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Serologicky priikaz

Diagnostika ptivodce lymeské borreliézy (LB)je od popséani této nemoci a identifikace jejiho
pavodce Borrelia burgdorferi (BB) postavena na prikazu specifickych protilatek metodou
(ELISA) a protilatek pomoci imunoblotu (Westernblot).Ob& zmin&né metody jsou v nasi
laboratoti akreditovany.Serologické metody jsou velmi piesné, standardizovéany, obecné
pfijaté a nejéast&ji vyuZivané pii prikazu LB.Vyhodou metod je vysoka specifi¢nost, a
moznost pomérného kvantitativniho stanoveni protildtek.Ze zasilaného materialu je pozitivita
nalezena v 14-50 % u Elisy a v 23-26 % u imunoblotu. Vlastni priikaz protilatek vSak neni
prikazem akutniho onemocnéni, velmi &asto potvrzuje kontakt s piivodcem onemocnéni nebo
prodélané onemocnéni.V tomto sméru byva u n&kterych metod problémem nalézt zcela
negativni vzorky. Vyznam serologickych metod miiZe byt ovlivnén i stale se vice
vyskytujicimi imunodeficientni stavy vySetfovanych pacientli a ménici se antigenni skladbou
genomospeci€s BB.Popsani jednotlivych serotypt , vice i méné patogennich , vnasi dalsi
problémy do serologické diagnostiky.Problémem je i odlisnost antigend v jednotlivych
oblastech a odlisnost ,,divokych* a sbirkovych-kultivovanych kment pouZivanych pro
piipravu antigenii diagnostickych souprav. Zde muZe dochézet k rozdiltim ve vysledcich
laboratofi , které pouzivaji diagnostické soupravy od riznych vyrobci. Vysledek by mél byt
vZdy doprovazen sdélenim, ktery ,mistni, nebo sbirkovy kmen byl pouZit i kdy a kde byl
kmen izolovan.Vyuziti monoklonalnich latek vznasi do diagnostiky dal$i proménné, a nemtize

odrazet menici se antigenni vybaveni , ktera zptisobuje v ur&itém regiénu onemocnéni .



Kultivace a mikroskopicky priikaz.

Pfimy prikaz BB je moZny pomoci kultivace v BSK mediu, mikroskopii v zastinu a pomoci
imunofluorescence, imunoelektronopticky .Kultivace pivodce nemoci je obtiZn4 pii izolacich
z telnich tekutin,Gsp&n&jsi je z tkani. Nejlepsim zdrojem pro kultivaci borrelii (BB) jsou
infikovana kli3tata, kter obsahuji desetitisice spirochét. Optickd mikroskopie v zastinu,
pfipadn€ doplnéné imunofluorescenci, se uplatiiuje jen pii vySetfovani vzorkd s vetsi
koncentraci borrelii. Vyt&Zné&jsi je jiz kombinace elektronové mikroskopie s koncentraci
vzorkid pomoci centrifuagace a imunosorbce doplnéné negativnim barvenim.Tato dnes
akreditovana metoda dokéZe jiZ prikaz t&l borrelif,uréeni druhu,identifikaci &asti t&l borrelii

(flagella) nebo ,,pobytové stopy* p¥itomnosti borrelii ve formé cyst.Dlouhodoba vyté&Zznost

metody je od 2 do 7 % ze zaslaného materiélu.

Prikaz deoxyribonukleové kyseliny Borrelia burgdorferi

Brzy po zavedeni polymerazové fet€zové reakce(PCR,1988) ,ale i velmi zahy po popsani
pivodce lymeské borreliozy (1982) zkousela nase laboratof v retrospektivni studii monost
piimého pritkazu DNA v tkafiovych tekutinach a ve tkdnich.Pro nedostupnost komerénich
setd pro prikaz borreli6vé DNA museli jsme vyzkouset fadu metodik i materialt.Do zagatku
roku 1996 jsme vyzkouseli postup pro izolaci DNA,vybrali sety primert — specifickych
sekvenci z DNA chromozému Borrelia burgdorferi. Vyzkouseli variace termalnich programu
pro cyklery, zavedli kontrolu citlivosti reakce. Od tého? data jsme zavedli paralelni vySetieni
materidlu zasilaného na vySetfeni serologické a elektronoptické s vyuzitim evidence vzorkt a
vysledkl vySetfeni pomoci programu EPI INFO. Casem jsme definovali podminky pro
spravny odbér i zachazeni s vySetfovanym materidlem i zpGsob hodnoceni ziskanych
vysledki.Pot&Silo nas,kdyZ jsme pozdgji zjistili,Ze tato nase zavéry jsou v souhlase

s publikovanymi pracemi pfednich zahrani¢nich pracovist v problematice laboratorni



diagnostiky lymeské borreliézy.Od roku 1996 jsme vySettili pomoci PCR 18690 vzorkii

t€lnich tekutin a tkani.(Viz tabulka &.1)

Tabulka &,1: Poéty vySetieného materidlu v letech 1996-2003

Rok Pocet
vySetieni vySetienych
Vzorki PCR
1996 143
1997 1592
1998 2446
1999 3355
2000 2839
2001 2548
2002 2581
2003 3186
Celkem 18690

O vySetfeni metodou PCR z4jem nartstal tak, Ze od roku 2000 bylo nutné kazdy rok

omezovat pocet vySetfeni.Vedli nas k tomu jak pohnutky ekonomické i technické i vyzkumny

zamér.Omezili jsme pfedev$im polty vySetfené krve.Z4jem nas vedl k prednostnimu

vySetfeni mozkomiSniho moku, vypotki a tkédni. Vybér sekvence DNA z genomu bakterie m4

rozhodujici vyznam pro specifiénost a citlivost reakce PCR Pfi srovnani primerti jsme mé&li

moznost vyzkouSet primery odvozené z genli genomové i plasmidové DNA. Kriteriem pro

vyber byla genetickd stabilita vybrané sekvence, specifi¢nost a dostate&na citlivost i pfi

jednokrokové PCR. (Viz tabulka &.2)

Tabulka ¢.2: ZkouSené primery pro priikkaz DNA Borrelia burgdorferi s.lato

Oznaceni primeru

Druh PCR

Autor a rok publikace

Z ¢eho je primer
odvozen

bb Jednokrokové,i Rosa,P.A.,1991 Klonovany fragment
nested genomu
cc Jednokrokové i Rosa,P.A.,1991 Klonovany fragment
nested genomu
bb-cc Nested Melchers,W.,1991 Klonovany fragment
genomu
LD Jednokrokové, Marconi,R.T.,1992 16S rRNA
a sonda genom
BB Jednokrokové, Marconi,R.T.,1992 16S rRNA
a sonda genom




BG Jednokrokové, Marconi,R.T.,1992 16S rRNA
a sonda genom
VS Jednokrokové, Marconi,R.T.,1992 16S rRNA
a sonda genom
WK1,WK2 Jednokrokové, Kru“ger,W.H.,1991 Flagellin gen
a sonda
F1,F2 Jednokrokové, Lebech,A.M.,1991 Flagellin gen
a sonda
P41 Jednokrokové, Luft,B.J.,1992 Gen P41 antigenu
a sonda flagellin
OSPB Jednokrokové. Luft,B.J.1992 Gen P41 antigenu
a sonda flagellin
16 S Jednokrokové, Luft.B.J.,1992 Gen 16S rRNA
a sonda
BBUTP-BBURT Jednokrokové, Adam,T.,1992 Gen 16S rRNA
a sonda
OSPA Nested Luft.B.J.1995 Plasmidova DNA
OSPA gen
OSPA L5.R5 Jednokrokova, Manak,M.M.,1997 Plasmidova DNA,
a sonda OSPA gen

Specifi¢nost primerti pouZivanych pro identifikaci pivodce lymeské borreliézy nemusi byt

vzdy jednoznaéna jak jsme si ov&fili testovanim pouZivanych primerd s DNA z narostlé
kultury sbirkovych kment riznych bakterii.(viz tabulka 3)
Tabulka 3.: Specifita primerd pouZivanych pro identifikaci DNA Borrelia burgdorferi

sensu lato .Srovnani s DNA nékterych sbirkovych mikroorganismi.

IZOLOVANA DNA Pozitivita primera p¥i uvedené teploté

anilingu )**

Sbirkovy Oznaceni LD (LD | OSPA | VS |BG | bb.cc
mikrooragnismus kmene )* 47 |57 |57 47 | 47 37/55
Bacillus cereus Bce 8/78 - & - - - i
Corynebacterium murium | Cor 35/70 - = = " X -
Enterobacter aerogens Ae 1/43 - - - 5 s RS
Escherichia coli EcK 141/59 + - & = s 3
Klebsiella ozaenae Klo 1/35 + | +- +- e E -
Micrococcus luteus M 8/58 = = - - z g
Proteus hauseri PrK 4/57 - = - - e +
Proteus morganii Prm 1/37 b - = - = ES
Proteus mirabilis Prmi 26/77 g = & 5 < a4
Pseudomonas aeruginosa | Ps 37/65 +- - - = 5 +
Serratia marcescens Sr 20/61 +- - = o 3 =
Staphylococcus aureus Mau 1/45 - - - - -




Yersinia enterocolitica Y 1/64 = E S - , z
Candida albicans 55/79 - - - 5 = “
Borrelia burgdorferis.s. | B 31 )x ++ |+ ++ = s 4
Borrelia garinii M192) x ++ | ++ . 5 e ol
Borrelia afzelii Kc90 )x + | ++ 5 0 L

I CNCTC —Czechoslovak National Collection of Type Cultures,SZU Praha

)x Narodni referenéni laboratof pro lymeskou borreliézu ,CEM,SZU Praha

)**  Uveden nazev primeru a teplota annealing ,druhého kroku polymerazové fetézové
reakce

Ze ziskanych vysledki je zfejmé, Ze k identifikaci je nutné pouzit vzdy nekolik primert s
odlisnymi sekvencemi.Déle je nutné diisledng pouZivat u pozitivnich vzork® dal3i identifikaci
produktu pomoci druhové specifické hybridizagni sondy,pfipadné restrikéni analyzu nebo
sekvenci produktu.V tabulce nejsou uvedeny viechny zkousené organismy,jejichZ DNA byla
vySetfena specifickymi primery pro Borrelia burgdorferi. Jedn4 se o nasledujici druhy:
Legionella pneumophila, Anaplasma phagocytophilum,Human herpes 1 simplexvirus, Human
herpes 2 simplex virus a Human herpes 4 lymphocryptovirus, Human herpes 5
cytomegalovirus a DNA 30 izolatd blize neidentifikovanych bakterii, které kontaminovaly
vzorky pfi kultivaci borrelii v BSK mediu z lidskych i zvifecich vzorkl. VySetfeni vyse
uvedenych druhii DNA bylo pii pouZiti pouivanych primert k prikkazu agens lymeské
borrelliézy negativni.MnoZstvi primerti pouZivanych k identifikaci DNA Borrelia burgdorferi
sensu lato je od po¢atku pouZivani této metody velké mnoZstvi. Jednokrokova PCR
umoZiiuje spolehlivé identifikovat 40-400 fentogramt DNA Borrelia burgdorferi sensu lato

v 1 mililitru t€lni tekutiny nebo ve vySetfované tkani. P obsahu 20 fentogramii
chromozomové DNA v jedné butice BB, miizeme pfi idedlnich podminkéch prokézat 2-20
spirochét .Citliv&jsi nested PCR — prokaZe i mensi mnoZstvi DNA v materialu.ZvySovani
citlivosti pfinasi vzriistajici riziko kontaminace. U nested PCR dochézi k manipulaci

s namnoZenym produktem a riziko kontaminace je jiZ realné a tato metoda se neupouziva pfi



vySetfovani véts§iho mnoZstvi vzorkt. Jednokrokova PCR bezpeéné odhali patogenni

spirochetémie, navic je moZné u ni pouZivat Gdinnou ochranu pted kontaminaci - systému

carry-over prevence. Pro zvySeni specifity je mozné déle pouZit horky start.P¥esto ,Ze podet

organismu je u lymeské borrelidzy v téle velmi nizky v porovnani s jinymi bakteridlnimi i

virovymi piivodci onemocnéni staéi jednokrokova PCR prokazat ptivodce BB v materialu.

Viz tabulka 4.

Tabulka 4: MnoZstvi spirochét ve vySetfovaném materidlu nemocného jedince a

nejnizsi pocet pro sp&nou izolaci DNA(podle B.L.Schmidta (1)

Druh materialu Pocet spirochét Nejnizsi pocet

v materidlu spirochét

v ml pro izolaci DNA v ml

Infikované klist& 4 500-55 000 /jedinci 2(10)
Krevni plasma Pod 50 10
Krevni plasma u pacienti s erythema 4000 10
migranf
Mo¢ Pod 50 50
Vypotek kloubni 5000-10000 10
Mozkomi$ni mok 1-20 10
Pln4 krev Pod 50 100
Krevni sérum Pod 50 50

Vysledky

Vybrany panel vySeti‘eni

Vysledkem pokusii a srovnani s dostate¢nym poétem vySetteni byl vybér postupu pii
vySetfeni vzorkil na ptitomnost DNA piivodce lymeské borreliézy. Byl tak vytvofen panel pro
vySetfeni,ktery byl z v&tsi ¢asti pfevzat do akreditované metody. DNA se zisk4va z citratové
krevni plasmy(krvinky v EDTé& rychle hemolysuji), nativniho mozkomi¥niho moku,nativniho
vypotku a z tkéni ve fyziologickém roztoku.Vzorky se nesmi zmrazovat mimo umisténi tkang
v tekutém dusiku. Serum a mo¢ se k vySetfeni nepouzivé. Tekutiny se koncentruji centrifugaci

do 6000 g.K piipravé se pouziva kome&nich kiti pro izolaci geonomové DNA .Komeréng



vyrabény mix pro amplifikaci v systému horky start obsahuje 10 % templatu izolovaného ze
vzorku, vyvazZené mnoZstvi dvou pard primerti Jedna sada primerti je odvozena z 16SrRNA
genu geonomové DNA a druhd sada z OSPA genu plastidové DNA Borrelia
burgdorferi.Rozpustidlem je vyhradné sterilni destilovani voda pro parenteralni pouZiti,bez
pyrogenii.Reak¢ni smé&s o objemu nejméné 25 mikrolitri je amplifikovana v 35 cyklech
programu v teplotnim profilu pro multiplex PCR. 10 % produktu je pouZito pro elektroforézu
v 1,5 % agarozovém gelu za ptitomnosti velikostniho DNA markeru.Po obarveni je produkt
odetitan proti pozitivnim a negativni kontrole,velikostnimu markeru . Pozitivni vzorky jsou

verifikovany hybridizaci nebo sekvenaci.

Vysledky vySetieni materidlu podle druhu

Béhem retrospektivni studie jsme mé&li moznost zpracovavat material zasilany z oddé&leni
infek¢nich, neurologickych , revmatologickych a dermatologickych, mensi &ast vzorkd i

z jinych pracovist'. Vé&tsina zaslanych vzorka byla od pacienti s chronickou LB.Akutni
pfipady jsme méli v&tSinou z vlastnich odbért, z fad pracovnikid Statniho zdravotniho tstavu
velmi Casto s prokazatelnym erythema migrans. Primérné ro¢ni procento pozitivity krevni
plasmy bylo 9,8 % (8,9-12,1 % v poslednich tfech letech). U mozkomi¥niho moku bylo
priumérné procento 8,0 % (s rozptylem 4,4-12 % v jednotlivych letech).Nejvyssi procento
pozitivnich vzorki z priiméru poslednich t let bylo zjist€no u kloubnich vypotki 23,1% (od
14,1 do 36 % ro¢nich primérti).Pomé&rna pozitivita u jednotlivych druhti odpovidé
vysledkim jinych laboratofi pouzivajicich diagnostiku PCR pro identifikaci DNA Borrelia
burgdorferi.NiZsi procento pozitivnich vysledkd u mozkomidniho moku je dano tim,ze
zpracovavame pievazn€ vzorky z chronickych , &asto jiz 1éSenych pfipadl.Ve sledovaném
obdobi jsme nemé&li moZnost vysetfit biopsie kiiZe z akutnich pfipadi s priikkaznym erythema

migrans, kde byvé pozitivita nejvy3si , nad 50 %. (2).



Vyvoj procenta pozitivity b&hem poslednich Cty¥ let

O roku 1998 jsme zjistili kolisan po&tu pozitivnich vysledki v jednotlivych letech. Pocty jsme
vztahli k poétu vySetfenych vzorka a dostali tak ro&ni procento pozitivity vySetieni v nasi
laboratofi. Od roku 1998 nariistalo procento pozitivity z 10 na 17 % v roce 2000. Od tohoto
vrcholu dochazi k minimu v roce 2003 (7 %), letos jiz v prvé tietin€ zaznamenavame mirny

narust poctu pozitivnich vzorki. (Viz graf &.1)
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Pfi porovnani pomérmého poétu vySetienych druhi klinického materidlu v poslednich letech
zjitujeme Ze pocty pozitivnich vzorkll v krvi ziistavaji prakticky stejné,poty pozitivnich
kloubnich vypotkt se rychle zvySuji .Naopak poéty pozitivnich mozkomisnich mokii se
dlouhodobé sniZuji. To miiZe souviset se zménou podtu j ednotlivych genospeciés BB ve
zkoumanych oblastech. (Viz graf ¢.2)
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ro¢ni maxima. Jedno bylo na jafe,vétsinou v breznu az kvétnu a pak na podzim v za¥ aZ
Hjnu. Nékolikrat nas ptekvapil vysoky poget pozitivnich vzorkt v lednu ngkterych
roki.Situace se opakovala a tak jsme tomuto zjiténi v€novali v&t$i pozornost.V jednotlivych
letech od roku 1998 jsme stanovili roéni priimér pozitivity a ten porovnali s pocty pozitivnich
v meésici lednu v8ech sledovanych let od roku 1998 do roku 2004.V letech 2000, 2001 a 2003
jsme zjistili procento pozitivity v lednu vy3¥i neZ je primér pro cely rok. Pfitom v letech 2001
a 2003 byla tato odchylka velmi vyrazna.Viz graf ¢.3
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Zajimalo nés co ovlivnilo lednové nérusty pozitivity.Hledali jsme spojitost s oslabenim



organismu béhem probihajici epidemie, nebo souvislost s vyraznym podchlazenim organismu
a vytvorenim podminek pro mnoZeni borrelif (riistové optimum je u BB 32-33 C)v akralnich
Castech téla, nebo v podchlazenych kloubech. Dali podezient bylo na uZivani 1€ku
sniZujicich obranyschopnost organismu (krtikoidy aj.) a umoZiujici vycestovani spirochét do
télnich tekutin.Sledovali jsme i moZnost,e borrelie perzistujici v organismu ¢lov&ka
prodé€lavaji sviij Zivotni cyklus a v uritych obdobi se v organismu pomnoZi a p¥ipravi tak

podminky pro naslednou moZnost opusténi hostitelského organismu v rémei dalsiho Zivotniho

cyklu.

Lednové odchylky pozitivnich vysledkt proti roénimu priiméru
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