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1. Uvod

Tato bakalafska prace byla zpracovana za ucelem shrnuti a srovnani
diagnostickych metod DNA detekce borélii v biologickém materialu v praxi. Pro
srovnani byly zvoleny dva systémy pro PCR v realném case - LightCycler® a ABI
RealTime System 7300.

PfestoZe je v podvédomi Siroké verfejnosti lymeska borelioza (LB) dobfe
znama, fada aspektl neni jesté zcela nebo vabec objasnéna. Proto je toto téma i
nadale aktualni a je jesté co prozkoumat a diskutovat.

LB patfi mezi nejrozSifenéjSi antropozoondézy a je nepfijemnym a
houZevnatym multisystémovym onemocnénim postihujicim kazdoro¢né mnoho lidi
na celém svété. Od prvnich zminek o pfiznacich tehdy jeSté neznamé nemoci na
konci 19. stoleti jiz ubéhla fada let, a proto je jiz dobfe prozkoumana a zavedena
rutinni klinicka diagnostika (PCR, ELISA, Western blott ad.) a IéCba antibiotiky. Jisté
mezery v nasich védomostech v8ak jsou, at uz v podrobném mechanismu pfenosu,
hostitelich, ¢i obrané borélii pfed imunitnim systémem hostitele aj. Velka pozornost je
vénovana i vyvinuti U¢inné ockovaci latky pro humanni pouziti, coz by vyrazné

pfispélo k minimalizaci a mozna az uplnému vymyceni obav z této zakefné nemoci.



2. Teoreticka cast

2.1 Borrelia burgdorferi

2.1.1 Obecna charakteristika

Borrelia burgdorferi sensu lato (Bbsl) ,v SirSim slova smyslu“ patfi mezi
gramnegativni, mikroaerofilni spirochéty. Bufika se vyznacuje tenkym, spiralovitym
tvarem o rozmérech 0,2 um x 4-30 um. Ma pravidelné zavity, kterych je 4-15 a jsou
od sebe vzdaleny pfiblizné 2,2 ym. Pohybuje se rotaci kolem podélné osy nebo
smrstovanim a natahovanim. Pohyb umoziujicich bi€iku je 7-9, na rozdil od jinych
patogennich borelii (B.recurrentis, B.hermsi). Bi¢iky se vypinaji mezi obéma konci
bufky z bazalnich diskd, umisténych v cytoplazmatické membrané, a obtaci télo
buriky pod vnéjsi bunécnou sténou. (Hulinska, 2006).

VnéjSi bunécna sténa se jako obecné u gramnegativnich baktérii sestava ze 3

vrstev:

o vnitfni peptidoglykanova

o stfedni lipopolysacharidové
o vnéjsSi lipoproteinove

a mé spolu s bi¢ikovymi antigeny nejvétsi vyznam co se tyCe virulence, jak bude
rozebrano pozdéji. Sténa je oddélena periplazmatickym prostorem od
cytoplazmatické membrany.

Doposud jedinym vSeobecné po celém svété znamym a uzndvanym
prenasSeCem patogennich druhl Bbsl je i v naSich podminkach klisté rodu Ixodes.

Nakazena klistata jsou nemocna, jejich stfevni buriky se vlivem pomnozeni
patogennich borélii rozpadaji, coz muze zapfiCinit smrt klistéte. Kompetentni boj
nebo trojité infekci, pouze ty nejvice virulentni druhy borélii. Kompetentni selekce pfi
kultivaci 4 druhu in vitro BSK (Barbour-Stoener-Kelly) pudé v naslednych pasazich

zachova pouze nejvice virulentni druh (Hulinska, 2006).



2.1.2 Systematické zarazeni

Borrelii burgdorferi fadime mezi jednobunééné organismy s nediferencovanym
jadrem do fiSe Procaryotae a dale podle stavby buné&né stény mezi gramnegativni

baktérie Gracilicutes, nasleduje taxonomické zarazeni:

doména: bakterie
kmen XII: spirochety
tfida: Spirochaetales
fad: Spirochaetales
Celed I: Spirochaetaceae
rod: Borrelia 30 spp.
Brevinema 1 sp.
Clevelandina 1 sp.
Cristispira 1 sp.
Diplocalyx 1 sp.
Hollandia 1 sp.
Pillotina 1 sp.
Spirochaeta 14 spp.
Treponema 18 spp.
Celed II: Serpulinaceae
rod: Branchyspira 5 spp.
Serpulina 6 spp.
Celed lll: Leptospieaceae
rod: Leptonema 1 sp.
Leptospira 12 spp.

(Bergey’s Manual of Systematic Biology, 2000) (Tortora et al. 2001)



2.1.3 Prenaseci a hostitelé

Pfi pfenosu borélii hraji vyznamnou roli krevsajici ¢lenovci, zejména klistata,
v Evropé |I. ricinus, |. persulcatus v Asii, a |. scapularis a |. pacificus v Severni
Americe (Gern 2001). I. ricinus je hlavnim vektorem tfi pro Clovéka prokazané
patogennich druht - B. b. s.s., B. garinii a B. afzelii v Evropé (Gern et al.1993).
Borélie byli detekovany i u jinych hematofagnich c¢lenovecl, napf. u komaru.
V infikovanosti byl vSak zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi klistaty a komary (u
komart daleko méné) (Pejchalova, 2001)

Ruznorodost obratlovcu, ktefi jsou pfirozené infikovani Bbsl, je mnohem vétsi
nez typy hostiteld infikovanych jinymi druhy borélii. Tato rozmanitost je
pravdépodobné ovlivnéna nejen druhy obratlovcu, které jsou spirochéty schopny
kolonizovat, ale daleko vice odliSnosti zivotniho cyklu klistat rodu Ixodes - kazdé ze
tfi stadii (larva, nymfa, imago) saje krev na odliSném spektru hostitelt. Larvy a nymfy
preferuji malé hlodavce a ptaky, dospélci pak primarné saji na vésich savcich, v€etné
domacich zvifat. Studie poukazuji na prevalenci B. afzelii u hlodavcl (napf. mysice,
hrabosi, potkan, krysa), B. granii je pfevazné detekovana u ptactva (napf. u bazanta,
kost a ostatnich druht zpévnych ptakud), B. burgdorferi sensu stricto (Bbss) se

vyskytuje jak u hlodavcq, tak u ptakd (Janovska, 2006).

2.1.4 Pirenos do hostitele

U infikovaného, nenasatého klistéte se Bbsl usidli v jeho stfevni sténé. Béhem
sani se borélie mnozi a pronikaji skrze stfevni sténu a hemolymfou se roznaseji ke
vSem organum, v€etné slinnych Zlaz. Slinami pak mohou byt Bbsl v pozdé&jSim stadiu
sani preneseny na hostitele. Nékteré studie ukazuji, Ze k pfenosu Bbsl zfidka
dochazi béhem prvych 24-36 hodin sani klistéte. Pravdépodobnost infekce tedy
stoupa s délkou sani. Regurgitace stfevniho obsahu do mista pfisani se také
povazuje za potencionalni zplsob pfenosu, stejné jako zaneseni trusu klistat do rany

(napf. pfi neSetrném odstranovani (Janovska, 2006)



2.1.5 Biochemické a molekularné biologické vlastnosti

Genom baktérie B. burgdorferi (B31) obsahuje linearni chromozom slozeny
2910 725 bp a nejméné 17 linearnich a kruhovych plazmidl se spole€nou velikosti
vice nez 533 00 bp, na genomu se nachazeji sekvence kddujici lipoproteiny vnéjsi
membrany, tzv. vnéjSi povrchové proteiny (Osp - outer surface protein) fady A az F
(Fraser et al. 1997). Bylo upfesnéno, Ze extrachromozomalni DNA se celkem sklada
z12 linearnich a 9 kruhovych plazmidd s celkovou velikosti 610 694 bp, coz
dohromady dava nejvétsi poCet znamy pro baktérie. Timto byl kompletné ukoncéen
projekt sekvenovani této baktérie s konecnym vysledkem pro velikost genomu 1 521
419 bp (plus asi 2000 bp nedefinovanych telomerickych sekvenci) (Casjens et al.
2000).

Antigenni struktury muzeme rozdélit do nasledujicich 3 skupin plus zvlastni
skupinu ,teplotnich proteint“ Hsp (heat shock proteins):

o Ag vnéjsSi (lipoproteinové) membrany - Osp (A-F)
o intracelularni Ag (groEl-faktor)
. biCikovy Ag (flagellin)

Osp A je adhesin, ktery se selektivné vaze na endotelové buriky stfeva
klistéte, coz bylo prokazano adherenci ke stfevnimu extraktu z klistéte metodou
ELISA (Pal et. al 2000). Bylo zjisténo, Ze muze byt vyuzit pro vyvoj vakciny, ovSem
vhledem ke slozitosti faktor ovliviiujicich jeho expresi, mj. také zalezi na dobé pfisati
klistété, ukazala se ucinna jen v ranych fazich infekce a to jesté znacné nestabilné
(de Silva, 1996)

U Osp C se predpoklada, ze je dulezity pro pfechod borélii ze stfeva do
hemocoelu a slin. Pfed tim, nez klisté nasaje krev, je populace bakterii homogenni a
produkuje pfevazné OspA. Béhem sani zacCinaji nékteré spirochéty produkovat OspA
i OspC, jiné jen jeden z Osp a nebo zadny, CimZ se populace stava znacné
heterogenni, coz by také mohlo souviset s pfipravenosti infikovat hostitele. (Ohnishi
et. al, 2001)

DalSi povrchové proteiny jsou u jednotlivych kment odliSné co do velikosti i
antigenni reaktivity.

Spirochéty v8ak vlastni i regulaéni geny - Borrelia direkt repeat (Bdr). Proteiny
urené témito geny jsou mezidruhové i vnitrodruhové rozdilné, uloZené

v cytoplazmatické membrané nejsou ovlivnitelné antibiotiky ani protilatkami. Maji
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velkou funkci ve variabilité Bbsl a pfizplsobeni se zmé&nam prostfedi, nemalou funkci
je také fizeni genu pro OspA a OspC proteiny (Hulinska, 2006)

Proti flagellinu tvofi hostitel protilatky tfidy IgM v €asné fazi infekce (Hulinska,
2006).

GroEL-faktor umoziuje unikani borélii proti bunééné i humoralni obrané
hostitele, je podobny lidskym stresovym proteinim, které se uvolriuji pfi poSkozena
tkané (Hulinskda, 2006)

Hsp ma pravdépodobné vztah k teplotnim zménam, kterym je spirochéta po
prisati klistéte vystavena a muze vést k patologickym reakcim vzhledem

k pfitomnosti homologniho proteinu v organismu hostitele - savce (Hulinska, 2006)

2.1.6 Odpovéd imunitniho systému

Komplement zprostfedkujici lyzu organismu muze byt prvni obranou reakci
hostitele. Spirochetalni lipoproteiny a ostatni signaly aktivuji makrofagy, coz vede
k produkci silné prozanétlivych cytokindl, jako jsou TNF-a a IL-1B. Makrofazi pohlti
spirochéty a degraduji je na intracelularni ¢asti. Spirochetalni lipoproteiny, které jsou
B-bunéCnymi mitogeny, soucasné stimuluji adaptivni T-buriky nezavislé na B-
bunécné odpovédi. Odpovéd humoralni imunity na nelipidované proteiny baktérie je
pravdépodobné zavisla na T bunkach. Hlavni roli u B. burgdorferi hraji specifické
CD4+ Th1 bunky, které vytvafi T-bunky zavislé na odpovédi B-buriek a antigen -
specifické CD8+ T-buriky, které mohou byt vyznamnym zdrojem IFN-y. Protilatkové
zprostiedkovana smrt spirochét nastane fixaci komplementem a naslednou

opsonizaci (Steere et. al, 2004).
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2.2 Lymeska borelioza

2.2.1 Historie

Prvni zminku o pfiznacich, povazovanych za vlastni lymeské borelidéze i dnes,
ucinil jiz vroce 1883 Buchwald, popsal je jako ,idiopatické zmény kuze®, pozdéji
oznacené jako Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA). O nékolik let poté (1909)
popisuje Afzelius zanétlivé zmény kize - Erythema chronicum migrans (EM), a v roce
1921 se také zmifiuje o souvislosti mezi pfisatim klistéte a EM. Rok na to Garin a
Bujadoux publikuji postiZzeni centralniho nervového systému, kterému pfedchazelo
EM. Nasleduje fada let, kdy je publikovano mnoho poznatkl a souvislosti, ovSem bez
jasnych dikazu.

Za jeden ze zlomovych objevl se da povazovat uspésSna lécba penicilinem
ACA Herxheimerem v roce 1946, coz naznacovalo, ze plvodcem onemocnéni je
pravdépodobné baktérie, to bylo také potvrzeno histologickym prikazem z EM, ktery
o dva roky pozdéji proved! Lenhoff.

Neméné dulezité bylo také zavedeni techniky kultivace borélii Kellym v roce
1971.

Vroce 1975 ucinil zasadni objev Steer, ktery se svymi spolupracovniky
zaméfil pozornost na epidemicky vyskyt juvenilni revmatoidni artritidy u déti v oblasti
pobliz mésta Lyme (Connecticut), pozornosti neunikl ani pfedchazejici erytém u
pacientd. Do souvislosti byl dan také fakt, Ze oblast byla charakteristicka vysokym
vyskytem klistéte Ixodes damini, souhrn pfiznakl byl popséan jako lymeskéa nemoc.

Nedlouho poté vroce 1982 izoluje tehdy jeSt€é neznamou spirochétu
Burgdorfer v klistéti Ixodes damini, spirochéta je byla zafazena mezi borélie a
pojmenovana po svém objeviteli Borelia burgdorferi.

Nazev lymeska borelibza (LB), jak ho zname dnes je doporuCen na Ill.
mezinarodni konferenci v New Yorku v roce 1987.

V Ceské republice publikovali EM, ACA a vztah mezi EM a sezénnim
vyskytem klistéte Ixodes roku 1960 Sedlacek a Danda. Problematikou LB v pediatrii
se zabyval Doutlik, ktery taky sérologicky prokazal LB v roce 1986 u déti a o rok
pozdéji Jirous u dospélych (Barttiinék, 2006).
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2.2.2 Klinicky obraz

Jak jiz bylo feCeno, LB je multisystémovym onemocnénim postihujicim
organismus bud lokalizované, nebo systémové - vétSinou pozdnich féazich. Na
zakladé diagnostiky pfiznakl u pacientl bylo stanoveno tfidéni praibéhu onemocnéni
na 3 faze a to na €éasnou lokalizovanou formu, éasnou diseminovanou a pozdni
diseminovanou (latentni) fazi.

Prvni dvé jsou charakteristické pro projevy LB v prvnich tydnech €i mésicich,
posledni se muze rozvinout i po nékolika letech bez pfedchoziho zjisténi. Dulezité je
vCasneé zjisténi a diagnostika a nasazeni spravné IéCby pro dany pfiznak a rozvinuti
choroby.

Mezi nejCastéjsi projevy LB patfi postizeni kiize (EM, ACA), kloubu, nervového

systému, srdce, vzacnéji oka. Nyni k jednotlivym pasazim:
a) Klinicky obraz koznich forem
Zakladnimi koznimi formami boreliézy jsou EM, lymphocytoma borreliensis -

boreliovy lymfocytom (BL) a ACA, jejich rozdéleni ukazuje nasledujici tabulka:

Tabulka klasifikace koznich forem LB

Stadium Kozni forma
Casné |lokalizované |erythema migrans | anulare
primarium maculare
concentricum
lymphocytoma papulare
borreliensis infiltratum
diseminované | erythema migrans secundarium

Pozdni acrodermatitis inflammatoria maculare

chronica atrophicans oedematosa

fibromatosa

atrophicans teleangiectatica

atrophicans

sensu stricto

12




Pro kozni projevy je charakteristické, Ze se mohou vyskytovat ve vSech tfech
stadiich nemoci, ale kazda klinicka forma v konkrétnim stadiu. V 1. stadiu ¢asné
lokalizované infekce nachazime na kizi EM nebo BL a sou€asné muaze byt pfitomna
regionalni lymfadenitida, ve 2. stadiu ¢asné diseminované infekce se mohou spolu
s chfipkovymi pfiznaky objevit na kOzi sekundarni léze EM, jez mohou byt dale
komplikovany i jinymi mimokoznimi projevy - akutni neuroboreli6zou, myokarditidou,
akutni artritidou aj., a ve 3. stadiu pozdni infekce je typickou kozni manifestaci ACA
(Hercogova, 2006).

Erythema migrans vznik& obvykle za 3-30 dnl od pfisati klistéte, typicky je
nékolikadenni odstup mezi pfisatim klistéte a vznikem erytému. Zarudnuti je ploché,
homogenni nebo s prstencovitym lemem, Sifi se do periferie a v centru bledne.
Primeér erytému je obvykle nad 5 cm, mnohdy dosahuje zna¢nych rozméru, vznik
erytému mohou provazet celkové chfipkové priznaky s bolestmi hlavy, kloubl a
svall, s Unavou a subfebrilitami (Dlouhy, 2002).

Klinicky rozliSujeme 3 zakladni typy EM:

a) anulérni (erythema migrans anulare) - EM, jenz se Sifi do okoli zivé ¢ervenym
leme s hladkym povrchem a jenz se hoji v centru, proto se objevi centralni vybled,

b) homogenni (erythema migrans maculare) - EM se mizZe nebo nemusi Sifit do
okoli a jeho centrum zlstava zarudlé po celou dobu trvani, povrch makuly je opét
hladky,

c) terCovité, irisovité (erythema migrans concentricum) - EM se vytvari
koncentrickou konfiguraci, mize mit podobu dvou nebo i vice soustfedénych kruhu,
kdy se stfidaji mezikruzi svétle Cervena, tmavé Cervena a barvy kize.

Boreliovy lymfocytom, je papule (lymphocytoma borreliensis papulare)
nebo plak (lymphocytoma borreliensis infiltratum) temné Cervené az fialové barvy
s haldkym lesklym povrchem, velikosti od nékolika mm do 3-5 cm, ktery se objevuje
hlavné u déti za nékolik tydnl infekce, nejCastéji na boltci ucha, Spicce nosu, méné
Casto na dvorci prsni bradavky a na skrotu.

Acrodermatitis chronica atrophicans je projevem 3. stadia. Od pfrisati
klistéte do vzniku projevl uplyne fada let. Mohou pfedchazet projevy jednoho, dvou i
vSech tfi stadii borelidzy, jindy pfedstavuje ACA prvni manifestaci choroby. Pfichazi
nejprve ve formé akutniho zanétu kuze (ACA inflammantoria), ktery se projevuje
Cervenymi makulami na akralnich ¢astech (ACA maculare) s prosaknutim az
téstovitou konzistenci. Pokud pfevazuje edém, Cervenofialové zbarveni je méné
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patrné (ACA oedematosa). V prubéhu zanétlivé faze se mohou tvofit na ulnarni
strané predlokti, nad lokty, nad drobnymi ru¢nimi klouby tuhé papule a uzly barvy
kiZze, priméru od jednoho do nékolika cm, bez subjektivnich pfiznakd, jejichz
histopatologickym podkladem je koncentricky uspofadané kolagenni vazivo (ACA
fiboromatosa). Po mésicich pfechazi zanétliva faze v atrofickou, kize nabyva
postupné vzhledu cigaretového papiru s vymizenim elastickych vidken a dilataci cév
(ACA teleangiectatica, ACA sensu strictiori). Predilekéni lokalizaci jsou
extenzorové Casti koncetin. Na dolnich koncetinach byva hlavné v oblasti nartl a
kolen, na hornich konc€etinach nad loktem a nad hibetem ruky, nikdy nepostihuje
dlané a plosky, maximum zmén je nad klouby a kostnimi prominencemi (Hercogova,
2006).

b) Postizeni kloubt

Termin lymeska artritida (LA) zahrnuje Siroké spektrum zmén a projevl
v oblasti pohybového aparatu, ke kterym dochazi ve stadiu ¢asné nebo pozdni
diseminované infekce.

V Casném stadiu se objevuji zejména epizody bolesti riznych struktur
pohybového aparatu - artralgie. Mohou byt jedinym projevem onemocnéni nebo
pozdéji pfechazet do akutné chronicky probihajiciho zanétu nékterého z kloubl -
artritida.

Pod pojem LA dale patfi i zanétlivé projevy dalSich struktur pohybového
aparatu. Jde zejména o zanéty Slach a jejich projevy - tendinitidy, tendovaginitidy
a tendosynovitidy, uponl vazu a Slach do kosti - enteritidy, kloubnich pouzder -
kapsulitidy, burz - burzitidy, svalu - myozitidy.

Prepdpoklada se, Ze nejprve dochazi k rozpoznani receptord vhodnych pro
pfilnuti borélie, a to na endotelovych bunkach, na bazalnich membranach nebo
extracelularnich matricich. Schopnost adheze na zakladé rozeznani organové
specifickych receptort je pravdépodobné zodpovédna za tkafiovy tropismus borélii.
Napfiklad v oblasti pohybového aparatu hraji vyznamnou ulohu cukerné slozky
proteoglykant - chondroitinsulfat a keratansulfat, stavebni kameny kolagenu, na
jejichz vazebné molekuly jsou borélie schopny se navéazat.

Projevy postizeni pohybového aparatu v pribéhu jednotlivych stadii LB maji rdzny
charakter a je mozné je rozdélit do tfi skupin:
a) artralgie - muskuloskeletalni bolest bez objektivnino nalezu na kloubu a jeho okoli
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b) artritida - kloubni zanét s objektivnim fyzikalnim nalezem zhrubéni nebo zesileni
synovialni membrany a/nebo kloubniho vypotku

c¢) chronické zmény kloubU a kosti pod ACA

(ValeSova, 2006)

c) Neuroborelioza

Pfi nedostatecné l|éCené boreliové infekci se muze dostavit poSkozeni
nervového systému, pfiemz zejména u déti je Casta periferni obrna licniho nervu,
jez se mize kombinovat projevy kranialnich neuritid, projevujicich se rdznorodym
postizenim mozkovych nervu.

U dospélych osob predstavuje patognomickou, nadale vSak opomijenou
klinickou jednotku meningomyeloradikuloneuritida, oznaCovana  jako
Bannwarthiiv syndrom. Vyznacuje se krutymi, ¢asto nesnesitelnymi neurogennimi
bolestmi, které jsou podminény zanétem misnich kofenl a mozkomisnich plen.

Z pozdni faze diseminované infekce mizeme jmenovat postizeni nervového
systému jakymi jsou encefalopatie, myelopatie, poruchy kognitivnich,
pamétovych a exekutivnich funkci, poruchy extrapyramidového systému,
emoci a poruchy nervové-svalového prenosu pri neuroboreliéze (Bojar, 2006).

Dulezitymi faktory pro patogenezi neuroboreliézy se ukazuji toll-like receptory,
zejména TLR 1,2,5 a 9 (Bernardino et al, 2008).

c) Postizeni oka

Oc¢ni projevy LB jsou velmi riznorodé a mohou se objevit ve vSech fazich
nemoci, nejéast&ji viak ve 2. a 3. fazi. Rada oénich postizeni v3ak z(istava ziejmé
nediagnostikovana.

Mezi znamé ocni projevy LB patfi napf.: konjunktivitida, episkleritida, edém
vi¢ek, uveitida, odchlipeni sitnice, neuropatie o¢niho nervu ad.

Vétsina o¢nich postizeni LB pfichazi v pozdnich fazich nemoci, pfesto mohou
byt prvnim pfiznakem (uveitida, okohybné poruchy). Patogeneticky se Castéji
uplatiuje imunoalergicka reakce, méné Casto pfimé napadeni oCnich tkani borélii.
Tak jako pfi ostatnich projevech LB je potfeba myslet na mozZnou séronegativitu
v nékterych fazich choroby a diference ve vysledcich rliznych laboratofi.

Kone¢né je nutné myslet na riziko pfecefovani infekce a moznost jiného
paralelné probihajiciho onemocnéni (Diblik, 2006).
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d) Postizeni srdce

Lymeska karditida (LK) je oznaCovana pro postiZzeni srdce, ke kterému
dochéazi v 2. stadiu LB, zpravidla v odstupu 2 tydnt az 5 mésicl po vstupu infekce.
Mezi nejCastéjSi symptomy patfi zejména poruchy srdecniho rytmu, perikarditida (s
vypotkem nebo bez né&j), myokarditida (s recentnim srde¢nim selhanim nebo bez néj)
a dilatovana kardiomyopatie jako pozdni projev manifestace. Uvedené projevy jsou

zdrojem palpitaci, bolesti na hrudniku, dusnosti (Barttnék, 2006).

2.2.3 Lécba

Klécbé LB je vhodna fada antibiotik, zejména tetracykliny, peniciliny,
makrolidy a cefalosporiny. Jednotlivy druh antibiotik se voli podle stadia a
organového postizeni. Neju€innéjsSi v Casné fazi se ukazal Doxycyklin, jehoz
vyhodou je dobry prinik do tkani, vysoké vstfebavani po peroralnim uziti a moznosti
dlouhodobého uzivani, nevyhodou je fotosenzitivita a drazdéni Zaludec¢ni sliznice.
Amoxycilin se podava tam, kde jsou tetracykliny kontraindikované, tj. u téhotnych a
kojicich Zzen, u déti do 8 let véku a u alergii na tetracykliny. Erytromycin a
azitromycin mohou uzivat téhotné a kojici zeny a déti do 8 let, které jsou alergické
na peniciliny. Ceftriaxon, cefotaxim a penicilin G jsou vhodné k |é¢bé nervovych,
kloubnich a srde¢nich manifestaci 2. a 3. stadia, diky vysoké uc€innosti a praniku do
tkani. Pro eliminaci cyst se doporuCuje pfidavat k penicilinovym antibiotikim
metronidazol (Hercogové, 2006).

Protoze je celé onemocnéni komplexni, je potfeba optimalizovat postupy a
vytvofit uceleny systém diagnostickych nastroj, ktery bude citlivy a specificky, a
ktery zahrnuje i komplementarni a alternativni medicinu (Complementary and
Alternative Medicine - CAM). Je nutné obratit pozornost také na pfirodni a vyzivové
doplnky, které mohou byt podavany soucasné s antibiotiky a pfispivaji tak rychlejsi

regeneraci a celkové uc€innosti (Vojdani et al, 2007).
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2.2.4 O¢kovani, prevence

SoucCasna vakcina Lymerix je pfipravovana z vnéjS§iho membranového
lipoproteinu rOspA bakterie Borrelia burgdorferi sensu stricto. Tento protein se
ziskava rekombinantné expresi v bakterii Escherichia coli. Antigen rOspA je vysoce
imunogenni a je dostatecny pro indukci specifickych protilatek, které zabrani vzniku
tohoto infekéniho onemocnéni. Vakcina je adsorbovana na hlinikovy nosic. V
poslednich letech se registruje dalSi vakcina ImuLyme, ktera je podle klinickych
studii snad dokonce vice imunogenni, nebot’ stejny rekombinantni antigen (jako v
pfipadé vakciny Lymerix) je vazan na jiny nosi€ nez je hydroxid hlinity.
Oba typy vakcin jsou vhodné jen pro oblasti Severni Ameriky, kde se prevazné
vyskytuje pouze Borrelia burgdorferi sensu stricto. Naopak v Evropé nebo v Asii jsou
obé vakciny prakticky neucinné, nebot zde pfevaZzuji jiné typy B.burgdorferii: afzelii a
garinii, vuci kterym vakcinaéni antigen Lymerixu nebo ImuLymu nevyvola protektivni
imunitni odpovéd. Oc¢kovaci latka vhodna pro imunizaci v Evropé nebo Asii se teprve
vyviji, i kdyz nékteré klinické studie s lipoproteiny analogickymi OspA nebo OspC jiz
probéhly.

Vakcina proti lymeské boreliéze se pouziva pro aktivni imunizaci osob starSich
15 let a mladSich 70 let. Pfestoze dochazi relativné k vysoké incidenci i u déti
mladsSich 15 let, u€innost a bezpecnost vakciny nebyla dlouhodobé sledovana u této
vékové skupiny, a proto se této skupiné z dlvodu nedostateéné zkuSenosti zatim
toto oCkovani nedoporucuje.

Ockovani se doporuCuje cilené zejména osobam, které Zziji v oblastech s
vysokou incidenci tohoto infekéniho onemocnéni a existuje u nich vysoké riziko
mozné expozice (lesni délnici, lidé na rekreaci apod.). O¢kovani se doporucuje
rovnéz osobam, které jiz v minulosti prodélaly nekomplikovanou lymeskou boreliézu
a u nichz pretrvava riziko mozné reexpozice. Naopak osoby, které jsou léCeny na
rezistentni typ lymeské artritidy by nemély byt oCkovany z didvodu mozné imunitni
reaktivity vici OspA.

Ockovani se doporucuje provadét tak, aby oCkovana osoba ziskala posledni
davku pfed zahajenim sezény (obvykle do dubna).

Jedna davka vakciny proti lymeské boreli6ze ma objem 0,5 ml. Primarni
imunizace je provadéna tfemi davkami podavanymi v 0., 1., 12. mésici. | kdyz Ize
CasteCnou protekci dosahnout jiz po podani 2. vakcinacni davky (50% sérokonverze),
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doporuCuje se pro dosazeni optimalni ochrany dokon€it oCkovani podanim 3.
vakcinaéni davky. Toto oCkovani se u nas dosud neprovadi, nebot vakcina neni
vhodna pro oCkovani v Evropé. Vakcina se podava intramuskularné nejCastéji do
deltoidni oblasti.

| kdyz oCkovani vici lymeské borelioze vyvolava vice nez 98% sérokonverzi
po podani 3. davky, nelze toto ocCkovani povazovat za kompletné protektivni.
Protektivni u€innost vuci asymptomatické infekci je 83% v prvnim roce a 100% ve 2.
roce, zatimco protektivni G€innost va¢&i tzv. "definitivni" lymeské boreliéze (tj. s
pritomnosti erythema migrans nebo s neurologickymi muskuloskeletalnimi Ci
kardiovaskularnimi projevy lymeské borelidzy, které jsou potvrzeny kultivacemi, PCR
pozitivitou nebo WB sérokonverzi) je 76%.

Rozsahlé klinické studie potvrdily, Ze hladiny IgG protilatek specifickych vG¢i
OspA vyssi nez 1200 EU/mI koreluji s imunoprotekci vuci lymeské borelioze.

Osobam se zménénou imunitou, s muskuloskeletalnim onemocnénim nebo s

chronickym kloubnim ¢i neurologickym onemocnénim po prodélani lymeské
boreliéze, stejné jako osobam s Ié¢bou s rezistentni lymeskou artritidou je oCkovani
proti lymeské boreliéze kontraindikovano, nebot stavajici zkusenosti jsou malé nebo
zadné.
Détem mladSim 15 let nebo osobam starSim 70 let se toto oCkovani nedoporucuje,
nebot dosavadni zkuSenosti o¢kovani téchto vékovych skupin jsou malé nebo zadné.
Soubézné ockovani proti lymeské borelidoze s ostatnim oCkovanim se nedoporucuje,
nebot dosud nejsou k dispozici kompletni studie vyluCujici interferenci simultanniho
oCkovani (URL 1, 2006).

Bioveta, a. s. izolovala genovou sekvenci pro OspA a OspC antigeny Borrelia
afzelii, Borrelia burgdorferii sensu stricto a Borrelia garinii. SoucCasné pfipravila
rekombinantni proteiny odpovidajici ttmto sekvencim a vlastni technologicky postup
vyroby rekombinantnich proteint uréenych pro pfipravu vakciny proti boreliéze pro
humanni pouziti. Tyto vysledky jsou soucasti slozitého a naroéného projektu vyvoje
humanni vakciny (URL 2, 2008).

Uginna vakcina proti borelioze u pst existuje v CR napt. taktéz od firmy
Bioveta, a. s. a to Biocan B inj. ad us. vet.

Nejucinnéjsi a nejjednodussi prevenci v endemickych oblastech tedy
v humanni oblasti nadale zlstava pouzivani repelentnich prostfedkl, pfi pohybu
v pfirodé se pohybovat v dlouhych kalhotach a triCku, po pfichodu z pfirody se
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peclivé prohlédnout a pfipadna pfistata kliStata vyklavymi pohyby opatrné odstranit,
v Zzadném pfipadé by nemélo dojit k usmrceni kliStéte, aby nedoslo ke kontaminaci
boréliemi a misto zasazeni dukladné vydezinfikovat, neméné dulezité je také

pravidelné prohliZet pfipadna domaci zvirata.

2.2.5 Vyskyt a promorenost

Trend vyskytu LB v Ceské republice v letech 1989-2008 je uveden na
nasledujicim grafu. Spolehlivé Udaje o vyskytu LB jsou k dispozici az od zacatku
devadesétych let. Pocet pfipadu stoupal az do roku 1995, kdy doséahl vrcholu. Po
nasledujicim poklesu a stagnaci zaCatkem noveho stoleti kulminoval v roce 2006. V
roce 2008 bylo v Ceské republice hlaseno 4 350 ptipadi LB, coZ reprezentuje
nemocnost 41,6/100 000 obyvatel.

Sezonni vyskyt LB kulminoval v letech 1993 — 2007 v €ervenci, nicméné nova
onemocnéni se vyskytovala i v zimnich mésicich. Je to zpusobeno jednak delSi
inkubacni dobou, ktera mize dosahnout az 3 mésicu ( primérné 5 tydna) a jednak i
tim, Zze prvnim pfiznakem onemocnéni mohou byt u &asti pfipadl az kloubni Ci
neurologické komplikace. Pfiznivé klimatické podminky roku 2006 ovlivnily jednak
prezivani a vyvoj klistat a jednak i spoleCenské a sportovni aktivity osob, které se
diky teplému a suchému pocasi (a rastu hub) c&astéji pohybovaly v oblastech

vysokého vyskytu klistat i v podzimnich mésicich.

Lymeska borreliéza (A69.2), Ceska republika, 19892008, ¢ -,
nemocnost na 100 000 obyvatel SZU

nemocnost
]
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Lymeska borreliéza, CR, 1993-2007, podle mésice onemocnéni
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Z vékového rozdéleni pfipadid onemocnéni LB je zfejmé, Ze postizeny jsou

zejmeéna détské vékoveé skupiny s nejvy$Si nemocnosti ve vékové skupiné 5-9letych
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a vékovée skupiny dospélych starSich 45 let. P¥iCinou tohoto rozdéleni jsou
pravdépodobné rekreacni a sportovni aktivity osob (Doc.MUDr.Bohumir Kfiz,CSc,
MUDr.Cestmir Benes CEM-SZU, URL 3).

Co se tyCe celosvétového méfitka musime uvazit i vliv globalni zmény klimatu,
ktera ma vliv na vektor LB, coz zapfi€inuje jeho rozSifeni do severnéjSich poloh a
vy$Sich nadmofskych vySek nez dfive. Dopad muze byt pozorovan i v sezénni
aktivité klistat (Gray, 2009).

2.2.6 Diagnostika

Metody detekce borélii se rozdéluji na nepfimé a pfimé. Mezi nepfimé patfi
ELISA, Western Blot, imunoflourescence IFA, mezi pfimé pak svételna mikroskopie
v zastinu, kultivace a polymerazova fetézova reakce PCR, at uz v realném cCase, Ci
napf. Nested PCR.

ELISA

Z angl. Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay, nékdy také oznaCovana jako
EIA (Enzyme Immunoassay) je jednou z nejpouzivangjSich imunologickych metod
slouzicich k detekci protilatek. Metoda funguje na bazi imunoenzymatické reakce a
Ize s ni rovnéz detekovat i antigen. ELISA vyuziva dvou zakladnich vlastnosti
imunoglobulini. Za prvé je to schopnost proteinl (tedy imunoglobulint) vazat se na
povrch umeélych hmot (napf. polystyrenu) a v druhé fadé pak schopnost vazat
enzymy na Fc fragmenty imunoglobulinovych molekul (URL 4).

Jako rutinni diagnosticka laboratorni metoda byla zavedena jiz v r. 1984,
pouziva se k prukazu protilatek tfidy IgG a IgM v krevnim séru, v mozkomisnim moku

a v synovialni tekutiné (Hulinska, 2006).

Western Blot

Je technika na béazi elektroforézy a enzymatické reakce. Oproti béznym

Vv,

drazsi, ale za to pfesngjsi (vétSi specificnost). Princip spodiva v tom, Ze kazdy
infekEni agens ma svilj specificky antigen proti némuz vznikaji zcela specifické

protilatky. Pfibuzné druhy baktérii ¢i vird maji fadu podobnych antigenu ¢&i sdileji
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stejné epitopy (konkrétni misto antigenu, kam se vazi protilatky). To se v praxi projevi
tim, ze u béznych sérologickych metod vznikaji zkfizené reakce. To znamena, Ze
treba antigen jednoho druhu viru (patogenni) maze reagovat s protilatkami proti zcela
nepatogennimu viru, coz vede k chybné diagnostice onemocnéni. Je-li zndm
konkrétni protein (,band®) ktery je specificky pro dany druh viru, baktérie €i parazita,
je mozné pravé metodou Western Blotu tento specificky protein detekovat a vyloucit

tak jiné pfibuzné druhy patogent (URLS5).

Mikroskopie v zastinu

Je jednou z nejstarSich mikroskopickych metod a pouziva se k pozorovani
malych nebo pohyblivych objektd. Vyuziva tzv. Tyndalova jevu, coz prakticky
znamena, ze objekt neni pfimo osvétlovan, ale dopada na néj svétlo z boku, ¢imz se

vytvari efekt zafeni mikroskopovaného objektu, v nasem pripadé spirochét.

PCR (polymerase chain reaction)

V naSem pfipadé jsme vyuZili polymerazovou fetézovou reakci v ,realném
Case“, coz je modifikace klasické PCR stim rozdilem, Zze mizeme sledovat
kontinualné pfirastek DNA bé&hem celého procesu na zakladé pfiristku fluorescence
s pfibyvajici syntetizovanou nukleovou kyselinou (NK).

Tato metoda ma fadu vyhod, ke kterym nesporné patfi kvantifikace (¢im vétsi
mnozstvi NK, tim rychlejsi pfirlstek flourescence), vysoka specifita, rychlost, citlivost

a pomeérné nenarocné manualni pozadavky.
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3. Prakticka cast

3.1 Material a Metody

3.1.1 Pouzité vzorky, pristroje, kity

Cilem bakalarské prace bylo srovnat dvé diagnostické metody DNA detekce a
to PCR vredlném Case na dvou pristrojich - LightCycler® a RealTime ABI 7300
(Applied Biosystems). K detekci byly pouzity tfi vzorky kliStéte obecného oznacené
jako V134, V135 a V136. K izolaci DNA borélie z klistéte byl pouzit kit UltraClean™
Blood Spin DNA (Mo-Bio). Déle byly potfeba soupravy EliGene® Borrelia RT uréeny
pro ABI 7300 a EliGene® Borrelia LC pro LightCycler® obé slouzi pro detekci
bic¢ikového antigenu flagellinu pro patogenni druhy borélii B. granii, B. afzelii a B. b.
S. s. zizolované DNA. Na systému ABI 7300 byla detekce provedena se
sedmidennim zpozdénim, kdy byly vzorky uchovany pfi 4° C v lednici a mohlo dojit

k Castecné degradaci DNA.

3.1.2 Izolace DNA

Do mikrozkumavky bylo napipetovano 20 pl proteinazy K, 200 ul roztoku B1
a 20 pl IC DNA 01. Klisté bylo dano do mikrozkumavky a pomoci sterilni injekéni
jehly ,rozcupovano“ o sténu mikrozkumavky, zkumavka uzaviena a jemnym
vortexovanim oplachnuty stény zkumavky a promichana smés ve zkumavce.
Mikrozkumavku jsme viozili do termotfepaCcky a inkubovali 10 minut. Poté se
mikrozkumavka silné zvortexovala a kratce zcentrifugovala. Dale bylo pFridano 200 pl
roztoku B2, silné zvortexovano, kratce zcentrifugovano. VeSkery obsah
mikrozkumavky byl pfenesen do kolonky a centrifugovan 1 min pfi 13 000 x g,
kolonka byla po centrifugaci pfendana do nové mikrozkumavky. Déale byla kolonka
promyvana nasledujicim postupem:
Do kolonky pridano 500 pl roztoku B3. Centrifugace 30 sekund pfi 13 000 x g.
Vyjmuti kolonky z mikrozkumavky, obsah mikrozkumavky vylit do odpadu a kolonka

vracena do mikrozkumavky.
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Do kolonky pridano 500 pl roztoku B4. Centrifugace 30 sekund pfi 13 000 x g .
Opét vyjmuti kolonky z mikrozkumavky, obsah mikrozkumavky vylit do odpadu a
kolonka vracena do mikrozkumavky.

Znovu centrifugace 30 sekund pfi 13 000 x g.

Poté byla opatrné vyjmuta kolonka a pfenesena do nové mikrozkumavky, aniz by se
dotkla roztoku B4 na dné puvodni mikrozkumavky.

Roztok B5 byl inkubovan asi 5 minut na termotfepacce pri 65°C. Do stredu
kolonky bylo napipetovano 100 pl roztoku B5 predehiatého na 65°C.
Centrifugovali jsme 1 min pfi 13 000 x g.

Nakonec se odstranila kolonka a zavielo vicko mikrozkumavky. Nyni byla genomicka

DNA pfipravena pro diagnostiku.

3.1.3 DNA diagnostika EliGene® Borrelia pro LightCycler®

Kit obsahuje smés primeru a préb, které jsou specifické k jiz zminénym tfem
druhdm borélii a ma vysokou senzitivitu - zachyti 1-10 borélii v 5 pl klinického vzorku
(v naSem prfipadé DNA vyizolovana z klistéte). Je také mozné pouzit vyizolovanou

DNA z krve, moci, mozkomisniho moku, synovialni tekutiny nebo tkani.

Nastaveni pfistroje LightCycler® pied zapocetim pfipravy mixu:

95°C 15s
1x 95°C 10min 50x 55° C 20 s - zapnuti odectového reZzimu (aqusition mode
on)

72°C 25s

Signal se odecita pfi druhém kroku, tedy pfi 55° C. Teplota pro uvodni vyhledavani
vzorka (sample seeking) je dobré nastavit na 80° C, protoze defaultni nastaveni
vyhledavani vzorkld na 30° C mlze zpusobit, ze nékteré vzorky vlozené do pfistroje
nemuseji byt pfistrojem nalezeny.

V soupravé jsou pouzity primery a hybridizaéni znacené préby (Molecular

Bacons hybridization probes). Fluorescencni signal je sniman LASERem. Citlivost
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metody je pFfedevSim zavisla na zpracovani klinického vzorku - izolaci DNA

v prfedeslé kapitole.

Slozeni kitu:

Borrelia LC Mix

Tag DNA polymeréaza

Pozitivni kontrola DNA - PC DNA Borrelia

Interni kontrola DNA - IC DNA 01

Pracovni postup:

1. Pred izolaci DNA bylo k vzorku pfidano 20 ul IC DNA 01, jak jiz bylo zminéno

v kapitole izolace DNA.

A) Priprava mastermixu pro 10 reakci se uskutecnila smichanim Borrelia LC
Mixu, ktery byl pfedem rozmrazen pfi pokojové teploté a kratce

zcentrifugovan, a Tag DNA polymeréazy - to v§e jemné promichano.

B) Pfiprava reakéniho mixu se provedla tak, Ze se napipetovalo 15 pl
mastermixu do sklenéné kapilary urCené k amplifikaci a k nému bylo
pfidano 5 pul vyizolované DNA. Nevyuzity mastermix se znovu

nezmrazuje, ale mize se skladovat pfi 4° C po dobu maximalné 14 dni.

2. Priprava pozitivni kontroly je obdobna s pfipravou reakéniho mixu s tim rozdilem,
Ze se nepridava vyizolovana DNA, nybrz PC DNA Borrelia. VSechny kapilary se
utésni vickem a zcentrifuguji, ¢imz jsou plné pfipraveny na prfemisténi do

karuselu pfistroje LightCycler®, kde probiha vlastni detekce.

3. Abychom mohli vysledek charakterizovat jako pozitivni, musi narlstat signal
v kanalu 705. V pfipadé, Ze k amplifikaci nedoSlo, vzorek je negativni. Vnitfni
kontrola by méla mit narUst v signalu 530 vzdy, jinak probéhla v prabéhu postupt

chyba.
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3.1.4 DNA diagnostika EliGene® Borrelia pro RealTime Sytem (ABI 7300)
Tato souprava ma téz vysokou senzitivitu - udava se zachyceni 5 borélii ve
200 pl klinického vzorku. MoZnosti pouZziti DNA jsou identické jako v pfipadé kitu pro

LightCycler®.

Nastaveni pfistroje pro RealTime pfed zapodetim pripravy mixu:

95°C 15s
1x 50°C 2minlx 95°C 10min 45x 55°C 20s
72°C 25s

Pro detekci je vyuzZita proba typu TagMan a to konkrétné FAM (abs. 494 nm -
emise 525 nm), pro inhibi¢ni kontrolu Yakima Yellow. Emisni signal se odecita

v druhém kroku tj. 55° C. Signal je na rozdil od LightCycler® sniman CCD kamerou.
SloZeni kitu:

Borrelia Mix

Inhibi¢ni kontrola Mix - IC MIX Borrelia

Pozitivni kontrola DNA - PC DNA Borrelia

Inhibiéni kontrola DNA - IC DNA

Pracovni postup:

1. Pred izolaci DNA bylo k vzorku pfidano 20 ul IC DNA, jak jiz bylo zminéno

v kapitole izolace DNA.

2. Prfiprava mixu pro vlastni detekci se provadi tak, Zze se smicha v amplifikacni
mikrozkumavce 20 pl Borrelia mix s 5 pl vyizolované DNA. Obdobné jako
pfi prvni diagnostické metodé se nespotfebovany Borrelia mix uskladriuje v

lednici pfi 4 ° C v temnu.
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3. Pozitivni kontrola je vytvofena stejné jako mix pro detekci, jen misto DNA se
pfida 5 ul PC DNA

4. Ke kazdému vzorku, ke kterému se provadi detekce, je tfeba jesté provest
inhibiéni kontrolu. Coz se provadi tak, Zze do amplifikaéni zkumavky se
nepipetuje po rozmrazeni 20 pl IC MIX Borrelia a 5 pl vyizolované DNA.
Nespotiebovany IC MIX Borrelia se uskladriuje stejné jako Borrelia mix

v kroku &. 2.

5. Nyni je vSe pfipraveno na viozeni do pfistroje pro RealTime a spusténi

programu.

Odecditani vysledku:

Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci a narstem emisniho spektra
charakteristického pro FAM v mikrozkumavce s Borrelia mix. V pfipadé, Ze je
vysledek negativni, je tfeba zkontrolovat, jestli v mikrozkumavce s IC MIX Borrelia
doSlo k narustu emisniho spektra pro Yakima Yellow (event. VIC) a tedy amplifikaci
vnitfni kontroly

U kazdého pozitivniho vorku je nutné vyhodnotit tvar amplifikacni kfivky!
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3.2 Vysledky a vyhodnoceni

Amplification Curves
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3.2.1 Amplifikac¢ni kiivky z LightCycler® a jejich interpretace




Na vystupu z LightCycler® vidime 3 kfivky pavodné oznacenych vzorkt V134 -
V136 a to modry pro V134, zeleny pro V135 a Cerveny pro V136. Svisla osa
znazornuje narust amplifikace v emisnim spektru pfi 705 nm, vodorovna osa ukazuje
pocet cyklu.

Abychom mohli interpretovat vysledek jako pozitivni, musi byt zfetelny
amplifikacni narust pfed 45. cyklem a signal pro pozitivni kontrolu musi byt pozitivni.

Na zakladé téchto prfedpokladi mulizeme povazovat za pozitivni vzorky
oznacené jako V135 a V136, tedy Cervenou a zelenou kfivku. U V136 dochazi
k narustu jiz v 26. cyklu, z EehoZz muZeme usuzovat na vysokou koncentraci borélii ve
vzorku. V135 se zacina amplifikovat v 37. cyklu, ¢imz jej muzeme povazovat za
pozitivni, ale s daleko mensi koncentraci borélii.

Vzorek V134 je negativni, nedochazi zde k Zzadnému narlstu ani naznaku
nardstu emisniho spektra pred 45. cyklem.

Pozitivni kontrola byla pozitivni, tzn. ze nam potvrdila spravnost namérenych
vysledku.

Detekce byla provadéna v programu LightCycler Software (verze 4.1.1.21).
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3.2.2 Amplifikaéni kfivky z RealTime Sytem (ABI 7300) a jejich interpretace

V134
Delta Rn vs Cycle
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Na tomto obrazku vystupu pro V134 z RealTime System 7300 vidime stejné

jako u vystupu z LightCycler® svislou osu s nartistem emisniho spektra a vodorovnou

osu s poctem cyklU.
Pozitivitu vysledku potvrzuje exponencialni narlst kfivky (strmé stoupajici tvar

v pocatku) amplifikace pro dany vzorek prfed 45. cyklem a signal pro inhibi¢ni
kontrolu musi byt taktéz pozitivni.
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Jak je zfejmé pro V134 nedoSlo k zadnému znatelnému narlstu emisniho

spektra pfed 45. cyklem, mizeme jej tedy oznacit za negativni.
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V135 Ize povazovat podle RealTime Systemu 7300 za negativni, nedoslo zde

k Zadnému exponencialnimu narustu amplifikace.
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V136

Delta Rn vs Cycle
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Kone¢né V136 se nam krasné amplifikoval se znatelnym exponencialnim
nastupem v pocatku a ve 29. cyklu nam protina kfivka tzv. ,base line“ (na obrazku
vodorovna pfimka zelené barvy), ktera nam znaci ,jasné“ pozitivni vzorek.

Jako vyhodnocovaci software pro RealTime Systemu 7300 byl pouzit 7300

Systém SDS Software (Absolute Quantification).
Signal pro inhibi¢ni kontroly byl ve vSech pfipadech pozitivni, coZ potvrzuje

spravnost vysledku.
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3.2.3 Tabulka souhrnného vyhodnoceni

Diagnosticky V134 V135 V136
systém/vzorek

RealTime System 7300 negativni negativni pozitivni
LightCycler® negativni pozitivni pozitivni

Zavérem lze k vyhodnoceni fici, Ze V134 byl detekovan jako negativni na
obou systémech, V135 byl detekovan jako pozitivni u LightCycler®, ale negativni u

RealTime System 7300 a V136 byl oznacen jako pozitivni pfi obou diagnostikach.
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4. Diskuze

V praktické Casti této bakalarské prace jsme provedli detekci 3 vzorku izolatu
DNA z klistéte obecného. Pro srovnavani byly vybrany dva RealTime PCR pfistroje a
to konkrétné LightCycler® a ABI RealTime System 7300. Predpokladala se vyssi
senzitivita u pfistroje LightCycler®.

V pfipadé dvou vzorkl V134 a V136 byl zjistén shodny verdikt
pozitivity/negativity, u vzorku V135 bylo zaznamenano odliSné znéni vysledku a to
pozitivni u LightCycler® a negativni u ABI RealTime System 7300. OvSem i v pfipadé
shodné urcené pozitivity V136 byl znatelny rozdil. Pfi diagnostice na ABI RealTime
System 7300 je pozitivita uréena 29. cyklem u LightCycler® je tomu jiz v 26. cyklu
reakce. U negativity V134 nelze nikterak urcit rozdily v citlivosti.

Nabizi se otazka a tim padem i jeden z cilu bakalarské prace - objasnéni
moznych rozdild mezi metodami a jejich mozné slabiny &i vyhody.

Prvnim moznym kamenem urazu mohl byt hned prvni krok a to izolace DNA
z klistat, kde mohlo dojit k neopatrné manipulaci s materidlem a mozné kontaminaci
vzorku nezadouci DNA (NK) z prostfedi, kde je velmi dulezita sterilita prace a
opatrnost pfi pipetovani.

ProtoZze se detekce na LightCycler® provadéla o sedm dni dfive nez na ABI
RealTime System 7300, je nutné vzit v patrnost moznou ¢astecnou degradaci DNA
bé&hem uskladnéni DNA v lednici a nasledném pouziti.

Neméné dulezitymi faktory jsou samotné rozdily mezi danymi pfistroji a kity
pro vlastni detekci. U ABI RealTime System 7300 je vyuzita préba TagMan typu a
jako snima¢ CCD kamera, oproti tomu LightCycler® pouziva znacenou hybridizaéni
prébu typu Molecular beacons. U kitu pro System 7300 je udavana vyrobcem
senzitivita zachytu 5 borélii ve 200 pl, pro LightCycler® 1 - 10 borélii v 5 pl.

PCR vrealném Case neni vyuzivana pfrili§ dlouho, spiSe se vyuZzivala dfive
Single Tube Nested PCR, kde podle Mejzlikové (2003) metoda kultivace patogent
nasledovana PCR je citlivéjSi nez samotna PCR bez kultivace spirochét, totéz
potvrzuji i prace Mejzlikové (2001) a Janouskovcové (2004).
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5. Zaver

Lymeska boreliéza zplsobena patogennimi druhy B. burgdorferi je mimofadné
houzevnata a nepfijemna nemoc, oproti tomu v€asna diagnostika a spravné urceni
antibiotické |éCby zaznamenava vysoké procento plného uzdraveni bez chronickych
nasledku.

Od objeveni patogenu LB na konci 20. stoleti neub&hlo mnoho let a
v souCasné dobé jiz dokazeme spolehlivé nékolika diagnostickymi metodami vysSetfit
pacienta na pfitomnost borélii. Je vSak mozné, Ze dusledkem teplejSiho pocasi a
mirnéjSich zim dochazi k vy8Simu vyskytu klistat a jejich promofenosti boréliemi, coz
ma za nasledek urcity tlak na vyvoj spolehlivé oCkovaci latky a vyvoj jednoznacné,
rychlé a levné diagnostiky.

Nadéje se skyta v PCR v realném Case, kdy po odbéru klinického vzorku muze
mit pacient vysledek prakticky do nékolika malo hodin a muUze byt nasazena
konkrétni lécba. Jedinym problémem v rutiné zabéhlé PCR diagnostiky se zda byt
odliSna citlivost a spolehlivost interpretace vysledkd na raznych pfistrojich.

Dukazem toho je prakticka ¢ast bakalarské prace, kde uz na 3 vzorcich byla
zZjiSténa rlzna senzitivita a nasledna rizna pozitivita/negativita u jednoho ze vzorkd.

Je samoziejmosti, Ze studie provedena na 2 pfistrojich s pouzitim 3 vzorku
neni zcela relevantni, ale i tak poukazuje na mozné rozdily, které mohou vzniknout
napf. pfi poslani vzork( do laboratofi s odliSnou diagnostickou vybavenosti.

Jako vysledek bakalarské prace muluzeme fFici, ze byla potvrzena pUvodni
domnénka, Ze detekce na LightCycler® bude ziejmé citlivéj$i nez na systému ABI
7300.

Do budoucna bude nutné provést dalSi studie s vice vzorky a na vice
pfistrojich, aby se zvysila relevance dosazenych vysledkd a bylo tak mozno naijit

nejlepSi metodu DNA diagnostiky rodu Borrelia.
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6. Souhrn/Summary

SOUHRN

Infekénim agens lymeské boreliézy v Evropé je baktérie Borrelia burgdorferi,
ktera v endemickych oblastech cirkuluje mezi klistétem Ixodes ricinus a velkym
poCtem hostitell, na kterych se klisté zivi. Pouze 3 druhy B. burgdorferi jsou
patogenni - B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii a B. afzelii.

Detekovali jsme 3 vzorky DNA (izolované z klistat) na dvou pfistrojich -
LightCycler® a ABI RealTime System 7300. Pfi méfeni bylo zjisténo, Ze LightCycler®
by mohl byt citlivéjSi nez ABI RealTime System 7300.

SUMMARY

In Europe, Borrelia burgdorferi sensu lato the infect agent of Lyme borreliosis
circulates in endemic areas between Ixodes ricinus ticks and a large number of
vertebrate hosts upon which ticks feed. Only 3 species of B. burgdorferi are
pathogenic - B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. afzelii.

We detected 3 samples of DNA (izolated from ticks) on two apparatuses -
LightCycler® and ABI RealTime System 7300. By measuring was detected, that
LightCycler® could be more sensitive than ABI RealTime System 7300.
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