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CXCL13 v mozkomisnim moku u pacient

s neuroborelidézou

Rapid diagnostics of chemokine CXCL13
in the cerebrospinal fluid of patients
with neuroborreliosis

Souhrn

Chemokin CXCL13 plsobi v mozkomisnim moku jako silny atraktant pro leukocyty. Bylo prokazano,
Ze u pacientl v raném stadiu lymeské neuroborelidzy (LNB) je koncentrace chemokinu CXCL13
v mozkomisnim moku vyrazné zvysena dokonce jesté predtim, nezZ jsou v tomto kompartmentu
syntetizovany specifické protilatky. Priikaz CXCL13 md u LNB vysokou negativni i pozitivni dia-
gnostickou prediktivni hodnotu a nebyl do rutinniho diagnostického algoritmu dosud zafazen.
Proto byly na klinickém souboru pacient( s LNB a dalsimi seréznimi neuroinfekcemi porovnany dvé
metody na stanoveni koncentrace chemokinu CXCL13 v mozkomisnim moku: 1. semikvantitativnf
imunochromaticky ReaScan CXCL13 rapid test a 2. kvantitativni test CXCL13/BLC/BCA-1 Quantikine
ELISA. Pomoci Cohenova koeficientu kappa bylo ovéfeno, Ze shoda mezi obéma testy je vysoka
(p <0,001).ReaScan CXCL13 rapid test je snadno proveditelny a casové nenarocny (20 min), proto se hodi
jako doplhujici vySetfeni pro casnou rutinni diagnostiku LNB. Priikaz zvysené hladiny CXCL13 umoznuje
rychlé nasazeni antibiotické Ié¢by zejména tam, kde dosud neni prokézana lokaIni syntéza protildtek,
jak je patrné z navrzeného diagnostického algoritmu.

Abstract

Chemokine CXCL13 is a strong chemoattractant for leukocytes in the CSF. It has been proven that
CSF CXCL13 concentration is substantially elevated in the early stage of Lyme neuroborreliosis
(LNB). Its level is increased even before the specific antibodies are synthesized in this compartment.
CXCL13 was proven to have high positive and negative diagnostic significance and this diagnostic
attitude has not yet been included in a routine clinical diagnostic algorithm of LNB. Two methods
of chemokineCXCL13 detection in CSF were tested in two groups of patients with clinical
manifestations of LNB and other aseptic neuroinfections: 1. semiquantitative immunochromatic
method ReaScan CXCL13 rapid test and 2. quantitative method CXCL13/ BLC/ BCA-1 Quantikine
ELISA. A high concordance of the results of these tests was verified using Cohen coefficient kappa
(P < 0.001). The ReaScan CXCL13 rapid test is easy to use and time-saving (20 min), therefore, it is
suitable as an additional examination for routine early diagnostics of LNB. Proving CSF CXCL13
elevation enables quick antibiotic treatment, especially in cases where the local antibody synthesis
has not been proven yet, which can be seen in the proposed diagnostic algorithm.
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Uvod

Lymeska neuroboreliéza (LNB) je klistaty pre-
nasené onemocnéni nervového systému,
jehoz vyvolavatelem je spirochéta Borrelia
burgdorferi sensu lato. Diagnoza je zalozena
na kombinaci klinickych pfiznak( a labora-

tornich vysetfeni (pleocytdéza v mozkomis-
nim moku, intratékalni syntéza specifickych
antiboreliovych protildtek — pozitivni pro-
tilatkovy index [antibody index; All). Avsak
diagnostika je komplikovana nékterymi
okolnostmi. Likvorovad pleocytédza je nespe-

cifickym znakem, nebot se jednd o nélez
charakteristicky pro vétsinu zanétd CNS. Al
jako takovy muze byt negativni v 10-30 %
u pacientd na zac¢atku onemocnéni (zpravi-
dla pfi trvani kratsim nez 6 tydn() [1]. Na dru-
hou stranu u nékterych pacientll mize pozi-
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Obr. 1. Porovnani vysledkl stanoveni koncentrace chemokinu CXCL13
v mozkomisnim moku u pacientt s lymeskou neuroboreliézou provedeny obéma

metodami.

Fig. 1. Comparison of the results in the cerebrospinal fluid concentration
of CXCL13 chemokine in patients with Lyme neuroborreliosis analyzed with the two

methods.

tivita Al pfetrvavat meésice i roky po Uspésné
antibiotické lé¢bé, pfipadné po nelécené
infekci [2]. Tato skute¢nost tak branf vyuziti
tohoto jinak zdsadniho diagnostického na-
stroje v diagnostice ¢asné infekce nebo pfi-
padné pozdéjsi reinfekce.

Migrace lymfocytd z krve do moku je
zprostfedkovdna pomoci chemotaktickych
cytokinl (chemokind) a jejich receptorl [4].
CXCL13 je esencidlni chemokin pro pre-
chod B lymfocytd do CNS. Nedavné zahra-
ni¢nf [5-7] i vlastni [8] studie odhalily zvyse-
nou koncentraci CXCL13 u rliznych virovych,
bakteridInich i nddorovych [9] onemocnénf
CNS. Jednoznac¢né dosud nejvyssi koncent-
race CXCL13 v mozkom{Snim moku byly pro-
kdzény pravé u LNB, a to na pocatku infekce.
Jeho hladina pozdgji rychle klesa s Uspés-
nou antibiotickou terapif. Proto se méfeni
CXCL13 v mozkomisnim moku stale castéji
vyuziva jako doplhujici diagnosticky test pro
Casné stadium LNB - predevsim v Evropé,
kde jsou nervové formy LNB nejcastéjsi. Dia-
gnostické testy pro CXCL13 dosud nejsou
plosné dostupné a nékteré z pouzivanych
nejsou akreditovany pro klinické aplikace.

Diagnostika LNB je dnes uz standardné
zaloZzena na kombinaci klinickych a vyse
uvedenych laboratornich markerd. Je to
zfejmé napt. z doporuceni Evropské fede-

race neurologickych spole¢nosti [3] i Spo-
le¢nosti infekéniho [ékafstvi (SIL). Inovo-
vani tohoto postupu, jak je nize navrzeno,
by mohlo byt jednoduchou a Ucinnou ak-
tualizaci pro jistou nezanedbatelnou sku-
pinu pacientd. V praci jsou obsazeny vy-
sledky porovnani dvou metod prikazu
chemokinu CXCL13 v mozkomisnim moku
- ,semikvantitativn{” imunochromaticky
ReaScan CXCL13 rapid test a kvantitativni
CXCL13/BLC/BCA-1 Quantikine ELISA test.

Soubor pacientii a metodika

Bylo vysetfeno 60 hospitalizovanych pa-
cientl. Pacienti byli rozdéleni do dvou sku-
pin. Do prvni skupiny bylo zafazeno 30 pa-
cientl s velmi dobfe podloZenou diagndzou
LNB, hodnocenou jako ,definitivni” podle
kritérif SIL. Jednalo se o 13 Zen a 17 muzd
(prmérny vek 45,6, medidn 44 let). Vsichni
pacienti méli klinické pfiznaky kompatibiln{
s diagndzou LNB. Nejcastéjsim klinickym
projevem byly Iéze n. facialis (14 pacient()
a radikuldrnf bolesti (9 pacientd). U péti pa-
cientd byly vyjadfeny soucasné oba tyto
pfiznaky. Zbyvajici pacienti udavali cefa-
leu, vertigo, Unavu, u jednoho byla patrna
léze n. VI. Vsichni méli prokazatelnou pleo-
cytézu v mozkomisnim moku a pozitivni Al.
Do druhé skupiny bylo zafazeno 30 pacientt

s aseptickou neuroinfekci neboreliového
pavodu prokdzanou vysetfenim likvoru
(16 muz¥ a 14 Zen, prameérny vék 33,2, me-
didn 35 let). Etiologicky se jednalo 9x o klis-
tovou meningoencefalitidu, 3x o enteroviro-
vou meningitidu, 5x o varicella-zoster virus,
prip. herpes simplex virus 1. Ve 13 pfipadech
nebyl pdvodce urcen. Vsichni pacienti méli
pleocytézu v mozkomisnim moku.

Chemokin CXCL13 byl vysSetfovan soupra-
vou Human CXCL13/BLC/BCA-1 Quantikine
ELISA (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN,
USA) postupem doporucovanym vyrobcem.
Koncentrace CXCL13 ve vzorcich je udavéana
v pg/ml. Uvedeny set je vyuZivdn pouze
pro vyzkumné Ucely, nenf uréen pro rutinnf
praxi. Vdechny vzorky byly vysetfovany du-
plicitné. Minimalni detekovatelna koncent-
race CXCL13 byla 7,8 pg/ml. Vzorky s koncen-
traci > 500 pg/ml (mimo rozsah kalibracni
kfivky) byly nafedény kalibra¢nim pufrem
10x a 100x a znovu analyzovany. Vzorky byly
skladovany do vysetienf pfi teploté —20 °C.

Déle byl CXCL13 vysetfovan imunochro-
matickym ReaScan CXCL13 rapid testem (Oy
Reagena Ltd, Toivala, Finsko) postupem do-
poruc¢ovanym vyrobcem. Test je ur¢en na
stanoveni CXCL13 v mozkomi{snim moku.
100 pl vzorku je pipetovédno do zkumavky
obsahujici protildtku proti CXCL13 a po pro-
michanf je pfeneseno do testovaci kazety. Po
20 min je intenzita testovaciho prouzku ode-
¢tena pomoci ReaScan readeru a vysledek je
vyjadfen v arbitrérnich jednotkach (rozsah
je 0-500 arbitrarnich jednotek), které jsou
orientacné vztazeny ke hmotnostni koncen-
traci v pg/ml. Vysetfeni bylo provéddéno bez-
prostfedné po doruceni moku do laboratore.

Pro statistické porovnani obou metod
byla pouzita kategorizace vysledkd podle
hodnot uvedenych vyrobcem ReaScan
CXCL13 rapid testu. Na jejim zakladé byla
vytvofena kontingen¢ni tabulka s kfizo-
vou klasifikaci vzorkd podle vysledkd obou
metod do 3 X 3 skupin (<250, 250-500,
>500 pg/ml). Pro posouzeni miry shody
mezi obéma metodami byl pouzit Cohenlv
koeficient kappa. Data byla graficky zndzor-
néna v bodovém grafu s logaritmicky trans-
formovanymi hodnotami pg/ml (Quantikine
ELISA) a vztah mezi metodami byl charakte-
rizovan kfivkou ziskanou prostfednictvim lo-
kalné vazené regrese (locally weighted scat-
terplot smoothing; LOWESS).

Vysledky a diskuze
Na obr. 1 je zndzornéno porovnani vysledkd
stanovenf koncentrace CXCL13 v pg/ml (vo-
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dorovnd osa) s arbitrarnimi jednotkami (svisla
0sa) u pacientd s LNB. Cary uvnitf grafu uka-
zuji cut-off hodnoty pro ReaScan arbitrarni
jednotky (40-90), resp. 250-500 pg/ml pro
Quantikine ELISA test. ProloZena linie, tzv. in-
terpolacni spline, se blizi pfimce prakticky
not (oblast hodnot klinicky interpretovanych
jako negativni). Prostfednictvim Cohenova
koeficientu kappa bylo ovéfeno, ze shoda
mezi obéma testy je statisticky vyznamna
(p < 0,001).

Prehled porovnani vysledkd stanovenf
koncentrace CXCL13 v mozkomiSnim moku
u obou skupin pacientd je uveden v tab. 1.
Viysledky uvedené v arbitrérnich jednotkach
jsou zde dle Udajd vyrobce orientacné vzta-
Zeny ke hmotnostni koncentraci a rozdéleny
do tfiintervall: <250 pg/ml, 250-500 pg/m|,
>500 pg/ml.

Ztab. 1je patrné, Ze ve skupiné s LNB doslo
ke shodé obou testd u 28 (93,3 %) vysetfo-
vanych. Diskrepance byla nalezena u dvou
vzorkd s hodnotami 253,8 a 256,58 pg/ml,
které byly ReaScan testem zafazeny do ka-
tegorie >500 pg/ml (v metodé Quantikine
v pasmu 250-500 pg). Ve skupiné pacientl
s neuroinfekcemi jiné etiologie byly shodné
vysledky nalezeny u 29 (96,6 %) nemocnych.
Neshoda nastala pouze v jednom pfipadeé,
kdy hodnota 693,18 pg/ml naméfena Quan-
tikine ELISA kitem byla ReaScan testem zafa-
zena do kategorie 250-500 pg/ml.

Z vysledkd v tab. 1 je také zcela zfejmé, ze
pocet naméfenych hodnot vysokych kon-
centraci CXCL13 je podstatné vys$si u pa-
cientd s LNB, kde bylo 19 vzorkd s hodnotami
>500 pg/ml oproti 9 vzorklm, kde koncent-
race byla nizsf nez 250 pg/ml. Ve skupiné
aseptickych neuroinfekci neboreliové etiolo-
gie byl jediny vzorek v oblasti koncentrace
250-500 pg/ml, zatimco vsechny ostatni
byly v oblasti nizkych hodnot.

Cutt-off hodnota pro mozkomisni mok ne-
byla dosud jednoznacné stanovena. V litera-
ture byly publikovany riizné cut-off hodnoty
(100-500 pg/ml) [7,10,11] a je o nich diskuto-
vano jinde [8]. Pomoci metaanalyzy, kterou
provedli Koedel et al et al [12] byla cut-off
hodnota stanovena na 250 pg/ml a na jejim
zakladé byla u LNB urcena pro ReaScan rapid
test senzitivita 70 % a specifita 100 %.

Vzhledem k omezenému rozsahu testo-
vanych vzorkl nelze ucinit u ndmi vyset-
fovaného souboru zadny definitivni zavér
ohledné spolehlivosti obou metod. Po-
dobné se nelze jednoznacné vyjadfit ke
tfem zjisténym diskrepantnim hodnotam.

obéma metodami.

Tab. 1. Porovnani koncentrace chemokinu CXCL13 v mozkomisnim moku stanovené

I(E)ngtikine ReaScan rapid test imunochromatografie

pacienti s lymeskou neuroboreliézou

pg/ml <250 250-500 >500 celkem
<250 9 0 0 9
250-500 0 0 2 2

>500 0 0 19 19
celkem 9 0 21 30
pacienti s neuroinfekcemi jiné etiologie

pg/ml <250 250-500 >500 celkem
<250 26 0 0 26
250-500 0 3 0 3

>500 0 1 0 1
celkem 26 4 0 30

Al-, CXCL13+ Al+, CXCL13+
* pocinajici LNB Casna LNB

* Pfi vylouceni jiné etiologie

neurologické symptomy + pozitivni sérologie

lumbalni punkce

zakladni laboratorni vysetreni likvoru

v \

Al+, CXCL13- Al-, CXCL13-
pozdni LNB non LNB

Obr. 2. Navrhovana laboratorni diagnostika LNB.

Al — protildtkovy index; LNB — lymeska neuroboreli¢za
Fig. 2. The proposed laboratory diagnostics of LNB.
Al = antibody index; LNB — Lyme neuroborreliosis

Nicméné viechny tyto tfi rozdilné vzorky by
byly vyhodnoceny i orientatnim ReaSqgan
rapid testem jako patologicky zvysené,
a v zavere¢ném hodnocen( by tedy poskytly
klinicky spravny vysledek. Na zakladé vyse
uvedenych vysledkd se d& usuzovat, Ze ko-
relace mezi obéma metodami by mohla byt
pro klinickou praci dostacujici. Z tohoto di-
vodu je |ze doporucit pro dalsi vyzkumnou
i rutinni praxi.

Podstatnou vyhodou ReaScan rapid testu
je jeho rychlé a snadné provedent.

V bézné klinické praxi je u pacientl s po-
dezfenim na LNB provadéna diagnosticka
lumbalni punkce a mozkomisni mok je vy-
Setfen na pozitivitu zanétlivych ukazatell
(pleocytéza a proteinorachie) a pfitom-
nost antiboreliovych protildtek. ProtoZe vsak

bylo prokdzéno, Zze zvysend koncentrace
CXCL13 v moku ma vysokou pozitivni pre-
diktivni hodnotu pro LNB [13], jevi se podle
dosavadnich zkusenosti jako pfinosné vy-
Setfovat i hladinu tohoto ukazatele. Pokud
bude zvysend, Ize zahdjit antibiotickou te-
rapii a urychlit tak lécebny proces. Navr-
hovany algoritmus je zndzornén na obr. 2.
Z nasich dfivéjsich zkusenosti [8] vyplyva, Zze
i nizkd hladina CXCL13 v moku ma vyznam-
nou negativni prediktivni hodnotu, a to
mimo jiné tam, kde akutni infekce jiz ode-
znéla a lokdlni syntéza specifickych proti-
ldtek ukazuje na dfive probéhlé onemoc-
néni. A pravé potfebu rychlé laboratorni
diagnostiky LNB by mohlo pomoci vyfe-
Sit stanoveni koncentrace CXCL13 v mozko-
misnim moku, kdy pomoci ReaScan rapid
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testu klinicti Iékafi mohou obdrzet orien-
tacni vysledky jiz v kratkém case po lum-
balni punkci. CXCL13 tedy mUze nejvice
prispét k diagnostice LNB v ¢asném stadiu
infekce, kdy jesté neprobiha intratékdlni syn-
téza protilatek a vysetfeni ma vysokou po-
zitivni prediktivni hodnotu. Mdze byt do-
plikovym testem i v pozdni fazi infekce
nebo v postinfekéni periodé, kdy Ize vyuzit
jeho negativni prediktivni vyznam. Kromé
toho by mohl podpofit diagnézu LNB u pa-
cientl s pleocytézou a intratékdIni synté-
zou protilatek, ale s atypickymi klinickymi
symptomy.
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