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Prikaz bolesnika

Opisan je bolesnik s lajmskom boreliozom koja se manifestirala eritemom mi-
grans na licu mjesec dana nakon uboda krpelja te poslije jednog mjeseca
razvitkom faciopareze po perifernom tipu uz limfocitni meningitis (127 stani-
ca/uL i 78 % limfocita). Klini¢ka slika neuroborelioze bila je razmjerno blaga.
Bolesnik je lije¢en parenteralno ceftriaksonom kroz tri tjedna, uz dobar uc¢inak
antibiotske terapije te gotovo potpuno povlacenje klijenuti liénog zivca do kra-
jahospitalizacije. Bolesnik je imao reaktivna protutijela IgG na B. burgdorferiu
serumu. Utvrden je pozitivan indeks intratekalne sinteze protutijela IgM i IgG
za borelije (specifi¢an test IDEIA Lyme Neuroborreliosis Oxoid, Velika Bri-
tanija). Imunosne pretrage na krpeljni meningoencefalitis, varicela-zoster virus
i herpes simplex bile su negativne u serumu i u likvoru. U Mikrobiolo§kom in-
stitutu Medicinskog fakulteta u Ljubljani obraden je likvor specificnim uzgoj-
nim metodama te je kultivirana B. burgdorferi sensu lato. Poslije kultivacije
uzroénika izvr$ena je identifikacija borelijske vrste restrikcijom cjelokupnog
borelijskog genoma enzimom M/ul ¢ime je utvrden uzrocnik bolesti: Borrelia
afzelii. Premda se u Hrvatskoj neuroborelioza dijagnosticira i lije¢i preko
dvadesetak godina, borelija dosada nije bila izolirana iz cerebrospinalnog likvo-
ra u nasih pacijenata.

First isolation of Borrelia sp. (Borrelia afzelii) from cerebrospinal fluid in a
patient with neuroborreliosis in Croatia

Case report

We describe a patient with lyme borreliosis that manifested with facial erythema
migrans one month after tick bite and consequently with peripheral facial pare-
sis with lymphocyte meningitis (127 cells/pL and 78 % lymphocytes). Clinical
picture of neuroborreliosis was relatively mild. The patient received ceftriaxone
parenterally for three weeks, with beneficial effect of antibiotic therapy and al-
most complete resolution of facial paresis until discharge from hospital.
Reactive IgG antibodies to B. burgdorferi were found in the patient’s serum. A
positive index of intrathecal synthesis of [gM and IgG antibodies to borreliae
was determined (specific test IDEIA Lyme Neuroborreliosis Oxoid, Great
Britain). Immunological examination for detection of tick-borne meningoen-
cephalitis, varicella-zoster virus and herpes simplex proved negative in both
serum and cerebrospinal fluid (CSF). B. burgdorferi sensu lato was isolated
from CSF using specific culturing techniques at the Institute of Microbiology
and Immunology of the Medical Faculty, University of Ljubljana. After cultiva-
tion of the pathogen, identification of Borrelia species was performed by using
restriction enzyme M/ul thus determining the causative agent of neuroborrelio-
sis: Borrelia afzelii. Although neuroborreliosis has been diagnosed and treated
for over twenty years in Croatia, so far Borrelia has never been isolated from
cerebrospinal fluid in our patients.
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Uvod

Lajmska borelioza zoonoza je izazvana borelijama iz
kompleksa Borrelia burgdorferi sensu lato, a na Covjeka je
prenose Sumski krpelji, za vrijeme krvnog obroka [1].
Lajmska borelioza je najrasirenija ,,krpeljna“ bolest kako
u Europi tako i u Sjevernoj Americi [2]. Kao takva u
Hrvatskoj viSestruko nadmasuje krpeljni meningoence-
falitis koji prenose isti vektori, to jest krpelji Ixodidae [3].
Odnos lajmske borelioze i krpeljnog meningoencefalitisa
u sjeverozapadnoj Hrvatskoj iznosi 3:1 [4]. Premda se
najcescée ocituje samo klinickom slikom ,,Sire¢eg* crveni-
la* — erythema migrans, rije¢ je o multistemskoj bolesti,
koja se dijeli na ranu (1. i 2. stadij) i kasnu infekciju (3.
stadij) (Tablica 1) sa zahvaanjem koze, zglobova,
ziv€anog sustava i srca [2, 5], a znatno rjede oka, bubrega i
jetre [2]. Bolest samo u iznimnim slu¢ajevima izaziva kro-
ni¢ne neuroloske posljedice [6], a iznimno rijetka smrtnost
bila je nacelno vezana uz pratece i kroni¢ne bolesti [7].
Opisana je smrtonosna dvojna infekcija krpeljnog ence-
falitisa s lajmskom boreliozom [8].

U Hrvatskoj se godi$nje prosjeéno biljezi oko 300
slucajeva lajmske borelioze (100 do preko 500) (Slika 1)
[9], najcesée u proljetno ljetnim mjesecima u doba ucestali-
jih krpeljnih uboda, $to je dakako, vezano kako uz ak-
tivnost krpelja tako i uz boravak ljudi u prirodi [10—18], no
vjerojatno i uz neke neistraZzene epizootske ¢imbenike.

Uzro¢nik lajmske borelioze B. burgdorferi sensu lato
se danas dijeli na 14 genospecijesa. Od njih su Cetiri vrste
patogene za ¢ovjeka: B. burgdorferi sensu stricto (SAD i
Europa), B. afzelii (Europa i Azija), B. garinii (Europa i
Azija) [19, 20], te razmjerno novo otkrivena kao humani
patogen: B. spielmanii (Europa) [21-23]. Premda sve

&0

borelije mogu izazvati cjelokupni spektar klinickih mani-
festacija vezanih za taj entitet, B. burgdorferi sensu stricto
izaziva pretezito reumatske manifestacije, B. afzelii koz-
ne, B. garinii neuroloske [19], a B. spielmanii je za sada,
kao $to govore novija otkric¢a iz Nizozemske, Madarske,
Slovenije i Njemacke, vezana samo uz koZne promjene, to
jest erythema migrans [21-23]. Za patogenost inih geno-
specijesa, prije svega B. bissettii, potom B. valaisiana i B.
lusitaniae postoje odredeni podaci i izolacije, no jo§ zasa-
da ne i jasne potvrde o patoetiologiji [24-27].

U Hrvatskoj prvi opis erythema migrans (Afzelii-
Lipschtitz) datira iz 1940. [28]. Morbus Lyme, to jest bore-
lijska infekcija s erythema migrans, reumatskim i blagim
neurolo§kim manifestacijama opisana je 1986. [29], a
Bannwarthov sindrom 1988. [30]. Uzro¢nika je u nas prvi
put izolirala 1992. S. Bolanc¢a-Bumber [31], godine 1998.
genotipizacijom iz koze bolesnice s erythema migrans
utvrdena je B. afzelii [32], dok je iste godine lanCanom
polimeraznom reakcijom na temelju sekvencija i filo-
genetske ras¢lambe utvrdena B. afzelii u krvi 10 bolesnika
s erythema migrans [33]. Godine 2002. prvi je put u
Hrvatskoj izolirana B. garinii iz koze bolesnice s klinicki
jasnim erythema migrans, bez popratnih neuroloskih i/ili
inih manifestacija [34].

Do sada B. burgdorferi sensu lato nije u nas izolirana u
likvorskom materijalu bolesnika s neuroboreliozom.

Prikaz bolesnika

Bolesnik, osmogodisnji djecak, hospitaliziran je 7. stu-
denoga 2006., treeg dana bolesti koja se ocitovala kao kli-
jenut lijevog licnog Ziveca po perifernom tipu, bez drugih
simptoma bolesti.

b dwgea

Slika 1. Lajmska borelioza u Hrvatskoj (1991.-2008.) [9]
Figure 1.Lyme borreliosis in Croatia (1991-2008) [9]

66

Infektoloski glasnik 29:2, 65-70 (2009)



Prva izolacija borelije (Borrelia afzelii) iz likvora bolesnika s neuroboreliozom u Hrvatskoj

T. MARETIC i sur.

Tablica 1. Klini¢ke manifestacije lajmske borelioze [5]
Table 1. Clinical manifestations of lyme borreliosis [5]

Konstitucionalni simptomi/
Constitutional symptoms

Minorni / minor

Severe malaise and fatigue

. . . . Kasna infekcija /
Rana infekcija / Early infection Late infection
SUSTAV /SYSTEM Lokalna infekcija Diseminirana Perzistentna
stadij 1./ infekcija, stadij 2./ infekcija, stadij 3./
Localized Disseminated Persistent infection,
infection, Stage 1. infection, Stage 2 Stage 3.
Erythema migrans Multipli eritemi, Acrodermatitis
limfocitom, urtikarija, chronica atrophicans (ACA)
. . makulozni osip/
Koza/Skin Multiple erythema,
lymphocytoma,
urticaria, macular rash
Migratorne artralgije, boliu | Produzeni napadaji artritisa,
misi¢ima, tetivama, burzama, | kroni¢ni arthritis, periferne
kostima, kratkotrajni artritis / | entezopatije, periostitis ili
Migatory arthralgias, painin | luksacije vezane za ACA/
Misiéno kostani sustav/ muscles,tendons, bursae, Prolonged arthritis
Musculoskeletal system bone, short term arthritis attacks, chronic arthritis,
peripheral enthesopathy,
periostitis or joint
subluxations below
acrodermatitis
Meninigitis, kranijalni Kroni¢ni encefalomijelitis,
neuritis, Bellova kljenut, spasti¢ka parapareza,
motorni i senzorni atakticki hod, blagi mentalni
radikuloneuritis, blagi poremecaji, kroni¢na
encefalitis, mononeuritis aksonalna poliradikulopatija/
multipleks (rijetko: mijelitis, | Chronic encephalomyelitis,
Neuroloski sustav/ korea, cerebelarna ataksija) / | spastic parapareses, ataxic
Neurologic system Meningitis, cranial neuritis, | gait, subtle mental disorders,
Bell’s palsy, motor or sensory| chronic axonal
radiculoneuritis, subtle polyradiculopathy
encephalitis, mononeuritis
multicomplex (rarely:
myelitis, corea, cerebellar
ataxia)
Regionalna i generalizirana
Regionalna ]imfadenopatij a
: cx1: . limfadenopatija / Splenomegalija/
Limfaticki sustav/Lymphatic system Regional paty Rre):gional (?r gi,neralized lym-
lymphadenopathy phadenopathy
Splenomegaly
AV-blokovi
pankarditis /
Srce/Heart Atrioventricular nodal block,
pancarditis
Teska nevoljkost i umor/ Umor/Fatigue

Bolesnika je 6. rujna 2006. krpelj ubo za lijevu usku, a
krpelj je steen u okolici Bjelovara. Poc¢etkom listopada,
mjesec dana poslije uboda pojavilo se crvenilo na lijevom
obrazu (,,kao da je oSinut Sibom po licu!*), erythema mi-
grans i to u obliku polukruzne vrpce, koja se, poslije pet

Infektoloski glasnik 29:2, 65-70 (2009)

dana bila spontano povukla. No poslije nekoliko dana cr-
venilo se opet pojavljuje na istom mjestu i poslije 3—4
dana konacno spontano nestaje. Bolesnik nije radi erythe-
ma migrans lijeCen antibioticima. Mjesec dana kasnije,
tocnije, dne 5. studenoga 2009. roditelji zamjecuju djeca-
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kovo ,.kreveljenje®, §to se uskoro dijagnosticira kao klje-
nut lijeve strane lica, odnosno lijevostrana faciopareza po
perifernom tipu. Djecak nije imao glavobolju, nije zami-
je¢ena poviSena temperatura, ni opéi infektivni simptomi.
Nije imao radikularne bolove kao ni artralgije te se uopcée
ni na $to nije tuzio.

Najcescée djedje bolesti nije prebolio. Osim ¢escih
streptokoknih angina inace je bio zdrav. U ranijem djetinj-
stvu laserski mu je odstranjen hemangiom na glavi. Ured-
no je procijepljen. Nije alergican na lijekove ni druge
agense.

U klinickom statusu bio je supfebrilan (37,5 °C), pokre-
tan, bistre svijesti, s vidljivom parezom lijevog facijalnog
zivca po perifernom tipu, uz blagi lagoftalmus. Meningi-
ticki sindrom bio je negativan, uz urednu bulbomotoriku i
uredan ostali neuroloski i somatski status. Osnovni serum-
ski laboratorijski nalazi bili su kod dolaska uredni (GUK
5,3 mmol/L, urea-N 6,0 mmol/L, kreatinin 89 pmol/L, Na
141 mmol/L, K 4,2 mmol/L, C1 101 mmol/L, ASAT 28
U/L, ALT 20 U/L, gGT 11 U/L, LDH 190 U/L), uz niske
upalne parametre (SE 5 mm/h, CRP 0,3 mg/L, E 4,95x10'2,
Hgb 139 ¢/L, HCT 0,404 L/L, MCV 81,6 fL., TRC 269x10°,
L: 8,9x10% ne 55,5 %, ly 34,4 %, mo 7,1 %, eo 2,3 %, ba
0,7 %), kao 1 kasnije nalazi kod otpusta (SE 3/h, CRP 0,4
mg/L, E 4,86x10'2, Hgb 138 g/L, HCT 0,388 L/L, MCV
79,9 fL, TRC 222x10%, L: 7,5x10°, neutrofili 41,0 %, lim-
fociti 42,7 %, monociti 10,1 %, eozinofili 4,0 %, GUK 4,3
mmol/L, urea-N 4,8 mmol/L, Na 141 mmol/L, K 4,0
mmol/L, C1 103 mmol/L, ASAT 30 U/L, ALT 25 U/L, urin
biokemijski uredan, bakterioloski sterilan). Lumbalnom
punkcijom dobio se bistar cerebrospinalni likvor, urednog
tlaka, uz mononuklearnu, to jest pretezito limfocitnu pleo-
citozu s 127 stanica/pL, od ¢ega 3 % polinukleara, 97 %
mononukleara. U citoloskom nalazu limfociti su bili zastu-
pljeni u 78 %, plazma stanice 3 %, mononukleari 16 %,
eozinofil 1 %, bazofil 1 %, neutrofili 1 %. Likvor je bio
bakterioloski sterilan. Nalaz ocne pozadine bio je uredan,
kao i EEG. U elektrokardiogramu je postojala tendencija
bradikardiji, bez produzenja pQ-intervala i drugih pore-
mecaja.

Dijagnosticke metode

Zbog sumnje na mogucu neuroboreliozu 7. studenoga
2006. uzet je likvor i serum za odredivanje specifi¢nih
borelijskih protutijela IgM i IgG (LIAISON Borrelia [gM /
IgG DiaSorin, Saluggia, Italija). Reaktivna protutijela I[gG
za borelije nadena su u serumu, dok su protutijela IgM bila
negativna. Protutijela IgM i IgG u likvoru bila su nereak-
tivna. Reaktivni rezultat iz seruma provjeren je imunoblot
testom (recomBlot Borrelia [gM/IgG, Mikrogen, Neuried,
Njemacka) koji je bio negativan kako za IgM tako i za IgG.
Za odredivanje intratekalnih protutijela napravljen je do-
datni specificni test (IDEIA Lyme Neuroborreliosis Oxoid,
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Velika Britanija) koji definira indeks intratekalne sinteze
protutijela buduci da se temelji na istovremenom testiranju
likvora i seruma i preraGunavanju odnosa izmjerenih ek-
stinkcija u specifican indeks. Test je pokazao pozitivan in-
deks intratekalne sinteze protutijela IgM 1 IgG za borelije.

Imunosne pretrage iz seruma na druge mozebitne in-
fektoloske uzro¢nike seroznog meningitisa (krpeljni
meningoencefalitis, varicela-zoster virus, herpes simplex)
bile su negativne u serumu i u likvoru.

Kontrolni serum uzet je 4. sijecnja 2007. i testiran na
borelije. Nalaz se nije bitno razlikovao od prvog nalaza,
samo s reaktivnim odgovorom protutijela IgG u serumu i
bez potvrde u imunoblot testu.

Prilikom lumbalne punkcije 2 mL likvora zasadena su
na MKP (modificiranu Kelly-Pottenkofer) podlogu te
pohranjeni na 33 °C. Poslije nekoliko dana hraniliste je
upuceno na obradu u Mikrobioloski institut Medicinskog
fakulteta u Ljubljani. Jednom tjedno kulture se precijeplju-
ju na svjeze hraniliSte i mikroskopiraju u tamnom polju.
Uzgoj obicno uspjeva poslije 14 do 20 dana, no ponekad je
potrebno i do 9 tjedana kultivacije [35]. Nakon S$to se uz-
g0ji Borrelia burgdorferi sensu lato odreduje se identi-
fikacija borelijske vrste restrikcijom cjelokupnog borelij-
skog genoma s restrikcijskim enzimom M/ul, poslije Cega
se elektroforezom u pulzirajué¢em elektricnom polju (engl.
pulsed-field gel electrophoresis, PFGE) odreduje borelij-
ska vrsta na temelju nazo¢nosti genomskih fragmenata
specifi¢nih za svaki species. Izolacija kromosomske DNK
i plazmida iz kulture borelije u¢injena je metodom inserci-
je u gelu. Metodom PFGE moguce je definirati i pod-
skupinu unutar odredene borelijske vrste, §to moze imati i
epidemiolosko-epizootski odjek. Razli¢itost plazmidnih
profila borelija moze omogu¢iti razlikovanje razlicitih so-
jeva unutar iste borelijske vrste [35]. U€injen je i prikaz
bjelancevina nakon obrade uzorka natrijevim-dodecil
sulfatom (SDS) i merkaptoetanolom elektroforezom u 12
% poliakrilamidnom gelu (PAGE) sa sistemom ,,mini
Protean II* (BioRad Lab, Miinchen). Pri svakoj separaciji
koristio se standard molekulske mase [35].

Spomenutim metodama ustanovljeno je da se radi o
uzroéniku: Borrelia afzelii.

Lijecenje i tijek bolesti

Na temelju klinicke slike, laboratorijskih nalaza i epi-
demioloske anamneze u bolesnika se odmah posumnjalo
na neuroboreliozu te je bolesnik od dolaska lijecen antibi-
oticima. Primao je hospitalno ceftriakson 1x2 gramai.v. za
boravka, tj. od 7. do 22. studenoga 2006., a potom jo§ do 7.
prosinca 2006. u ,,Dnevnoj bolnici®, ukupno 21 dan an-
tibiotske terapije. Osim supfebriliteta kod dolaska, boles-
nik je kasnije bio stalno afebrilan, uz postlumbalne tegobe
prvih dana zbog Cega je dobivao analgetike. Radi nazna-
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¢enog lagoftalmusa 2 puta dnevno primjenjivana je o¢na
mast tobramicin (Tobrex). Tijekom lijeCenja pareza licnog
zivca gotovo se u potpunosti povukla, a na kontrolnom
pregledu poslije mjesec dana neuroloski je nalaz bio ure-
dan.

Rasprava

Zahvacanje ziv€anog sustava u lajmskoj boreliozi
moze se dogoditi s prethodnom pojavom erythema mi-
grans ili bez nje. U svakom sluc¢aju erythema migrans
jasan je oznacitelj borelijske infekcije te se susljedne po-
jave neuroloskih i reumatoloskih manifestacija mogu i tre-
baju ve¢ na temelju klinickog promatranja prihvatiti kao
vjerojatna neuroborelioza [2]. U praksi najvaznija dijag-
nosti¢ka potvrda borelijske etiologije zahvacenog ziv-
Canog sustava jest dokaz intratekalnog stvaranja speci-
ficnih protuborelijskih protutijela [36, 37]. U pocetku
bolesti to ne uspjeva uvijek te je za dijagnostiku ponekad
potrebna kasnija lumbalna punkcija uz ponovljenu pre-
tragu likvora na intratekalnu proizvodnju protutijela [36,
37]. Preporucljivo je u meduvremenu iskljuciti moguce
druge uzro¢nike neuroloskih manifestacija radi mogucé-
nosti preklapanja simptoma razli¢itih bolesti. Definitivna
je dijagnoza neuroborelioze izolacija borelije iz bolesni-
kova likvora, §to u praksi rijetko dolazi u obzir s obzirom
narijetke laboratorije koji su osposobljeni za taj postupak,
aiosjetljivost metode nije visoka (zbog primjerice proble-
ma oko koli¢ine uzorka, obrade, dugotrajnosti i slozenosti
metode). Medutim, izolacija borelije iz likvora osim §to
daje konaénu dijagnozu moze biti istrazivacki itekako zan-
imljiva u usporedbi razli¢itih vrsta borelija i klini¢kih
manifestacija neuroborelioze.

Nas bolesnik je bio djecak iz bjelovarskog kraja, iz Cije
jeuzeisire regije referirana lajmska borelioza kao i krpelj-
ni meningoencefalitis [10, 11]. Krpelj ga je ubo pocetkom
rujna, $to je razmjerno kasno buduéi da se najvise krpelj-
nih uboda dogada u lipnju i srpnju. Ubodi krpelja dogadaju
se tijekom cijele godine, no neusporedivo manje u hlad-
nom dijelu godine. Poznata je ¢injenica da djeca za razliku
od odraslih bivaju znatno ¢e$c¢e ubodeni za glavu, uz poja-
vu erythema migrans na licu [2]. Zanimljivo je da je djecak
bio uboden za usku, inace predilekcijskom mjestu za nas-
tanak borelijskog limfocitoma (Lymphadenosis cutis be-
nigna) [38]. No do razvitka ovoga nije doslo. Namjesto to-
garazvila se, po opisu roditelja, tipi¢na ,,borelijska vrpca*
na licu, uz pojavu istostrane kljenuti n. facijalisa, i uz kas-
nije utvrden lajmski meningitis, bez radikularnih bolova,
§to u odraslih inace pravi trojstvo kojim je definiran
Bannwarthov sindrom [39]. Erythema migrans se ubrzo
povukao irecidivirao, no kao takav nije bio dijagnosticiran
te djecak nije dobio potrebnu antibiotsku terapiju (azitro-
micin, amoksicilin ili cefuroksim) koja bi mogla sprijeciti
prijelaz u drugi stadij s neuroloskim manifestacijama.
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Pozitivan indeks intratekalne sinteze protutijela (u IgM, a
pogotovo u IgG razredu) ustanovljen je 2 mjeseca poslije
uboda krpelja, a 1 mjesec od pojave erythema migrans.

Ranije spomenutim uzgojnim metodama kultivirana je
B. burgdorferi sensu lato, a nakon kultivacije uzro¢nika
izvrSena je identifikacija vrste te plazmidni i proteinski
profil. Profil s Mlul razrezane borelijske DNK utvrdio je
genospecies B. afzelii.

U Sloveniji od 40 borelijskih sojeva izoliranih iz cere-
brospinalnog likvora 25 (62 %) su bile B. garinii, 14 (35 %)
B. afzelii te jedna (2,5 %) B. burgdorferi sensu stricto [40].

Posebnu organotropiju za zZiv¢ani sustav medu borelij-
skim vrstama, kako je dobro poznato, pokazuje B. garinii,
medutim, i druge vrste izazivaju klini¢ke manifestacije iz
cjelokupnog poznatog spektra lajmske borelioze [19],
ukljucujuéi neuroloske manifestacije, kao i u naseg boles-
nika.

Do sada u Hrvatskoj jo$ nije bio izoliran uzro¢nik bore-
lijske infekcije iz likvora, te ova izolacija vrste B. afzelii
predstavlja prvi takav izvjestaj.
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