 2 i 1
tumor B 2 . 2
lumboischiatingsy 3 = 3
cervical myelopathy 3 - 3
cephalea 8 - 8
_neurolues L = !
Total 82 33 49

Tab. 4. Distribution of genospecies B. burgdorferi in CSF in patients
with suspected lyme borreliosis

clinical
Genospecies  neuroborreliosis diagnosis susp. other
neuroborreliosis
B. burgdorferis.s. 2 2 -
B. garinii 5 1 2
B. ajzelii - 1 2

which is the most frequent type of borrelia confirmed
in patients with neurological disorders (Strle et al. 2006,
Cerar et al. 2008). We have found B. garinii also in
patients suffering from other basic diseases. Prolonged
persistence of borrelia after an infectious experience is
well documented - presence of the organism was found
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in the central nervous system also after an asymptom-
atic infection (Picha et al. 2008; Cerar et al. 2008). The
anamnesis of one of our patients with B. garinii DNA
found in the CSF and diagnosed with demyelinating
disease showed LB experience (Durovska et al. 2011),
while others, positively tested by PCR, might have been
subclinically affected, or the infection remained unno-
ticed with slight and non-specific clinical symptoms.
References report that major parts (minimally 20-30%)
of B. burgdorferi infections are asymptomatic, or show
nonspecific symptoms (Honegr et al. 2001; Picha et al.
2008).

Several genotypes are known within the genospecies
B. garinii, based on analyses of OspC and Osp A genes;
of these, OspC is linked to tick saliva and host invasive-
ness (Fingerle et al. 2002; 2007). The genes are differ-
ently distributed within geographic regions, hosts and
vectors, and their capability to induce invasive diseases
is different (Jones et al. 2006). From this viewpoint,
determination of genotypes in the identification of B.
garinii would be of interest in our patients and in ticks.

In our examination, 2.7% of all ticks were co-
infected with two or three genospecies. Recent studies
pointed out high incidence of compound tick infection
(Lencakova et al. 2006; Smatanova et al. 2007; Crowder
et al. 2010). In North America as much as 39% of all
examined adult Ixodes scapularis ticks were infected
with more than one B. burgdorferi s.s. genotype. The
examination of tick genotypes in Slovak regions would
obviously show even more co-infections, which are the
potential sources of growing dissemination risks of the
disease in humans.

Borrelia are highly variable, and their multilocular
sequential analysis and typification point upon their
higher diversity than originally reported (Bunikis et al.
2004). Recently, 53 genotypes were identified within the
genospecies B. burgdorferi s.s. alone, of these 44 were
found in Northern America. Only 6.6% American gen-
otypes were found in Europe as well, while 27% of Euro-
pean genotypes were observed in America (Crowder
et al. 2010). The capability of individual genotypes to
induce a local or invasive disease is not known. Further
studies may be necessary to clarify whether a specific
combination of genotypes is involved in the tick co-
infection, or relates to affliction in humans.

CONCLUSION

Different clone complexes of B. burgdorferi prefer dif-
ferent host types, and their pathogenity to humans
varies, some of them being more frequently linked to
invasive disorders. Identification of the invasive types
of borrelia circulating in the natural environment, and
their relation to the disease contracted by humans is
important from aspects of improved knowledge of its
epidemiology. From this viewpoint close cooperation is
necessary between workers in the field of environmen-
tal and microbial ecology on one hand, and health care

researchers on the other hand. The capability to rapidly
identify, from clinical materials, the individual types of
borrelia and mainly the genotypes linked to invasive
disorders would be very important from viewpoints of
treatment of these patients.
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12. Diskusia

Lymska borelioza prebieha velakrat nepoznane, subklinicky alebo s miernymi
klinickymi priznakmi (Picha a spol., 2008), naco poukazuje aj vyskyt antiboréliovych
protilatok u zdravej populacie (Bazovska aspol., 2010). Laboratorna diagnostika
naraza na mnohé problémy vzhl'adom na jej nedostatocnu Specificitu a senzitivitu.

V skupine 77 pacientov, u ktorej bol u 32 pacientov vysledok IFT a ELSA
testu negativny na pritomnost’ antiboreliovych protilatok, ale klinicky stav poukazoval
na moznost chronickej formy lymskej boreliozy, sme sa rozhodli doplnit
vySetrenia imunologickymi testami (tab. str. 54). Vychadzali sme z predpokladu, Ze
imunodeficiencia by mohla ovplyvnit’ vysledok skriningovych testov a imunologické
vySetrenie u vSetkych tychto pacientov aj ukazalo urcit¢ poruchy imunity, ktoré by
mohli vysvetlovat' nedostato¢nii tvorbu protilatok a poukdzalo na vysoky vyskyt
autoprotilatok  VysSetrenie protilatok westerblotom (WB), ktory je senzitivnejsi,
potvrdilo pritomnost’ $pecifickych protilatok. Rozdiel vo vysledkoch
imunologickych testov medzi skupinou pacientov s pozitivhymi a negativnymi
antiboreliovymi protilatkami v skriningovych testoch bol signifikantny (tab. str. 57).
Nasi pacienti mali ¢asto v anamnéze udaje o poStipani klieStom alebo o prekonani
ochorenia, ale vzhl'adom na negativny skriningovy test na pritomnost’ protilatok ich
pretrvavajuce t'azkosti sa nedavali do suvislosti s moznou infekciou boréliami. Velka
variabilita klinického obrazu pri lymskej borelioze a existencia Tlahsich az
asymptomatickych ochoreni stazuje diagnostiku tohto ochorenia. Pri stanoveni
protilatok treba pocitat’ s faloSnou negativitou v skrinigovom teste (Kaiser, 2000) aj
vzhladom na vysoku variabilitu antigénov kolujtcich v Eurdpe (Derdakova a spol.
2005) a variabilitu protilatkovej odpovedi organizmu, pouzity test nemusi dostatocne
zachytit' Specifické protilatky. Treba brat do uvahy aj skutoCnost, Ze pouzivané
diagnostické testy nie su Standardizované a vysledky roéznych komer¢nych testov

nemusia byt’ zhodné hlavne pri nizsej protilatkovej odpovedi organizmu.

Diagnostika chronickej formy lymskej diagnozy je tazkym klinickym
a terapeutickym orieSkom. Neexistuji spolahlivé a vSeobecne akceptované

diagnostické kritéria. Casto je jedinym kritériom je pozitivha anamnéza a pritomnost’
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Specifickych protilatok. V niektorych pripadoch dalSie klinické a laboratdrne
vySetrenia moézu podporit’ diagnézu chronickej boreliozy. V terapii zacina sa
predlzovat ATB liecba, zvySuju sa davky, vzhl'adom na novSie poznatky o vyvoji
jednotlivych foriem. Dovodom dlhsiecho podavania ATB lieCby je najmi
predpokladana mozna cysticka forma borelii, o ktorej pritomnosti sa zatial’ uvazovalo
len in vitro (Brorson a Brorson, 1998). Vr. 2008 vsak poukazali kanadski autori
(Miklossy a spol., 2008) na pritomnost’ spirochét v cystickej a granularnej forme
v mozgu u 3 pacientov s potvrdenou neuroborelidzou.

Podrla skusenosti americkych autorov (Donta, 2003, Burrascano, 2008), ma spravna
liecba neskorej disseminovanej formy pozostavat' s prvotnej eliminicie koinfekcie
apo jej eliminacii je potrebné eradikovat’ baktériu jednak v krvnom riecisku,
intracelularne a i v cystickej forme. St r6zne mozné kombinacie a doporucené postupy,
ale vzasade je potrebné eradikovat baktériu Vv krvnom rieCisku antibiotikami
tetracyklinovej, penicillinovej rady a cefalosporinmi. Makrolidy ako Rulit, Zytromax
a Klacyd su pouzivané pre prenikavost’ intracelularne. Flagile, Fastigyn a Plaquenil st
pouzivané na cysticki formu. Vyhodou kombinéacie tychto liekov je zabranenie
vytvoreniu bakteridlnej rezistencie. Pri chronickych formach je doporu¢end komplexna
liecba az 6-11 mesiacov apacient by mal byt bez symptomov 2 mesiace pred
ukoncenim antibiotickej liecby (Donta, 2003). Oproti tymto predstavam o liecbe
existujii najmi v Eurépe doporucované postupy, ktoré su z hl'adiska dizky ATB liecby
kratsie (EUCALB, 2009, OUMZ SR, 2010), ale na druhej strane International Lyme
and Associated Disease Society (ILADS) (Stricker aJohnson, 2011) podporuje
dlhodobti ATB terapiu, vzhl'adom na komplikacie s koinfekciami a ulohu cystickych
foriem pri chronickej lymskej borelioze.

V poslednom obdobi niektori autori (Katz 2009, Wilner 2009) okrem ATB liecby
zvazuju aj prinos imunologickej liecby, ktora sa javi prospesnad najmé pri chronickych
formach LB, kde su v popredi neuropatické bolesti. Tieto ojedinelé literarne udaje
spolu s nasimi skusenostami nas viedli k ivahe o potrebe skimania imunologického
statusu u pacientov sLB ana zaklade ziskanych vysledkov po konzultacii
S imunoldégom zvazit’ potrebu imunomodulacnej terapie.

U 179 pacientov vcasnej a chronickej diseminovanej formy lymskej boreliozy
(LB), popri standardnej antibiotickej liecbe v spolupraci s imunolégom sa ordinovala aj
imunomodulac¢na liecba (str. 61). U pacientov s v¢asnou diseminovanou formou LB
bola ordinovana liecba Immodinom, resp. Polyoxidoniom alebo Imunorom v trvani 6
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mesiacov a u chronickej diseminovanej formy LB bola tato imunomodula¢na liecba
realizovana v trvani 12 mesiacov. U oboch skupin sme pozorovali tstup subjektivnych
tazkosti, zlepSenie objektivneho nalezu a niektorych imunologickych parametrov,
najmé u vcasnej diseminovanej formy LB.

Nase doterajSie skusenosti potvrdzuji spravnost’ zvolenych diagnostickych

a terapeutickych postupov.

V laboratérnej diagnostike lymskej borelidozy nepatri vySetrenie polymerazovou
retazovou reakciou (PCR) medzi Standardné metody pre jej nizku senzitivitu
a problémy so Standardizaciou, ale v niektorych pripadoch sa vyuziva na podporu tejto
diagnozy. VySetrovanim likvoru od neurologickych pacientov s podozrenim na lymsku
boreliozu sme chceli prispiet’ k objasneniu vyznamu vySetrenia PCR pri diagnéze
neuroborelidzy a zaroven stanovenim genomospecies poukazat na ich vztah ku
klinickym formdm ochorenia a kolujucim boréliam v prirodnom prostredi na
Slovensku, predovsetkym v kliest'och.

U pacientov s diagnostikovanou neuroboreliézou sa pri vySetreni likvoru PCR
zachytnost’ pohybuje od 17 — 40 % ale u niektorych pacientov pritomnost DNA B.
burgdorferi je mozné dokazat’ aj dlhsiu dobu po prekonani ochorenia. Samotny nalez
borélii alebo DNA v likvore pacienta nie je vzdy jasny. U vacSiny pacientov je
v spojeni s klinickou diagnézou neuroboreliézy, ale u niektorych pacientov je
prekvapujuci (Strle a spol., 2006). Podobne aj pri vySetreni naSich pacientov pozitivny
nalez bol vicsinou spojeny s klinickou diagnézou lymskej boreliozy (tab. str. 79). Ale
aj pri nasich vysetreniach sme u Styroch pacientov zistili pritomnost’ B.burgdorferi s.I.,
kde sa nejednalo o0 neuroboreliézu, ale klinickd diagnéza bola demyelinizacné
ochorenie, resp. M.Parkinson. U jedného zich v anamnéze boli tdaje o prekonani
lymskej borelidzy. V tomto pripade i$lo o B. garini, blizsie neur¢ené¢ho genotypu, ale
dalSie vysSetrenie nepotvrdilo (nepublikované udaje), Ze sa jedna o invazivny typ OsA
typ 4, ktory je dnes uz od¢leneny ako samostatné genomospecies B. bavariensis
(Stanek a Reiter, 2011), (kazuistika str. 71). Mozno predpokladat’, ze perzistencia B.
burgdorferi u tychto pacientov by mohla byt jednym zo spustac¢ov autoimunitného
procesu, ktory viedol k demyeliniza¢nym ochoreniam.

V Eurépe podla izolacii B. burgdorferi zlikvoru najéastejSim pdvodcom
neuroborelidézy bola B. garinii (Strle a Stanek, 2009), potom B. afzelii a B. burgdorferi

s.s., Co potvrdzovali aj naSe zistenia.
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Stadia v Slovinsku (Strle aspol., 2006), zamerané na vztah klinického ochorenia
a genomospecies B. burgdorferi poukazala na skuto¢nost’, Zze ochorenia spojené s B.
garinii si spojné s typickou v¢asnou neuroboreliézou (Garin-Bujadoux-Bannwathov
syndrom) aochorenia spojené sB. afzelii si menej Specifické atazsie
diagnostikovatel'né. S podobnymi sktisenostami sme sa stretli aj u nasich pacientov.
Aj vSetky vySetrenia zamerané na klieStov Ixodes ricinus na naSom uzemi poukazuji
na dominantna tlohu B. garinii (tab.str. 79) , ¢omu zrejme zodpovedaju aj izolacie od
naSich pacientov, ale §tidie zamerané¢ na ich genotypizaciu izolatov doteraz neboli
robené.

Kmene B. burgdorferi st antigénne vel'mi variabilné, v ramci genomospecies
existuje velké mnozstvo genotypov. Stidie z poslednych rokoch poukazuji na vyssiu
geneticku diverzitu, ako sa pévodne myslelo (Bunikis a spol., 2004). V ramci OspC je
znamych 16 genotypov, z ktorych 4 su zodpovedné za 80 % invazivnych ochoreni
(Wormser a spol., 2008). Ale multilokularna sekvenéna analyza izolatov z kliestov
poukazala na eSte vysSiu diverzitu (Crowder a spol., 2010) a v ramci B. burgdorferi s.s.
bolo identifikovanych 53 genotypov. VicSina kliestov bola infikovand viac ako
jednym genotypom, ¢o poukazuje na skutoCnost, Ze v prirode existuji borélie ako
zmes genotypov. Dalgie §tiidie by mohli objasnit,, ¢i prave kombinécia genotypov moze
skorej viest’ k diseminovanému ochoreniu u l'udi a ktoré genotypy sa podielaja na
tychto ochoreniach. Pri porovnavani kmenov izolovanych z kliestov, z koze pacientov
a pri diseminovanych infekciach (Brisson a spol., 2011) sa ukazuje, Ze biodiverzita
borélii v kliestoch je vyssia ako u izolatov z koze, a izolaty z diseminovanych infekcii
su signifikantne menej diverzifikované ako izolaty z koze. Tieto vysledky poukazuju
nato, Ze infekcia u l'udi je mozna len populaciou s urcitymi patogénnymi vlastnost’ami.
Rozdielne biologické vlastnosti medzi kmenmi B. burgdorferi zodpovedaju za ich
schopnost’ vyvolat’ alebo nevyvolat’ infekciu a za ich schopnost’ viest' k lokalnej alebo
diseminovanej infekcii.

Je otazkou zakladného vyskumu, aby sa objasnili niektoré vlastnosti B.
burgdorferi a vzt'ah jednotlivych genotypov k ochoreniam u l'udi, ¢o vyzaduje blizsiu
spolupracu medzi pracovnikmi zaoberajucimi sa enviromentdlnou a mikrobidlnou
ekologiou a pracovnikmi vo vyskume v oblasti humannej mediciny. Stanek a Reiter
(2011) navrhuju, aby vztah genotypov, genomospecies a ich klinickej prezentacii sa

riesil v Eurépe v ramci multicentrického vyskumu.
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13. Zavery

Lymska borelioza prebicha velakrat nepoznane, subklinicky alebo s miernymi
klinickymi priznakmi a laboratérna diagnostika naraza na mnohé problémy vzhl'adom

na jej nedostato¢nu Specificitu a senzitivitu.

1. U pacientov s dlhotrvajucimi tazkostami, kde klinicky stav poukazoval na
moznost’ chronickej formy lymskej borelidzy, sa u32 z 77 pacientov pri
negativnych vysledkoch IFT a ELISA na pritomnost” antiboreliovych protilatok
v sére, zistila pritomnost’ Specifickych protilatok pri vySetreni westerblotom. To
poukazuje na potrebu u takychto pacientov doplnit’ vysetrenie:

- imunologickymi testami, kde sme u vSetkych 32 pacientov potvrdili
imunodeficienciu a
- protilatok westerblotom (WB), ktory je senzitivnejsi, a ktory napriek

negativnym skriningovym testom potvrdil pritomnost’ Specifickych protilatok.

2. V skupine 179 pacientov s diseminovanou formou lymskej borelidzy sa pri
terapii  ukézalo, ze je vhodné podavat popri dlhsej antibiotickej terapii
S vyuzitim antibiotik, ktoré su ucinné aj na cystické formy borélii, aj
imunomodulaént liecbu, po ktorej sme zaznamenali zlepSenie klinického

nalezu.

3. V ramci vyuzitia PCR metod sme u skupiny 82 pacientov s podozrenim na
neuroboreliozu  vysetrovali  likvor, u pacientov s diagnostikovanou
neuroboreliézou bol v 17 pripadoch pozitivny. Ale pozitivita sa zistila aj 4
pacientov s demyeliniza¢nym ochorenim (Vv.S. sclerosis multiplex). Naj¢astejsim
povodcom neuroboreliézy bola B. garinii, potom B. afzelii a B. burgdorferi s.s,

¢o podporuje doterajsie udaje o vzt'ahu B. garinii k neurologickym ochoreniam.

Laboratérna diagnostika lymskej borelidozy nardZa stile na mnoZstvo problémov.
ZlepSenie laboratornej diagnostiky, ktora by umoZziovala odliSenie protilatok
pretrvavajucich po prekonanej infekcii od protilatok pri aktivnej infekcii je stale
otazkou vyskumu. K bliz§iemu objasneniu vztahu B. burgdorferi avzniku
invazivnych ochoreni by boli potrebné d’alSie detailnejsie Stadie, ktoré by mohli

objasnit’, ktoré genotypy sa podielaju na tychto ochoreniach a ¢i prave kombinacia
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genotypov moze skorej viest’ k diseminovanému ochoreniu u l'udi. Je na zakladnom
vyskume, aby sa objasnili niektoré vlastnosti B. burgdorferi a predovsetkym vzt'ah
jednotlivych genotypov k ochoreniam u l'udi, ¢o vyzaduje blizSiu spolupracu medzi
pracovnikmi  zaoberajucimi sa  enviromentdlnou a mikrobidlnou ekologiou

a pracovnikmi vo vyskume v oblasti humannej mediciny.

87



14. Zoznam pouzitej literatury

1.Aguero-Rosenfeld M., Wang G.,Schwartz 1., Wormsev G.: Diagnosis of Lyme
borreliosis. In Clin Microbiol Rev 2005, 18, 484-509.

2. Altaie S.S., Mookherjee S., Assian E., Al-Taire F., Nakeeb S., Siddiqui S. :
Trasplacental Trasmission of Bb In a Murine Model , 10th Annual International
Scientific Conference on Lyme Disease and Other Tick-Borne Disorders, National
Institutes of Health, Bethesda, 1997, April 28-30., Abs. 34

3. Al-Qudah A.A; Mostratos A., Quesnel L.B.: A Proposed Life Cycle f 6r the Reiter
Treponeme. J Appl Bacteriol 1983, 55, 5.426-427.

4.Ascherio A., Munger K.L.: Enviromental risk factors for multiple sclerosis. Part I:
the role infection. Ann Neurol 2007,4, s. 288-299.

5.Atassi MZ, Casali P.: Molecular mechanisms of autoimmunity. Autoimmunity.
2008 Mar;41(2):123-32.

6.Auwaerter PG, Aucott J, Dumler JS (January 2004). "Lyme borreliosis (Lyme
disease): molecular and cellular pathobiology and prospects for prevention,
diagnosis and treatment". Expert Rev Mol Med 6 (2): 1-22.
doi:10.1017/S1462399404007276. PMID 14987414

7.Bartinék P.: Lymska borelidza. Praha, Grada Publishing, Praha, 1996 s. 11-60.
8.Bazovska, S.: Lymska borelioza a tehotnost’. Prakticka gynekol 1997, 2, 3, 97-98.

9.Bazovskd S: Lymskéa borelioza - mikrobiologicka diagnostika ochorenia. Prakticka
medicina. - ISSN 1803-3849. - Ro¢. 2, €. 5, 2008, s. 5-6.

10.Bazovska S., Durovska. J., Derdakova M., Taragel'ova V., Pancdk J., Zaborska M.,
Traubner P.: The genospecies B. burgdorferi s.l., isolated from ticks and from
neurological patients with suspected Lyme borreliosis. Neuroendocrinology Letters,
2011 32, 4, 491-495.

11.Bazovska, S., Durovska, J., Pancak, J., Zaborska, M.: Laboratorna diagnostika lymskej
borelidzy u neurologickych pacientov. XII. Prowéazkove dni, Komarno 22.-23.10. 2009.
Spravy klin. Mikrobiol. SB 2009, ro¢ .IX., 32.

12.Bazovska S., Durovska J.,Pancak J., Zaborska M., Derdakova M.: Lymska borelioza a
demyeliniza¢né ochorenie. Epidemiol.Mikrobiol.Imunol.60,2011, 1, s.45-47.

13.Bazovska S., GuryCova D., Vyrostekova V.: Protilatky proti pévodcom niektorych
prirodne ohniskovych nakaz v sérach darcov krvi zo zapadného Slovenska. Epidem
Microbiol Immunol 2010, 59, 4, s. 168-171.

14.Bazovska S., Machacova E., Spalekova M., Kontrosova S.: Reported incidence of lyme
borreliosis in Slovakia and antibodies to B. burgdorferi antigens in healthy population.
Bratisl Lek Listy 2005, 106, 8-9, 270-173.

88



15.Berger,B.W.: Dermatologic manifestation of Lyme disease. Rev Infect Dis 1989, 11
(6), s. 1475-1481.

16.Berger B.W.: Cutaneous Manifestations of Lyme Borreliosis. Rheumat Dis Clin
N Am 1989, 15, (4), s. 627-634.

17. Blanc F., Jaulhac B., Fleury M., de Seze J., de Martino S.J., Remy V. et al.:
Prelevance of the antibody index to diagnose Lyme neuroborreliosis among
seropositive patients. Neurology. 2007, 69, s. 953-958.

18.Bojar M.: Multifokalni postizeni nervového systému podminéné herpetickymi viry
nebo Borrelia burgdorferi. Kandidatska disertacni prace. Praha, 1987,

19.Bojar, M. :Lymeska borrelidza. Praha, Maxdorf/Jessenius, 1996.

20. Braune H.J.: Lyme-Borreliose - Epidemiologie, Atiologie, diagnostik und Therapie.
Fortschr Neurol Psychiat 1991, 59, s. 456-467.

21.Brisson D., Baxamusa N., Schwartz 1., Wormser G.P.. Biodiversity of Borrelia
burgdorferi Strains in Tissues of Lyme Disease Patients. PLoS One. 2011,6(8),e22926.

22.Brorson O.: Transformation of cystic forms of Borrelia burgdorferi to normal, mobile
spirochetes. Infection 1997, 25,(4), s. 240-246.

23. Brorson O.: Susceptibility of motile and cystic forms of Bb to rantidine bismuth
citrate. Int Microbiol 2001, 4,(4), s.209-215.

24. Brorson O.: An in vitro study of the susccptibility of mobile and cystic forms of Bb to
hydroxychloroquine. Int Microbiol 2002, 5, (1), s.25-31.

25.Brorson O., Brorson S.: In vitro conversion of Borrelia burgdorferi to cystic forms in
spinal fluid, and transformation to mobile spirochetes by incubation in BSK-H
medium. Infection 1998,(26),(3), s. 144-150 (R).

26.Brorson O., Brorson S.: An in vitro study of the susceptibility of mobile and cystic
forms of Borrelia burgdorferi to Metronidazole. APMIS 1999,107,(6), 5.566-576.

27.Brorson O., Brorson S.: An in vitro study of the susceptibility of mobile and cystic
forms of Borrelia burgdorferi to tinidazole. Int Microbiol 2004, (7), s 139-142.

28. Brzonova L, Wollenberg A., Prinz J.C.: Acrodermatitis chronica atrophicans
affecting all four limbs in an 11-year-old girl. Brit J of Dermat 2002,
147, s. 375.

29.Bunikins J., Garpmo U., Tsao J., Berglund J., Fish D., Barbour A.G.:Sequence typing
reveals extensive strain diversity of the Lyme borreliosis agents Borrelia burgdorferi in
North America and Borrelia afzelii in Europe. Mikrobiol 2004, 150, 6, s. 1741-1755.

30.Burgdorfer W., Barbour A.G., Hayes S.F., et al.: Lyme Disease - a tick borne

89



spirochetosis , Science. 1982, 216 , s. 1317 - 1319.

31. Burgdorfer W,, Keirans J.E.: Ticks and Lyme disease in the United States. Ann Intern
Med. 1983, 99, s. 121

32. Burrascano JJ. Lyme disease. In Coments Current Therapy. Philadelphia: WB
Saunders Company, 1997, pp 140-3 (latest edition of this paper is Diagnostic hints
and treatment guidelines for Lyme and other tick borne illnesses, 14. Edition
November, 2002)

33.Burrascano J.J.: Diagnostic Hints and Treatment Guidelines for Lyme and Other Tick
Borne IlInesses. 16th Edition, September, 2008.

34.Cabello FC, Godfrey HP, Newman SA (August 2007). "Hidden in plain sight: Borrelia
burgdorferi and the extracellular matrix". Trends Microbiol 2007, 15, (8): 350-4.
d0i:10.1016/j.tim.2007.06.003. PMID 17600717.

35.Cerar T., Ruzi¢-Sablji¢ E., Glizek U., Zore A., Strle F.: Comparison of PCR methods
and culture for the detection of Borrelia sp. in patients with erythema migrans. Clin
Microbiol Infec 2008 ,14, s. 653-658.

36. Cerar T., Ogrine K., Cimperman J., Lotri¢-Furlan S., Strle F., Ruzi¢-Sablji¢ E.: (2008).
Validation of Cultivation and PCR Methods for Diagnosis of Lyme neuroborreliosis. J
Clin Microbiol 2008, 46, s. 3375-3379.

37. Collares-Pereira M., Couceiro S., Franca |. Et al.: First isolation of Borrelia
lusitaniae from a human patient. J Clin Microbiol 2004, 42, 5.1316-1318.

38.Crowder D.C., Mattews H.E., Chutzer S., Rounds M.A., Luft B.J., Nolte O. et al.:
Genotypic Variation and Mixtures of Lyme Borrelia in Ixodes Ticks from North
America and Europe. PloS One. 2010, 14, 5,(5), €.10650.

39.Datwyller R.J., Volkman D.J., Luft B.J.: Immunologic Aspects of Lyme Borreliosis.
Rev Inf Dis 1989, 2, (6), s. 1494-1498.

40. Datwyller D.J., Halperin J.J., Volkman D.J., Luft B.J.: Treatment of late Lyme
Borreliosis - randomised comparison of ceftriaxone and penicillin. Lancet 1988, I,
5.1191-1194.

41.Dejmkova H., Hulinska D., Tegzova D., Pavelka K., Gatterova J., Vavrik P.:
Seronegative Lyme artritis caused Borrelia garinii. Clin Rheumatol 2002, 21, 4, S.
330-334.

42 Derddkova M., Beati L., Petko B., Stanko M., Fisch D.: Genetic variability within
Borrelia burgdorferi sensu lato genospecies established by PCR-SSCP analysis of the
rrfA-rrlB intergenic spacer in Ixodes ricinus ticks from the Czech Republic. Appl
Environm Microbiol 2003, 69, s. 509-516.

90



43.Derdakova M, Lencakova D.: Association of genetic variability within Borrelia
burgdorferi sensu lato with the ecology, epidemiology of lyme borreliosis in Europe.
Ann Agric Environ Med 2005, 12, (2), s 165-172.

44.Diza E., Papa A., Vezyri E. Et aL: Borrelia valaisiana in cerebrospinal fluid. Emerg
Meet Dis 2004,10, s. 1692-1693.

45. Donta ST.:Tetracycline therapy for chronic Lyme disease.
Clin Infect Dis 1997, 25, (1), s.2-6.

46. Donta S.T.: Macrolide therapy of chronic Lyme Disease. Med Sci Monit 2003,
9,(11), s. 36-42.

47. Dotevall L., Alestig K., Hanner P., Norkrans G., Hagberg L.: The use of
doxycycline in nervous system Borrelia burgdorferi infection. Scand J Inf Dis 1988,
53, 5.74-79.

48. Dressler F., Ackermann R., Steere A.C.: Antibody responses to the three genomic
groups of Borrelia burgdorferi in Europcan Lyme borreliosis. J Infect Dis 1994,169, s.
313-318.

49.Durovska J., Bazovska S., OndriSova M., Pancék J.: Prispevok k diagnostike lymskej

boreliozy — chronicka forma, vyznam imunologického vySetrenia. Klin Imunol a Alerg
2010, (1), 10-13.

50. Durovska, J., Bazovska, S., OndriSova, M. Pancak, J.: Our experience with
examination of antibodies against to Borrelia burgdorferi in patients with suspected
Lyme disease. Bratisl lek Listy, 2010, 111, 3, s.153-155.

51. Durovska J., Bazovskd S., Ondrisova M., Pancak J.: Novsie poznatky o liecbe
diseminovanej lymskej boreliozy. . Klinicka Imunologia a Alergologia. 2011, 6, s.4- 7.

52.Durovska J., Bazovska S., Pancak J., Zaborskd M., Derdakova M., Traubner P.:
Infection of Borrelia burgdorferi s.I. and demyelinating disease CNS. Neuroendocrinol
Lett 2011, 32, 4, s. 411-414.

53. Durovska J., Traubner P., Kondas M., Bazovska S., Pancak J.: Niektoré novsie
poznatky k lie€be lymskej borelidozy. Spravy klinickej mikrobiologie, 2005, V,
SC/2005, s5.21-22.

54.Engstrom S.M, Shoop E., Johnson R.C.: Immunoblot interpretation criteria for
serodiagnosis of early Lyme disease. J Clin Microbiol 1995, 33, s. 419-427.

55.EUCALB 1997-2011 (European Union Concerted Action on Lyme Borreliosis)
www.eucalb.com

56.Fingerle V., Rauser S., Hammer B., Kahl O., Schulte-Spechtel U., Gern L., Wilske
B.: Dynamics of dissemination and outer surface protein expression of different
European Borrelia burgdorferi sensu lato strains in artificially infected Ixodes
ricinus nymphs. J Clin Microbiol 2002, 40, s. 1456-63.

57.Fingerle V., Goettner G., Gern L., Wilske B., Schulte-Spechtel U.: Complementation of
91


http://www.eucalb.com/

Borrelia afzelii OspC mutant highlights the crucial role of OspC for dissemination of
Borrelia afzelii in Ixodes ricinus. Int J Med Microbiol 2007, 297, s. 97-107.

58.Gerber M.A., Zalneraitis E.L.:Childhood neurologie disorders and Lyme disease
during pregnancy. Pediatr Neurol 1994, 11,(1), s. 41-43.

59.Gruntar L, Malovrh T., Murgia R., Cinco M.: Conversion of B. garinii cystic forms to
motile spirochetes in vivo. APMIS 2001, 109,(5), s. 383-388.

60.Gurcik L.: Sucasné trendy v diagnostike a lie¢be neuroboreliozy. Neurologia pre prax.
2009, 10,(3) s. 170-176.

61. Halperin J.J., Golightly M.: Lyme borreliosis in Bel I's palsy. Neurology 1992, 42,
5.1268-1270.

62.Halperin JJ, Shapiro ED, Logigian E, Belman AL, Dotevall L, Wormser GP, Krupp L,
Gronseth G, Bever CT Jr. Practice parameter: treatment of nervous system Lyme
disease (an evidence-based review). Report of the Quality Standards Subcommittee of
the American Academy of Neurology. Neurology 2007 Jul 3;69:1-12.

63.Halperin J.J., Volkman D.J., Wu P.: Central Nervous System Abnormalities in
Lymeneroboreliosis. Neurology 1991, 41, s. 1571.

64.Hartmann M., Pfadenhauer K.: Intrathecal antibody production against Borrelia
burgdorferi in a patient with relapsing-remitting multiple sclerosis. Europ J Neurol
2003, 10, 6, s. 747-748.

65.Hauser U., Lehnert G., Lobentanzer R., Wilske B.: Interpretation criteria for a
standardized Western blots for three European species of Borrelia burgdorferi sensu
lato. J Clin Microbiol 1997, 35, (6), s.1433-1444.

66.Harrer T., Geissdorfer W., Schoerner C., Lang E, Heim G.: Seronegative lyme
neuroborreliosis in patient on treatment for chronic lymphatic leukemia. Infection
2007, 35 (2), s.110-113.

67.Hercogova J., Tomankova M., Frosslova D., Janovska D.: Early-stage lyme
borreliosis during pregnancy: treatment in 15 women with erythema migrans CS
Gynekol 1993, 58, (5), s. 229-232.

68.Holt-Wieden A., Suerbaum S., Girschick H.J.: Seronegative Lyme arthritis. Reumatol
Int 2007, 27, s 1091-1093.

69.Honegr K., Dostal V.: Klinické projevy a 1écba lymské boreliozy. Klin Mikrobiol a Inf
Lék 2004, 10,(1), s 5-10.

70.Honegr K., Hulinska D, Dostal V, Gebousky P, Hankova E, Horacek J, Vyslozil L,
Havlasova J.. Perzistencia Borrelia burgdorferi sensu lato u pacientov s lymeskou
boreliézou. Epidem Mikrobiol Imunol 2001, 50, (1), 10-16.

71. Hulinska D., Drevova H., Votypka J., LangrovaK., Kurzov a Z.: Prevalence of
Borrelia burgdorferi sensu lato species among patients in the Czech Republic; direct
sequencing analysis and real-time polymerase chain reaction. Epidemiol Mikrobiol

92



Imunol 2004, 53, (4), s. 183.

72.Chmielewski T., Fiett J., Gniakovski M., Tylewska-Wierrbamovska S.: Improvement in
the laboratory recognition of lyme borreliosis with the combination of culture and pcr
methods. Mol diagn 2003, 7, (3-4), s. 155-162.

73.Jagerova S., Klement C., Mateicka F.,Madarova L.: Séroepidemiologické aspekty
lymskej borelidzy. Antibiotika a rezistencia 2.7.2008, s. 48-55.

74.Jones K.L., Glickstein L.J., Damle N., Sikand V.K., McHugh .G, Steere A.C. : Borrelia
burgdorferi Genetic Markers and Disseminated Disease in Patients with Early Lyme
Disease. J Clin Microbiol 2006, 44, s 4407-4413.

75.Kaiser R.: False negative serology in patients with neuroborreliosis and the value of
employing of different borrelial strains in serological assays. J Med Microbiol 2000,
49, (10), s. 911-915.

76.Katz A.: Immunoglobulin Therapy Effective for Neuropathy in Patients With Post-
Treatment Lyme Syndrome. Researchers stated here on April 28 at the American
Academy of Neurology (AAN) 61st Annual Meeting. Seattle, Wash, May 2, 2009.

77.Katz A: Diminished Epidermal Nerve Fiber Density in Patients With Antibodies to
Outer Surface Protein A (OspA) of B.burgdorferi improves with intravenous
immunoglobulin Therapy. Presentation Title. American Academy of Neurology. 61st.
AAN annual meeting April 28, 2009. Seattle, Wash.

78. Kastruj O., Sankr L, Maschke Matthias: Neuroimaging in the Therapy of
Neurological Disorders: Neuroimaging of Infections NEURORX 2005, 2, (2), s. 324-
332.

79. Keller T.L., Halperin J.J., Whitman M.: PCR detection fo Borrelia burgdorferi
DNA in cerebrospinal fluid ofLyme neuroborreliosis patients. Neurology 1992, 42,
s.32.

80.Kersten A., Poitschek C., Rauch S.: Effects of Penicillin, Ceftriaxon and
Doxycycline on Morphology of Bb. Antimicrobial Agents and Chemotherapie 1995,
39, (5), s.1127-1133.

81. Kimball S.A., Janson P.A., LaRaia P.J.: Complete heart block as the sole
presentationof Lyme disease. Arch Int med 1989, 149, s. 1897-1898.

82.Klein N.C., Cunha B.A. :New uses of older antibiotics. Med Clin North Am 2001,
85,(1), s. 125-132.

83. Lebech A.M.: Polymerase chain reaction in diagnosis of Borrelia burgdorferi
infections and studies on taxonomic classification. APMIS suppl. 2002, 105, s. 1 - 40.

84.Lencakova D., Hizo-Teufel C., Petko B., Schulte-Spechtel U., Stanko M., Wilske B.,
Fingerle V.: Prevalence of Borrelia burgdorferi s.I. OspA types in Ixodes ricinus ticks

93



from selected localities in Slovakia and Poland. Int J Med Microbiol 2006, 40, s. 108-
118.

85.Ljosdat U.,Skogvoll E., Eikeland R., Midgard R., Skarpaas T., Berg A., Mygland A.
Oral doxycycline versus intravenous ceftriaxone for European Lyme neuroborreliosis:
a multicentre, non-inferiority, double-blind, randomised tial. Lancet Neurol 2008, 7,
5.690-695.

86.Masuzawa T. : Terrestrial Distribulion of the Lyme Borreliosis Agent Borrelia
burgdorferi Sensu Lato in East Asia. Jpn J Infect Dis 2004, 57,(6), s. 229.

87.Mateicka F.: Klinické aspekty lymskej boreliozy na Slovensku s dérazom na
muskuloskeletalnu  symptomatologiu, diagnostiku  aterapiu.  Antibiotika
a rezistencia 1.3.2004, s. 21-24.

88.Meier C., Grehl H.: Vaskulitische Neuropathie bei Garin-Bujadoux-Bannwarth-
Syndrom Dtsch med Wschr 1988, 11, s. 135-138.

89.Miklossy J., Kasas S., Zurn A.D. et all.: Persisting atypical and cystic forms of
Borrelia burgdorferi and local inflammation in Lyme neuroborreliosis. J
Neuroinflam 2008, 5, 40, 1-18.

90.Moravcova L., Picha D., Vanousova D., Hercogova J.: Prikaz boréliové DNA
U pacientu s neuroboreliozou a erythema migrans. Klin Mikrobiol infek Lék 2009,
5,s.159-164.

91.Mursic V.P., Wanner G., Remhardt S., Wilske B., Busch U., Marget W., Formation
and cultivation of Borrelia burgdorferi spheroplast-L-form variants. The Lyme
Disease Network Medical Infection 1996, 24,(3), s. 218-226.

92.Nadelman R.B., Nowakowski J., Durland Fish M.D., Falco R.C., Freeman K.,
McKenna D., Welch P., Marcus R., Agiiero-Rosenfeld M. E., Dennis D.T., Wormser
G.P.: Prophylaxis with Single-Dose Doxycycline for the Prevention of Lyme Disease
after an Ixodes scapularis Tick Bite . N Engl J Med 2001, 345, s.79-84.

93. Nadelmann R.B., Horowitz H.V.,Hsieh T.C. a spol.: Simultaneous human Ehrlichiosis
and Lyme borreliosis. N Engl J Med 1997, 337, s. 27-30.

94. Narayan K., Dail D., Li L., Cadavid D., Amrute S., Fitzgerald-Bocarsly P., Pachner
A.R.: The nervous systém as ectopic germinal center: CXCL13 and IgG in lyme
neuroborreliosis Ann Neurol 2005, 57, (6) , s. 813 - 823.

95.0dborné usmernenie Ministerstva zdravotnictva SR (OUMZ SR) na diagnostiku
a liecbu lymskej choroby v Slovenskej republike cislo: 06486-XX/2010-OZS ver.
2.008.

96.0schmann, P., Wellensiek, H. J., Dorndorf, W., Pflughaupt, K.W.: Intrathecal synthesis
of specific antibodies in neuroborreliosis: Comparison of immunoblotting, indirect
immunofluorescence assay and enzyme-linked immunosorbent assay. J Lab Med 21.:
528-534 (1997).

94



97. Ostrov B.E., Athreya O.B.: Difficulties in Diagnosis and Management. Ped Clin N Am
1991,38, 3: s. 535-550.

98. Ovadia H., Saphier D., Weidenfeld J., Abramsky O.: Neuroimmunomoduation: the
Interaction between the Nervous System and the Immune System. Israel J Med Sci
1989, 25, s. 7.

99. Ovcinnikov N.M., Delectorsku V.V. : Current Concepts of the Morphology and
Biology of Treponema Pallidum Based on Electron Microscopy. Brit J
Venereal Dis 1971, 47, s.316.

100. Pachner H.W.. : Neurologie manifestation of Lyme disease, the "new imitator".
Rev Infect Dis 1991, 11, s. 1482.

101. Piesman J., Mather T.N., Sinsky R.J.: Duration of tick attachment and Borrelia
burgdorferi transmission. J Clin Microbiol 1987, 25, 3, s. 557-558.

102.Picha D., Moravcova L., Lasikova S., Patakiova E., Roha¢ova H.,MareSova V.:
Prispévek k problematice postboréliového syndromu. Ces a Slov Neurol
Neurochir 67/100, 2004, 6, s. 450-455.

103.Picha D., Moravcova L., Hole¢kova D., Zdarsky E., ValeSova M., Maresova V. et al:
Examination of specific DNA by PCR in patients with defferent forms of Lyme
borreliosis. Int J Dermatol 2008, 47, s. 1004-1010.

104.Pohl D.: Epstein-Barr virus and multiple sclerosis. J Neurol Sci (2009), 286, s 62-64.

105.Pohl P., Schmutzthardt E., Stanek G.: Cerebrospinal fluid findings in neurological
manifestation of Lyme disease. Zbl Bakteriol Mikrobiol Hyg A 1986, 263, s. 314.

106. Praec-Mursic V.B:, Wilske B., Schierz G.: European Borrelia burgdorferi isolated
from humans and ticks, Culture conditions and antibiotic susceptibility.
Zbl Bakt Hyg A 1986, 263, s, 112-118.

107.Reik L. Jr.: Lyme Disease and the Nervous System. Thieme Medical Publishers,
NewYork 1991, s. 128.

108. Reik L.Jr, Smith A., Khan A., Nelson W.: Demyelinating encephalopathy in Lyme
disease. Neurology 1985, 35, s. 267.

109.Rijpkema SGT, Molkenboer MJCH, Schouls LM, Jongejan F, Schellekens, JFP.:
Simultaneous detection and genotyping of three genomic groups of Borrelia
burgdorferi sensu lato in Dutch Ixodes ricinus ticks by characterization of the
amplified intergenic spacer region between 5S and 23S rRNA genes. J Clin Microbiol.
1995, 33, s. 3091-3095.

110. Robertson J., Guy E., Andrews N., Wilske B., Anda P.,Granstrom M., Hauser U.,
Moosmann Y, Sambri V., Schellekens J., Stanek G., Gray J.:A European Muiticenter
Study of Immunoblotting in Serodiagnosis of Lyme Borreliosis J Clin Microbiol 2000,
38, (6), s. 2097-2102.

95



111.Rupprecht T.A., Koedel U., Fingerle V., Pfister H.W.: The pathogenesis of lyme
neuroborreliosis — from infection to inflamation. Mol Med 2008, 14, (3-4), s.205-212.

112.Sarma Das Jayasri.. A Mechanism of Virus-Induced Demyelinisation. Inderdiscip.
Perspect Infect Dis 2010, 21, 6, s. 1-35.

113. Shoemaker R.C.: Lyme and Infectios Disease and a Neurotoxin IlIness. Lyme Times,
2002, 33, s. 13-16.

114. Shoemaker R.C., Hudnell K.H., House D.E., Van Kempen A., Pak G.E. : Atovaquone
plus cholestyramine in patients co- infected with Babesia microti and Borrelia
burgdorferi refractory to other tretment. Manuscript, Clin Inf Dis 2005 , 2.

115.Shoemaker R.C., Hudnell K.H., House D.E., Van Kempen A., Pak G.E. : Atovaquone
plus cholestyramine in patients co- infected with Babesia microti and Borrelia
burgdorferi refractory to other tretment. Adv Ther 2006 Jan-Feb; 23, (1), 1-11.

116.Schardt F.W. : Clinical effects of Fluconasole in patients with neuroborreliosis . Eur J
Med Res 2004, 9, (7), s. 334- 336.

117.Schlesinger P, Duray P, Burke B, Steere A, Stillman A. Maternal-fetal transmission of
the Lyme disease spirochete Borrelia burgdorferi. Ann Int Med 1985:(Vol 103) 67-68.

118.Schmutzhard E.: Multiple sclerosis and Lyme borreliosis. Wien Klin Wochenschr
2002, 114, 13-14, s. 539-543.

119. Schmid G.P.: The global distribution of Lyme discase. Rev Infect Dis 1985, 7, s. 41-
50.

120.Sigal, L.H.: Current Recommendations for Treatment of Lyme Disease. Drugs
1992,43, 5, s. 683-699.

121.Simonson, L.G., Goodman, C.H., Bial, J.: Quantitative relationship of Treponema
denticola to severity of periodontal disease. Infect Immun 1988, 56, s. 726-728.

122. Singh S.K., Morbach H., Nanki T., Girschick H.J. : Differential expression of
chemokines in synovial celi s exposed to different Borrelia burgdorferi isolates. Clin
Exp Rheumatol 2005, 23,(3), s. 311.

123.Smetanova K., Burri C., Pérez D., Gern L., Kocianova E.: Detection and identification
of Borrelia burgdorferi sensu lato genospecies in ticks from three different regions in
Slovakia. Wien Klin Wochenschr 2007, 119, (17-18), s. 534-537.

124.Sinski E., Pawelczyk A., Bajer A., Behnke J.M.: Abundance wild rodents, ticks and
environmental risk of lyme borreliosis: a longitudial study in an area of mazury likes
district of poland. Ann agric environ med 2006, 13, s.295-300.

125.Staines D. R.: Are multiple sclerosis and amyotrophic lateral sclerosis autoimmune
disorders of endogenous vasoactive neuropeptides? Med. Hypothesis 2008, 70, s. 413-
418.

96



126.Stanek G, Fingerle KP, Hunfeld B, Jaulhac B, Kaiser R, Krause W et al. : Lyme borreliosis:
Clinical case definition for diagnosis and management in Europe. Clin Microbiol Infect 2011,
17,5 69-79.

127.Stanek G., Reiter M.: The expanding Lyme Borrelia complex — clinical significance of
genomic. Clin Microbiol Infect 2011, 17, s. 487493

128. Stedingk L.V., Stedingk M., Hardenark H.G., Brauner A.: Intrathecally produced
antibodies to Borrelia burgdorferi measured by IgG - capture ELISA. Serodiagnosis
and Immunothrapy in Infectious Disease 1990, 4, s. 387.

129.Steere A.C., Berardi V.P., Weeks K.E., Logigian E.L., Ackermann R.: Evaluation of
the intrathecal antibody response to Borrelia burgdorferi as a diagnostic test for Lyme
neuroborreliosis. J Infect Dis 1990, 161, s. 1203.

130. Steere A.C., Gibofsky A., Hardm J.A., Winchester R.J., Malavista S.E.: Lyme
arthritis: immunologic and immunogenetic markers. Arthritis Rheum 1979, 22, s.
662-663.

131. Steere A.C., Grodzicki R.L., Kornblatt A.N., Craft J.E., Barbour A.G.: The
spirochetal etiology of Lyme Disease, New Engl J Med 1983, 308, s. 733-740.

132. Steere A.C., Schon R.T., Taylor E.: The clinical evolution of Lyme arthritis.
Ann Intern Med 1987, 107, s. 725-731.

133.Stricker R.B., Johnson L.: Lyme disease: the next decade. Infect Drug Resist 2011, 4,
s.1-9.

134.Strle F., Stanek G.: Clinical manifestations and diagnosis of lyme borreliosis. Curr
Probl Dermatol 2009, 37, s.51-110.

135.Strle F., Ruzi¢-Sablji¢ J., Cimperman S.: Comparison of Findings for Patients with
Borrelia garinii and Borrelia afzelii Isolated from Cerebrospinal Fluid. Clin Infect Dis
2006, 43, s. 704-710.

136.Taylor R.S, Simpson I.N.: Review of treatment options for lyme borreliosis. J
Chemother 2005,17,(2), s.3-16.

137.Wilner A.: Intravenous immunoglobulin (IVIG) therapy may improve neuropathic
symptoms in patients with post-treatment Lyme syndrome, researchers stated here on
April 28 at the American Academy of Neurology (AAN) 61st Annual Meeting. Seattle,
Wash -- May 2, 2009.

138.Wilner A.: Immunoglobulin Therapy Effective for Neuropathy in Patients With Post-
Treatment Lyme Syndrome. Presentation Title. American Academy of Neurology.
61st. AAN annual meeting April 28, 2009. Seattle, Wash.

139.Wilske B.: Epidemiology and diagnosis of lyme borreliosis. Ann agric environ med
2005, 37, 8, s. 21-24.

140.Wilske B, Fingerle V, Schulte-Spechtel U.: Microbiological and serological diagnosis
97



of Lyme borreliosis. FEMS Immunol Med Microbiol 2007 Feb;49(1), s 13-21.

141. Wilske B., Schierz G., Preac-Mursic V., Busch von K., Kuhbeck R., Einh dupl K.:
Serological diagnosis of erythema migrans disease and related disorders. Infection
1984, 12, s. 331-337.

142. Woodrum J.E., Oliver J.H. Jr.:Investigation of venereal, transplacental, and contact
transmission of the Lyme disease spirochete, Borrelia burgdorferi, in Syrian hamsters.
J Parasitol 1999, 85,(3), s5.426-430.

143.  Wormser G.P., Ramathan R., Nowakowski J., McKenna D., Holmgren D.,
Visintainer P., Dornbush R., Singh B., Nadelman R.B.: Duration of antibiotic therapy
for early Lyme disease. A randomised , double - blind , placebo - controled trial. Ann
Int Med 2003 ,138, (9), 5.697 - 704.

144 Wutte N., Berhold A., Laffler S., Zenz W., Daghofer E., Krainberger 1., Kleinert G.,
Aberer E.: CXCL13 chemokine in pediatric and adult neuroborreliosis. Acta Neurol
Scand DOI: 10.11.11/J ISSN.1600-0404.2010.01477.X. A©

145. Zaborska, M., Bazovska, S., Durovska, J., Pancék, J. Shunnar, A.: PCR v diagnostike
Lymskej borelidzy u neurologickych pacientov. II. medzinarodny kongres Zoonozy
a spolo¢na ochrana zdravia l'udi a zdravia zvierat. Bratislava 27.-29. X. 2009, abstrakt.

146. Zaborska M.,Bazovska S., Durovska J., Pancak J.: PCR v diagnostike lymskej
boreliézy u neurologickych pacientov, predbézné vysledky. Spolo¢na ochrana zdravia
I'udi a zdravia zvierat. Recenzovany zbornik vedeckych prac. ISBN 978-80-970523-0-
0, 2010, s.180-185.

147.Zaborska M.,Bazovska S., Durovska J., Pancdk J.: PCR v diagnostike lymskej
borelidzy u neurologickych pacientov. II. Labudove dni. Zbornik abstraktov. ISBN
978-80-970692-5-4, 2011, s.44-45.

148.Zurek M.: Lymeska borelioza a muskuloskeletalni systém. Interni med 2007, 9, (9), s.
398-400.

98



