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SOUHRN
Cíl práce: 1. zavedení, optimalizace a validace polymerázové řetězové reakce v realném čase pro detekci DNA borélií 
včetně kontroly přítomnosti inhibitorů DNA polymerázy; 2. shrnutí dosavadních výsledků získaných pomocí zavedené 
metody.
Materiál a metody: Izolace DNA byla prováděna pomocí komerčního kitu MagNA Pure Isolatin Kit III (Bacteria, Fungi) na 
automatickém izolačním přístroji MagNA Pure LC fi rmy Roche. Metoda byla koncipována jako multiplex real-time PCR 
s amplifi kací DNA borélií a koamplifi kací inhibiční kontroly v jedné zkumavce. 
Výsledky: Zavedená metoda byla plně optimalizována, validována a následně použita pro vyšetření 1822 materiálů, 
z toho 1151 likvorů, 609 krví a 62 jiných materiálů. Pouze 17 vzorků bylo pozitivních a 4 vzorky vykazovaly přítomnost 
inhibitorů DNA polymerázy.
Závěr: Námi zavedená a validovaná metoda je velice rychlá, citlivá a specifi cká pro detekci DNA borélií. Přesto v diagnostice 
lymeské boreliózy není vždy stoprocentně spolehlivá a klinická korelace, stejně jako u jiných metod, není uspokojivá.
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SUMMARY
Bolehovská R., Plíšková L., Plíšek S., Čermáková Z., Honegr K., Palička 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 III (Bacteria, Fungi) on automatic 
isolation instrument MagNA Pure LC (Roche). The method is created as multiplex real-time PCR with Borrelia DNA 
amplifi cation and co-amplifi cation 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 fl uids, 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 specifi c 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.

Úvod

Lymeská borelióza je nejčastější klíštětem pře-

nášené onemocnění způsobené gramnegativními 

spirochetálními bakteriemi skupiny Borrelia burgdorferi 

sensu lato. V České republice se jedná zejména o 

Borrelia garinii a Borrelia afzelii, eventuálně Borrelia 

burgdorferi sensu stricto. Pro přenos borélií je zapotřebí 

dostatečně dlouhá doba zákusu klíštěte (minimálně 24 

hodin), během níž dochází k uvolnění borélií ze střev do 

slin klíštěte vlivem změny exprese OspA, OspC genů. 

Poté se borélie dostávají prostřednictvím hypostomu 

klíštěte ze slin do kůže a krve člověka. Klinické projevy 

tohoto infekčního onemocnění jsou velice variabilní, 

někdy může probíhat i bezpříznakově [1, 3, 5, 6, 10].

Riziko lymeské boreliózy koreluje s přítomností vek-

toru, a to zejména klíštěte. V poslední letech dochází 

k posunu výskytu klíšťat i do vyšších nadmořských 

výšek a ke zvýšení počtu dní optimálních pro reproduk-

ci a aktivitu klíšťat. Z tohoto důvodu má onemocnění 

neustále vzestupnou tendenci.

Diagnostika lymeské boreliózy je v dnešní době 

založena na zhodnocení klinických projevů, důkladné 

epidemiologické anamnéze a v neposlední řadě na 

laboratorních vyšetřeních, což je – vzhledem k roz-

manitosti klinických projevů a rozmanitosti antigenních 

struktur borélií – velice obtížné [1, 3, 6, 10].

Materiál a metody

Vzhledem k riziku inhibice PCR reakce, respektive 

DNA polymerázy, je nutné v rámci dodržení správné 

vnitřní kontroly kvality (VKK) provádět tzv. inhibiční 

kontrolu (IC), která umožňuje vyloučení vydávání 

falešně negativních výsledků. Snažili jsme se proto 

zavést multiplex real-time PCR na přístroji RotorGene 

3000 (Corbett Research) pro detekci DNA borélií se 

současnou amplifi kací IC z oblasti lidského HLA-DQ 

genu v jedné zkumavce. Sekvence primerů a hydroly-

tické sondy specifi cké pro Borrelia burgdorferi sensu 

lato jsme vybrali z oblasti fl agelinového genu, které 




