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Annotation

The samples under investigation were collectedapddtment of Pediatric Infectious Diseases
of the University Hospital (Brno). Group of patier{il00) was heterogeneous in terms of
symptoms, age and sex. The samples were takenpatients with an LB diagnosis and from
those with nonspecific symptoms. Molecular typirigB spirochetes in clinical samples (104
blood/serum, 89 cerebro-spinal fluid and 1 synofliadl) became necessary when the general
immunological tests gave unclear results. The sasnpkre analyzed using PCR-based and
molecular biology techniques that include: nested} spacer-PCR, specie-specific PCR,
sequence, virtual hybridizatioim silico RFLP analysis, similarity search. Results of
conducted analysis confirmed that 51% of sampl8ys\{@re positive oB. bugrdorferisensu
lato. Using above mentioned techniques 6 spirocspgeies fronB. burgdorferisensu lato
complex were identified; two of them weren’t degetin samples of human origin in Europe
yet. Comparative analysis of two media Borrelia cultivation from samples of human origin
definitely proved the adventage of using MKP indtehtraditionally used BSK-H Complete.
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1. Uvod

Lymsk& borelibza (téz lymeské boreliéza) je ikfgkonemocani poprvé popsané
z mestetka Old Lyme ve stétConnecticut v USA doktorem Allenem Steerem v rb@eé7. Je
to nefastjSi onemocni prenaSené klfaty naclovéka, které je roz&no pouze na severni
polokouli. Je odhadovéano, Zze s€n®touto chorobou nakazi az 85500 lidi. Nejvi¢pad je
zaznamenano Vv Evrép(65500) (1). Mezi dalSi onemasni prenaSené klfsaty pati take

klistova encefalitida (TBE), tularémie, anaplasmézaketisioza.

1.1. Rivodce onemoc#ni

Lymska boreliéza je Zjsobovana gram-negativni bakterii z kompleRorrelia
burgdorferi sensu latoBorrelia burgdorferipati do kmeneSpirochaetagttidy Spirochaetes
faduSpirochaetalesroduBorrelia. Rad Spirochaetalesbsahuije &kolik rodi, ale pouzetyii
z nich Leptospira TreponemaBrachyspiraaBorrelia) zahrnuji druhy patogenni péoveka.
Treponema pallidumie pivodce pohlavniho onemogm syfilis, Leptospira interrogans
zpasobuje leptospirdézu (téz Weilova chorobaBrachyspira aalborgimiZze byt zodpogdna
za akutni z&t slepého seva.

Zéastupci rodwBorrelia jsou charakterizovani striktrparazitickym zfsobem Zivotem
a dvojhostitelskym cyklem, ktery zahrnujgepaSeée a hostitele.

Rod Borrelia mazeme rozdlit do dvou skupin. Prvni skupina zahrnuje baktekieré
vyvolavaji navratnou hot&u (relapsing fever). Mezi vyznamné zastupce t&pmy pati
B. caucasica, B. crocidurae, B. duttoni, B. graingB. hermsii, B. hispanica, B. latyschewii,
B. mazzottii, B. parkeri, B. persica, B. recurrentiB. turicatae, B. venezuelensss
B. miyamotai Tyto borelie jsou fenaseny klig&ky roduOrnithodorosa lidskou vSi (2).

Druha skupina obsahuje spirochéty kompleBorrelia burgdorferi sensu lato
(vyvolavaji lymskou boreliozu). Tyto borelie jsodwepaSeny Kligaty rodulxodes Dnes je
znamo 18 druin borelii komplexu sensu lato, z toho 11 vyskytajicée v Eurasiig. afzelij
B. bavariensis B. garinii, B. japonica B. lusitaniag B. spielmanii B. sinica B. tanukii
B. turdi, B. valaisianaa B. yangtzg 5 vyskytujicich se v USAB; americanaB. andersonii
B.californiensis B. carolinensisa B. kurtenbachij a 2 gitomné jak v Evrop tak v Severni

Americe . burgdorferisensu stricto 8. bissetti) (4,5,6).



Lymsk&a borelioza je zoon6za. burgdorferi sensu lato cirkuluje mezi kitigty
(vektory) a mnoha druhy obratlovdhostitel€). V pirodk ziejmeé existuje spojitost mezi
jednotlivymi druhy borelii a jejich hostiteliB. afzelii je spojovana s hlodavci, zatimco
B. garinii a B. valaisianas ptaky (3),B. lusitaniaes jeSéry a B. burgdorferisensu stricto
neprokazala Zadnou vyraznou hostitelskou spedificit

Vzhledem k lidské vnimavosti nB. burgdorferis.l. a s ghlédnutim k vysled&m
nejnowjSich studii nize byt komplex 18 druhborelii rozélen do dvou skupin:

- 11 druhi, které nebyly nikdy detekovany v pacientech netmowvany z lidi. Tato
skupina zahrnujeB. americana, B. andersonii, B. bavariensis, B. californiensis,
B. carolinensis, B. japonica, B. kurtenbahii, Bawaii, B. turdi, B. sinicaaB. yangtze

- 7 druhi s patogennim potencidlem péovéka. Tato skupina zahrnujB. afzelii,
B. bissettii, B. burgdorfers.s.,B. garinii, B. lusitaniae, B. spielmandi B. valaisiana Az do
nedavné doby pouzeiitdruhy byly povazovany za tpodce lymské borelidzy, tj.
B. burgdorferis.s.,B. afzeliia B. garinii. Nicmér¢ v posledni dob byla detekovana DNA
B. valaisiana, B. lusitaniae, B. spielmaaiB. bissettiive vzorcich lidskéhogvodu nebo byly

Z pacient se symptomy LB izolovany spirochéty samotné.

1.2. FrenaSei a hostitelé

B. burgdorferis.l. infikuje Siroké spektrum obratlove/cetre malych savé, ptaki a
jeseru. Klistata rodulxodespienasi borelie mezi hostiteli a jsou také jediniéodni agens,
pies které byli lidé prokazateimakazeni (8). Bkteré druhy roduxodesjsou hostitelsky
specifické, zatimco ostatni mohou parazitovat fanych druzich hostitél Mezi tyto
hostitelsky nespecifické druhy patxodes ricinus Ixodes persulcatydxodes scapularisa
Ixodes pacificusTyto kli¥ata jsou nejvyznan@Bsimi pienasei borelii a dalSich patogén
na ¢lovéka po celém site (9). Jsou zéderena doiiSe Animalia, kmeneArthropoda ttidy
Arachnidg fadu Ixodida c¢eledi Ixodidae rodu Ixodes Geografické roziéni €chto étyr
lékarsky vyznamnych druhzahrnuje EvropulXodes ricinusIxodes persulcatus vychodni
Evropa), Asii (xodes persulcatysa Severni AmerikulXodes scapularis ~vychodni ¢ast,
Ixodes pacificus- zapadni pa@zi) (9).

KliStata maji i vyvojova stadia (larva, nymfa, dadpc). Kazdé zdchto stadii saje

na hostiteli jenom jednou. Po nasati dochaziekmpné do dalSiho stadia nebo ¥ipads



dosglé saméky k nakladeni vafiek a smrti. Larva saje 2-4 dny, nymfa 4-6 dni apdids
samtka 6-10 dni (3). Bhem krmeni na infikovaném hostiteli se mohou laa/ynymfy
infikovat jednim nebo vice patogeny, Ktgsou poté peneseni na dalSiho hostitel® pristim
krmeni (9). Mize také dojit k transovarialnimdgmosu borelii na dalSi generaci ®8§ ale
tento zm@isob fenosu je vzacny a nedostatg pro udrzeni populace spirochét iepasei a
hostiteli (pouze 1 az 3%) (54).

U¢inna persistence borelii v endemickych oblastechZagyje pitomnost
rezervoarovych hostitel V sowasné dob bylo v Evrog identifikovano rkolik tucta
hostiteli klistat, kte&i slouZi jako rezervoarovi hostitelé pBo burgdorferisensu lato. Mezi
takové pat nekolik druhi mysi, hrabo& potkar, rejsk, jezki, jeS€ra, zpsvnych, hrabavych
a maskych ptak (3).

1.3. Morfologie

Borelie jsou spirochéty a jako takové maji spoée strukturdini znaky s ostatnimi
spirochétami. Biikky jsou Sroubovit tvarované a pohyblivé i{t druhy pohybu). Vjsi
bunéiéna membrana obklopuje protoplazmaticky cylindrickfomplex skladajici se
z cytoplazmy, vniini membrany a peptidoglykanu.

Morfologicky je B. burgdorferinepravidelt statené spirochéta o délce 10 — 4t a
Sikce 0,2 — 0,3um. In vitro se objevuje v &kolika formach nap nestejnosirné staiena,
zkroucenda, propletena jednarep druhou,casto je nalezena v agregované forrv).
NejcharakteristitéjSi vlastnosti borelii je fitomnost periplazmatickych d&ku. Biciky, které
jsou stavbou podobné ostatnim bakterialnigikbm, se nenachazi na povrchuiky, ale
v periplazmatickém prostoru mezigsi buré¢nou membranou a protoplazmatickym valcem.
Tyto periplazmatické Biky jsou vioZzeny na terminalnim konci protoplazrokéiho valce
(13). Je jich 7 — 14 na kazdém konci bakterie. tBarje B. sinica u které jsou pouze 2 - 4
biciky, coz niize byt divod pro jeji nepohyblivost. Bik se sklada hlavnze dvou proteitn —
mensiho FlaA (38 kDa) aétsiho FlaB (41 kDa). Cilend inaktivace FlaB indekutratu
pohyblivosti a tginkovité formy u €&chto mutani. Tvar borelii je formovan biky, které jsou
statené kolem protoplazmatického valce, ale na roatdljiroych bakterii nema bytina stna
aktivni roli v ugovani tvaru biiky. SloZzeni bu&ného povrchu je podobné gram-negativnim

bakteriim s skterymi rozdily. Jsou jimi absence lipopolysacharid hojnost lipoprotein



ve vrejSi bureéné membrati Jako hlavni lipidové slozky membran byli idemifvany dva
fosfolipidy (fosfatidylcholin a phosphatidylglycdj@ dva atypické glykolipidy (14).

DalSi dilezitou bugénou slozkou borelii jsou ¥8i povrchové proteiny (Osp). Byly
charakterizovany jako lipoproteiny OspA, OspB, OsfispD, OspE, OspF (19). Z2ma
v syntéze Osps je primarni strategie, kterou seligowyhybaji hostitelskému imunitnimu
systému a fizpusobuji se dznym hostitelskym prosdim. Pdetné studie prokazaly, ze
B. burgdorferiselektivié¢ exprimuje specifické Osps uznych fazich jejiho Zivotniho cyklu a
v konkrétnich organech. N#&glad exprese OspA a OspB se okamzpusti, kdyz spirochéty
vstupuji do penasSée a febyvaji v #m. Bchem enosu z penaSée do hostitele se snizuje
exprese OspA a OspB a zvySuje se exprese piotaiko jsou OspC, DbpA a BBK32 (18).
OspC je faktorem virulence gebné pro peateini fazi infekce u savc K indukci exprese
OspC dochazi u spirochét j@st prenaseéi, ale @i kolonizaci klisSéte nebo migraci do
slinnych Zlaz nehraje OspC zadnou roli.

Spirochéty roduBorrelia jsou jedinéné mezi bakteriemi vtom, Ze maji genom
rozprosten do linearniho chromozému o délce 911 kbisprnym obsahem G+C 28,6 % a
celkem 21 plazmidl (9 kruhovych o velikosti 9 — 32 kb a 12 linearnichkelikosti 5 - 56 kb).
Chromozém nese 853qupokladanych otégnychétecich ramaé. Z nich biologicka role byla
stanovena u 59% a nové geniegstavuji 28%. Chromozomalni geny koéduji proteiny
nezbytné pro replikaci, transkripci, translaci, rgegdicky metabolismus, reparaci DNA,
homologni rekombinaci, reakci na tepelny Sok a astaktické faktory kodujici geny (15,16).
Asi 8% genomu borelii je&novano produkci lipoprotetnvystavenych na \#§im povrchu.
Plazmidy koduji 535 gena 90% z nich nema zZadnou podobnost s geny mimd@ooctlia,
coZ nazn&uje jejich specializovanou funkci, tykajici seizpisobeni spirochétiznym
hostitetim (17).



1.4. Friznaky onemocHrni LB

Infekce B. burgdorferi s. |. fize mit za nasledek kozni, neurologické, &niea
muskuloskeletarni poruchy. Zakladni klinické spekirnemoci si je celogtové podobné,
ackoli existuji rozdily v klinickych projevech v Evpd a Severni Americe. Takovéto rozdily
jsou gipisovany rozdilnym drulm borelii, které zfisobuji onemoaini na obou kontinentech
(7). Nemoc samotnou ieme rozdlit do tti stadii podle doby, kterd &bla od nakazeni, a
podle charakteristickych projdonemocsni v danych stadiich:

- Stadium | (dny az tydny po kousnuti I&): migrujici erytém na misinfekce.

- Stadium Il (tydny az Sestdsial po kousnuti kligte): meningoradikuloneuritida,
meningitida, obrna licniho nervu, mozkové&aitida, cetné erytémy, boreliovy
lymfocytom, iritida, myalgie, perikarditida.

- Stadium Il (déle nez Sesté&siai po kousnuti kligte): encefalitida,
encefalomyelitida, mozkové arteriitida, polynewat, artritida, chronicka
atroficka akrodermatitida

1.4.1. Kozni projevy

NejcastjSim projevem lymské boreliézy je migrujici eryté@M) na kiZi, ktery se
vyviji v misg€ prichyceni klis¢te, ale nize se objevit i na jinyckiastech dla. Bézreé zatina
jako ¢ervena makula nebo papula a&tBuje se Bhem rekolika dmi az tydri. EM je obvykle
ovalného tvaru a #iti vice nez 5 centimetrv praméru (11). V tomto stadiu nemoci mohou
byt pacienti asymtomadtii nebo se objeviifznaky podobné dipce, jako je bolest hlavy,
svali a horeka. Tyto giznaky jsou Bzn¢jSi v USA (7). Mezi mé# casté kozni projevy pat
boreliovy lymfocytom vyskytujici se v druhém stadimemoci u dti na usnim laicku a
u dosglych v oblasti prsni bradavky, nosu a pazich (Cronicka atrofickd akrodermatitida
(ACA), ktera na rozdil od EM a lymfocytomu spontdnnezmizi, je koznim projevem

ve fretim stadiu onemoeni. ACA je nefastji lokalizovana na okrajovyctiastechdla (10).

1.4.2. Lymské& neuroborelidéza
Lymska neuroboreliéza je postizeni centralnich afgraich nervovych systéim
zpasobené infekcB. burgorfer s.l.. V Evrog je nefastji zpasobena druhenB. garinii,

mére ¢astoB. afzelij vzacrt B burgdorferis.s. a zcela vyjinta¢ dalSimi druhy, jako jeB.



valaisiana¢i B. bissettii Neuroboreliozu &gime nacasnou a pozdniCasna faze se itie
projevit periferni obrnou licniho nervu, meningdkadbneuritidou, meningitidou.
U dosglych pacieni v Evrop zaina ¢asnd faze neuroboreliézy postapmvétSujici se
bolesti, zfsobenou radikuloneuritidou, pagd doprovazenou ochrnutim a dalSimi
neurologickymi piznaky. U d@ti je radikuloneuritida vzacna. Zato meningitidgeriferni
obrna licniho nervu jsou u niatasgjSi nez u dosglych. Pozdni faze se projevuje periferni
neuritidou spojenou s ACA, encefalitidduencefalomyelitidou.

1.4.3. Lymska artritida

Lymska artritida je z&ftlivé onemoceini klouhi. Jedna seipvazig o monoartikularni
nebo polyartikularni formu artritidy. Obvykle zalia stidavy zast jednoho nebo vice
kloub a jecasto pedchazena gtlavou migrujici bolesti kloudb Prevazié jsou postihovany
velké klouby, z nichZ nejvice byva zasaZeno koldrymska artritida se objevuje jak &td
tak u dosplych a v Severni Americe je&bn¢jSi nez v Evrop.

1.4.4. Lymska karditida

Lymska karditida je relativhvzacny projev borelidzy v Evréps porovnani
s vyskytem v Severni Americ€asto je doprovazena daldintiznaky, jako je EM nebo
neurologické poruchy. Jejimi symptomy jsou zayratiSeni srdce nebo synkopajgpbené
poruchami vytvéeni intrakardialniho impulsu nebo vedeni impulsgpitky nélez je

atrioventrikularni blok#zné zavaznosti (12).

1.5. Diagnostika LB

Diagn6za lymské borelidzy je obvykle zaloZena H#omnosti symptori a giznak
nemoci (EM, lymfocytom, artritida, obrna licniho e, atd.). Pro diagnostiku vSech
klinickych projewa, s vyjimkou EM, jsou nezbytné mikrobiologické réfe Byla vyvinuta
fada laboratornich technik préimou detekcB. burgdorferisensu lato. Tyto testy poskytuji
dukaz o gitomnosti spirochét nebo jejich sloZek, jako jsadAnebo proteiny, v fenaséich,
ptirozenych hostitelich nebo pacientech (7). U pagisrpode#enim na lymskou boreliézu se
béZzne pouzivd sérologické vyZeni. Ne&asgjSi metodou pro mikaz specifickych

antiboreliovych protilatek je ELISA (Enzyme Linkdthmunosorbent Assay). Tato metoda



slouzi k ptikazu a kvantitativnimu stanoveni 1gG a IgM proglatproti B. burgdorferi
v lidském séru. Titry IgG jsou obetnizké Ehem prvnich tydéi nemoci. Svého maxima pak
dosahnou v fibéhu & aZz Sesti tydih od propuknuti nemoci (20). To je moznia¢ma toho,
pro¢ se protilatky protiB. burgdorferinachazeji u ménnez 50% paciefits EM, zatimco u
pacienti s neurologickymi problémy je to 90%. Sérologiézm byt také negativni v rané fazi
infekce, zejména pokud byla brzy zahajené&bdé antibiotiky (12). Mezi dalSi pouzivané
metody pro pitkaz antiboreliovych protilatek patELFA (enzyme-linked fluorescent assay),

Western blot, imunochomatografie a dot blot (7).

1.5.1. Kultivace spirochét

Borrelia burgdorferibyla poprvé kultivovana z kli&e Ixodes scapularigdiive Ixodes
dammin) pomoci modifikovaného Kellyho média, které bylévpdns vyvinuto pro fist
borelii, zmsobujicich navratnou hafleu. Toto modifikované médium bylo ¢ené jako
Barbour-Stoenner-Kelly (BSK) médium a bylo néskedpouzité pro kultivaci borelii
z pacient s lymskou boreliozou. V s¢asné dob se pro kultivaci spirochét #znych
biologickych zdroj pouzivaji fizné modifikovana meédia (BSK 1l, BSK-H, MKP). Tato médi
jsou schopna lépe podporovatst a @leni spirochét, pokud jde o izolaci a pomnoZeni
Z nizkého titru inokula, kratSi genénd dobu spirochét a maximalni koncentraci spirochét
v kultute  (~18 - 10/ml). Prakticky vSechna tato média obsahuji N-dgetiosamin,
kvasinkovy extrakt, aminokyseliny, vitaminy, nukiely a sérum. Mezi jednotlivymi
variantami médii BSK existuji rozdily wipomnosti kolika dalSich sloZzek (21,7).

Kultury v tekutém médiu jsou giiré inkubovany pi 30-34C za mikroaerofilnich
podminek. Genetai doba spirochét je dlouha. Pohybuje se mezi Reélinami nebo i vice
béhem log faze ustu. Detekceistu se provadi periodickym pozorovanim vZolaultury
pomoci mikroskopie v temném poli nebo fluoresceémikroskopie.

B. burgdorferi sensu lato ii#e byt kultivovana ziznych tkani a énich tekutin
pacienti (kize, mozkomisni mok, kloubni tekutina, sérum, plazatd). RestoZze borelie
dobre rostou za laboratornich podminek, je obtiznegevat a pomnoZit z klinickych vzaik
(22). Nejvhodsijsim klinickym materidlem pro kultivaci borelii $evi biopsie kZe z mista,
kde se objevila EM nebo ACA. Usnost se véchto ipadech pohybuje okolo 40% a vice

(v pripact nel&enych pacierit). Biopsie kize je ale invazni technika, ktera se pouziva wacn



v bézné diagnostice. Kultivace borelii &rich tekutin je pomala a neefektivni, protoze je
pii ni poteba co nej#tSi mnozstvi vzorku (n&p10 ml krveéi 2 ml mozkomisniho moku).

Odebrani takového objemu je tap dtskych pacieni problematické (7).

1.5.2. Detekce pomoci PCR

PCR diagnostika infékich onemoctni byla zandiena pedevsim k detekci patogin
pro které konvetni diagnostické metody jsou &iumélo citlivé, nebo pomalé. Mezi takové
onemockni pati praw lymska boreliéza, protoZze na rozdil od ostatniektérialnich a
virovych chorob je p&et patoget v klinickych vzorcich velmi nizky. #@stoze v infikovanych
klistatech nize byt aZz 4500 spirochét, jejidetnost v mei nebo krevni plaz#je obeci
mensi nez 50 borelii na ml a vzégorekona 5000 na ml. V mozkomiSnim mokuiza byt
jejich paset dokonce jestnizsi (23).

Byly vyvinuty rizné molekularni a biochemické metody pro detekadentifikaci
borelii v klinickych vzorcich. Mezi tyto metody pakonvergni PCR, nested PCR, RFLP
(restriction fragment length polymorphism), reah#i PCR, MLSA (multilocus sequence
analysis), RLB (reverse-line blotting) a dalSi. bt zaloZzené na PCR jsou pouZzivany
pro potvrzeni diagndzy u paciéné pode#enim na lymskou boreliézu, identifikaci a typizaci
druhi spirochét z Kklinickych vzork ¢i kultivovanych izolah a zjiSeni ko-infekci druli
v ramci B. burgdorferis.l. (24). Vzhledem k vysoké heterogérit. burgdorferije hlavnim
hlediskem, které se uptatie @i vybéru cile pro amplifikaci, geneticka stabilita. Zaatebo
zmeéna cilové sekvence e vést ke ztrét reaktivity. Pro diagnostiku lymské boreliozy
pomoci PCR musi byt pozornostnovana také testovani spedifosti. Zatimco geneticky
piibuzné patogeny (n&pBorrelia hermsi) by nengly pii testu reagovat, vSechny DNA
podtypyB. burgdorferis.l. (patogennéi nepatogenni preéloveéka) by nély byt detekovany
aZz na teoretické hranici jednoho organismu (23)ndBdcké lokusy borelie, které jsou
Vv sowasnosti pouZzivany v labordfoh jako templaty pro PCR analyzu k detekBi
burgdorferi s.l., zahrnuji OspA, OspC, flagelin, p66, 16S rRNWbb, 5S-23S “intergenic
spacer’, 16S-23S ’internal transcribed region”Arectada dalSich lokalizovanych jak
na chromozomu, tak i na plazmidech (www.ncbi.nlimgdv). | fes velky péet cilovych
lokusi pro detekci spirochét lymské borelidzy v klinickyezorcich, Usgch PCR je opravdu

zavisly na vybru spravného cile pro specificky klinicky vzorekét nebo &Ini tekutiny) a



stadium nemoci. Nd&jklad citlivost amplifikace genu p66 u vzarkochazejicich od pacient

s ACA je dvakrat vysSi v porovnani s 23S rRNA genawmplifikace (25). Cileni genu OspA
ze vzorki biopsie pacierit s ACA je citliwjSi nez cileni 5S-23S “intergenic spacer region”
(26).

Sekverni analyza DNA #kterych vysoce konzervovanych ge(l6S rRNA, OspA,
flagelin) je uziténa pro studium evolini historie a druhové identifikace v ramci
B. burgdorferi s.I. Gen flagelin koduje endoflagelarni proteina), ktery je typicky
pro spirochéty. Jeho rozmanitost je cenn& pro Jozéni drub borelii. Lokalizace genu
flagelin na megabazi linearniho chromozému je koraté/ni v ramci roduBorrelia. Podle
fylogenetické analyzy, zaloZzené na genové sekviiagelinu, miZzou byt borelie, zfisobujici
navratnou horku, oddleny od &ch, které jsou zodpe@dné za lymskou borelidzu.tRné
druhy B. burgdorferi s.I. mohou také byt rozliSovany od sebe navzajeéd).(Druhow
specifické primery (Gl, GIl a Glll) zaloZzené na geéd sekvenci OspA jsou pouzivany
pro zji¥ovani infekce patogennich dfulB. burgdorferisensu strictoB. garini a B. afzelii
(29).

Citlivost PCR z klinickych vzork maZe byt sniZzena degradaci DNBA burgdorferi
s.l. bthem transportu, skladovani nebo zpracovani (AzeMbyt také ovlivéna ztratami
béhem izolace DNA fitomnosti cizi DNA nebo kontaminaci interferujici¢hinhibi¢nich
latek (zvI&st hostitelskych) (23).



2. Cile prace

- Literarni studie k problematice detekce spiroctugehi v lidskych vzorcich a jeji
kultivaci.

- Owieni metod PCR, nested PCR, genotypizace pomoci(PCR se
specifickymi primery), RFLP, Reverse Line Blottiagsekvenovani.

- Interpretace vysledka zkuSenosti se zvolenymi metodami s Koiyen cilem
optimalizace rychlé a spolehlivé PCR metody k datbkrelii v lidskych
vzorcich, identifikace druhborelii a analyza asociace specifickych klinickych
projevii lymské boreliézy «lovéka s fiznymi druhy borelii.

- Vypracovani optimélnich podminek kultivace spirdchéznych vzork,
zejména z krve, mozkomisniho moku, kloubnich tekatiize s pouZzitim

raznych kultiva&nich médii.
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3. Material a metodika
Klinicky material byl odebran od 10@dkych pacient (43 divek a 57 chlaf¢ vek

3-19 let) na Klinice &skych infeknich nemoci Masarykovy univerzity a zahrnoval krev,

mozkomisni mok a kloubni punktét.

3.1. Pouzité chemikalie, média a kity

Nazev roztoku

Slozeni

50x TAE pufr

200 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA

1x TAE pufr 50x TAE pufr 50x redény v dd HO
Agardza 1% agar6za (Serva) pro DNA ELFO v 1x TA#p
marker - 100 - 3000 bp

GeneRulet™ 100 bp

(Fermentas)

5x Loading dye

20% Ficoll, 10 mM Tris-HCI (pH 8), 1 mg/ml Orange 800x

(DNA) SYBR Green
dd H,O Destilovana deionizovana voda
Média pro kultivaci baktérii
Nazev Slozeni
roztoku
BSK-H BSK-H COMPLETE MEDIUM with Sodium Bicarbonate
complete Product No. B 8291
medium
(Sigma)
MKP modifikované médium poskytnuté profesorkou Ri&abljic
medium (Univerzita Ljublai, Slovinsko)
Antibiotika | 2 mg phosphomycin (fosfomycin), 5 mg rifampicing02.g
pro Borrelia | amphotericin B na ml v 20% DMSO
100x
(Sigma)
Pouzité soupravy (Kity)
Pouzita Nazev
metoda
®
Izolace | pneasy Tissue Kit (Qiagen)
genomové
DNA
Sekvenace | Vyuziti sluzeb servisni laboratgenomiky FF JU a BC AVCR
DNA
Cisténi PCR | DNA Gel Extraction Kit (MILLIPORE)
produktu z
gelu
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3.2. I1zolace genomové DNA z mozkomisniho moku a kepacienti
s diagn6zou lymské borelidzy

Izolace genomové DNA byla provedena pomoci kitu m;% Tissue Kit (Qiagen)
pro gram-negativni baktérie podle navodu vyrobce, nejdive po pichodu vzork
do laboratee:

1. Vzorky mozkomisniho moku byly centrifugovany p2 000x g/ 15 min.

. Supernatant byl odstr&mtak, aby zbylo 5@I na dré mikrozkumavky.

. K tomuto objemu bylofddno 200ul pufru PBS.

. Nasledovaloifidani 180ul pufru ATL a 20ul proteinazy K.

. Sns byla kratce vortexovana a inkubovaitia5s °C, dokud nebyly biky zlyzovany.

a b~ W DN

B&hem inkubace byly vzorky 2x — 3x vortexovany.

6. Bylo pidano 200ul pufru AL, vortexovano, fidano 200ul ethanolu (96%) a znovu
vortexovano.

7. Cely objem byl fepipetovan do kolony (DNeasy Mini Spin Column) atcéugovan gi
8000x g/ 1 min.

8. Kolona byla promyta a) 500 pufru AW1, b) 50Qu pufru AW2.

9. DNA byla eluovana 100l dd H,O a uschovana v leditie i 4 °C.

Vzorky krve (750ul) byly centrifugovany fi 100x g/ 15 min. Vrchngast obsahujici
sérum byla pepipetovana do nové 1,5 ml zkumavky. i dQproteindzy K a 20Qu pufru AL
bylo piidano a naslednbyla cela sms vortexovana a inkubovanai 86 °C, dokud nebyly
buiky zlyzovany. DalSi postup byl stejny jakéi gpracovani vzonk z mozkomisniho moku

popsany Vv fedchozim odstavci.

3.3. PCR

Izolovana totalni genomova DNA ze vzérpacient byla testovana naifpomnost
DNA spirochét pomaoci specifickych pringepro B. burgdorferisensu lato a to: FlaB (gen pro
flagelin), OspC (gen pro ¥si membranovy protein C), 5S-23S “intergenic regi@rf-rrl -

intergenic spacer region) a p66. Pozitivni vzorklymasled® kontrolované pomoci druhév
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specifickych primel odvozenych z konzervativnich sekvenci lokalizowdmnyna genu
kodujicim OspA: Gl B. burgdorferi sensu stricto), Gl B. garinii) a Glll (B. afzeli)
pro zjiseéni druhové speciénosti. Amplifikatni reakce probihala v 0.2 ml tenk&ste
zkumavce Vv fistroji Mastercycler (Eppendorf). Jako pozitivninkmla byla pouzita DNA

raznych druli borelii. Negativni kontrola obsahovala misto DN&jisy objem dd KO.

Priprava reaéni snesi:

5x kompl. pufr 4l
25 mM MgCh 2ul
10 mM DNTPs Tul
Tag polymerasa (5 jednoteky 0,5ul
1mM Primer-forward Jl
1mM Primer-reverse il
DNA 1-2 pl
dd HO do 20ul

Pouzité specifické primery:

Borrelia burgdorferi sensu lato

FlaB (forward): 5'-AARGAATTGGCAGTTCAATC-3’

FlaB (reverse): 5-GCATTTTCWATTTTAGCAAGTGATG-3"
Velikost PCR produktu: 497 bp  (28)

OspC (forward): 5'-AAAGAATACATTAAGTGCGATATT-3’
OspC (reverse): 5-GGGCTTGTAAGCTCTTTAACTG-3’
Velikost PCR produktu: 600 bp  (34)

5S (rrf): 5"-CTGCGAGTTCGCGGGAGA-3’

23S (rrl): 5"-TCCTAGGCATTCACCATA-3’
Velikost PCR produktu: 247-257 bp  (41)
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p66 (forward): 5"-CGAAGATACTAAATCTGT
p66 (reverse): 5-GCTGCTTTTGAGATGTGTCC
Velikost PCR produktu: 315 bp  (28)

Borrelia burgdorferi sensu stricto

Gl (forward): 5"-AACAAAGACGGCAAGTACGATCTAATT-3’
Gl (reverse): 5-TTACAGTAATTGTTAAAGTTGAAGTGCC-3’
Velikost PCR produktu: 544 bp  (29)

Borrelia garinii

Gll (forward): 5"-TGATAAAAACAACGGTTCTGGAAC-3’
Gll (reverse): 5'-GTAACTTTCAATGTTGTTTTGCCG-3
Velikost PCR produktu: 345 bp  (29)

Borrelia afzdlii

GllI (forward): 5-TAAAGACAAAACATCAACAGATGAAATG-3
Glll (reverse): 5-TTCCAATGTTACTTTATCATTAGCTACTT-3
Velikost PCR produktu: 190 bp  (29)

PCR byla provatha na cycleru (Eppendorf) v tomto programu.

teplota cas
Denaturace DNA o%C 5 min
Denaturace DNA 40 o%C 30 sek
Nasedani primér| cykla 52 - 56°C 30 sek
Polymerace 72°C 1 min
72°C 20 min
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Teplota nasedani primiese liSila podle jednotlivych primeér.

p66 50°C
FlaB 52°C
OspC 52C
5523S 54C
Gl 54°C
Gll 56°C
Gl 54°C

Vysledky reakce byly adteny na 1% agar6zovém gelu v 1x TAE pufru, kdy kuRO
PCR reakce byly fidany 4 pl vzorkového pufru (5x). Jako marker byl pouZzit 160
GeneRuler (MBI Fermentas). Pozitivni PCR produkey spravné velikosti byly wjznuty

z gelu a b’ hned zpracovany nebo zmrazeny na®Q@ro pozdjsi pouZziti.

3.4. Extrahovani PCR produktu

PCR produkt byl extrahovan zgelu pomoci kitu DNAel GExtraction Kit
(MILLIPORE) bez pouziti jakychkoliv chemikalii. \fiznuty gel obsahujici PCR produkt byl
vloZen do gelového rozpraSaea ve kterém se gefipcentrifugaci (5000x g/10 min) pragni
ve jemnou suspenzi, kterd je zachycovana na filDMA projde gFes mikropérovou
membranu a je zachycovana v mikrozkumavce. Taktoalkeavana DNA byla pouzita

pro sekvenaci nebo ligaci.

3.5. Sekvenovani

Na sekvenéni reakci bylo pouzito 7ul purifikovaného PCR produktu a Ol
prislusného specifického primeru (forward nebo rexjersVzorky byly sekvenované
v laboratdi genomiky (BC AVCR).

3.6. Zpracovani sekvenci
Sekvence jednotlivych génbyly kontrolovany v programu Chromas. Néaskedryly
ob¢ ¢asti (forward a reverse) spojeny v programu SegqlEWASTAR) a ulozeny v EditSeq
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(DNASTAR). Takto upravené nukleotidové sekvenceybghalyzovany pomoci programu
BLAST pro vyhledani homologie z databaze genovygltvenci (GenBariR.

Polymorfismus délky restrénich fragment (RFLP) gedstavuje rozdily ve velikosti
DNA fragmenti urtitého genomového lokusu odliSnych diuborelii po Speni stejnymi
restrikknimi endonukleazami. Resttiki endonukleazy nebo restriktdzy jsou proteinyréte
Stipou DNA na kratké specifické konzervativni selces zvané restrékni mista. Poté, co
fragment amplifikované DNA byl rozften na ¢asti restriktdzou, @¥eme srovnavat
fragmenty pomoci gelové elektroforézy, ktera z®NA fragmenty podle jejich velikosti.
Pokud ovSem jiz mame sekvenci DNAjufeme vyuZzit jeden z mnoha velpiistupnych
programii, které nam virtuakirozSgpi danou sekvenci pomoci zvolenych engym

"Restriction mapper” (RM) je internetovy programieri zji¥uje restrikni
endonukledzové Stipani v sekvenci DNA. Podporujedini a kruhovou DNA a poskytuje
nékolik zpasohi, jak fidit a filtrovat produkt. Také poskytuje virtualnbsah funkci, které
simuluji paralelni fehled sekvence s enzymy dle wtn RM je Perl skript, ktery Zstupiuje
MySQL databézi restrinich enzyn, ktera obsahuje asi 3000 znamych restriktaz.

Predchozi vyzkum Jaulhac a kol. (42) nabidl saduoalidgleotidovych sond, které je
schopna rozlisit sedmiznych druli borelii na zaklagl analyzy genu pro flagelin spirochét
komplexuB. burgdorferis.l.. | kdyz vysledky zmimého studia fedstavuji optimalizované
podminky pro provedeni klasické reverse-line blgbridizace na nylonové membrén
vyznam u&enych oligonukleotidovych sond ve virtualni hylzati nelze pehlédnout. Nami
byla provedena analyza vSech amplifikovanych fragtngenu flagelin z klinickych vzork
s pouzitim wenych  oligonukleotidovych sond v SeqMan nebo MeégyAl modulech

programu DNASTAR (virtuélni hybridizace).

3.7. Kultivace borelii v médiu BSK-H

SpirochétyB. burgdorferi sensu lato byly kultivovanin vitro v kompletnim médiu
BSK-H (52). Kultivace probihala v 5 ml nebo 15 rkumavkéach, kdy k médiu byloridano
250 ul mozkomisniho moku nebo 1 ml krve. Antibiotikagid jsou letalni prodtSinu bakterii
krom¢ Spirochetales byla pouzita fedevSim u prvni pasaze. Pokud v dalSi pasazich

neexistovalo podéeni na kontaminaci, antibiotika jiz nebylaidavana. Borelie byly
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inkubovany pi 33 °C za mikroaerofilnich podminek. Dalsi pasaZe seguy po 7 — 10
dnech u pozitivnich vzotk Poté byly pekultivovany (1 ml) do nového média (3 — 5 ml).
Kontrola gitomnosti spirochét byla prové&ea mikroskopii vtemném poli. Kdyz nebyly
borelie zjiStny pii mikroskopii, byla kultura ponechana uywdnim stavu 7 — 8 tydina poté

vyhodnocena jako negativni. VeSkera prace s bonefeobihala za sterilnich podminek.

3.8. Kultivace borelii v médiu MKP

Kultivace spirochét v médiu MKP (modifikované KeRettenkofer) (53) (obsahujici
7% zelatinu, kralii sérum a 35% BSA) probihalo ve skiagich zkumavkachip 33 °C za
mikroaerofilnich podminek. Vzorky krve byly nejpraaieny @i 100x g/ 15 min, aby se
odcklila plasma od krevnich bgk. Plasma byla poté inokulovana dtippaveného média.
Vzorky mozkomisniho moku byly inokulovany bez jakigoli Uprav. Kultury byly
kontrolovany po deseti dnech mikroskopii v temnéaii.pV ptipac, kdy byl pozorovan
bakterialni @st, byly kultury pasazovany (¥ staré kultury daiéfstvého média). Pokud ani
po deviti tydnech nebyla pozorovasiaprokazana (pomoci PCRYifpmnost spirochét, byla
kultura vyhodnocena jako negativni.
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4. Vysledky
Z Kliniky détskych infeknich nemoci Masarykovy univerzity (sp&h@ pracovist

s Fakultni nemocnici Brno) bylo zaslano celkem 1R4rki odebranych od 100¢&tskych
pacienti s griznaky lymské borelidzy, u kterych nebylo mozn@s®jou utit jejich pozitivitu
pomoci klasickych vyS&ivacich metod (ELISA a Western blot)¢Zzb¢ pouzivanych
ve zdravotnickych #Zézenich. Z celkového gtu bylo 104 vzork krve, 89 vzork
mozkomisniho moku a 1 vzorek kloubniho punktatwlozand genomova DNA byla
testovana na fftomnost boreliové DNA pomoci PCR priniespecifickych proBorrelia
burgdorferisensu lato komplex (5S-23S IGS). Druhova idetiteelii v pozitivnich vzorcich
byla prokdzdna po sekvenovani a analyZenych genomovych lokus spirochéty,
amplifikovanych pomoci dalSich PCR primigklasicky pouzivanych pro tytocély (FlaB,
OspC, 5S-23S IGS, p66, GI, Gll a Glll). Analyz&wsenci genomovych usékoorelii byla
provedena s pouZzitim modul EditSeq, SeqgMan a MegAline programu DNASTAR.
Vyhledavani homologie v dostupnych databazich pytvedeno s pouzitim programu blastn,
blastp a blastx, které jsou s@sti ‘Basic Local Alignment Search Tools Nationanter
of Biotechnology Information” (NCBI, NIH, BethesdslD, USA). RFLP patern vybranych
genomovych Usek (5S-23S IGS a flagelin gen) byl d@n in silico s pouZitim programu
"Restriction Mapper 3" (http://restrictionmappeg/pr Virtualni hybridizace vybranych
sekvenci (5S-23S IGS a flagelin gen) z DNA sondiyedpopsané pro odlisné druhy borelii,
byla provedena s pouzitim SegMan a MegAlign mogubhgramu DNASTAR.

Ze vSech testovanych vzdrbylo 98 (51 %) pozitivnich naffpomnost DNABorrelia
burgdorferi sensu lato. DNA borelii byla detekovana u 58 (66£9rki z mozkomisniho
moku, 39 (37%) vzorkkrve (viz. graf 1) a jednoho (100%) vzorku kloutmpunktatu.
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Vysledky testovani vzoitkna gitomnost DNABorrelia burgdorferisensu lato jsou

predstaveny v nasledujicim grafu.

Procentuélni Gsp éSnost detekce DNA B. burgdorferi sensu lato v klini ckych
vzorcich

100,00%-+
80,009+ 51,00% O celkem
60,00%- vzork(
40,00%/ M pozitivni
20,00%| vzorky
0,00%-
vSechny vzorky vzorky krve vzorky mozkomisniho
zahrnuté v studii moku

Skupina pacietit (100) se skladala z 43 divek a 57 chtape wku od 3 do 19 let.
Z celkového p&tu pacient, kterym byly odebrany vzorky pro molekularni arzaly byla
prokazana fitomnost DNA borelii u 64 z nichfaiz byla potvrzena pozitivita ze vzorku krve,
mozkomisniho moku nebo obou. Z tohotaitpobyla DNA borelii detekovana u 8 (12%)
pacientt jen ze vzork krve, u 25 (39%) pacieintjen ze vzork mozkomisniho moku a
u 30 (47%) pacieidtz obou dvou vzork Zbyvajici jeden pacient byl pozitivni néijemnost
DNA borelii ze vzorku kloubniho punktéatu.

Ve WwtSine pripadi jsme obdrzeli od kazdého pacienta jeden vzorele lavjeden
vzorek mozkomiSniho moku. U osmi paciei8x divka, 5x chlapec) byly vzorky zasilany
opakovag (2x mozkomisni mok a 2x krev), od dvou padiefttivka a chlapec) jsme dostali
po 3 vzorcich (2x krev a 1x mozkomiSni mok nehopak) a od dvacettyi pacientt jsme
dostali jen jeden vzorek (5x mozkomisni mok a 18wk Mezi klinické piznaky, které se
projevovaly u pacieiit patila EM (erythema migrans), neuroboreliéza, lymsk&itada,
artralgie, obrna licniho nervu a lymfocytarni meyitiala.

Nasledna analyza druhovéigiusnosti spirochét v pozitivnich vzorcich pomdtive

zmirgnych progranm prokazala nasledujici:
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Celkem bylo identifikovano Sest dnlutborelii, z nichz nej#tsi zastoupeni patB.
burgdorferi sensu stricto (70%)B. bissettiibyla zaznamenana v 798, garinii v 5%, B.
americanave 3% aB. carolinensisv 1% vzorki. U 5% pozitivhich vzork nebyla prokazana
druhova pislusnost. SmiSené infekce bylsitpmny v 9 % vzork odebranych uréch divek a
Sesti chlapg (viz. graf 2). U druhuB. burgdorferisensu stricto byla detekovantitpmnost
dvou kmeri - amerického (US) a evropského (EUficpmz ve ¥tSine pripadi (72%) se
jednalo o podobnost sekvenci identifikovanych ugrat se sekvencenB. burgdorferisensu
stricto evropského kmenu.rfibmnost sekvenci podobnychBs burgdorferi sensu stricto
amerického kmene byla prokdzanagt divek a deviti chlapc

Graf 2

Procentualni rozdéleni jednotlivych druha borelii v pozitivnich vzorcich
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Celkem B. B. B. B. B. SmiSené
pozitivnich burgdorferi bissettii garinii  amerina carollnenS|s burgdorferinfekce
vzorki S.S. s.l.

*V/ grafu nejsou zaneseny jednotlivé drubijtpmné u smiSenych vzark

Mezi 9% ko-infekci byly identifikovany celkerétyti typy smiSenych vzorkk Skoro
v polovirg pripadi byla prokazanaitomnostB. burgdorferisensu stricto B. bissettii(45%).
Ve dvou gipadech byla zaznamenana ko-infek&e burgdorferi sensu stricto B. afzelii
(22%) a v dalSich dvouftjpomnost DNAB. burgdorferi sensu stricto B. garinii (22%).
V jednom gipadt (11%) byla zaznamenana smiSena infeBcéurgdorferisensu stricto s
B. americana Ve vSech fipadech ko-infekci vykazoval®. burgdorferi sensu stricto
podobnost ke kmeni EU. Evropské kmeBy burgdorferi sensu stricto, se kterymi byla
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prokdzana homologie s naSimi vzorky na uarovni pnote(flagelin), pochazely z Ruska
(BAB19648), Srbska &erné Hory (BAD38985), Turecka (BAC16533), Polska{@52363,
ACK75974, AAY41413, AAY41413) &eské republiky (ACI49678, ACI49677).

Procentualni zastoupeni vice drud borelii u
smiSenych infekci

OB. burgdorferisensu stricto,
22% B. afzelii

45% . burgdorferisensu stricto,

. garinii

. burgdorferisensu stricto,
. americana podtyp A

11% OB. burgdorferisensu stricto,
B. bissettii- podobné

Padesét dva vzoik(alespa 250 ul mozkomisniho moku nebo 1 ml krve) bylo pouzito
ke kultivaci spirochét v médiu BSK-H. | po opakoyah pokusech (kontrola se provéal
mikroskopii vtemném poli kazdy tyden) nebyla pmkda pitomnost Zivych spirochét
v kulturach, pestoze byla detekovana DNA borelii pomoci PCR.

Sest vzork bylo pouZito ke kultivaci spirochét v médiu MKP @difikované Kelly-
Pettenkofer). B kontrole po 2 tydnech ve 2 vzorcich, pochazejidanozkomisniho moku,
byla zaznamenanarippmnost malého mnozstvi zivych spirochét. Kultloyly ponechany

pro dalSi ést.
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5. Diskuse

Detekce spirochét lymské boreliézyeich tekutin (krev, mozkomisni mok, kloubni
punktat) metodami PCR je ovligna ttiznymi faktory, jako je nizky pt bakterii v&ni
tekutire (50 borelii na ml), fechodnéa spirochetémie, ztratghlem izolace DNA nebo
kontaminace inhidnimi faktory. Citlivost PCR reakce u jednotlivyctintich tekutin se lisi,
coz bylo prokazano i v této studii, kdy byla DNBA burgdorferisensu lato detekovana u 66%
vzorki mozkomiSniho moku, 37% vzdrkkrve a v jediném dodaném vzorku kloubniho
punktatu (100%). Rmérna asgsSnost prokazani borelie v kloubnim punktatu je 83%
u americkych studii a 66% u evropskych (7). fippdE krevnich vzork a mozkomiSniho
moku byla ndmi prokazéna vysSi citlivost PCR, nakajje uvadna ve studii Aguero-
Rosenfeldové a kolég kdy se pimérnéd senzitivita pohybuje okolo 38% u mozkomisniho
moku a 14% u krve (plasma, sérum) (7). \éflswmi mize byt v tom, Ze iies velky poet
cilovych geri pro detekci spirochét lymské borelidzy v klinickygzorcich, usgch PCR je
opravdu zavisly na vyiu spravného cile pro specificky klinicky vzorekafsie, tkd& nebo
teIni tekutiny) a stadium nemoci. Nidklad citlivost PCR genu p66 u vzdrkpochazejicich
od pacieni s ACA, je dvakrat vysSi v porovnani s 23S rRNA@enamplifikace (25). Pouziti
kombinace wtkolika sad PCR primérpro amplifikaci iznych genomovych lokisborelie
z jednoho vzorku vzdy z#Suje moznost prokazaniifpmnosti spirochétové DNA wvem.
Kdyz vzorky 36 pacieiit byly analyzované pomoci PCR svySe zmimi primery
jednotlivé, pozitivita odpovidala 79% a 73%, podlefgadi. Pouzitim obou sad printese
zvySil paiet pozitivnich vzork na 88% (25). Studium jiné skupiny také potvrdildeditost
spravného vydru cile  pro PCR. Cileni genu OspA ze viobiopsie pacierit s ACA je
citlivejsi nez cileni 5S-23S 1GSri{-rrl) intergenic spacer region (26). Citlivost PCR p
pouziti iznych klinickych vzork se liSi také. Biopsie byla jednozm& prokdzana jako
nejlepsi klinicky vzorek jak pro PCR, tak i pro tuéci borelii (25).

Analyza druhové fisluSnosti spirochét v naSentigad® ukézala, Ze néasgjSim
druhem borelie v pozitivnich vzorcich e burgdorferisensu stricto (70%). Tyto vzorky jsou
100% identické na urovni protéinne vSak na urovni nukleofid Genetick& vnitrodruhova
diverzita borelii byla prokazanatide jak v girodnich, tak i v klinickych vzorcich (40).
V sekvencich, amplifikovanych z celkové DNA pacienv naSi studii, byly vSechny

nukleotidové zarny ““tiché™”, kdy zarna nukleotidu nezémi kédovani proteinuBorrelia
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burgdorferisensu stricto je velice divergentni druh, coz patje studie Schutzer a kol. (30),
kteri osekvenovali celé genomy (WGS)n&cti izolati B. burgdorferi Vysledky potvrdily
identifikaci nejmén deviti novych ty@ plazmidi, které nejsouifitomny u kmene B31 (prvni
osekvenovany genonigd vice nez desetiletim). Hodplazmidi podstoupilo znénou znénu
uspdadani u @iznych kme@d. Navzdory fivodnim gedpokladm, Ze genetické zény
nastanou pouze pomalejSimi bodovymi mutaceméagni WGS srovnanictyt kmeni
ukazalocasgjSi a rychleji podstupujici horizontalni zé&ny genetické informace. Geneticka
diverzita je charakteristickd nejenom [@o burgdorferisensu stricto, ale i pro dalSi druhy
borelii jako jsouB. bissettij B. afzelii nebo B. garinii. B. garinii je v posledni dob
povazovana za nejvice divergovany druh spirochégtexu B.burgdorferi sensu lato a to
diky tomu jeji vazb na pt&i hostitele (41).

Geografické roz#éeni B. burgdorferisensu stricto zahrnuje jak Severni Ameriku, tak
Evropu.B. burgdorferisensu stricto byla také izolovana na Taiwanu (818vrop: je oblast
jejiho rozsteni gedevSim v zapadnich zemich, ale rozsah vyskytu aaHahranicim mezi
Evropou a Asii, coz je dano geografickym rée8im kliS&te Ixodes ricinushlavniho vektora
tohoto druhu borelie v Evreép(32, 33). Akoli nékteré evropské izolat. burgdorferisensu
stricto jsou velmi blizkéém ze Severni Ameriky, polymorfismus tohoto druhunmjaohem
vétSi v Severni Americe a pouzekolik alel je endemickych v Evr@p Tyto vlastnosti
nazn&uji, Ze B. burgdorferi sensu stricto byla v nedavné dobmportovana ze Severni
Ameriky do Evropy (33). Timto f¥e byt vys¥tlena gitomnost jak evropskych, tak
americkych kmei B. burgdorferisensu stricto ve zkoumanych vzorcich. @gavysledky
jsou v8ak uvathy ve studii Margos a kol. (51), kde pomoci MLSTuftilocus sequence
typing) odhalili, Ze severoamerické a evropské peqmiB. burgdorferi sensu stricto
odpovidaji geneticky rozdilnym populacim. Tato suthké naznaije, ZeB. burgdorferi
sensu stricto je spiSéyodni v Evrog nez v Severni Americe.

V jednom vzorku pacienta z naSi skupiny byla deteka DNA borelie, kterd byla
100% identickd americkému druBu carolinensis Tento vysledek by se mohl zdat
nedivéryhodny, kdyby nebyl potvrzen opakovanou amplifikacsekvenovanim 5S-23S IGS,
p66 a genu kodujiciho flagelin, a také nedavnodikadi skupiny francouzskychedai, kteri
pii analyze 572 Kli&t I. ricinus nasbiranych v lesich zapadni Francie objevilidn@m

z nich gitomnost DNA 100% identické 5S-23S I@&S carolinensis Toto je prvni a zatim
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jediny pripad detekce DNAB. carolinensisv Ixodes ricinusv Evrog. (35). Do nasi studie
tento druh nebyl izolovan nebo detekovan u lidfitdPnost DNA 100% identickéB.
carolinensisbyla prokdzana v mozkomisnim moku pacientky.

U ¢tyrech vzork ze ti pacient byla zaznamenana DNB. americana(podtyp A),
jenz byla nedavno izolovana a popsana v USA (4htderuh nebyl nikdy izolovan ani
detekovan v Evrapnebo dokonce u lidi. Ale bylo prokazano,Beamericange vazana na
ptai hostitele, coz tim padem vyrazmvySuje moznost jejiho roZéhi ve Spojenych statech
americkych a takéipnos do Evropy, ktery byl prokazan a potvrzeB.Wurgdorferisensu
stricto. Nedavna studie Margos a kol. (43) proka&zaéB. americange pfitomna stej jako
B.burgdorferisensu stricto 8. bissettiijak na vychod, jihovychod a jihu USA tak i na
dalekém zapadkontinentu. Vyhledavani sekvenci podobnych nekatidkychB. americana,
amplifikované ze vzorkdeskych pacierit prokazalo gitomnost v databazich (GenBank)
vétSi skupiny vysoce podobnych sekvenci, které bytekbvany ve vzorcich americkych
pacienti s griznaky lymské borelidzy ze 13 sid)SA. Tato nepublikovana data (36) zalozena
na genovych sekvencich genu pro flagelin, izoloeany USA z lidskych vzonk naznauji,

Ze byB. americanamohla byt dalSim druhem, ktery je teoreticky sahopyvolat lymskou
borelidzu jak ve Spojenych statech americkychj takvrops.

Celkem v jedenacti vzorcich z deseti padieblla detekovana DNAB. bissettii
vzorcich lidi z gkolika evropskych stét které pochézely z lymfocytomu, sttéé chlopré a
séra, i kdyz s8. bissettido nedavné doby nepovazovala za patogenni drutiqgureka.

Vysledky pedchozich studii, provédych v naSi laboratp ukézaly zajimavou
distribuci fiznych druli borelii ve vzorcich séra, které byly odebranykatika jihoceskych
nemocnicich. NejtSi prevalence byla zj&ta proB. afzeli(43%), nasledovanaripady se
smiSenou infekci (24%pB. garinii (15%), B burgdorferisensu stricto (11%). Sedm procent
vzorki prokazalo pitomnost spirochét odliSnych d8l afzelij B. garinii a B. burgdorferiss
(24). Téngt totozné vysledky byly zwejnény v roce 2008 italskou skupinowdci. Jejich
analyza (zalozena na PCR) vzibdér pacierit s @fiznaky lymské boreliézy ukdzala, ze z PCR
pozitivnich vzork bylo 50% pozitivnich n®. afzelii 18% naB. garini a 23% pedstavovalo
smisSené infekce. Déw procent vzork nebylo druhov identifikovano (44). Tyto udaje

podporuji skuténost, Ze evropsti pacienti byli infikovani druBy burgdorferis.l., které jsou
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odlisné od trading uznavanych druh zpisobujicich lymskou boreliozieska republika je
oblasti, kde je lymska boreliéza endemicka. Nedd&limécké prizkumy ukézaly, Zze u 65%
pacientt se objevila kozni léze (2pobovanaB. afzeli), 12% trglo neuroborelidzou R.
garinii) a 9% nglo potize s kosternim svalstver. (burgdorferis.s.) (55). Tato pozorovani
jsou v souladu se zpravami z okolnich stéblovenska a Bmecka) (45, 46) a s vysledky
k vyskytu fiznych druli borelii v kli§atechl. ricinusv Evrogs (59,2%, 21,1% a 10,5% podle
vySe uvedeného padi druti borelii) (47). Nicméa vzdy existuje skupina paciéntu nichz
se klinické piznaky nebo sérologickd odpall znan¢ lisi. Paetna byla skupina kifat, u
kterych nebylo moZné druh®videntifikovat borelie(48). fesna laboratorni diagnostika
lymské boreliozy narazi na problémy spojené s nmehmymi a zejména vnitrodruhovymi
rozdily pivodai lymské boreliozy.

Vysledky prevalence borelii v lidskych vzorcichetd jsou uvaghy v této praci, se
vyznamig liSi od pgredchozich publikaci. Hlavni vyskyt genetickyiznorodého druhu
B. burgdorferisensu stricto v analyzované skupmeni gekvapujici. Analyzované vzorky
byly odebrany z pacieintv jihovychodnicasti Ceské republiky, lezici natikovatce starych
obchodnich cest, které spojovaly severni a jizaiizace v Evrog po cela staleti. Pacienti
infikovani B. garinii a B. afzelii byli diagnostikovani klasickymi metodami (ELISA a
Western-blot). BohuZel neznameilhizny pomer mezi celkovym p&tem vzorki, vzorka
uréenych jako pozitivni klinickymi technikami a&ah, které jsme obdrzeli pro laboratorni
analyzu. Soubor analyzovanych vzingpedstavuje pouze ty vzorky, které fistedku jistych
omezeni klinickych diagnostickych technik byly aeivany jako ,,negativni“ nebo ,,nejasné“.
Tato skupina negdstavuje skut@ou prevalenci druh borelii vCeské republice ani
v moravskécasti. Ale znovu prokazuje, Zze PCR a dalSi molekiléechniky jsou &nné
diagnostické nastroje, které nemohou bhtizeny nebo poddevany.

Kultiva¢ni techniky jsou Siroce rozéhou metodou izolace spirochét z klinickych
vzorki, kterd umottuje spolehlivy pitkaz pivodce onemocini. Postup je ale pomaly,
pracovré narany, nakladny a ma nizkou citlivost. Ugmost kultivace zavisi naiznych
faktorech, jako jsou pH, teplota, kontaminace, t@n nebo &ni tekutiny a v neposledni
fadk i pouzita kultiv&ni média.

Kultivace B. burgdorferisensu lato zahrnuje inkubovéani vziork médiu BSK nebo
jeho modifikacich (BSK-H, MKP, BSK IlI) a detekovapfitomnosti charakteristickych
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spirochét mikroskopii v temném pdii fluorescerni mikroskopii. V naSemifpad probihala
kultivace borelii v kompletnim médiu BSK-H a MKRJykv médiu MKP bylo kultivovano jen
poslednich Sest dodanych vzorkSrovnani usgsnosti izolaceB. burgdorferisensu lato ve
dvou riznych médii (BSK-H a MKP) ve studii RézBabljic a kol. (49) odhalilo vyhody
média MKP nad BSK-H. V kazdém &hto dvou médii bylo kultivovano 232 koZnich
vzorki, kdy vzorek kozni biopsie byl réiznuty na d¥ casti. Kazd&ast byla inokulovana do
jednoho média. Kultivace probihal# B3 °C po dobu deviti tydin Riist borelii byl zjisn u
22,8% vzork meédia BSK-H a 43,5% média MKP. VysSi mira kontaaoe byla zjisina u
média BSK-H (29,3%) oproti 10% média MKP. Z tohstovnani vyplyva, Ze pro budouci
kultivaci spirochét lymské boreliozy je vyhagéi pouzivat médium MKP. Rozdil mezi
kultivaci v médiu BSK-H a MKP sgiva na@. v tom, Ze médium MKP obsahuje Zelatinu a

kultivace probiha ve sklgénych zkumavkach.

DalSim z faktoli, které jsou dlezité pro kultivaci spirochét, je teplota, jak byl
prokdzano ve studii Vejnavia kol. (50). Zde porovnavaliist B. burgdorferi sensu stricto
v médiu MKP gi péti riiznych teplotach (3%C, 37°C, 28°C, 4°C a pokojova teplota). Kultury
B. burgdorferi sensu stricto rostly ip vSech teplotach kro#n 4 °C. Nejlepsi #@st byl
zaznamenanip 33 °C, horsi pi 37 °C, 28°C a pokojové teplét Spirochéty se také lisily
morfologicky, nap. pii 33 °C byly pohyblivé, malé a spiralovité, zatima pokojové teplat
byly dlouhé a velmi pomaléippohybu. Toto zji&tni miZe byt dilezité pro optimalizaci

podminek pro transport vzarklo vySetujici laboratde.
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6. Zaver

Z celkového p&tu 194 vzork odebranych ze 100 paciéntu kterych nebylo mozno
s jistotou uéit jejich pozitivitu pomoci klasickych vySetvacich metod (ELISA a Western
blot) jich bylo vyhodnoceno 51% jako pozitivni ndtpmnost DNAB. burgdorferisensu lato
s pouzitim metod PCR ifihasledné analyze druhové&gusnosti byla detekovana DNA Sesti
znamych drut borelii 8. burgdorferi sensu strictoB. garinii, B. afzelij B. bissettij B.
americana B. carolinensiy Nejwtsi zastoupeni bylo zaznamenand.uburgdorferi sensu
stricto, ktera byla fitomna v 70% vzonk Analyza také ukazalafipomnost dvou odlisSnych
variantB. burgdorferisensu stricto (Severni Amerika/Evropa). V 9% peaith vzorki byla
detekovana smiSena infekceétha druhy borelii. V této studii je popsantkaz DNA
spirochétyB. carolinensisve vzorku zlovéka a sotasré druhy gipad vyskytu tohoto druhu
v Evrop. DruhB. americanabyl nalezen v Evrapvibec poprveé a je to nejspiSe teprve druhy
nalez v klinickém materialu dovéka. Kultivace spirochét lymské borelidzy ze vabkive a
mozkomisniho moku byla v médiu BSK-H vyhodnocen® jaelspsSna, zatimco kutlivace v
médiu MKP byla u dvou klinickych vzotk UsgSna, &koli pocet spirochét byl po dvou
tydnech kultivace maly.

V této studii bylo potvrzeno, Ze pouziti metod P{aRo spolehlivych, specifickych a
rychlych technik detekce DNA. burgdorferisensu lato bil samostat& nebo ve spojeni
s klasickymi vySdbvacimi metodami (ELISA a Western blot) byelm vyrazré zlepSit

diagnostiku lymské boreliézy a podstasnizit sporné a nejednozime vysledky.
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