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SOUHRN

Lymeska boreliéza je multiorganové infekéni onemocnéni vyvolané spirochetami Borrelia burgdorferi sensu lato, v Evropé
zejména Borrelia garinii, Borrelia afzeliia Borrelia burgdoreferi sensu stricto. Vektorem jejich pfenosu jsou nej¢astéji infikovana
klistata rodu Ixodes (v nasich podminkach Ixodes ricinus). Od roku 1986 do soucasnosti bylo zaznamenano 78 952 pripad(
lymeskeé borelidzy, ktera je tak Sestkrat castéjSi nez dalSi onemocnéni — kliStova encefalitida, jehoz virus je také prenasen
klistaty.

Onemocnéni miize probihat bud bezpfiznakoveé, nebo symptomaticky s velmi rozmanitou klinickou manifestaci, napf. postizeni
klze, kloubt, nervového systému, srdce, s moznosti pfechodu do chronicity, kdy se uplatriuji imunopatologické procesy s Kli-
nickymi relapsy onemocnéni. Diagnostika lymeské boreliézy je zalozena na posouzeni klinickych projevi, epidemiologické
anamnéze a laboratornim vysetfeni rliznych biologickych material( (napf. vySetreni protilatek pomoci ELISA a western blot,
elektronova mikroskopie, PCR, eventualné kultivace). Cilem kauzalni antibiotické Iécby je odstranéni spirochet.
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SUMMARY

Bolehovska R., Plisek S., Pliskova L., Cermakova Z., Pali¢ka V.: Lyme Borreliosis

Lyme borreliosis is a multi-organ infectious disease caused by spirochetes of the Borrelia burgdorferi sensu lato group, in
Europe is primarily caused by Borrelia garinii, Borrelia afzelii and Borrelia burgdoreferi sensu stricto. Most of the time, these
bacteria are transmitted infected ticks of the genus Ixodes (in the Czech Republic by /xodes ricinus). From 1986 till now, it has
been described 78,952 cases of Lyme diseases, which is six times more frequent than further disorder transmitted by ticks
— encephalitis caused by virus.

This infection can been in progress either asymptomatic or symptomatic with very various clinical manifestations as infliction of
the skin, joints, nervous system, heart with possibility to chronic disease with immunopathologic processes and clinical relapses
of the disease. The diagnosis of Lyme borreliosis is based on clinical manifestation, epidemiological anamnesis and laboratory
testing of different biological materials (for example antibody detection by ELISA and western blot, electron microscopy, PCR,
alternatively cultivation). The aim of causal treatment is elimination of spirochetes by antibiotics.
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gnostics, treatment.

Uvod

Lymeska boreliéza je multisystémové infekéni one-
mocnéni, které predstavuje zavazny zdravotni i socio-
ekonomicky problém. Je charakterizovano zna¢nou varia-
bilitou klinickych projevl s moznosti vyvoje do chronicity,
provazené klinickymi relapsy prokazatelnymi laboratorné.
Jde o nejrozSifenéjsi onemocnéni vyskytujici se ve 43
zemich svéta a na vSech kontinentech kromé Antarktidy
a Jizni Ameriky. Vektorem pfenosu je kliste, ve stfedni
a severni Evropé obvykle klisté rodu Ixodes ricinus
a v Severni Americe Ixodes scapularis (dfive dammini)
a Ixodes pacificus [1, 6, 11, 13, 14, 16, 21].

Vzhled, genom a antigenni struktura
borélii

Plvodcem onemocnéni jsou bakterie rodu Borrelia
(B.) patfici do Celedi Spirochaetaceae, fadu Spirochae-
tales, tfidy Spirochaetes. Jedna se o mikroaerofilni,
gramnegativni spirochetu ve tvaru tenké (0,2 um), dlouhé

(4—30 pm) spiraly se 4—15 zavity pravidelné vzdalenymi
2,2 ym a se 7-11 bi¢iky [1, 3, 6, 8, 22, 24]. Ty jsou ukot-
veny v periplazmatickém prostoru pomoci bazalnich disk
a obtadi buniku pod vnéjsi sténou. Borélie se pohybuiji
rychlym rotaénim pohybem kolem své podéiné osy nebo
smrstovanim a natahovanim. Maji velkou schopnost
prezivat v organismu a jejich rozmnozovaci cyklus trva
17 hodin [1, 4, 6, 8, 24, 25] — obrazek 1.

V dneséni dobé je zndmo 31 druht borélii, ale v lidské
B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. afzelii, eventu-
alné B. valaisiana, B. bissetti. Prvni z nich se vyskytuje
pouze v Severni Americe, naopak v Evropé se nachazi
vSechny druhy. B. burgdorferije zde ale vzacna a navic
antigenné& odligna. V Ceské republice jsou pivodcem
onemocnéni zejména B. garinii a B. afzelii. Jednotli-
vé druhy se mezi sebou lisi antigennimi vlastnostmi,
poctem plazmid(l a rGznou afinitou k urcitym organdim
— B. garinii ma vétSinou vztah k postizeni centralniho
nervového systému (CNS), B. afzelii k postizeni kize
a B. burgdorferi sensu stricto ke kloubnim postizenim
[1,3,4,8,9, 15, 16] — obrazek 2.
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Fig. 1. Structure and physiognomy of Borrelia burgdorferi[17, 18]

Organizace genomu B. burgdorferi (kmen B31,
NC_001318) je zna¢né neobvykla, nebot nejvétsi Cast
tvofi linearni chromozom kdéduijici zakladni proteiny nut-
né pro replikaci, transkripci a translaci protein( spolu
s geny kddujicimi transportni bilkoviny a energeticky
metabolismus. Neobsahuje vSak geny pro biosyntézu
latek. Zbytek genomu je uspofadan v 12 linearnich
(Ip 5,17, 21, 25, 28-1, 28-2, 28-3, 28-4, 36, 38, 54 a
56) a 9 cirkularnich plazmidech (cp 9, 26, 32-1, 32-3,
32-4, 32-6, 32-7, 32-8, 32-9), jejichz geny vétSinou
souviseji s virulenci a infektivitou. Cely genom ma
velikost 910 725 par(i bazi (bp), obsahuje celkem 874
gen(, z nichz 851 kdduje urcity protein. Molekulova
hmotnost jednoho linearniho chromozomu je 1,9.108,
tedy 5krat méné nez u jinych bakterii [1, 4, 5, 6, 7, 8,
20, 24, 26]. Pro porovnani jsou nize uvedeny informace
o genomech jinych druh:

e Borrelia afzelii PKo — NC_008277, linearni dsDNA,
délka 905 394 bp, 894 genl(, 8 plazmidul (6 linearnich
a 2 cirkularni);

e Borrelia garinii Pbi — NC_006156, linearni dsDNA,
délka 904 246 bp, 904 gen(, 2 plazmidy (1 linearni
a 1 cirkularni) [20, 26]. Borélie jsou vybaveny celou
fadou antigend neproteinové a proteinové povahy. Mezi
surface proteins, OspA az F), bi¢ikovy flagelin FlaA a
FlaB, VISE protein (variable major like sequence E) a
dalsi. Osp proteiny jsou zodpovédné za hostitelskou
imunitni odpovéd. OspA (adhezin, 31 kDa) a OspB
(84 kDa) jsou umistény na linearnim plazmidu a
u evropskych druhl jsou vice variabilni. Dominantnim
povrchovym proteinem je OspC (reduktin, 21 az 25 kDa),
ktery se nachazi na cirkularnim plazmidu a je zaroven
hlavnim imunogenem v ¢asné protilatkove odpovédi. Bicik
borélii se sklada ze dvou jednotek, proteinu FlaA (37 kDa)
a majoritniho proteinu FlaB (41 kDa) a je dllezity pro
chemotaxi a motilitu. VISE antigen, umistény na linearnim
plazmidu Ip 28-1, hraje roli v pfeziti, nebot po vniknuti do
hostitelského organismu borélie neustale méni expresi
tohoto proteinu, a snazi se tak uniknout rozpoznani a
eliminaci imunitnim systémem [4, 6, 8, 10, 24, 25].
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Fig. 2. The geographical distribution of the most considerable
Borrelia [19]

Patogeneze onemocnéni

Klisté je vybaveno zvlastnim ustnim Ustrojim (tzv.
hypostom), které je uzplsobeno k proniknuti do kiize a
k sani krve, nebot jsou na ném umistény obracené zub-
ce. Pomoci nich se klisté zasekne hluboko do pokozky a
postupné zacne vylu€ovat sliny s obsahem neznamé lat-
ky, ktera za¢ne kolem hypostomu vytvaret cementovou
vrstvu pro zvySeni stability klistéte. Ve slinach se déle
nachazi latky, které potlacuji lokalni imunitu, tiSi bolest,
brani srazeni krve (enzym ixodin) a uzavfeni krevnich
kapilar. Bunky hostitele reaguji na pfitomnost kliStéte
produkci histaminu, ktery je ale ni¢en latkou pfitomnou
ve slinach se schopnosti jeho vyvazani [7, 21].

Pro pfijem krve maiji klistata pfizplisobené travici
ustroji, které obsahuje postranni laloky slouzici pro
skladovani nasaté krve. Borélie se vyskytuji u klistat
nejcastéji v jejich stfevech, kde jsou ukotveny v epi-
telialnich burikach pomoci OspA proteinu. Ve stfevé
klistat dochazi v pribéhu nékolika hodin sani krve
k pomnozeni spirochet, k vzestupu teploty a snizeni
pH, jejichz vlivem se snizi exprese OspA a zvySi expre-
se OspC. To umozni boréliim odpoutat se od epitelii
stfev a dostat se asi po 24 hodinach do endolymfy
a slinnych zlaz, kde se opét pomnozi. Nasatou krev
klisté ve svém téle zahustuje a do téla hostitele vraci
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zpét prfebyte¢nou vodu spolu s boréliemi. K jejich pre-
nosu dochazi obvykle po 48—72 hodinach od pfisati.
V misté vstupu dochazi k jejich dalSimu pomnozeni
a nasledné se dostavaji na kratkou dobu do krev-
niho obéhu, kterym jsou roznaSeny dale do téla,
a mohou tak napadat rGzné tkané. Borélie prezivaji
extracelularné, ale maji také schopnost prostupo-
vat burikami, jez je mohou nésledné chranit pfed
imunitni odpovédi. Byl prokazan jejich vstup do
fibroblastl, endotelovych bunék a bunék monocyto-
makrofagového plvodu. Mize dochazet i k praniku
borélii hematoencefalickou bariérou s vazbou na
nervove a gliové buriky mozku [1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 16, 21].

Vyrazna imunitni odpovéd na infekci je indukovana
pusobenim lipoproteinl vnéjsi membrany borélii, které
aktivuji v hostitelskych burikach faktor NF-xB a pro-
stfednictvim TLR-2 receptort a CD14 imunitni systém
k produkci prozanétovych cytokin(. Ta probiha v mono-
cyto-makrofagovych bunkéach, ale také ve fibroblastech,
endotelovych a Zirnych burikach. KliCové postaveni
ma ale imunoregulaéni plsobeni subsetd TH1 a TH2
T lymfocytl. PFi zesilené aktivité TH2 T lymfocytl vede
k ¢asné a dostatecné produkci specifickych protilatek
(zvySenatvorba INFy a nésledné IL-4) a eliminaci pato-
gennich spirochet. Naopak zesilena aktivita subset
TH1 T lymfocytd je odpovédna za burikami zprostfed-
kovanou cytotoxickou reaktivitu, tj. poSkozeni bunék a
tkani hostitele, ale nevede k eliminaci borélii. Pfi posko-
zeni tkani hraji roli i zkfizené reaguijici protilatky — napf.
protilatky proti flagelinu B. burgdorferi zkfizené reaguiji
s proteiny CNS. Borélie, pokud nejsou eliminovany,
maji schopnost perzistovat. Byla vyslovena hypotéza,
Ze v tkanich nemusi perzistovat celé spirochety, ale
pouze Cast genetické informace ve formé plazmidd.
V roce 1997 byla popsana schopnost vytvaret cystické
formy, které vytvafi borélie v dobé nepfiznivého prostre-
di (vliv antibiotické 1é¢by, protilatek), a mohou tak unikat
imunitni obrané organismu. Vyznamné jsou i genetické
dispozice, byla prokazana signifikantni asociace mezi
HLA DR2, HLA DR4 a chronickou artritidou v pozdnich
stadiich infekce. Je tedy velmi pravdépodobné, ze
na pozdni klinické manifestaci onemocnéni méa podil
zejména nepfiméfena a Spatné regulovana imunitni
odpovéd hostitele. Po prodélaném onemocnéni nevzni-
ka trvala imunita, je tedy mozné se opakované nakazit
[3,4,6,7,9,11,12].

Klinické pfiznaky

Onemocnéni mlize probihat bezpfiznakové nebo
pouze s mirnymi projevy, na které neni kladen zvlast-
ni vyznam. Symptomatické formy lymeské borelidzy
jsou velmi rozmanité. Nejcastéji dochazi k postizeni
kize (65-67 %), muskuloskeletarniho systému
(17 %) a nervového systému (12-14 %). Klinické
pfiznaky rozdélujeme do tfi stadii, z nichz prvni dvé
stadia jsou akutni, vyvolana pusobenim spirochet. Treti
stadium je chronické a uplatriuji se pfi ném imunopa-
tologické procesy [9].

e 1. Casné lokalizované stadium je charakterizovano
typickym exantémem v misté prisati klistéte, tzv.
erythema chronicum migrans. Jedna se o pomalu se
zvétSujici skvrnu ovalného nebo kruhovitého tvaru,
ktera je nebolestiva, ostfe ohraniCena, postupné od
centra bledne a perzistuje po dobu 2—3 tydn({. Erytém
se vyskytuje u 50-80 % pacient(l pfiblizné po 3-30
dnech. Pokud se z€ervenani objevi béhem nékolika
hodin po pfisati klistéte, nejedna se o projev onemoc-
néni, ale pouze o precitlivélou reakci. K dalsim pfiznakd
muze také patfit zvySena teplota, Unava, bolesti hlavy,
nevolnost, eventualné pfiznaky podobné chfipce [3, 6,
9, 11, 14, 21] — obrazek 3.

A

Fig. 3. The possible manifestation of Lyme borreliosis
A — Erythema migrans [22, 23]; B — Arthritis of the right knee joint [11].

e 2. Casné diseminované stadium se mize objevit do
nékolika tydnd a trva obvykle 4—6 mésicu. Je charakteri-
zovano neurologickymi pfiznaky, jako jsou ¢asté bolesti
hlavy, zavraté, zvraceni, ztuhlost Sije, poruchy hybnosti,
pomérne ¢asta je obrna licniho nervu. Symptomy jsou
projevem aseptické meningitidy, meningoencefalitidy,
radikulitidy, myelitidy. Muskuloskeletarni postizeni
se manifestuje jako lymeska artritida spiSe mensich
kloubt, zanéty svall (myozitidy) a Slach (tendinitidy).
Mohou se objevit poruchy srde¢niho rytmu, karditidy
a dusnost, ale také o¢ni projevy jako konjunktivitida,
edém vicek. Postizeni kiize (nejcastéji u déti) se mize
projevit boréliovym lymfocytomem, vyznacujicim se
fialovymi uzliky zejména na usnich laliccich, nosu,
mamile a skrotu [3, 6, 9, 11, 14, 21].

e 3. pozdni stadium se vyznacuje dlouhou inkubaéni
dobou a dlouhodobé trvajicimi potizemi. Typickymi
projevy jsou postizeni velkych kloubt (kolenniho, loket-
niho a ramenniho) pod obrazem mono- Ci oligoartritidy,
postizeni nervové soustavy chronickou encefalitidou,
polyneuritidou, kdy stav maze vyustit az do obrazu
demence ¢i do demyelinizaCnich projevu imitujicich
roztrouSenou skler6zu. Pozdnim koznim projevem je
chronicka atroficka akrodermatitida, kdy kiize je nejpr-
ve erytematdzni, pozdeji dochazi k ubyvani elastickych
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vlaken az propada atrofii. MGze také dojit k postizeni
rohovky chronickou keratitidou [3, 6, 9, 11, 14, 21].

Diagnostika

Diagnostika lymeské borelidzy je zalozena na Kli-
nickém obrazu, anamnéze pfisati klistéte (okolo 60 %
pfipadl), eventualné jiného hmyzu a laboratorni dia-
gnostice. Laboratorni priilkaz onemocnéni je provadén
pfimymi a nepfimymi metodami, vySetfovany materidl
se voli v zavislosti na klinickych projevech a lokalizaci
probihajiciho onemocnéni.V pfipadé likvoru je vhodné
provést vySetfeni leukocytl a celkové bilkoviny, nebot se
mUzZe nachazet pleocytdza (zejména zvySeni mononuk-
leard) a zvySené hodnoty celkové bilkoviny (nékdy jsou
zvySeny pouze gamaglobuliny). U nékterych pacient
je vSak obraz likvoru naprosto normalni.

Mezi pfimé laboratorni metody patfi elektronova
mikroskopie, kultivace a priikaz DNA borélii pomoci
polymerazové fetézové reakce (PCR) v rdznych
biologickych materialech. Nepfimé metody se opi-
raji o prukaz protilatek v télnich tekutinach pomoci
ELISA metod, western blotu, eventualné imunoflu-
orescencni analyzy. Pfi primoinfekci za¢ina tvorba
protilatek IgM obvykle za 3-4 tydny po infekci.
Naésleduje produkce IgG protilatek po 4-8 tydnech,
které vS8ak nemaji protektivni charakter. U nékterych
nemocnych s jasnymi klinickymi projevy mohou byt
protilatky negativni, naopak u jinych mohou IgM
pfetrvavat dlouhou dobu.

Diagnostika lymeské boreliézy je vSak v dusledku
pestrosti klinickych projevl a ¢asté nejednoznacnosti
laboratorniho priikazu znaé¢né svizelna [1, 3, 9, 11,
14, 15].

Lécba

U lymeské borelidzy Ize IéCbu rozdélit na kauzalni
a symptomatickou, pfi které jsou léCiva vybirana pod-
le klinickych projevll (napf. analgetika, antirevmatika
apod.). Hlavnim cilem |é¢by je odstranéni plvodce,
tedy borélii, pomoci antibiotik. Vzhledem ke schopnosti
borélii pfezivat intracelularné se voli antibiotika, ktera
dobfe pronikaji do bunék a tkani. Zaroven se také
zohledriuje forma a stadium lymeské boreliézy. Mezi
pouzivana antibiotika patfi: amoxicilin, doxycyklin,
ceftriaxon, cefotaxim, benzylpenicilin a dalsi. U téhot-
nych a déti do 8 let se nejCastéji podava amoxicilin,
tetracykliny jsou plné kontraindikovany. V pfipadé
nahodného nalezu séropozitivity v prabéhu téhoten-
stvi je zahajena 14denni zajistovaci |éCba pomoci
amoxicilinu. Preventivni podavani antibiotik po prisati
klidtéte se v Ceské republice neprovadi. Délka lé&by
je doporu€ovana podle stadia lymeské borelidzy, tj.
v prvnim stadiu po dobu 14 dni, ve druhém 21 dni
a ve tfetim stadiu 28 dni. Po probéhlé 1écbé probiha
u pacientl jeSté dispenzarizace po dobu 2 let [3, 6, 9,
11, 14, 16, 25].

Zavér

Prestoze je lymeska boreliéza znama jiz vice nez
20 let a je popsano mnoho informaci o etiologii,
patogenezi a klinickych manifestacich, jeji 1é¢ba a
diagnostika zplsobuje fadu problém(. Vzhledem
k rozmanitosti klinickych projev( zasahuje do rlznych
klinickych obor(, a proto pfi feSeni tohoto onemoc-
néni je vhodny, respektivé nutny multidisciplinarni
pristup.
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Detekce DNA Borrelia burgdorferi sensu lato pomoci
real-time PCR
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SOUHRN

Cil prace: 1. zavedeni, optimalizace a validace polymerazové fetézové reakce v realném ¢ase pro detekci DNA borélii
véetné kontroly pfitomnosti inhibitord DNA polymerazy; 2. shrnuti dosavadnich vysledkl ziskanych pomoci zavedené
metody.

Material a metody: Izolace DNA byla provadéna pomoci komeréniho kitu MagNA Pure Isolatin Kit |l (Bacteria, Fungi) na
automatickém izolaénim pfistroji MagNA Pure LC firmy Roche. Metoda byla koncipovana jako multiplex real-time PCR
s amplifikaci DNA borélii a koamplifikaci inhibi¢ni kontroly v jedné zkumavce.

Vysledky: Zavedena metoda byla plné optimalizovéna, validovana a nasledné pouzita pro vySetfeni 1822 materiald,
z toho 1151 likvor(, 609 krvi a 62 jinych material(l. Pouze 17 vzorkl bylo pozitivnich a 4 vzorky vykazovaly pfitomnost
inhibitorll DNA polymerazy.

Zaver:Nami zavedena a validovana metoda je velice rychla, citliva a specificka pro detekci DNA borélii. Pfesto v diagnostice
lymeskeé borelidzy neni vzdy stoprocentné spolehliva a klinicka korelace, stejné jako u jinych metod, neni uspokojiva.
Klicova slova: lymeska boreliéza, real-time PCR, validace, primery, biologické materialy, kontrola kvality.

SUMMARY

Bolehovska R., Pliskova L., Pliek S., Cermakova Z., Honegr K., Pali¢ka V.: Detection of Borrelia burgdorferi sensu
lato DNA by real-time PCR

Objective: The aims of our work were to introduction, optimization and validation of real-time PCR for detection Borrelia DNA
including control of DNA polymerase inhibitors presence and summary of the results obtained by the new method.
Material and methods: DNA was isolated by commercial kit MagNA Pure Isolatin Kit Il (Bacteria, Fungi) on automatic
isolation instrument MagNA Pure LC (Roche). The method is created as multiplex real-time PCR with Borrelia DNA
amplification and co-amplification of inhibitor control in one tube.

Results: Established method was optimised, validated and then used for analysis of 1,822 biological materials, of it 1,151
cerebrospinal fluids, 609 blood samples and 62 other biological samples. Only 17 samples were positive and 4 samples
contained inhibitors of DNA polymerase.

Conclusion: The established and validated method is very fast, sensitive and specific for detection of Borrelia DNA. In
spite of, Lyme borreliosis diagnostics is not always unimpeachable and clinical correlation is not satisfactory as well as

other methods.

Key words: Lyme borreliosis, real-time PCR, validation, primers, biological materials, quality control.

Uvod

Lymeska boreliéza je nejcastéjsi klistétem pre-
nasené onemocnéni zplsobené gramnegativnimi
spirochetalnimi bakteriemi skupiny Borrelia burgdorferi
sensu lato. V Ceské republice se jedna zejména o
Borrelia garinii a Borrelia afzelii, eventualné Borrelia
burgdorferisensu stricto. Pro pfenos borélii je zapotfebi
dostate¢né dlouha doba zakusu klistéte (minimalné 24
hodin), béhem niz dochazi k uvolnéni borélii ze stfev do
slin klistéte vlivem zmény exprese OspA, OspC gend.
Poté se borélie dostavaji prostfednictvim hypostomu
klistéte ze slin do kiize a krve ¢lovéka. Klinické projevy
tohoto infekéniho onemocnéni jsou velice variabilni,
nékdy mize probihat i bezpfiznakové [1, 3, 5, 6, 10].

Riziko lymeskeé boreliézy koreluje s pfitomnosti vek-
toru, a to zejména klistéte. V posledni letech dochazi
k posunu vyskytu klistat i do vySSich nadmorskych
vySek a ke zvySeni poctu dni optimalnich pro reproduk-
ci a aktivitu klistat. Z tohoto dlivodu ma onemocnéni
neustale vzestupnou tendenci.

Diagnostika lymeské boreliézy je v dnesni dobé
zaloZena na zhodnoceni klinickych projev(, dikladné
epidemiologické anamnéze a v neposledni fadé na
laboratornich vySetfenich, coz je — vzhledem k roz-
manitosti klinickych projevi a rozmanitosti antigennich
struktur borélii — velice obtizné [1, 3, 6, 10].

Material a metody

Vzhledem k riziku inhibice PCR reakce, respektive
DNA polymerazy, je nutné v ramci dodrzeni spravné
vnitfni kontroly kvality (VKK) provadét tzv. inhibiéni
kontrolu (IC), ktera umoziuje vylouceni vydavani
fale§né negativnich vysledkd. Snazili jsme se proto
zavést multiplex real-time PCR na pfistroji RotorGene
3000 (Corbett Research) pro detekci DNA borélii se
soucasnou amplifikaci IC z oblasti lidského HLA-DQ
genu v jedné zkumavce. Sekvence primerQ a hydroly-
tické sondy specifické pro Borrelia burgdorferi sensu
lato jsme vybrali z oblasti flagelinového genu, ktere



byly dfive publikovany (16). Sonda je znacena fluo-
rescencnim reporterem FAM (6-karboxyfluorescein) a
nefluorescenénim zhaSe¢em BHQ (Black Hole Quen-
cher). Sekvence primer( a hydrolytické sondy pro IC
z oblasti lidského HLA-DQ genu byla vybrana z dfive
publikované prace [5]. Sonda pro inhibiéni kontrolu
je znacena jinym fluoroforem (HEX) a zhaSecem je
opét BHQ.

Optimalni slozeni reakéni smési bylo: TagMan
Universal Master Mix (2krat, Applied Biosystems),
forward primer FLA F1A o koncentraci 0,3 pmol/l,
reverse primer FlaR1 o koncentraci 0,9 ymol/l a
sonda o koncentraci 0,2 pymol/l pro borélie a primery
HLA-DQ F a HLA-DQ R o koncentraci 0,024 pmol/l,
sonda HLA-DQ HEX o koncentraci 0,012 ymol/l pro
inhibiéni kontrolu. Mnozstvi pfiddvané DNA vzorku bylo
5 pl a lidské DNA 0,5 .

Reakce vyuziva univerzaini teplotni profil: 50 °C
2 min., 95 °C 10 min. 55 cykl{ s teplotnimi kroky 95 °C
15 s a 60 °C 1 min., kdy dochazi ke snimani fluores-
cence detekénim kanalem FAM (priikaz DNA borélii pfi
530 nm) a JOE (inhibi¢ni kontrola pfi 555 nm).

Vysledky

Validace

V ramci validace metody jsme stanovili citlivost
detekce metody, specifitu PCR reakce, opakovatelnost
a mezilehlou pfesnost metody, v neposledni fadé takeé
porovnani s plivodné pouzivanou metodou nested
PCR s primery z chromozomalni rDNA oblasti.

Citlivost detekce DNA borélii jsme Zzjistili pomoci
fedéni vzorku o koncentraci 1000 organism0/ml z exter-
ni kontroly kvality (Instand, Némecko). Citlivost nove
multiplex real-time PCR byla stanovena na 1-2 orga-
nismy/ml, respektive 0,39 pg/ml, a je srovnatelna s dfive
pouzivanou metodou s citlivosti 2,5 organisma/ml.

Specifita metody, respektive primerd a hydrolytické
sondy, byla ovéfena pomoci programu Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) na internetové strance
http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi s vysled-
kem: real-time PCR specificka pro B. garinii, B. afzelii,
B. burgdorferi sensu stricto, B. valaisiana. Specifita
byla také ovérena provedenim real-time PCR s kmeny
B. garinii, B. afzelii, B. burgdorferi sensu stricto inokulo-
vanymi do krve a likvoru zdravych jedincl (respektive
jedinct bez pfitomnosti DNA borélii), vzdy s pozitivnimi
vysledky zachytu uvedenych borélii.

Pro stanoveni opakovatelnosti metody bylo pro-
vedeno 10 méfeni v ramci jednoho béhu PCR pro
2 vzorky o rtiznych koncentracich — nizka koncentrace
(1,5 organismu/ml, na hranici detekce metody)
s vyslednym variacnim koeficientem (CV) 6,38 %
a vysoka koncentrace (5 . 10°% organisma/ml)
s CV 1,34 %. Pro stanoveni mezilehlé pfesnosti
metody bylo provedeno méreni 2 vzorkU o riizné kon-
centraci béhem nejméné 5 dnd — nizka koncentrace
(10 organismud/ml) s CV 2,44 %, stfedni koncentrace
(50 organismd/ml) s vysledkem CV 2,31 % a vysoka
koncentrace (100 organism0/ml) s CV 1,37 %. Vypocet

priimeéru, smérodatné odchylky a nasledné CV byl vzdy
proveden ze ziskanych Ct hodnot.

V roce 2007 a 2008 jsme se také ucastnili externi
kontroly kvality (EHK) pro priikaz DNA Borrelia burg-
dorferisensu lato némecké spolec¢nosti INSTAND e. V.,
vzdy se spravnymi vysledky. Usp&sné jsme také zavedli
vnitfni kontrolu kvality pomoci sledovani Ct hodnot
pozitivni kontroly, prostfednictvim nichz mGzeme sle-
dovat citlivost metody mezi jednotlivymi reakcemi.

Soubor pacientt vysetfenych zavedenou
metodou

Validovana metoda multiplex real-time PCR byla
zavedena do rutinniho provozu v ¢ervenci roku 2007.
Do konce fijna 2008, tj. za 15 mésicu, bylo vySetfeno
1822 materialll, z toho 1151 likvor( (63,2 %), 609 krvi
(33,4 %) a 62 jinych materiald (3,4 %), jako napf. punk-
tat kolene, mo¢, vzorek kize, cysty. Pouze 17 vzorkU
bylo pozitivnich (0,9 %), z toho 14 likvord, 1 krev a 2
kolenni punktaty — od 12 muzd a 5 zen. Ctyfi vzorky
vykazovaly pfitomnost inhibitord DNA polymerazy
(0,2 %), tj. negativni vysledek inhibi¢ni kontroly.

Nizky pocet pozitivit souvisi zejména s prikazem
DNA borélii u chronickych pacientl s lymeskou bore-
lizou a vySetfenim v ramci diferencialni diagnostiky
jinych onemocnéni (napf. roztrousené sklerdzy, una-
vovy syndrom). Navic u pacientd s jasnymi pfiznaky
lymeské borelidzy, zejména erythema migrans, je ihned
zahajena antibioticka terapie a laboratorné je provede-
no sérologické vySetfeni; vySetfeni metodou PCR neni
vubec pozadovano. Pocet jednotlivych materialli v roce
2007 a 2008 je uveden v tabulce 1, ze které vyplyva,
Zze mezi témito roky doslo k vyznamnému zvySeni
poctu vySetfovanych likvor( na ukor krvi (v roce 2007
byl pomér vySetfovanych likvord ku vySetfovanym
krvim pfiblizné 1 : 1, oproti tomu v roce 2008 to bylo
7 : 3). Tento posun je z hlediska priilkazu DNA borélii
spravny, nebot v krvi zlistavaji borélie pouze kratkou
dobu a jsou z ni rychle eliminovany. Jejich zachyt je
proto v krvi velice obtizny a vzdy zavisi na sprdvném
nac¢asovani odbéru do doby boréliémie.

Diskuse

Lymeska boreliéza je znama jiz vice nez 20 let,
presto je jeji diagnostika v fadé pfipadd znaéné
obtizna [3, 11]. Vzhledem ke kazdoro¢nimu narUstu
tohoto onemocnéni je dllezita kvalitni laboratorni
diagnostika borélii véetné molekularné biologickych
metod [13]. V nasi praci jsme se proto snazili o zave-
deni nové real-time PCR metody pro rychlou detekci
DNA borélii, kterou jsme pIné validovali. PCR metoda
vhodné doplnuje mikrobiologickou diagnostiku, ktera je
zalozena zejména na sérologickém priikazu protilatek
tfidy IgG a IgM, prikazu antigend pomoci western blo-
tu nebo na pfimém prikazu organismu elektronovou
mikroskopii.

Vybér primert
Pro PCR diagnostiku je naprosto zasadni vhodny
vybér oblasti genomu pro amplifikaci. Prvnim problé-
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Table 1. The number of analysed materials with percentage share in 2007 and 2008

Year 2007 (5 months) 2008 (10 months)
Material Results of PCR

Total number of materials 605 1217

Total number of cerebrospinal fluids 323 (53.4%) 828 (68.1%)
positive 7 (2.2%) 7 (0.8%)

Cerebrospinal fluids negative 316 (97.8%) 821 (99.2%)
inhibition - -

Total number of blood samples 258 (42.6%) 351 (28.8%)
positive 1(0.4%) -

Blood negative 254 (98.4%) 351 (100%)
inhibition 3(1.2%) -

Total number of other materials 24 (4.0%) 38 (3.1%)
positive 2 (8.3%) -

Other materials (synovial fluid, urine, etc.) negative 22 (91.7%) 37 (97.4%)
inhibition - 1(2.6%)

mem je velmi neobvykly genom borélii, obsahujici
linearni chromozom s variabilnim po¢tem linearnich a
cirkularnich plazmidu, které mohou borélie v pribéhu
svého zivota ztracet. Byla vyslovena hypotéza, ze u
chronické lymeské boreliézy mize perzistovat pouze
¢éast genetické informace v podobé plazmidd [1, 5, 11].
Vzhledem k vy3&i cené PCR reakci, a zaroven k vel-
ké Skale antigennich specificit neni mozné v rutinni
diagnostice sou¢asné provadét detekci nékolika genl
borélii. Proto je vhodné provést vybér cilového genu,
sekvence primer(l, eventualné sondy, které jsou ale
velmi dulezité pro uginnost dané PCR, tj. pro schopnost
detekce DNA borélii [1, 7, 10].

Prvni PCR specificka pro detekci chromozomalniho
genu Borrelia burgdorferi sensu lato byla v literatufe
popséna v roce 1989 [1, 7]. Od té doby bylo publikova-
no velké mnozstvi sekvenci primerud z riiznych gend.
Mezi nejCastéji publikované patfi geny z chromozo-
malni oblasti (55/23S rRNA, recA, flagelin) nebo plaz-
midové oblasti (OspC, OspA) [1, 7, 10]. Po dikladné
literarni reSerSi jsme vybrali primery z oblasti flagelino-
vého genu (FlaB) [8], ktery je také nejcastéji vyuzivan
v komerénich kitech, napt. firmy QIAGEN, GeneProof,
Dynex, a ktery byl oznagen jako vyborny cilovy gen
pro PCR [7]. Navic genomova DNA (chromozomalni
DNA) je u akutnich stadii lymeské boreliézy nalézana
ve vy&Sich koncentracich, oproti tomu u chronickych
forem se vSak vyskytuje jen ve stopach [12]. Pro chro-
nické formy by bylo vhodnéj&i vyuzit amplifikaci oblasti
nékterého z plazmid(. Nicméné ale otazkou je, nakolik
by se zvysil pocet pozitivnich nalez(.

Analytické parametry zavedené metody

Citlivost nasi mlutiplex real-time PCR je 1-2 orga-
nismy/ml (respektive 0,39 pg/ml), coz je srovnatelné
s publikovanou metodou [8], ze které jsme vybrali
sekvenci primer( a sondy. Citlivost metody je rovnéz
srovnatelna s real-time PCR (0,42 pg DNA/mI) vyuzi-
vanou v Narodni referenéni laboratofi pro borélie,
vedenou dr. Hulinskou [12]. PFi porovnani puvodni

nested PCR s novou real-time PCR jsme zjistili srov-
natelnou citlivost.

Velkou vyhodou nové metody je rychlost provedeni
vySetfeni (moznost statim(), vy$si specificita detekce
vzhledem k pouziti specifické hydrolytické sondy a vel-
mi nizké riziko kontaminace oproti nested PCR, ktera je
programu BLAST jsme dale zjistili, Ze metoda je piné
specificka pro detekci DNA borélii. Opakovatelnost a
mezilehla pfesnost nasi PCR se pohybovala maximal-
né do 2,5 %, pouze v pfipadé vzorku o koncentraci na
hranici detekce byla zji§téna opakovatelnost necelych
6,5 %. Nami zjisténé udaje potvrdily jiz dfive publiko-
vané zavery [8].

Preanalyticka faze a izolace DNA

Z hlediska spravné diagnostiky lymeské boreliézy
je velmi dllezité vhodné vybrat a nacasovat odbér
biologického materialu. Detekci DNA borélii je mozné
provést v krvi, likvoru, moc¢i, synovialni tekutiné, tkani
nebo ve vzorcich kiize z oblasti erythema migrans
[1,2,4,7,8,10].Vzhledem k nizkému mnozstvi borélii
v infikovanych tkanich a télnich tekutinach je v detekci
DNA borélii velmi zasadni transport vzork( do labora-
tofe, jejich uchovani a zvoleny zplsob extrakce DNA
[1, 7]. Biologicky material je nutné vzdy dodavat chlaze-
ny, ale ne zmrazeny [30]. Vysoka teplota pfi transportu
materidlu mlze sniZit procento pozitivity, respektive
citlivost detekce. U krvi mlze dojit k hemolyze a velké
mnozstvi uvolnéného hemoglobinu mize zpUsobit inhi-
bice DNA polymerazy, tj. znehodnoceni PCR reakce.
DNA extrakce a analyza PCR by méla byt provedena
co nejdfive po dodani do laboratofe, nebo by vzorky
mély byt zmrazeny, ale ne déle nez tfi mésice [1, 2].
Po tfech mésicich je pozorovano snizeni pozitivnich
vysledk [2]. Pfi uchovani vzork( kiize v transportnim
nebo kultivaénim médiu byla po 24 hodinach popsana
migrace spirochet z kiize do média [1]. V téchto pfi-
padech je nutné provést nejenom vysetreni klize, ale
i transportniho média.
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Vysledek PCR reakci, tj. uspésnost zachytu DNA
borélii, zavisi také na zplisobu izolace DNA. Exner et
al. se ve své préaci snazili porovnat tfi ¢asto pouziva-
né izola¢ni techniky — manualini izolaci DNA pomoci
fenol-chloroformové extrakce, QIAamp DNA kity firmy
QIAGEN a automatickou izolaci pomoci magnetickych
partikuli na pfistroji MagNA Pure. VSechny zpUsoby
izolace vykazovaly u vzorku krve, likvord a synovialni
tekutiny stejnou citlivost detekce DNA borélii. Vyjim-
kou byla pouze moc¢, kde horsi citlivost byla pozoro-
vana u QlAamp DNA kit [4]. V nasi laboratofi pro
izolaci DNA rdznych patogen( vyuzivame vSechny
tfi techniky, zejména v zavislosti na typu materialu,
eventualné na druhu mikroorganismu, jehoz DNA
ma byt detekovana. V minulosti jsme také provedli
porovnani manualni izolace DNA borélii pomoci
QlAamp DNA Mini kitu a automatické pomoci MagNA
Pure. Vysledkem byla srovnatelna citlivost obou izo-
laénich zpusob(. Nejcastéji proto provadime izolaci
DNA borélii pomoci automatického pfistroje MagNA
Pure a MagNA Pure LC DNA Isolation Kit Ill, ktery
umozifuje snaze izolovat az 32 vzorkl najednou. Izo-
lovanou DNA uchovavame pouze pfi 2—8 °C, nebot pfi
uchovani pfi niz8ich teplotach jsme sledovali snizeni
citlivosti detekce.

V posledni dobé& nékteré laboratofe v Ceské repub-
lice nabizeji moznost vySetfovat klidté na pfitomnost
DNA borélii. NaSe laboratof tyto pozadavky odmita,
nebot pozitivni vysledek u klidtéte neznamena, Ze se
Clovék nakazil. Riziko rozvoje lymeské borelidzy je
v pfipadé odstranéni klistéte do 24 hodin velmi nizké.
Pro pfenos borélii z klidtéte je nejprve nutné jejich
uvolnéni z epitelii zaludku do slin klistéte doprova-
zené zménou exprese OspA a OspC gen(, aktivita
imunitniho systému a podobné. VySetfovani klistat je
vyznamné pouze pro epidemiologické a dalSi védecké
studie [10].

Kontrola kvality

V soucasné dobé jsou vysoké pozadavky kladeny
na kontrolu kvality pouzivanych metod, skladajici se
z vnitini kontroly kvality, tj. pouzivani pozitivni a nega-
tivni kontroly v kazdé reakci a navic inhibi¢ni kontroly
pro kazdy vzorek DNA. Pozitivni kontrola slouzi pro
kontrolu spravného pribéhu amplifikacni reakce,
eventualné pro sledovani citlivosti jednotlivych PCR
reakci. Negativni kontrola umozhuje sledovat, zda
nedoslo ke kontaminaci templatu ¢i amplifikacni smé-
si PCR produktem, kontaminaci chemikalii uréenych
pro pfipravu PCR reakci, ¢imz snizuje riziko vydavani
faleSné pozitivnich vysledku. Inhibiéni kontrola naopak
slouzi ke zmens3eni rizika vydavani faledné negativnich
vysledkd, a to u vzorkd s pfitomnosti inhibitord DNA
polymerazy, které se obc¢as vyskytuji v biologickych
vzorcich [1, 7]. Inhibitory, napf. heparin, fenol, vys&i
koncentrace hemoglobinu apod., zablokuji aktivni cen-
trum enzymu, ¢imz dojde ke snizeni u€innosti, respek-
tive citlivosti PCR reakce. Rozhodli jsme se, Ze v ramci
prikazu DNA borélii zavedeme tuto inhibi¢ni kontrolu
jako soucast reakce tak, jak je to bézné u komercnich
kit(. V literatufe se vSeobecné uvadi 5% podil inhibici

u biologickych materiald. V nasi laboratofi jsme vSak
béhem 15 mésicu, kdy jsme provadeéli vySetfeni DNA
borélii pomoci nové metody, zjistili inhibici DNA poly-
merazy pouze u 0,2 % vzorkd. Obdobny podil inhibici
PCR reakci sledujeme také u vysetfeni jinych ptvodcu
onemocnéni.V molekularné biologickych laboratofich
je dalSim rizikem kontaminace vzorku vzorkem, pro
jejiz zabranéni je nutné dodrzovat zejména spravnou
techniku pipetovani.

Zadana je také ucéast v externi kontrole kvality,
ktera umoznuje porovnat vysledky dané laboratofe
s vysledky ostatnich laboratofi i v rdmci celé Evropy.
Z vysledkd EHK muze laboratof vyvodit fadu cennych
informaci, nebo mlze pouzit vzorky o urcité koncen-
traci pro zjisténi citlivosti pouzivané metody.

Soubor pacientt

Pfestoze je nami zavedena metoda velmi citliva,
v souboru 1822 vzorkl jsme detekovali DNA borélii
pouze v 17 pfipadech, tj. v 0,9 %. Nizké procento
pozitivity odrazi fadu problému a obtizi, které s sebou
nese diagnostika lymeské borelidzy.

Vybér pacientt

Prvnim problémem je vybér pacientd, u kterych
je vySetieni provadéno. Nejvice vySetfeni v ramci
naseho souboru je pozadovano z infekéni a neuro-
logické kliniky Fakultni nemocnice Hradec Kralové.
Z infekénich klinik jsou pozadavky posilany zejména
u pacientl s nejasnymi pfiznaky lymeské boreliézy
nebo s chronickou lymeskou boreliézou, eventualné
v ramci diferencialni diagnostiky jiného onemocnéni.
Vysetfeni u chronickych pacientl je znacné proble-
matické, nebot v jejich télnich tekutinach je vétSinou
velmi malé mnozstvi spirochet, které jsou obtizné
detekovatelné [7].V pfipadé typickych pfiznakl akut-
né probihajici lymeské borelidzy je zahajena antibio-
ticka terapie a provedeno pouze sérologické vysetieni
protilatek, molekularné biologicka detekce DNA vSak
neni pozadovana. V pfipadé neurologické kliniky
se jedna vétsinou o vysSetfeni v ramci diferencialni
diagnostiky, napf. roztrousené skler6zy, unavového
syndromu apod.

Vybér biologickych materialli pro vysSetieni
DalSim problémem je vybér material(. V pfipadé
krvi je vySetfeni velmi obtizné, nebot boreliémie
muze byt nedostateéna nebo pouze kratkodoba,
pfechodna, v obdobi tzv. diseminovaného onemoc-
néni (u pacientll s erythema migrans, neurobore-
liozy, karditidy) [1, 6]. Z tohoto divodu byla popsana
nizka senzitivita detekce DNA borélii pomoci PCR
v krvi pacientt s lymeskou boreliézou [1]. VySetfeni
DNA borélii v likvoru by se mélo provadét v pfipadé
neuroborelidzy. U likvor( byla navic popsana nepfi-
ma zavislost zachytu DNA borélii na délce trvani
onemocnéni a také na délce trvani antibiotické IéCby
[1]. Lebech et al. zjistili pozitivity PCR reakce az u
50 % likvor(i odebranych pacientim s onemocnénim
trvajicim méneé nez dva tydny. Oproti tomu u pacient(
s onemocnénim trvajicim vice nez dva tydny byla
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moznost zachytu borélii pouze u 13 % [7]. Nizka
senzitivita detekce v pozdnich stadiich onemocnéni
muze souviset také s moznosti adheze borélii ke
tkanim [7]. PCR se proto zda byt uzite¢na zejména
v Casnych stadiich onemocnéni [5].V roce 2007 jsme
vySetfovali pfiblizné stejné mnozstvi krvi a likvord,
v roce 2008 jsme vySetrovali jiz vice likvorQ. Tento
posun jsme shledali jako velmi vyznamny i z hlediska
moznosti zachytu borélii.

Bé&hem 15 mésicU jsme také vySetfili 9 moci
s negativnim vysledkem. Maly poc¢et vzorkd moci
souvisi s tim, ze se v poslednich letech od vysetfo-
vani moc¢i upousti z divodu nizké senzitivity a nere-
produkovatelnosti vySetfeni [1, 2, 10]. Bergman et al.
ve své praci zjistili, ze pro uspésnou analyzu moci je
dullezité neodebirat prvni ranni mo¢ a pfi zpracovani
centrifugovat mo¢ pfi 36000 g.V pfipadé centrifugace
pfi 14000 g byly vSechny vzorky moce negativni [2].
Laboratore vétSinou pouzivaji centrifugy s maximailné
15000 g, ¢imz je moznost zachytu DNA borélii v moci
minimalni.

Dale je mozné proveést vySetfeni synovialni teku-
tiny u lymeské artritidy a kize z oblasti erythema
migrans. V naSem souboru bylo vySetfeno 42 kloub-
nich punktatl, z nichz 2 byly pozitivni (ij. 4,8 %) a
1 vykazoval pfitomnost inhibitord DNA polymerazy.
Oproti tomu v pfipadé likvord jsme pozorovali pouze
1,2 % pozitivit a u krvi 0,2 %. VySSi procento pozitivit
v synovialni tekutiné je také popisovano v literature
[1, 7]. Uspé3nost detekce DNA borélii viak také zavisi
na antibiotické 1é¢bé, nebot u nelécenych pacientl je
zjistén vysSi podil pozitivnich nalezd nez u I1é€enych
[1]. Priem et al. zjistili, Ze DNA borélii mze byt dete-
kovana ve vzorcich synovialnich membran pacientd
po antibiotické 1é¢bé a s negativnim vysledkem PCR
v synovialni tekutiné [1]. VySetfeni vzorkd klze je
vhodné u pacientl s kozni manifestaci. Senzitivita
detekce DNA borélii v Iézich erythema migrans je
obvykle vysoka (mezi 36—-88 %), v pfipadé vzorki
kGize pacientl s chronickou atrofickou akroderma-
titidou mezi 54—100 % [1, 9, 10]. Ackoliv je vhodné
provadét vySetfeni kiize pomoci PCR metod, pfesto
jsme v na8i laboratofi analyzovali pouze jeden vzorek
s negativnim vysledkem. Dumler ve své praci uvadi,
ze PCR metody jsou velmi citlivé v pfipadé vySetfeni
vzorkd kGze a synovialni tekutiny u pacientl s ly-
meskou boreliézou, zatimco vyznam diagnostiky
v krvi a likvoru je maly [1].

Vzhledem k popsanym problémdm je nutné konsta-
tovat, ze PCR metody nejsou v diagnostice lymeské
boreliézy vzdy stoprocentné spolehlivé. Proto nega-
tivni vysledky PCR nevyluéuji onemocnéni, naopak
pozitivni vysledky onemocnéni potvrzuji. Celkoveé Ize
fici, Zze klinicka korelace PCR, stejné jako ostatnich
mikrobiologickych metod, je neuspokojiva.V neposled-
ni fadé je nutné si uvédomit, ze pomoci molekularné
biologickych metod detekujeme v klinickych vzorcich
DNA Zivych i mrtvych borélii [5].

Zavér

Diagnostika lymeské boreliézy je velmi narona
a nese s sebou fadu problémd, které mohou zna¢né
ovlivnit vysledek PCR reakci. Zcela zasadni je také
nacasovani odbéru biologického materialu, jeho trans-
port, respektive preanalyticka faze vySetreni.
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