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Prukaz boreliové DNA u pacientl
s neuroborelidézou

Detection of Spirochetal DNA from Patients with Neuroborreliosis

Souhrn

Cil: Ovéteni vyznamu prikazu DNA Borrelia burgdorferi sensu lato u nervovych forem lymeské
borelidzy. Soubor a metodika: Bylo vySetfeno 71 hospitalizovanych pacientd s prokazanou
neuroboreliézou. Polymerdzova retézova reakce (PCR) byla vysetifovana paralelné v plazmé,
moci a mozkomisnim moku pred Ié¢bou a po lécbé a déle po tfech a sesti mésicich v plazmé
a moci. DNA byla izolovdna pomoci QlAamp DNA Mini Kitu. PCR probihala jako dvoustupriova
amplifikace (nested PCR). Kazdy biologicky materidl byl testovan paralelné pomoci péti
amplifikacnich systému: dva primery byly specifické pro plazmidové geny kodujici OspA
a OspC protein a tfi pro chromozomalni geny kodujici 165 rDNA, flagelin a p66 protein. Vysledky:
Z celkového poctu 71 pacientd byla alespon v jedné télni tekutiné prokdzana DNA pred Ié¢bou
u 51 (71,8 %). Po léché byla DNA detekovana u 25 pacientl (35,2 %). Po tfech mésicich pozitivita
pretrvavala naddle u 19 (26,8 %) a po Sesti mesicich u péti (7 %) nemocnych. Nejvice pozitivnich
vysledkl bylo dosazeno pro 165 rDNA systém, o néco nizsf citlivost byla zachycena s primery
nejcastéji v. mozkomisnim moku, méné v moci a nejmensi zachyt byl v plazmé. Pozitivita PCR
béhem sledovaného obdobi klesala postupné, u ¢asti pacientl byl test pozitivni jesté po Sesti
mésicich. Z dlvodu zlepseni diagnostické senzitivity Ize doporucit paralelni vysetieni minimdlné
dvou cilovych sekvenci. Na zakladé uvedenych skutecnosti Ize vysetfeni DNA pouzit pouze jako
doplnujici test za pfedpokladu spravné klinické interpretace jeho vysledkd.

Abstract

Aim:To assess the importance of Borrelia burgdorferi sensu lato DNA verification in neuroborreliosis.
Material and methods: Seventy-one hospitalized patients with clinically and laboratory-confirmed
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
QlAamp DNA Mini Kit, PCR was arranged as a two-step amplification (nested PCR). Each sample
was examined by the five amplification systems in parallel: two were targeted at plasmide genes
encoding OspA and OspC proteins and three at genes for 165 rDNA, flagellin and p66 protein.
Results: Of all 71 patients, the specific 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 five (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 flagellin 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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PRUKAZ BORELIOVE DNA U PACIENTU S NEUROBORELIOZOU

Uvod

Lymeska borelidza (LB) je onemocnénti, které
ma fadu nervovych projevd. Jiz delsi dobu
je zndmo, Ze obrana organizmu proti jejimu
vyvolavateli spirochété Borrelia burgdorferi
sensu lato je ¢asto malo intenzivni a vykazuje
fadu odchylek proti jinym bakteridlnim infek-
cim. Vzhledem k tomuto faktu je diagnostika
borelidzy v nékterych pfipadech obtizna.
Infekce probihd nejprve lokélné v kizi, po
generalizaci mize vyvolat multiorgdnové
postizeni zejména nervového a kloubniho
systému. Klinicky obraz neni s vyjimkou né-
kterych koznich forem vétsinou patogno-
micky. Patogeneze neuroborelidzy (NB) nenf
dosud pIné objasnéna. Diagnostika LB je za-
lozena predevsim na klinickych ptiznacich,
které by mély byt podporeny laboratornim
vysetfenim [1]. Nejrozsitenéjsi metodou je
stanoveni specifickych protildtek, které je za-
potfebi konfirmovat western blottingem [2].
Avsak i pres neustdlé zdokonalovani metod
prikazu protildtek zGstdvd jejich hlavnim

handicapem pomérné nizka specifita, i kdyz
senzitivita zejména v pozdnich stadiich zpra-
vidla prevysuje 90 % [3]. Pfimy prdkaz bore-
lif kultivaci z biologickych tekutin je pomaly,
finan¢né naro¢ny a méa malou citlivost. Proto
neni vhodny k rutinnimu vysetfovani [4].
Dalsi pouzivanou technikou na pifmy priikaz
borelif je elektronova mikroskopie, v nasich
podminkdch zavedend zejména zésluhou
referen¢ni laboratofe pro LB v Praze. Jedna
se o metodu relativné nakladnou, a tedy
vhodnou pro specidlni Ucely. Podstatnou sla-
binou je jeji nizkd senzitivita, kterd ma stej-
nou pricinu jako u kultivace [5,6].

Priikaz specifické DNA pomoci polymeré-
zové fetézové reakce (PCR) je metodavhodnd
zejména pro diagnostiku mikroorganizmd,
které se obtizné kultivuji. PCR byla Uspésné
pouzita na prikaz celé rady bakteridlnich
patogent v biologickych vzorcich [7], v¢.
Borrelia burgdorferi sensu lato [8,9]. Meto-
dou PCR byla boreliovd DNA detekovéna
v koznich biopsiich, v krvi, v.mozkomisnim

Diagnoéza

Tab. 1. Slozeni souboru podle neurologické diagnozy.

Pocet pacientt

meningoneuritida (paréza n. VI
chronicka polyradikulopatie
meningitida seréznf

subakutni encefalitida, encefalopatie

akutni encefalitida
chronickéa encefalitida
chronicka recidivujici periferni neuritida

celkem

meningoradikulitida (Bannwarthdv syndrom)

vicecetna akutni mononeuritida (s meningitidou i bez ni)

21
21
12

6
4
4

71

Neurologicky nalez

Tab. 2. SloZeni souboru podle zastoupeni jednotlivych neurologickych postizeni'.

Pocet pacientu

periferni paréza n. VII

vicecetnd monoparéza

symptomy subjektivnf
normdalnf ndlez (meningitida)

celkem

'Uvedeno dominujici nervové postizeni.

smisend perifernf léze akutnf (Bannwarthdv syndrom) 21

smisena periferni léze subakutni a chronicka

kognitivni deficit, smiseny centralni nélez, smisené celkové

21

71

moku, synovidlni tekutiné a moci. Vétsimu
klinickému rozsifeni PCR brani predevsim
nizka diagnosticka citlivost. Uspésnost pri-
kazu DNA borelii zavisi na mnoha faktorech,
jako je vybér biologického materiélu, izolace
DNA, volba cilové sekvence, vlastni postup
PCR. Dalsim neméné dulezitym problémem
omezujicim zvyseni senzitivity PCR je fakt, ze
spirochéta se nachazi v télnich tekutindch
pouze prechodné a ve velmi nizké koncent-
raci. | pres uvedené problémy se v soucasné
dobé jevi metody priikazu DNA spirochéty
jako jedno z maéla dostupnych feseni roz-
voje pfimé laboratorni diagnostiky boreliové
infekce.

Problematikou prikazu DNA spirochéty
v biologickych tekutindch jsme se zabyvali
jiz dfive [10,11]. V predklddané studii jsme
testovali pét amplifika¢nich nested PCR sys-
témda. Sledovali jsme citlivost a dynamiku
PCR vysetfeni v mozkomisnim moku, plazmé
amodi u pacientt s NB a jeji klinické vyuziti.

Soubor pacientii a metodika
Soubor pacientt

Ve studii bylo sledovano 71 hospitalizova-
nych pacientd s nervovymi formami LB.
NB byla diagnostikovana na zakladé recentni
neurologické symptomatiky a pfitom-
nosti specifickych protildtek v mozkomis-
nim moku prokédzanych pomoci intratékalnf
syntézy. Prehled typl nervového posti-
Zeni a zastoupenf jednotlivych neurologic-
kych nélez(i uvadi tab. 1 a 2. Vétsinu posti-
Zenych tvofili pacienti s ¢asnou NB v poctu
54, 17 nemocnych mélo chronické projevy
infekce (trvanf klinickych projevl bylo delsi
nez Sest mésicl). Pacienti byli vysetfeni kli-
nicky i laboratorné pred zahajenim terapie,
po ukoncenflé¢by a v odstupu tif a Sest me-
sich. Intratékdlnf syntéza specifickych proti-
latek (pozitivni protildtkovy index; Al) byla
prokdzdna pomoci Al u 49 nemocnych,
v 18 pifpadech byly specifické protilatky na-
lezeny pouze v mozkomisnim moku. U Ctyf
pacientll byla prokdzana boreliovda DNA
v mozkomisnim moku bez sou¢asného pra-
kazu specifickych protilatek. Vsichni pacienti
byli hospitalizovani a léceni antibiotiky, je-
jichZ volba a délka podavani zévisela na oset-
fujicim lékafi.

Stanoveni specifickych protilatek bylo
provadéno komercni soupravou ELISA-Vidi-
test anti-borrelia recombinant IgG VIsE/IgM
(VIDIA sro., CR) Vysledky byly konfirmo-
vany Western blottingem (Blot-Line Bor-
relia HGAIgM/HGAIgG TestLine, Clinical dia-
gnostic sr.o,, CR).
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Protilatkovy index (Al) byl pocitdn pro-
gramem VidiTab (Vidia s.r.o., CR). Al je pomér
koncentrace specifickych antiboreliovych
protildtek v likvoru a séru ve vztahu ke stavu
hematolikvorové bariéry a koncentraci cel-
kovych imunoglobulind v likvoru a séru.
Hodnota indexu Al > 1,5 ukazovala na intra-
tékalIni syntézu specifickych protilatek.

DNA izolace

Na izolaci DNA z biologického materidlu byl
pouzit QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN GmbH,
Némecko) s mirnou modifikaci. Na rozdil od
vyrobce byl zpracovavan vétsi objem vy-
choziho materidlu ur¢eného na izolaci DNA:
0,5ml plazmy, 1ml mozkomisniho moku
a 15ml moce. Cerstvé odebrany biologicky
materidl byl centrifugovan (5 000g/10 min),
supernatant odstranén a sediment rozsus-
pendovan v 180 pl ATL pufru. Dalsi kroky izo-
lace jiz probihaly podle postupu doporuce-
ného vyrobcem.

Primery

Kazdy biologicky materidl byl testovan na
pét primerd (East Port s.r.o, CR), dva pro plaz-
midové geny kodujici OspA a OspC protein
a tfi pro chromozomalni geny kodujici 16S
rDNA, flagelin a p66 protein. Na vybér oligo-
nukleotidovych primerd byla pouzita data-
baze www.ncbi.nlm.nih.gov.

Nested PCR

Na stanoveni DNA byla pouZita in house
nested PCR. Amplifika¢ni i technické pod-
minky viech péti systémd byly stejné.
Objem reakéni smeési byl 20 pl. Podminky
amplifikace prvni reakce: 14 min 92 °C (posi-
lend denaturace a aktivace polymerazy), na-
sleduje devet cykll, pfi kterych denaturace
probihala pfi 92 °C (30 s), pfihybridizovani
primerd zacinalo pfi teploté 59 °C a teplota
postupné klesala po kazdém cyklu o 1 °C
az na 51 °C (30 s). Syntéza nové tvofeného
vldkna probihala pfi 72 °C (30 s). Poté nésle-
dovalo 50 cykll vlastni PCR, kterd se skla-
dala z denaturace vzork( 92 °C (20 s), pfihyb-
ridizovani primert pfi 50 °C (20 s), a syntézy
nove tvofeného vldkna pfi 72 °C (20 s). Pod-
minky amplifikace druhé reakce byly iden-
tické, pouze pocet cykll byl sniZzen na 35.
Uvedena amplifikace probihala v iCycleru
(BIO-RAD, USA) [8].

Analyza amplifikované DNA

DNA byla elektroforeticky rozdélena na 3%
agarézovém gelu obarveném etidium bro-
midem a vizualizovdna v UV svétle.

Vysledky

Vtab. 3 a grafu 1 jsou uvedeny vysledky sta-
noveni specifické DNA v jednotlivych bio-
logickych tekutinach. Pred Iéc¢bou byly sou-
¢asné vysetifovany mozkomisni mok, plazma
a moc. Ze 71 pacientl byla alespon v jed-
nom vzorku DNA spirochéty prokdzéna na
zacatku lé¢by u 51 (71,8 %) nemocnych.
Zachytnost PCR vysetreni byla v mozkomis-
nim moku a moci prakticky stejnd, mozko-
misni mok byl pozitivni 32krat (42,3 %),
moc 29krat (40,8 %). Citlivost PCR vysetien
v plazmé byla nizsi. DNA spirochéty se po-
dafilo prokazat pouze 17krét (23,9 %). V pri-
béhu dalsiho sledovani uz byla testovana
jenom plazma a moc¢. Po 1é¢bé se DNA spi-
rochéty podafilo prokazat u tretiny pacient(
(25 pacientl, 35,2 %, 17krat v moci, 15krat
v plazmé) po tfech mésicich PCR pozitivita
pretrvavala u 19 pacientd (26,8 %, 10krat
v moci, 12krat v plazmé). Po Sesti meésicich
byla specifickd DNA nalezena jen u péti ne-
mocnych (7 %, pétkrat v moci a jedenkrat
v plazmé). Viech pét pacientl vykazovalo
PCR porzitivitu po celou dobu sledovani.

Pokud vyhodnotime vysledky PCR pred
lé¢bou, tak 27 (38 %) pacientl bylo pozitiv-
nich v jedné biologické tekuting, 16 (22,5 %)
ve dvou a osm (11,3 %) ve viech tfech bio-
logickych tekutinach. U tfi pacientd byla na-
lezena PCR pozitivita az po terapii.

Vsechna PCR vysetfeni byla provadéna
paralelné na pét cilovych sekvenci. Pred
lé¢bou bylo nejvice pozitivnich vzorkd (49)
dosazeno s primerem specifickym pro 165
rDNA, o néco nizsi byl pocet pozitivnich
vzorkl pfi pouZiti primer( pro flagelin (25),
tivnich amplifikaci byl zachycen s primerem
pro p66 protein (4). Primer 16S rDNA mél
vys$sf zachytnost ve srovnani s ostatnimi pri-
mery i v dal$im sledovaném obdobi.

V grafu 2 jsou shrnuty informace o dia-
gnostické senzitivité metody PCR ve vztahu
k poctu paralelné vysetfenych PCR am-
plifikaci (s rGznymi cili). Pfi pouziti jed-
noho primeru bylo zachyceno 30 pozi-
tivnich pacientd, diagnostickd senzitivita
byla 42,2 %. Se dvéma primery bylo dia-
gnostikovano 41 pacientl (57,7 %) a se tfemi
primery bylo zachyceno 48 (67,6 %) nemoc-
nych. PouZitim ctyf a péti primerd se pocet
pozitivit jiz vyznamné nezvysil (69, resp.
71,8 %).

Diskuze
K hlavnim cildm studie patfilo testovani me-
tody PCR s ohledem na senzitivitu zvolenych

primer(. Déle byla v popfedi zajmu délka vy-
luc¢ovani specifické DNA po antibiotické te-
rapii a otestovani funk¢nosti vybranych pri-
mer(. Laboratorni diagnostika LB je stale
zaloZena na prikazu specifickych protilatek.
Ty se obvykle daji prokézat jiz za 3-4 tydny
od zacatku infekce [7], ale v¢asna antibio-
ticka terapie maze protildtkovou odpovéd
potlacit. Nespornou vyhodou protildtkové
diagnostiky je vysokd senzitivita, kterd ze-
jména v pozdejsich a hlavné chronickych
stadiich infekce pfesahuje 90 %. Nevyhodou
sérologickych testl je nutnost jejich konfir-
mace pomoci western blottingu a v nepo-
sledni radé fakt, ze prdkaz protildtek nenf to-
tozny s prikazem infekce. Z tohoto ddvodu
je stale aktudlni potfeba pfimého prlkazu
infekce u LB. Hlavni pric¢inou, kterd kompli-
kuje situaci, je nizkd koncentrace spirochét
v krvi i v dalsich télnich tekutindch. Tato sku-
te¢nost vylucuje pouziti mikroskopickych
a kultivacnich technik v Siroké klinické praxi.
Z tohoto dlvodu zbyvé jako prakticky jeding
moznost piimého prikazu spirochéty stano-
ven( specifické DNA pomoci PCR.
Opakované studie [8,12,13] i nase zkuse-
nosti [10,11] ukazaly, ze PCR amplifikace ¢asti
genomu Borrelia burgdorferi sensu lato je po-
tencidlné vhodna metoda pro prikaz bore-
liové infekce (zejména pfi absenci protilat-
kové odpovedi), klinickd aplikace v3ak skyta
nékterd uskali. V prvé fadé se jednd o rizika
vyplyvajici z metodiky samotné — moznost
faleSné negativnich a pozitivnich reakci.
Tento problém lIze fesit pouze informova-
nosti klinickych pracovnikl a v pfipadé dis-
krepance vysetfeni opakovat. Senzitivitu
metody PCR zvysuje paralelni amplifikace
raznych cilovych sekvenci z jednoho vzorku.
Protoze koncentrace spirochét v télnich teku-
tindch je nizka, je tento fakt zdrojem dalsich
komplikaci. K priikazu DNA je nutno pouzit
dostatecneé citlivé varianty PCR (v nasem pifi-
padé nested-PCR). Na druhou stranu se tim
vsak zvysuje riziko falesné pozitivnich reakci.
Pro diagnostiku infekce pomoci specifické
DNA je nutno vzit v Uvahu dalsi okruh pro-
blémd. Prestoze je prikaz DNA patogenu
povazovan obecné za piimy prikaz infekce,
neplati to v kazdém ohledu. Pokud je meto-
dika vyuzivana k diagnostice infekci, které
jsou typické vysokou koncentraci infekéniho
agens v organizmu nebo loZisku, plati vétsi-
nou, ze po eradikaci infekce dochazi k rychlé
negativizaci testu (napf. u hnisavych menin-
gitid v mozkomisnim moku apod.). U spiro-
chétové infekce je zndmo, Ze koncentrace
bakterif klesa jen velmi zvolna, coz ma za na-
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Tab. 3. Prikaz specifické DNA v pribéhu sledovani.

pocet PCR pozitivnich vzorkd

= NB moc¢

pred lé¢bou po léché

po 3 mésicich  po 6 mésicich

Graf 1. Dynamika PCR vy3etieni v moci a plazmé u pacientli s neuroboreliézou (NB).

sledek pomalou Upravu klinického nalezu
a jesté pomalejsi uvolhovani boreliové DNA
z organizmul.

PYi ovérovani funkenosti jednotlivych pri-
merU je z dosazenych vysledkl patrné, Ze
DNA spirochéty se nam podafilo prokazat

u vsech testovanych nervovych forem LB.
V obdobf pfed Ié¢bou byla pozitivita PCR
u pacientl s NB vysoka (71,8 %). Tato dosa-
Zena citlivost testované metodiky PCR byla
vys$3f ve srovnani s jinymi publikovanymi stu-
diemi, kdy je senzitivita v akutni fazi nejcas-

Pocet pacientl Mozkomisni mok (PCR*)  Plazma (PCR*) Mo¢ (PCRY) Kombinace' Pocet pozitivnich pacientd
Pred lécbou
24
M+US8
71 12 5 10 M+P4 51 (71,8 %)
P+U4
M+P+US8
po lé¢bé
71 8 10 7 25 (35,2 %)
po 3 mésicich
65 9 7 3 19 (26, 8%)
po 6 mésicich
59 0 4 1 5(7 %)
'PCR pozitivita ve vice biologickych tekutinach.
M = mozkomisni mok, P — plazma, U - moc.
t&ji uddvéana v rozmezi 30-50 % [4]. Je vSak
10 BRI tteba vzit v L'JVahU, Je by|O soucasné testo-
58 NB plazma vano vice télnich tekutin a vySetfeni PCR

bylo provddéno paralelné s péti primery.
Takové usporddani pokusu Ize pro finan¢ni
i pracovni ndro¢nost pouzit prakticky pouze
v experimentdlni studii. Diky tomu ale byl
prokdzan jasny pokles PCR pozitivity na
konci 1é¢by. Tato skute¢nost zfejmé souvisi
s baktericidnim efektem Iéc¢by.

Pozornost si také nepochybné zasluhujf
pozitivni vysledky vysetfeni DNA s odstu-
pem tff a Sesti mésicl po ukoncenf Iécby.
Prestoze samotny prikaz DNA borelii v kli-
nickych vzorcich neumoznuje rozliseni, zda
nalezend DNA pochazi ze Zivé nebo mrtvé
spirochéty [14], Ize s ohledem na jedno-
znacné pfiznivy klinicky vyvoj (do ukonce-
ného 6. mésice po terapii nebyl zachycen
zadny klinicky zjistitelny relaps) pfedpokla-
dat, Ze se alespon u vétsiny sledovanych jed-
nalo o DNA z mrtvych borelif. Také v poku-
sech naexperimentalné infikovanych opicich
a mysich, které byly léceny antibiotiky, bylo
prokazano, ze DNA Borrelia burgdorferi mize
pretrvdvat ve tkanich i tydny po antibio-
tické terapii [15,16]. Tento fakt podporuji i vy-
sledky nasich pfedchozich studif [10,11]. Jed-
noznacné vysvétleni nelze v soucasné dobé
podat. Lze se jenom domnivat, Ze dlouho-
dobé vylucovani specifické DNA je zpUso-
beno bud postupnym uvolfiovanim DNA
7 tkdnf, nebo postupnou likvidaci spirochét
imunitnim aparatem. Posledné jmenovanou
skute¢nost Ize klast do souvislosti s opako-
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vanym ndlezem morfologicky zménénych
forem borelii tzv. [-forem, coz je reverzibilni
varianta, kterd vznikd spontanné vlivem ne-
priznivych podminek, a které byly proka-
zany opakované ve tkanich u dlouhodobé
probihajici infekce nebo po antibiotické te-
rapii. Bohuzel na zékladé dosud publikova-
nych poznatkd neni mozné v soucasné dobé
pfipisovat patogenni roli morfologickym va-
riantdm borelif ani u typickych forem LB, ani
u chronickych stadii [17].

Ve studii byly také hodnoceny vysledky
amplifikace s jednotlivymi primery. Byly na-
lezeny rozdily v ¢etnosti pozitivity PCR vy-
Setfeni pfi pouzitf jednotlivych primerd. Nej-
vyssi senzitivitu vykazovala sekvence pro
16S rDNA. Vysledky tak potvrzuji zndmou
skute¢nost, ze chromozomalni geny bak-
terif jsou znac¢né konzervativni, a proto pri-
mery od nich odvozené maji vys$si senziti-
vitu v PCR diagnostice v porovnani's primery
odvozenymi od plazmidovych genl. Tato
rozdilnost v senzitivité mlze byt déle zpu-
sobena variabilitou gent kodujicich OspA
i OspC protein, o nichZ je zndmo, Ze se je-
jich nukleotidova sekvence u vsech tii borelif
patogennich pro ¢lovéka lisi v 21-23 % [8,18].
Nejméné citlivy se jevil systém pro p66 pro-
tein. Zde byla zachycena pozitivita pouze
Ctyrikrat (dvakrdt plazma, dvakrat mog). Vy-
sokd senzitivita s primery pro p66 protein
byla viak nalezena u skupiny 30 pacientd
s ECM, kde byli soucasné vysetfovany také
tfi biologické vzorky (krev 16/30, mo¢ 6/30,
kozni biopsie 11/30) [19]. Samotna vysoka
pozitivita PCR v koznich biopsiich neprekva-
puje, protoZe se jedna o materidl, o némz je
vseobecné zndmo, Ze je zde prlkaz bore-
liové DNA nejcitlivejsi. Na rozdil od ndmi zis-
kanych vysledkd byla ale v citované praci
zZjisténa vysoka senzitivita PCR v krvi (50 %).

VySetfeni DNA v moci Ize stéle jesté pova-
Zovat za nejednozna¢né. Rada autorl [4,9]
poukazuje na velmi nizkou citlivost vysetfeni
a zejména na pfitomnost inhibitord DNA
polymerdzy v moci. Existuji viak publiko-
vané studie [20,21] v¢. nasich [10,11], kde se
podafilo metodiku dovést do klinicky velmi
uspokojivych vysledkd. V nasi studii byl
(v obdobi pfed lé¢bou) zachyt pozitivnich
vysledkd v moci (celkem 29 pacientl) zcela
srovnatelny s vysetfenim PCR v mozkom(s-
nim moku (32 pozitivnich pacientd). Ktery
ze vzorkl je snadnéji dostupny, je nasnade.
V souvislosti s feCenym je ale nutné si uve-
domit, Ze nase laboratof pracuje jako experi-
mentainia DNA z kazdého vzorku moci byla
izolovéna do jedné hod po odebrani.
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Graf 2. Pocet DNA pozitivnich pacientl pfi paralelnim vysetieni riznym poctem primerd.

Zavér

Na zédkladé ziskanych vysledk( Ize stano-
vit jistd doporuceni pro klinické vysetfovani.
Predné se ve shodé s fadou dalsich pracovist
domnivdme, Ze stanoveni specifické DNA
nenf v soucasné dobé diagnostickd metoda
1. linie. Tuto vysadu ma vysetfeni specific-
kych protilatek — za podminky, Ze klinicky
nélez je kompatibilni s LB. O PCR vysetienf
se da uvazovat napt. u chronickych a klinicky
nejednoznacnych pfipadd a spise na specia-
lizovanych pracovistich. Nejvyssi profit Ize
pfi vydetieni DNA ocekdvat u mozkomisniho
moku. Na vysetfeni DNA v moci nenf dosud
jednotny nazor. Doporucujeme pfenechat
pracovistim s dostatkem vlastnich zkuse-
nosti. Citlivost PCR v krvi (plazmé) je obecné
nejnizsi.

Jak vyplyvé z grafu 2, Ize povazovat za
optimalni pouziti tfi dobfe fungujicich pri-
mer0. Pro klinickou praxi by bylo mozné
akceptovat i vydetfeni dvou cilovych sek-
venci. Z ndmi pouzitych primerd se daji do-
porucit sekvence odvozené od chromozo-
malniho genu kédujiciho 16S rDNA nebo
flagelin a sekvence odvozené od plazmi-
dovych genl kédujicich OspA nebo OspC
protein. Diky prokdzané pomalé negativi-
zaci PCR testu po 1é¢bé nelze hodnotit efekt
antibiotické lé¢by pomoci tohoto vysetfeni
minimalné po dobu 3-6 mésicl. Ddrazné
doporucujeme vysetfeni provadét v reno-
movanych laboratofich, nebot z dlvodu
absence celostatniho externiho hodnocent

kvality metodik (zcela bézného u vétsiny ji-
nych metod) jsou vysledky dosazené na rliz-
nych pracovistich kriticky rozdilné. Proto ne-
mUZeme doporucit zaklddat diagndzu LB na
zakladé jedné izolované pozitivity v PCR.

PCR je bezesporu perspektivni metoda
v diagnostice LB, z0stdva viak stale na hra-
nici experimentalniho pouziti.
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