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Některé klinické a diagnostické aspekty nervových projevů lymeské boreliózy.

MUDr. Dušan Pícha CSc.

Teze k habilitační přednášce

Úvod

Lymeská borelióza (LB) je infekční onemocnění, které je vyvoláno spirochétou Borrelia burgdorferi sensu lato.  Do současnosti byly identifikovány 3 hlavní patogenní kmeny: B.b. sensu stricto (B.b.s.s.), B. garinii a B. afzelii. B.b.s.s. je dominantním patogenem na severoamerickém kontinentě, druhé dva kmeny se uplatňují více v Evropě a Asii. B. garinii je častěji spojena s nervovými a B.afzelii s kožními formami onemocnění. Kromě toho byla izolována řada příbuzných spirochét, jejichž patogenita není jednoznačně prokázána.

Lymeská borelióza je zoonózou, která je rozšířena v mírném pásmu celé severní polokoule. Udržuje se v přírodních rezervoárech především mezi drobnými a velkými savci, ptáci s uplatňují v šíření infekce na velké vzdálenosti. Ohniska infekce jsou na celém území našeho státu, především v křovinatých porostech (parcích). Vektorem jsou  klíšťata (u nás Ixodes ricinus, infikovaná ve 3-25%). K přenosu nákazy dochází nejčastěji přisátím klíštěte, k infekci může dojít při velké kontaminaci i neporušenou kůží (např. při vyjímání klíšťat doma chovaným zvířatům).

Nejčastější klinickou formou LB je asymptomatický průběh, jehož zastoupení je odhadováno až na 80-90%. U symptomatických forem se infekce rozvíjí ve fázích. První fází je lokalizované kožní stádium, při kterém se spirochéty množí v kůži a v typickém případě se objevuje s odstupem několika týdnů erytém (erythema migrans EM), vzácně boreliový lymfocytom. Šířením borélií cestou lymfatickou i krevní dochází  ke generalizaci se zanesením infekce do dalších systémů – nervového, kloubního, svalového, včetně myokardu a do dalších tkání. Klinickou paralelou jsou nespecifické chřipkovité příznaky nebo je proces asymptomatický. Postižení nervové tkáně se v tomto období manifestuje zpravidla s odstupem 1-3 měsíců po infekci (časná generalizovaná fáze). Kloubní postižení se vyskytuje v období akutní generalizace nebo i později. 

Většina klinických forem LB končí eradikací infekce a vymizením orgánových příznaků ať už spontánně, nebo po antibiotické terapii (97-98% manifestních infekcí). U pacientů však mohou přetrvávat nespecifické obtíže (únava, bolesti hlavy, svalů, kloubů, psychické obtíže). Pokud nejsou spojeny s perzistencí spirochét v organismu, je takový stav nazýván jako postboreliový syndrom (post-lyme syndrome). Frekvence této jednotky je mezi našimi pacienty s neuroboréliózou vysoká (více než 30%). K hlavním příznakům patří bolesti hlavy, myalgie, artralgie, poruchy nálad, kognitivní poruchy, depresivita a další. Velmi důležitou skutečností z hlediska kliniky je, že opakovaná antibiotická léčba nepřináší zmírnění či vymizení obtíží, léčba syndromu je v zásadě symptomatická.

Jakákoliv forma boréliózy (včetně adekvátně léčených) může vyústit v chronickou perzistující infekci – tzv. pozdní boreliózu. Spirochéty jsou schopny přetrvávat měsíce i léta ve tkáních (s afinitou zejména k vazivu). Frekvence chronických onemocnění je naštěstí nízká, udávají se přibližně 2-3% manifestních forem. Průkaz přítomnosti spirochét v organismu je obtížný, avšak je většinou hledán jako důležitý faktor v indikaci specifické léčby. Lze použít kultivaci, elektronovou mikroskopii, významnou diagnostickou oporou je přímý průkaz spirochét respektive specifické DNA ve tkáních (bio-psie) nebo v tělních tekutinách. K dalším metodám patří průkaz lokální produkce specifických protilátek (mozkomíšní mok, synoviální tekutina). Přes vysoké procento seropozitivity nelze totiž podle tohoto vyšetření posuzovat aktivitu infekce. U chronické perzistující infekce je narozdíl od postboréliového syndromu antibiotická léčba plně indikována, většinou v parenterální formě a dlouhodobě (3-6 týdnů).

Generalizovaná a hlavně pozdní fáze boreliózy tvoří významný zdravotnický problém, neboť pacienti jsou opakovaně vyšetřováni a léčeni. Příznaky i přes adekvátní antibiotickou léčbu ustupují velmi zvolna a také symptomatická léčba obtíží charakteru  postboréliového syndromu je dlouhodobou záležitostí. Přes nesporný pokrok v pos-ledních letech nejsou hlavně pro pozdní formy dosud běžně k dispozici dostatečně citlivé a specifické diagnostické prostředky.

Diagnóza LB je především klinická, nemá-li pacient obtíže, pozitivita laboratorních testů se zpravidla neléčí. Bohužel, klinický obraz infekce je patognomonický pouze u malé části pacientů (kožní postižení typu EM). Při současných větších zkušenostech lze na infekci pomýšlet i v případech meningoradikulitid, paréz hlavových nervů, u boréliového lymfocytómu, akrodermaitidy nebo u artritid. Diagnózu je však již zapotřebí podložit laboratorně.

Pomocná laboratorní diagnostika je velmi důležitou součástí klinické péče o pacienty s LB a lze konstatovat, že její význam podstatně roste s postupující fází choroby. V  období časné lokalizované infekce - kožních příznaků EM - je možno léčit prakticky pouze podle lokálního klinického nálezu, specifické protilátky jsou prokazatelné jen ve 20-50% případů s latencí několika týdnů. Léčba je v této fázi indikována často empiricky. V době manifestace časného orgánového postižení jsou protilátky již ve většině případů vytvořeny a lze je proto použít k diagnostice. U akutní neuroboreliózy je seropozitivních 70-90% případů. Počet seropozitivních případů roste s délkou trvání infekce, takže v pozdních stádiích nervových, kloubních, kožních  a dalších forem se seropozitivita blíží ke 100%. Společnou nevýhodou diagnostiky založené na protilátkách je poměrně vysoká nespecifita testů, kterou lze částečně eliminovat konfirmací protilátek western-blottingem nebo použitím rekombinantních antigenů (VlsE, BBK32, DbpA). Jinou nevýhodou je 10-20% prevalence protilátek v populaci a dlouhodobá perzistence protilátek po proběhlém onemocnění. Z těchto důvodů nejsou protilátkové testy vhodné k monitoraci průběhu terapie. 

Z protilátkových testů má největší význam průkaz lokální syntézy protilátek ve tkáni postižené zánětem, což se využívá zejména u neuroboréliózy a kloubních forem. V případě neuroboréliózy byla na našem pracovišti prokazována syntéza specifických protilátek v mozkomíšním moku pomocí dvou metod. Jednak se jednalo o stanovení specifického protilátkového indexu (AIBb), který vyjadřuje poměr hladiny antiboréliových protilátek v mozkomíšním moku k výši těchto protilátek v krevním séru ve vztahu k poměru celkové hladiny imunoglobulinů v moku a séru. Dále byla pro zjištění lokální produkce protilátek v likvoru použita technika detekce oligoklonálních IgG, při které byla následným imunoblottingem  prokázána antigenní specifita protilátek vůči boréliovým antigenům. Přestože metoda není pro technickou náročnost vhodná pro rutinní práci, je klinicky využívána pro specielní případy – zejména diferenciální diagnostiku NB a roztroušené sklerózy mozkomíšní.

Přímé metody průkazu boréliové infekce mají nesporné přednosti. Zlatým standardem průkazu infekčních nemocí je kultivace, ta však trvá u B. burgdorferi 2-3 týdny a má dostatečnou senzitivitu pouze u některých forem a fází LB. U NB může mít v období počátečních příznaků citlivost až 20-30%, ale rychle klesá po 1-2 týdnech na hladinu pod 10%. Mikroskopická detekce agens je u LB a v našich podmínkách omezena prakticky na imuno – elektronovu mikroskopii, její citlivost však u našich pacientů nepřesahovala 2-5%. Detekcí boréliových antigenů v tělních tekutinách, jsme se zabývali s pozitivními výsledky (6 pozitivních ze 16 vyšetřených pacientů; 37,5%), avšak pracnost a obtížná standardizovatelnost vytlačuje tyto metodiky na periferii u nás i ve světě. 

Jedinou široce aplikovatelnou přímou metodou průkazu boreliové infekce je detekce specifické DNA, většinou pomocí PCR. Zabývali jsme se tímto diagnostickým přístupem řadu let. Sestavili jsme specifické a poměrně citlivé techniky PCR a ověřili jsme jejich funkčnost v klinické praxi především u pacientů s neuroboreliózou a později i u nemocných s dalšími orgánovými projevy LB. 

Závěry vlastních prací prezentované v přednášce:

1) Klinické projevy akutní (časné) neuroboreliózy 

· na prospektivní klinické studii (n=75) byly popsány, některé významné klinické projevy neuroboreliózy u našich pacientů

· jednalo se zejména o akutní meningitidu (45 pac., 60%), meningoradikulitidu (Bannwarthův syndrom) (22 pac., 29%) a periferní neuritidy

· prognóza onemocnění byla relativně dobrá; celkově se kompletně uzdravilo 45 pacientů (60%), částečný reziduální neurologický nález byl přítomen u 30 nemocných (40%) hlavně u pacientů s meningoradikulitidou; nejlepší prognózu měli pacienti s meningoencefalitidou, kde se kompletně uzdravilo 37 postižených
· přestože diagnóza NB byla založena na průkazu specifických protilátek v mozkomíšním moku (ELISA) bylo vysloveno podezření, že část pacientů měla meningoencefalitidu jiné (virové) etiologie (klinické projevy boreliové meningoencefalitidy nejsou patognomické a specifické protilátky mohou mít původ z krve); byl vysloven požadavek na zvýšení specifity diagnostiky NB 
2) Projevy postboreliového syndromu u pacientů po prodělané NB

· u skupiny prospektivně sledovaných pacientů po prodělané NB (n=125) byla dotazníkovým způsobem ověřena přítomnost symptomů kompatibilních s postboréliovým syndromem

·  k nejčastějším příznakům patřily: bolest hlavy (66%), psychické problémy (59%; poruchy spánku, kognitivní poruchy, psychické rozlady ...), artralgie (33%), myalgie (22%)

· obtíže vymizely do 1 roku po ukončení léčby u 50% pacientů, naopak přetrvávaly déle než 3 roky u 36% dotazovaných

3) Průkaz sekrece specifických protilátek v mozkomíšním moku 
· ke zvýšení specifity protilátkové diagnostiky NB byly u skupiny pacientů s NB (n=74) testovány metody průkazu lokální sekrece antiboréliových protilátek: 1) pomocí průkazu antigenně specifických oligoklonálních IgG (Oligo-IgGBb) 2) výpočtem protilátkového indexu mok/sérum (AIBb)

· ze 74 pacientů s ELISA IgG pozitivitou v moku (100%) byla lokální syntéza IgG protilátek prokázána pomocí Oligo-IgG u 33 pacientů (44,6%) z nichž u 31 pac. (41,9%) se jednalo o syntézu specifických antiboreliových protilátek (Oligo-IgGBb) 

· pomocí protilátkového indexu byla zjištěna lokální syntéza u 54,1% pacientů, přičemž specifita byla 96,8%
· metoda stanovení intrathékální sekrece pomocí AIBb byla citlivější a levnější než metoda Oligo-IgGBb a byla proto zařazena do systému rutinní klinické diagnostiky NB

4) Diagnostika neuroboreliózy pomocí PCR

· bylo sestaveno několik variant metody průkazu specifické DNA v tělních tekutinách pomocí PCR; nejvhodnější byly otestovány na prospektivně sledovaných souborech pacientů

· z důvodů nedostatečné citlivosti jednostupňové PCR, bylo přikročeno k uspořádání nested-PCR

· byly vybrány a na klinických vzorcích otestovány různé cílové sekvence, z nichž nevyšší citlivost měla sekvence pro 16SrDNA (51,5% pozitivních amplifikací), přibližně srovnatelnou citlivost vykázaly sekvence analogické OspC, OspA proteinu a flagellinu (13,4-18,6%)

· vyšetřením 5ti paralelních amplifikací z jednoho vzorku bylo prokázáno (97 pacientů), že zvyšováním počtu paralelních amplifikací v rozsahu 1-4 stoupá prakticky lineárně klinická citlivost PCR v rozsahu 37-60%

· byla stanovena doporučení pro podmínky vyšetření PCR v klinické praxi: pro PCR bylo doporučeno používat 2 paralelní amplifikace, z nichž jedna cílová sekvence by měla být specifická pro chromozomální gen - 16SrDNA, další pro  některý z plazmidových genů (OspA, nebo C protein případně další)

· na prospektivně sledovaném souboru pacientů s NB (n=60, 100%) s pozitivním průkazem intrathékální sekrece specifických protilátek byla stanovena citlivost PCR; v období před léčbou byla citlivost v moku 46%, v moči 50% a v plazmě 19%; celkově byla tedy citlivost PCR nižší než u metody lokální sekrece protilátek

· byla stanovena rychlost negativizace PCR v moči - po léčbě bylo zjištěno 30% pozitivních, po 3 měsících 15%, po 6 měsících 1 pacient (2 %); tyto údaje je možno použít pro hodnocení účinnosti antimikrobiální léčby NB

