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PŮVODNÍ PRÁCE ORIGINAL PAPER

Průkaz boreliové DNA u pa cientů 
s neuroboreliózou

Detection of Spirochetal DNA from Patients with Neurobor reliosis

Souhrn
Cíl: Ověření významu průkazu DNA Bor relia burgdorferi sensu lato u nervových forem lymeské 

boreliózy. Soubor a metodika: Bylo vyšetřeno 71 hospitalizovaných pa cientů s prokázanou 

neuroboreliózou. Polymerázová řetězová reakce (PCR) byla vyšetřována paralelně v plazmě, 

moči a mozkomíšním moku před léčbou a po léčbě a dále po třech a šesti měsících v plazmě 

a moči. DNA byla izolována pomocí QIAamp DNA Mini Kitu. PCR probíhala jako dvoustupňová 

amplifikace (nested PCR). Každý bio logický materiál byl testován paralelně pomocí pěti 

amplifikačních systémů: dva primery byly specifické pro plazmidové geny kódující OspA 

a OspC protein a tři pro chromozomální geny kódující 16S rDNA, fl agelin a p66 protein. Výsledky: 

Z celkového počtu 71 pa cientů byla alespoň v jedné tělní tekutině prokázána DNA před léčbou 

u 51 (71,8 %). Po léčbě byla DNA detekována u 25 pa cientů (35,2 %). Po třech měsících pozitivita 

přetrvávala nadále u 19 (26,8 %) a po šesti měsících u pěti (7 %) nemocných. Nejvíce pozitivních 

výsledků bylo dosaženo pro 16S rDNA systém, o něco nižší citlivost byla zachycena s primery 

pro OspA, OspC a fl agelin, nejnižší vykazoval p66 systém. Závěr: Boreliová DNA byla prokázána 

nejčastěji v mozkomíšním moku, méně v moči a nejmenší záchyt byl v plazmě. Pozitivita PCR 

během sledovaného období klesala postupně, u části pa cientů byl test pozitivní ještě po šesti 

měsících. Z důvodu zlepšení dia gnostické senzitivity lze doporučit paralelní vyšetření minimálně 

dvou cílových sekvencí. Na základě uvedených skutečností lze vyšetření DNA použít pouze jako 

doplňující test za předpokladu správné klinické interpretace jeho výsledků.

Abstract
Aim: To assess the importance of Borrelia burgdorferi sensu lato DNA verifi cation in neuroborreliosis. 

Material and methods: Seventy-one hospitalized patients with clinically and laboratory-confi rmed 

neuroborreliosis were included. PCR of plasma, urine and CSF was performed in parallel before and 

after the treatment, and after 3 and 6 months for plasma and urine. DNA was isolated using the 

QIAamp DNA Mini Kit, PCR was arranged as a two-step amplifi cation (nested PCR). Each sample 

was examined by the fi ve amplifi cation systems in parallel: two were targeted at plasmide genes 

encoding OspA and OspC proteins and three at genes for 16S rDNA, fl agellin and p66 protein. 

Results: Of all 71 patients, the specifi c DNA was found in 51 cases (71.8%) before treatment. After the 

treatment, the DNA was proven in 25 patients (35.2%). PCR positivity persisted in 19 (26.8%) after 

three months and still in fi ve (7%) patients after six months. The highest frequency of PCR-positive 

results was obtained by the 16S rDNA system, slightly lower sensitivity was achieved with the OspA, 

OspC and fl agellin primers and the lowest frequency of positives was in the p66 target. Conclusion: 

Borrelial DNA was most frequently found in CSF, less frequently in urine and the lowest number of 

positive results were in plasma. PCR positivity decreased gradually during the observation period, 

the test was still positive in some patients after six months. It is possible to recommend testing with 

a minimum of two target sequences to improve diagnostic sensitivity. Our results suggest that the 

PCR testing should only be used in neuroborreliosis as an supplementary diagnostic method and 

subject to correct clinical interpretation.
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Úvod
Lymeská borelióza (LB) je onemocnění, které 

má řadu nervových projevů. Již delší dobu 

je známo, že obrana organizmu proti jejímu 

vyvolavateli spirochétě Bor relia burgdorferi 

sensu lato je často málo intenzivní a vykazuje 

řadu odchylek proti jiným bakteriálním infek-

cím. Vzhledem k tomuto faktu je dia gnostika 

boreliózy v ně kte rých případech obtížná. 

Infekce probíhá nejprve lokálně v kůži, po 

generalizaci může vyvolat multiorgánové 

postižení zejména nervového a kloubního 

systému. Klinický obraz není s výjimkou ně-

kte rých kožních forem většinou patogno-

mický. Patogeneze neuroboreliózy (NB) není 

dosud plně objasněna. Dia gnostika LB je za-

ložena především na klinických příznacích, 

které by měly být podpořeny laboratorním 

vyšetřením [1]. Nejrozšířenější metodou je 

stanovení specifi ckých protilátek, které je za-

potřebí konfi rmovat western blottingem [2]. 

Avšak i přes neustálé zdokonalování metod 

průkazu protilátek zůstává jejich hlavním 

handicapem poměrně nízká specifi ta, i když 

senzitivita zejména v pozdních stadiích zpra-

vidla převyšuje 90 % [3]. Přímý průkaz bore-

lií kultivací z bio logických tekutin je pomalý, 

fi nančně náročný a má malou citlivost. Proto 

není vhodný k rutin nímu vyšetřování [4]. 

Další používanou technikou na přímý průkaz 

borelií je elektronová mikroskopie, v našich 

podmínkách zavedená zejména zásluhou 

referenční laboratoře pro LB v Praze. Jedná 

se o metodu relativně nákladnou, a tedy 

vhodnou pro speciální účely. Podstatnou sla-

binou je její nízká senzitivita, která má stej-

nou příčinu jako u kultivace [5,6].

Průkaz specifi cké DNA pomocí polymerá-

zové řetězové reakce (PCR) je metoda vhodná 

zejména pro dia gnostiku mikroorganizmů, 

které se obtížně kultivují. PCR byla úspěšně 

použita na průkaz celé řady bakteriálních 

patogenů v bio logických vzorcích [7], vč. 

Bor relia burgdorferi sensu lato [8,9]. Meto-

dou PCR byla boreliová DNA detekována 

v kožních bio psiích, v krvi, v mozkomíšním 

moku, synoviální tekutině a moči. Většímu 

klinickému rozšíření PCR brání především 

nízká dia gnostická citlivost. Úspěšnost prů-

kazu DNA borelií závisí na mnoha faktorech, 

jako je výběr bio logického materiálu, izolace 

DNA, volba cílové sekvence, vlastní postup 

PCR. Dalším neméně důležitým problémem 

omezujícím zvýšení senzitivity PCR je fakt, že 

spirochéta se nachází v tělních tekutinách 

pouze přechodně a ve velmi nízké koncent-

raci. I přes uvedené problémy se v současné 

době jeví metody průkazu DNA spirochéty 

jako jedno z mála dostupných řešení roz-

voje přímé laboratorní dia gnostiky boreliové 

infekce.

Problematikou průkazu DNA spirochéty 

v bio logických tekutinách jsme se zabývali 

již dříve [10,11]. V předkládané studii jsme 

testovali pět amplifi kačních nested PCR sys-

témů. Sledovali jsme citlivost a dynamiku 

PCR vyšetření v mozkomíšním moku, plazmě 

a moči u pa cientů s NB a její klinické využití.

Soubor pa cientů a metodika
Soubor pa cientů

Ve studii bylo sledováno 71 hospitalizova-

ných pa cientů s nervovými formami LB. 

NB byla dia gnostikována na základě recentní 

neurologické symp tomatiky a přítom-

nosti specifických protilátek v mozkomíš-

ním moku prokázaných pomocí intratékální 

syntézy. Přehled typů nervového posti-

žení a zastoupení jednotlivých neurologic-

kých nálezů uvádí tab. 1 a 2. Většinu posti-

žených tvořili pa cienti s časnou NB v počtu 

54, 17 nemocných mělo chronické projevy 

infekce (trvání klinických projevů bylo delší 

než šest měsíců). Pa cienti byli vyšetřeni kli-

nicky i laboratorně před zahájením terapie, 

po ukončení léčby a v odstupu tří a šest mě-

síců. Intratékální syntéza specifi ckých proti-

látek (pozitivní protilátkový index; AI) byla 

prokázána pomocí AI u 49 nemocných, 

v 18 případech byly specifi cké protilátky na-

lezeny pouze v mozkomíšním moku. U čtyř 

pa cientů byla prokázána boreliová DNA 

v mozkomíšním moku bez současného prů-

kazu specifi ckých protilátek. Všichni pa cienti 

byli hospitalizováni a léčeni antibio tiky, je-

jichž volba a délka podávání závisela na ošet-

řujícím lékaři.

Stanovení specifi ckých protilátek bylo 

prováděno komerční soupravou ELISA-Vidi-

test anti-bor relia recombinant IgG VlsE/ IgM 

(VIDIA s.r.o., ČR) Výsledky byly konfirmo-

vány Western blottingem (Blot-Line Bor-

relia HGAIgM/ HGAIgG TestLine, Clinical dia-

gnostic s.r.o., ČR).

Tab. 1. Složení souboru podle neurologické diagnózy.

Diagnóza Počet pacientů

meningoradikulitida (Bannwarthův syndrom) 21

meningoneuritida (paréza n. VII) 21

chronická polyradikulopatie 12

meningitida serózní 6

subakutní encefalitida, encefalopatie 4

vícečetná akutní mononeuritida (s meningitidou i bez ní) 4

akutní encefalitida 1

chronická encefalitida 1

chronická recidivující periferní neuritida 1

celkem 71

Tab. 2. Složení souboru podle zastoupení jednotlivých neurologických postižení1.

Neurologický nález Počet pacientů

smíšená periferní léze akutní (Bannwarthův syndrom) 21

periferní paréza n. VII 21

vícečetná monoparéza 4

smíšená periferní léze subakutní a chronická 13

kognitivní defi cit, smíšený centrální nález, smíšené celkové 

symptomy subjektivní
6

normální nález (meningitida) 6

celkem 71

1 Uvedeno dominující nervové postižení.
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Protilátkový index (AI) byl počítán pro-

gramem VidiTab (Vidia s.r.o., ČR). AI je poměr 

koncentrace specifických antiboreliových 

protilátek v likvoru a séru ve vztahu ke stavu 

hematolikvorové bariéry a koncentraci cel-

kových imunoglobulinů v likvoru a séru. 

Hodnota indexu AI ≥ 1,5 ukazovala na intra-

tékální syntézu specifi ckých protilátek.

DNA izolace

Na izolaci DNA z bio logického materiálu byl 

použit QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN GmbH, 

Německo) s mírnou modifi kací. Na rozdíl od 

výrobce byl zpracováván větší objem vý-

chozího materiálu určeného na izolaci DNA: 

0,5 ml plazmy, 1 ml mozkomíšního moku 

a 15 ml moče. Čerstvě odebraný bio logický 

materiál byl centrifugován (5 000 g/ 10 min), 

supernatant odstraněn a sediment rozsus-

pendován v 180 μl ATL pufru. Další kroky izo-

lace již probíhaly podle postupu doporuče-

ného výrobcem.

Primery

Každý bio logický materiál byl testován na 

pět primerů (East Port s.r.o, ČR), dva pro plaz-

midové geny kódující OspA a OspC protein 

a tři pro chromozomální geny kódující 16S 

rDNA, fl agelin a p66 protein. Na výběr oligo-

nukleotidových primerů byla použita data-

báze www.ncbi.nlm.nih.gov.

Nested PCR

Na stanovení DNA byla použita in house 

nested PCR. Amplifi kační i technické pod-

mínky všech pěti systémů byly stejné. 

Objem reakční směsi byl 20 μl. Podmínky 

amplifi kace první reakce: 14 min 92 °C (posí-

lená denaturace a aktivace polymerázy), ná-

sleduje devět cyklů, při kterých denaturace 

probíhala při 92 °C (30 s), přihybridizování 

primerů začínalo při teplotě 59 °C a teplota 

postupně klesala po každém cyklu o 1 °C 

až na 51 °C (30 s). Syntéza nově tvořeného 

vlákna probíhala při 72 °C (30 s). Poté násle-

dovalo 50 cyklů vlastní PCR, která se sklá-

dala z denaturace vzorků 92 °C (20 s), přihyb-

ridizování primerů při 50 °C (20 s), a syntézy 

nově tvořeného vlákna při 72 °C (20 s). Pod-

mínky amplifi kace druhé reakce byly iden-

tické, pouze počet cyklů byl snížen na 35. 

Uvedená amplifi kace probíhala v iCycleru 

(BIO-RAD, USA) [8].

Analýza amplifi kované DNA

DNA byla elektroforeticky rozdělena na 3% 

agarózovém gelu obarveném etidium bro-

midem a vizualizována v UV světle.

Výsledky
V tab. 3 a grafu 1 jsou uvedeny výsledky sta-

novení specifi cké DNA v jednotlivých bio-

logických tekutinách. Před léčbou byly sou-

časně vyšetřovány mozkomíšní mok, plazma 

a moč. Ze 71 pa cientů byla alespoň v jed-

nom vzorku DNA spirochéty prokázána na 

začátku léčby u 51 (71,8 %) nemocných. 

Záchytnost PCR vyšetření byla v mozkomíš-

ním moku a moči prakticky stejná, mozko-

míšní mok byl pozitivní 32krát (42,3 %), 

moč 29krát (40,8 %). Citlivost PCR vyšetření 

v plazmě byla nižší. DNA spirochéty se po-

dařilo prokázat pouze 17krát (23,9 %). V prů-

běhu dalšího sledování už byla testována 

jenom plazma a moč. Po léčbě se DNA spi-

rochéty podařilo prokázat u třetiny pa cientů 

(25 pa cientů, 35,2 %, 17krát v moči, 15krát 

v plazmě) po třech měsících PCR pozitivita 

přetrvávala u 19 pa cientů (26,8 %, 10krát 

v moči, 12krát v plazmě). Po šesti měsících 

byla specifi cká DNA nalezena jen u pěti ne-

mocných (7 %, pětkrát v moči a jedenkrát 

v plazmě). Všech pět pa cientů vykazovalo 

PCR pozitivitu po celou dobu sledování.

Pokud vyhodnotíme výsledky PCR před 

léčbou, tak 27 (38 %) pa cientů bylo pozitiv-

ních v jedné bio logické tekutině, 16 (22,5 %) 

ve dvou a osm (11,3 %) ve všech třech bio-

logických tekutinách. U tří pa cientů byla na-

lezena PCR pozitivita až po terapii.

Všechna PCR vyšetření byla prováděna 

paralelně na pět cílových sekvencí. Před 

léčbou bylo nejvíce pozitivních vzorků (49) 

dosaženo s primerem specifi ckým pro 16S 

rDNA, o něco nižší byl počet pozitivních 

vzorků při použití primerů pro fl agelin (25), 

OspA (27) a OspC (19). Nejnižší počet pozi-

tivních amplifi kací byl zachycen s primerem 

pro p66 protein (4). Primer 16S rDNA měl 

vyšší záchytnost ve srovnání s ostatními pri-

mery i v dalším sledovaném období.

V grafu 2 jsou shrnuty informace o dia-

gnostické senzitivitě metody PCR ve vztahu 

k počtu paralelně vyšetřených PCR am-

plifikací (s různými cíli). Při použití jed-

noho primeru bylo zachyceno 30 pozi-

tivních pa cientů, dia gnostická senzitivita 

byla 42,2 %. Se dvěma primery bylo dia-

gnostikováno 41 pa cientů (57,7 %) a se třemi 

primery bylo zachyceno 48 (67,6 %) nemoc-

ných. Použitím čtyř a pěti primerů se počet 

pozitivit již významně nezvýšil (69, resp. 

71,8 %).

Diskuze
K hlavním cílům studie patřilo testování me-

tody PCR s ohledem na senzitivitu zvolených 

primerů. Dále byla v popředí zájmu délka vy-

lučování specifi cké DNA po antibio tické te-

rapii a otestování funkčnosti vybraných pri-

merů. Laboratorní dia gnostika LB je stále 

založena na průkazu specifi ckých protilátek. 

Ty se obvykle dají prokázat již za 3– 4 týdny 

od začátku infekce [7], ale včasná antibio-

tická terapie může protilátkovou odpověď 

potlačit. Nespornou výhodou protilátkové 

dia gnostiky je vysoká senzitivita, která ze-

jména v pozdějších a hlavně chronických 

stadiích infekce přesahuje 90 %. Nevýhodou 

sérologických testů je nutnost jejich konfi r-

mace pomocí western blottingu a v nepo-

slední řadě fakt, že průkaz protilátek není to-

tožný s průkazem infekce. Z tohoto důvodu 

je stále aktuální potřeba přímého průkazu 

infekce u LB. Hlavní příčinou, která kompli-

kuje situaci, je nízká koncentrace spirochét 

v krvi i v dalších tělních tekutinách. Tato sku-

tečnost vylučuje použití mikroskopických 

a kultivačních technik v široké klinické praxi. 

Z tohoto důvodu zbývá jako prakticky jediná 

možnost přímého průkazu spirochéty stano-

vení specifi cké DNA pomocí PCR.

Opakované studie [8,12,13] i naše zkuše-

nosti [10,11] ukázaly, že PCR amplifi kace části 

genomu Bor relia burgdorferi sensu lato je po-

tenciálně vhodná metoda pro průkaz bore-

liové infekce (zejména při absenci protilát-

kové odpovědi), klinická aplikace však skýtá 

ně kte rá úskalí. V prvé řadě se jedná o rizika 

vyplývající z metodiky samotné –  možnost 

falešně negativních a pozitivních reakcí. 

Tento problém lze řešit pouze informova-

ností klinických pracovníků a v případě dis-

krepance vyšetření opakovat. Senzitivitu 

metody PCR zvyšuje paralelní amplifi kace 

různých cílových sekvencí z jednoho vzorku. 

Protože koncentrace spirochét v tělních teku-

tinách je nízká, je tento fakt zdrojem dalších 

komplikací. K průkazu DNA je nutno použít 

dostatečně citlivé varianty PCR (v našem pří-

padě nested-PCR). Na druhou stranu se tím 

však zvyšuje riziko falešně pozitivních reakcí.

Pro dia gnostiku infekce pomocí specifi cké 

DNA je nutno vzít v úvahu další okruh pro-

blémů. Přestože je průkaz DNA patogenu 

považován obecně za přímý průkaz infekce, 

neplatí to v každém ohledu. Pokud je meto-

dika využívána k dia gnostice infekcí, které 

jsou typické vysokou koncentrací infekčního 

agens v organizmu nebo ložisku, platí větši-

nou, že po eradikaci infekce dochází k rychlé 

negativizaci testu (např. u hnisavých menin-

gitid v mozkomíšním moku apod.). U spiro-

chétové infekce je známo, že koncentrace 

bakterií klesá jen velmi zvolna, což má za ná-
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sledek pomalou úpravu klinického nálezu 

a ještě pomalejší uvolňování boreliové DNA 

z organizmu.

Při ověřování funkčnosti jednotlivých pri-

merů je z dosažených výsledků patrné, že 

DNA spirochéty se nám podařilo prokázat 

u všech testovaných nervových forem LB. 

V období před léčbou byla pozitivita PCR 

u pa cientů s NB vysoká (71,8 %). Tato dosa-

žená citlivost testované metodiky PCR byla 

vyšší ve srovnání s jinými publikovanými stu-

diemi, kdy je senzitivita v akutní fázi nejčas-

těji udávána v rozmezí 30– 50 % [4]. Je však 

třeba vzít v úvahu, že bylo současně testo-

váno více tělních tekutin a vyšetření PCR 

bylo prováděno paralelně s pěti primery. 

Takové uspořádání pokusu lze pro fi nanční 

i pracovní náročnost použít prakticky pouze 

v experimentální studii. Díky tomu ale byl 

prokázán jasný pokles PCR pozitivity na 

konci léčby. Tato skutečnost zřejmě souvisí 

s baktericidním efektem léčby.

Pozornost si také nepochybně zasluhují 

pozitivní výsledky vyšetření DNA s odstu-

pem tří a šesti měsíců po ukončení léčby. 

Přestože samotný průkaz DNA borelií v kli-

nických vzorcích neumožňuje rozlišení, zda 

nalezená DNA pochází ze živé nebo mrtvé 

spirochéty [14], lze s ohledem na jedno-

značně příznivý klinický vývoj (do ukonče-

ného 6. měsíce po terapii nebyl zachycen 

žádný klinicky zjistitelný relaps) předpoklá-

dat, že se alespoň u většiny sledovaných jed-

nalo o DNA z mrtvých borelií. Také v poku-

sech na experimentálně infi kovaných opicích 

a myších, které byly léčeny antibio tiky, bylo 

prokázáno, že DNA Bor relia burgdorferi může 

přetrvávat ve tkáních i týdny po antibio-

tické terapii [15,16]. Tento fakt podporují i vý-

sledky našich předchozích studií [10,11]. Jed-

noznačné vysvětlení nelze v současné době 

podat. Lze se jenom domnívat, že dlouho-

dobé vylučování specifi cké DNA je způso-

beno buď postupným uvolňováním DNA 

z tkání, nebo postupnou likvidací spirochét 

imunitním aparátem. Posledně jmenovanou 

skutečnost lze klást do souvislosti s opako-
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Graf 1. Dynamika PCR vyšetření v moči a plazmě u pacientů s neuroboreliózou (NB).

Tab. 3. Průkaz specifi cké DNA v průběhu sledování.

Počet pacientů Mozkomíšní mok (PCR+) Plazma (PCR+) Moč (PCR+) Kombinace1 Počet pozitivních pacientů
Před léčbou

71 12 5 10

24

M + U 8

M + P 4

P + U 4

M + P + U 8

51 (71,8 %)

po léčbě

71 8 10 7 25 (35,2 %)

po 3 měsících

65 9 7 3 19 (26, 8%)

po 6 měsících

59 0 4 1 5 (7 %)

1 PCR pozitivita ve více biologických tekutinách.

M – mozkomíšní mok, P – plazma, U – moč.
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vaným nálezem morfologicky změněných 

forem borelií tzv. L-forem, což je reverzibilní 

varianta, která vzniká spontán ně vlivem ne-

příznivých podmínek, a které byly proká-

zány opakovaně ve tkáních u dlouhodobě 

probíhající infekce nebo po antibio tické te-

rapii. Bohužel na základě dosud publikova-

ných poznatků není možné v současné době 

připisovat patogen ní roli morfologickým va-

riantám borelií ani u typických forem LB, ani 

u chronických stadií [17].

Ve studii byly také hodnoceny výsledky 

amplifi kace s jednotlivými primery. Byly na-

lezeny rozdíly v četnosti pozitivity PCR vy-

šetření při použití jednotlivých primerů. Nej-

vyšší senzitivitu vykazovala sekvence pro 

16S rDNA. Výsledky tak potvrzují známou 

skutečnost, že chromozomální geny bak-

terií jsou značně konzervativní, a proto pri-

mery od nich odvozené mají vyšší senziti-

vitu v PCR dia gnostice v porovnání s primery 

odvozenými od plazmidových genů. Tato 

rozdílnost v senzitivitě může být dále způ-

sobena variabilitou genů kódujících OspA 

i OspC protein, o nichž je známo, že se je-

jich nukleotidová sekvence u všech tří borelií 

patogen ních pro člověka liší v 21– 23 % [8,18]. 

Nejméně citlivý se jevil systém pro p66 pro-

tein. Zde byla zachycena pozitivita pouze 

čtyřikrát (dvakrát plazma, dvakrát moč). Vy-

soká senzitivita s primery pro p66 protein 

byla však nalezena u skupiny 30 pa cientů 

s ECM, kde byli současně vyšetřovány také 

tři bio logické vzorky (krev 16/ 30, moč 6/ 30, 

kožní bio psie 11/ 30) [19]. Samotná vysoká 

pozitivita PCR v kožních bio psiích nepřekva-

puje, protože se jedná o materiál, o němž je 

všeobecně známo, že je zde průkaz bore-

liové DNA nejcitlivější. Na rozdíl od námi zís-

kaných výsledků byla ale v citované práci 

zjištěna vysoká senzitivita PCR v krvi (50 %).

Vyšetření DNA v moči lze stále ještě pova-

žovat za nejednoznačné. Řada autorů [4,9] 

poukazuje na velmi nízkou citlivost vyšetření 

a zejména na přítomnost inhibitorů DNA 

polymerázy v moči. Existují však publiko-

vané studie [20,21] vč. našich [10,11], kde se 

podařilo metodiku dovést do klinicky velmi 

uspokojivých výsledků. V naší studii byl 

(v období před léčbou) záchyt pozitivních 

výsledků v moči (celkem 29 pa cientů) zcela 

srovnatelný s vyšetřením PCR v mozkomíš-

ním moku (32 pozitivních pa cientů). Který 

ze vzorků je snadněji dostupný, je nasnadě. 

V souvislosti s řečeným je ale nutné si uvě-

domit, že naše laboratoř pracuje jako experi-

mentální a DNA z každého vzorku moči byla 

izolována do jedné hod po odebrání.

Závěr
Na základě získaných výsledků lze stano-

vit jistá doporučení pro klinické vyšetřování. 

Předně se ve shodě s řadou dalších pracovišť 

domníváme, že stanovení specifi cké DNA 

není v současné době dia gnostická metoda 

1. linie. Tuto výsadu má vyšetření specifi c-

kých protilátek –  za podmínky, že klinický 

nález je kompatibilní s LB. O PCR vyšetření 

se dá uvažovat např. u chronických a klinicky 

nejednoznačných případů a spíše na specia-

lizovaných pracovištích. Nejvyšší profi t lze 

při vyšetření DNA očekávat u mozkomíšního 

moku. Na vyšetření DNA v moči není dosud 

jednotný názor. Doporučujeme přenechat 

pracovištím s dostatkem vlastních zkuše-

ností. Citlivost PCR v krvi (plazmě) je obecně 

nejnižší.

Jak vyplývá z grafu 2, lze považovat za 

optimální použití tří dobře fungujících pri-

merů. Pro klinickou praxi by bylo možné 

akceptovat i vyšetření dvou cílových sek-

vencí. Z námi použitých primerů se dají do-

poručit sekvence odvozené od chromozo-

málního genu kódujícího 16S rDNA nebo 

flagelin a sekvence odvozené od plazmi-

dových genů kódujících OspA nebo OspC 

protein. Díky prokázané pomalé negativi-

zaci PCR testu po léčbě nelze hodnotit efekt 

antibio tické léčby pomocí tohoto vyšetření 

minimálně po dobu 3– 6 měsíců. Důrazně 

doporučujeme vyšetření provádět v reno-

movaných laboratořích, neboť z důvodu 

absence celostátního externího hodnocení 

kvality metodik (zcela běžného u většiny ji-

ných metod) jsou výsledky dosažené na růz-

ných pracovištích kriticky rozdílné. Proto ne-

můžeme doporučit zakládat dia gnózu LB na 

základě jedné izolované pozitivity v PCR.

PCR je bezesporu perspektivní metoda 

v dia gnostice LB, zůstává však stále na hra-

nici experimentálního použití.
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Graf 2. Počet DNA pozitivních pacientů při paralelním vyšetření různým počtem primerů.
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