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Uvod

Spirochéty z komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato jsou gramnegativni bakterie
rozSifené na severni polokouli. Nékteré druhy z tohoto komplexu patfi mezi pavodce
lidské lymské borelibzy (LB). Borelie jsou vysoce specializované patogenni bakterie
cirkulujici mezi hostiteli (obratlovci) a vektory (kliStata). Spirochéty se pfenaseji na
obratlovce, v€etné lidi, v prabéhu sani klistéte spolu s jeho slinami. Sliny obsahuji koktejl
imunomodulacnich molekul. Za hostitele klistat a potencialni rezervoarové hostitele
spirochét LB bylo v Evropé oznaceno vice nez 240 druhd zvifat . Takova rozmanitost
hostitell muze pfispivat k rozSifeni klistat, k intenzivni kolonizaci novych oblasti a k
zaloZeni novych enzootickych lozisek LB (Gern, 2008). Vzhledem k souc€asné distribuci,
rozmanitosti a invazivnosti druht borelii v Evropé a k vzrlstajicimu prekryvu oblasti
vyskytu Clovéka, divokych, domacich zvifat a spirochét, se vyznamné zvySuje riziko
nékazy LB.

Morfologie spirochét Borrelia burgdorferi zobrazend v SEM JEOL 7400F pfi 4 kV (A, B) a TEM JEOL 1010
80 kV (C). Méritko - 1 um.

Rudenko N., Golovchenko M., Vancova M., Clark K., Grubhoffer L., Oliver J.H. Jr.(2016) Isolation of live
Borrelia burgdorferi sensu lato spirochetes from patients with undefined disorders and symptoms not typical

for Lyme diseases. Clinical Microbiology and Infection 22: 267.€9-267.e15.

Dnes je na celém svété pojmenovano/znamo 22 druhu spirochét z komplexu
Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.). Nicméné&, nové druhy a kmeny jsou nadale
popisovany, takze souCasny pocCet uznanych druhd pravdépodobné neni konecny
(Rudenko et al., 2011).

Podle schopnosti borelii infikovat Elovéka Ize 22 druhd spirochét komplexu B. burgdorferi
s.l. rozdélit do dvou skupin:



- 12 druhu, které dosud nebyly detekovany ani izolovany z lidskych vzorku, ale
byly detekovany nebo izolovany ze vzorku hostiteld (obratlovcu) nebo vektoru
(klistat): B. americana, B. andersonii, B. californiensis, B. carolinensis, B.
chilensis, B. finlandensis, B. japonica, B. lanei, B. tanukii, B. turdi, B. sinica a B.
yangtzensis.

- 10 druhd s patogennim potencialem, které byly zjistény ve vSech tfidach
analyzovanych obratlovcl a u vice druht klidtat. Tyto druhy byly také detekovany
nebo izolovany z lidskych vzorkd: B. afzelii, B. bavariensis, B. bissettii, B.
burgdorferi ss, B. garinii , B. kurtenbachii, B. lusitaniae, B. mayonii, B. spielmanii
a B. valaisiana.

V Evropé jsou za pfevaznou vétsSinu pfipadll onemocnéni lidi LB odpovédni B.
burgdorferi s.s., B. afzelii, B. garinii a B. bavariensis (Stanek a Strle, 2018). Jiné druhy
borelie jako B. bissettii, B. spielmanii, B. kurtenbachii, B. valaisiana nebo B. lusitaniae
mohou byt také spojeny s infekci u ¢lovéka (Rudenko et al., 2008; Rudenko et al., 2011,
Golovchenko et al., 2016, Rudenko et al., 2016, Stanek a Reiter, 2011). Klisté obecné
(Ixodes ricinus) je v Evropé nejrozSifenéjSim vektorem, parazitujicim na obratlovcich
vCetné Clovéka (Gern, 2008).

Pro detekci a identifikaci spirochét LB ze vzorkl odebranych v pfirodé a v
klinickych vzorcich byly vyvinuty a pouZzity rizné molekularni metody (Rudenko et al.,
2009c). Molekularni metody jsou zaloZzené na PCR a pouzivaji se pro (a) identifikaci a
typizaci druhu spirochét v pevnych a tekutych vzorcich odebranych v pfirodé (tkané
obratlovcu, klistata) a v klinickych vzorcich nebo v kultivovanych izolatech; b) pro detekce
ko-infekci raznymi druhy borelii z B. burgdorferi s.I. komplexu, c¢) pro potvrzeni klinické
diagndzy pfi podezieni na LB u lidi. Za experimentalnich podminek je citlivost PCR velmi
vysoka a lze detekovat i DNA pouze jedné kopie genu. Citlivé metody molekularni
typizace nevyzaduji velké mnozstvi materialu ani kultivaci spirochét, a hraji tedy stéle
vyznamngjsi roli v detekci riznych genotypl patogennich bakterii. Vzhledem k vysoké
heterogenité spirochét LB a slozZité struktufe genomu borelie je geneticka stabilita

Mg wiv s

Na rozdil od jinych bakterialnich a virovych onemocnéni je v pfipadé infekce
spirochétami LB pocet organismu v klinickych a environmentalnich vzorcich zda byt
extrémné nizky. | kdyz v infikovanych klistatech mize byt az 4500 spirochét, pocet
genom v tkanich hostitelt nebo v klinickych vzorcich od infikovanych pacientd je obecné
niz§i nez 50 / ml (viz. Rudenko et al., 2009c). Pfiprava vzorkl pfedchazejici PCR
vykazuje odliSnou efektivitu a vyznamné ovliviiuje vysledky nasledného testu. V zavislosti
na odebraném vzorku byly vyvinuty rlizné postupy pro optimalizaci amplifikace DNA z B.
burgdorferi s.l. Citlivost PCR muze byt negativné ovlivnéna degradaci DNA borélii béhem
transportu, skladovani a zpracovani vzorku. Citlivost PCR mUze byt také snizena ztratami



béhem pfipravy DNA, pfitomnosti cizi DNA (zejména hostitelské DNA) nebo kontaminaci
inhibiénimi latkami, které mohou byt pfitomny v rdznych klinickych vzorcich (krev, moc,
synovialni tekutina a mozkomisni mok).

Hlavni cil

Hlavnim cilem bylo vytvofit citlivou a specifickou PCR metodu pro spolehlivou
detekci Sirokého spektra druhu spirochét z komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato v ve
vzorcich odebranych z pfirody za mozné pfitomnosti inhibitord PCR reakce nebo
vyznamného prebytku necilové DNA.

Popis metody

Vyvinuta laboratorni technologie zahrnuje stejnou metodu precisténi celkové DNA
jak z tekutych (sérum, plazma, mozkomi$ni mok) tak i z pevnych vzorkl (klistata nebo
tkané obratlovcu). Porovnani dostupnych komer&nich souprav vedlo k vybéru izolaéni
soupravy DNeasy Blood and Tissue (Qiagen, Némecko) jako nejlepSi z hlediska kvality
a mnozstvi purifikované DNA. Genom spirochét z komplexu Borrelia burgdorferi sensu
lato tvofi linearni chromozom a dale linearni a cirkularni plazmidy (az 21 plazmidd)
riznych velikosti. Pouziti soupravy DNeasy Blood and Tissue zajisStuje kompletni
vyCisténi vSech slozek genomu spirochét, chromozomalni a plazmidové DNA, které jsou
vyznamné pfi detekci spirochét.

Navrhovana metoda zahrnuje amplifikaci genu umisténého na chromozomu a
kodujiciho 41 kDa flagelinovy protein (flagelin B) spirochét LB. Informace ziskané ze
sekvence amplifikovaného fragmentu genu pro flagelin Ize pouzit v nékolika nasledujicich
aplikacich, které poskytnou signifikantni mnozstvi dat z jediného amplikonu. Analyza
vyznamného poctu sekvenci genu pro flagelin dostupnych v GenBank odhalila vysoké
hodnoty jejich podobnosti v ramci druhu LB spirochét, zatimco mezi riznymi druhy byla
zjiSténa vyznamna variabilita téchto sekvenci. Sekvence genu fla B jasné rozliSuje
spirochéty LB od ostatnich znamych skupin spirochét (spirochéty vyvolavajici navratnou
horeCku, B. miyamotoi nebo B. lonestari). DodateCna analyza polymorfismu délky
restriknich fragmentl (RFLP) flagelinové sekvence dale umozniuje diferenciaci riznych
druh spirochét z celého komplexu. Pfipadné je mozna i fylogeneticka analyza zalozen&
na ziskané sekvenci genu pro flagelin, ktera odhaluje pfibuznost a vztahy mezi blizkymi
a vzdalenymi kmeny stejného druhu borelie a muze byt pouzita pro analyzy puvodu
kmene / druhu, nebo pro ,vystopovani“ distribuce druh( spirochét spolu s migraci
hostiteld (Rudenko et al., 2009a, Rudenko et al., 2009b, Rudenko et al., 2013).



Navrhovany protokol zahrnuje optimalizovanou, dvou krokovou standardné
pouzivanou PCR. ,Spacer‘ PCR s genové specifickymi primery, puvodné pouzitymi
Clarkem a kol. (Clark a kol., 2005), byla provadéna za podminek, které byly navrzeny
autory této metody a které byly potvrzeny jako optimalni. HotStarTaq Plus Master Mix
(Qiagen, Némecko) byl pouzit pro amplifikaci dle protokolu od vyrobce. HotStarTaq Plus
Master Mix je hotova smés DNA polymerazy HotStarTaq Plus, QIAGEN PCR pufru,
MgCI2 a dNTP. Pipetovani je omezeno na minimum, coZ snizuje moznost chyb a
kontaminace a zaroven zajiStuje zvySenou rychlost, reprodukovatelnost a jednoduchost
celé reakce. Reakci Ize snadno a rychle provést i pfi pokojové teploté za vyuziti master-
mix smeési, kdy se do kazdé zkumavky PCR pfida 10 yl master-mix smési HotStarTaq
Plus a nasledné se pfida 10 pl primer a templatové DNA zifedéné ve vodé bez RNazy
(tato voda je dodavana spolu se soupravou).

Prvni krok PCR (spacer PCR)

PCR reakce (20 pl):

10 pl HotStarTaq Plus Master Mix (Qiagen)
1 pl primeru Flagellin out 1 (10puM)

1 pl primeru Flagellin out 2 (10uM)

3 pl genomové DNA

5 pl ddH20 bez DNAzy

Primery pro prvni krok (spacer PCR)

Flagellin out 1 (5’- AARGAATTGGCAGTTCAATC-3 "), kde R je bud A nebo G.
Flagellin out 2 (5-GCATTTTCWATTTTAGCAAGTGATG-3’), kde W je bud A nebo T.

Podminky PCR (spacer PCR):
1) pocatecni denaturace 95 °C - 5 minut

2) 35 cyklu [denaturace 95 °C po dobu 30 sekund; nasedani primert 52 °C po dobu 30
sekund; elongace 72 °C po dobu 30 sekund]

3) zavérecna elongace 72 °C po dobu 10 minut nasledovana + 4 ° C na dobu neurcitou.

~opacer‘ amplikon flaB je 497bp dlouhy fragment genu kddujiciho flagelin borelie.

Druhy krok PCR (nested PCR)

PCR reakce (20 pl):
10 pl HotStarTaqg Plus Master Mix (Qiagen)



1 pl primeru Flagellin inn 1 (10uM)

1 pl primeru Flagellin inn 2 (10uM)

5 pl spacer PCR produktu (z prvni reakce)
3 pl H20 bez DNazy

Primery pro druhy krok (nested PCR)

Flagellin inn 1 (5-ACATATTCAGATGCAGACAGAGGGTTCTA-3")
Flagellin inn 2 (5-GAAGGTGCTGTAGCAGGTGCTGGCTGT-3 )

Podminky PCR (nested PCR):
1) pocatecni denaturace 95 °C - 5 minut

2) 25 cyklu [denaturace 95 °C po dobu 30 sekund; nasedani primert 55 °C po dobu 30
sekund; elongace 72 °C po dobu 30 sekund]

3) zavérecna elongace 72 °C po dobu 10 minut nasledovana + 4 °C na dobu neurcitou.
,Nested“ amplikon flaB je 389bp dlouhy fragment genu kddujiciho flagelin borelie.
Citlivost navrzené metody PCR

Analyza citlivosti PCR na purifikované DNA borelie (fedici test).
12 3 45 6 789 M

Spoacer PCR

Spacer flaB PCR: 1- 60 ng; 2- 6 ng; 3- 600 pg;
4-60 pg; 5- 6 pg; 6- 600 fg; 7- 60 fg; 8- 6 fg;
9 -0.6 fg.

1% 2% 3* 4% 5¥6* 78 9 M
Nested PCR Dolni gel: Nested flaB PCR s 5 ul spaceroveho
amplikonu jako templétu.

Nested PCR potvrzuje pfitomnost DNA borélie
ve vzorku, kde bylo pfitomno 60 fg zacate¢niho
templatu (jamky 7 a 7%)

V pfipadé pouziti 5 ul spacerového produktu jako templatu pro nested PCR, je
mozné potvrdit pfitomnost DNA borélie ve vzorku, kde bylo pfitomno 60 fg vychoziho
templatu a které bylo pod Urovni vizualni detekce po jednokrokové amplifikaci (jamky 7 a
7 *). Pouziti 5 ul spacerového amplikonu v nested PCR zvySuje citlivost reakce stokrat.



1 2 3 45 6 7 8 9 M
Spoacer PCR

8* 9

Nested PCR

500 bp
—

Spacer flaB PCR: 1- 60 ng; 2- 6 ng; 3- 600 pg;
4- 60 pg; 5- 6 pg; 6- 600 fg; 7- 60 fg; 8- 6 fg;
9- 0.6 fg.

Dolni gel: Nested flaB PCR s 1 pl spacerového
amplikonu jako templéatu.

Nested PCR potvrzuje pfitomnost DNA borélie
ve vzorku, kde bylo pfitomno 600 fg zacate¢niho
templatu (jamky 6 a 6 *)

V pfipadé pouziti 1 ul spacerového produktu jako templatu v nested PCR , druha
(nested) PCR potvrzuje pfitomnost DNA borélie ve vzorku, kde bylo pfitomno 6 pg
vychoziho templatu a které bylo pod arovni vizualni detekce po jednokrokové amplifikaci
(jamky 6 a 6 *). Pouziti 1 ul spacerového amplikonu v nested PCR zvySuje citlivost reakce

10 krat.

Analyza citlivosti PCR ve vzorcich obsahujicich purifikovanou bakterialni
DNA s/bez pfitomnosti necilové DNA (spike sample)

1* 2% 3* 4* 5* g* 7* 8* 9 M

Nested PCR

500 bp

Spacer flaB PCR na uméle vytvofeném vzorku.
DNA borelie: 1- 60 ng; 2- 6 ng; 3- 600 pg;

4- 60 pg; 5- 6 pg; 6- 600 fg; 7-6 O fg; 8- 6 fg; 9-
0,6 fg. Kazda reakce obsahovala dalSich 500 ng
necilové DNA (inhibitor).

Dolni gel: Nested FlaB PCR s 5 ul spacerového
amplikonu jako templéatu.

Nested PCR potvrzuje pfitomnost DNA borélie
ve vzorku, kde bylo pfitomno 6 fg za¢atecniho
templatu (jamky 8 a 8 *)




Pfi pfipravé amplifikacni reakce, 500 ng necilové DNA (inhibitoru), coz v naSem
pfipadé bylo primérné mnozstvi celkové DNA z 1 nenasatého dospélého klistéte I.
ricinus, bylo pfidano ke kazdé PCR s fedici fadou DNA borrélii (od 60 ng / reakce do 0,6
fg / reakce). Vysledkem PCR reakce vzorku v pfitomnosti inhibitoru byla amplifikace
fragmentu genu kodujiciho flagelin v pfipadé, Ze koncentrace Cisté boreliové DNA v
reakci (pfed pfidanim necilové DNA) dosahovala 600 pg.

Ctyfnasobné nafedéni amplikonu spacerové reakce obohacené inhibitorem a jeji
nasledné pouziti jako templatu v nested PCR, zvysilo citlivost PCR 10° krat, coz vedlo
k amplifikaci fla B specifického amplikonu v reakci s 6 fg poCatecni DNA a které bylo pod
arovni vizualni detekce po jednokrokové amplifikaci (jamky 8 a 8 *).

Vysledky potvrzuji, Ze pfitomnost necilové DNA v mnozstvi pfiblizné 125 ng na
reakci neinhibuje amplifikaci PCR za pouziti specifickych primerQ pro flaB pfi danych
PCR podminkach.

Zaver
Podle databaze GenBank jsme provedli analyzu zvolenych PCR primer(

specifickych pro flaB borelie a zjistili 100% identitu téchto sekvenci mezi druhy spirochét
z komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato, které jsou v této verejné databazi dostupné.

In silico analyza zvolenych primerd zaméfrenych na gen kodujici protein flagellin B
potvrdila jejich specificitu vici sekvencim spirochét pouze z komplexu Borrelia burgdorferi
sensu lato. Kontrolni reakce byly provedeny s pouzitim DNA spirochét vyvolavajicich
navratnou horecku (Borrelia miyamotoi), které by mohly rovnéz byt pfitomny v klistatech.
Tato PCR nevedla k amplifikaci zadného fragmentu DNA, coz potvrzuje vysledky in silico
analyzy.

Hmotnost 1 genomu LB spirochéty odpovida pfiblizné 2 fg DNA. Spacer PCR se
zvolenymi primery za navrhovanych podminek vedla k pozitivni amplifikaci fragmentu
genu pro flagelin v reakci s templatem uz od 6 pg bakterialni DNA .

Vysledky nested PCR potvrdily, Ze zavedena metoda za danych podminek
umoznuje detekovat pfitomnost uz 3 spirochét (priblizné 6 fg DNA borelie) ve vzorku,
a to i za pfitomnosti nadmérného mnozstvi necilové DNA klistéte.

PFitomnost necilové DNA ve vzorku v mnozstvi pfiblizné 125 ng na reakci a nizsim,
neinhibuje amplifikaci fragmentu specifického pro flaB, coz €ini tento protokol vhodnym
pro analyzy rliznych typl vzorkl odebranych jak z hostitell tak vektort a pro spolehlivou
detekci Sirokého spektra druht spirochét z komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato.



Doporuceni

Pro detekci spirochét komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato  pomoci
navrzeného PCR protokolu s primery pro gen kodujici flagelin B protein spirochét, je
vyrazné doporuceno pouziti dvoukrokové PCR (spacer a nested).

- a) prvni krok (spacer) umozriuje zvySeni mnozstvi DNA hledaného patogenu,
které by mohlo byt pfitomno ve vzorku (vzorcich) v malém mnozstvi, a které by mohlo byt
pod urovni vizualni detekce i po jednokrokové amplifikaci;

- b) druhy krok (nested) zvySuje citlivost detekCni techniky, zejména fedénim
necilové DNA a pouzitim jiz amplifikované cilové sekvence (specifické) jako templétu.

Pogateéni fedéni DNA purifikovaného vzorku NENI doporugeno. Je znamo, ze
mnozstvi DNA patogenu v vySetfovaném vzorku byva v pfipadé infekce LB spirochétou
velice nizké. Pocate¢ni fedéni purifikované celkové DNA vzorku muze snizit toto stopové
mnozstvi cilové DNA na hladinu niZ8i nez jakou je mozné detekovat pomoci standardni
PCR.

Porovnani originality metody

Pouziti jednotného protokolu pro purifikaci genomové DNA z environmentalnich
vzorku zkracuje €as potfebny pro pfipravu vzorkl. Souprava DNeasy Blood and Tissue
(Qiagen, Némecko) nebyla nikdy predtim pouzita k purifikaci genomové DNA z tvrdych
klistat. V ramci optimalizace protokolu pro Cisténi genomové DNA z kliStat jsme navrhli
novy pocatecni krok: inkubaci nakrajenych kliStat v roztoku Pufru 1 a proteinazy K pfi
56°C pfes noc. Po tomto pfidaném kroku byl pouZit standartni protokol od vyrobce.

Pouziti spacer a nested PCR zvysSuje citlivost detekce spirochetalni DNA v
pfitomnosti vyznamného pfebytku necilového templatu, ktery inhibuje reakci. Pro snizeni
negativniho ucinku zpusobeného prebytkem necilového templatu jsme pouzili desetinné
fedéni vzorkl. Pro zvySeni citlivosti jsme pouzili takzvanou 2 krokovou PCR. ZmensSili
jsme pocet amplifikacnich cyklu, abychom snizili moznou nespecifickou amplifikaci. Po
mnoha zkou$kach tohoto protokolu muzeme potvrdit spolehlivost a citlivost zavedené
metody.

Popis uplatnéni metodiky

Navrhovana metoda detekce spirochét z komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato
je vyvinuta pro analyzu celkové DNA purifikované z tvrdych kliStat (Ixodidae), séra a nebo
pevnych zvifecich tkani (stejné jako i vzorkl lidského plavodu) ve vSech vyzkumnych,
lékarskych, veterinarnich, zemédélskych Ci jinych laboratofich se zakladnim vybavenim.
Tato metoda je navrzena tak, aby zajistila spolehlivou detekci spirochét lymské borelidézy
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v tekutych a pevnych Zivoc€iSnych tkanich a v kliStatech. Nasledné sekvenovani
amplifikovanych fragmentl (pokud je takova analyza vyzadovana) umozniuje presnou
identifikaci druh( spirochét z komplexu B. burgdorferi sensu lato bez dalSiho
metodologického zapojeni. Nabizend PCR v konven¢nim provedeni eliminuje potfebu
pouziti drahého laboratorniho vybaveni (Real time PCR cycler) a muze ji provadét
kdokoliv, kdo ovlada zakladni protokoly PCR. Navrhovany protokol umozriuje jak analyzu
studovanych vzorkl s jednoduchou detekci ,pozitivni / negativni®, tak je schopen
poskytnout i rozsahla védecka data bez pouZiti dalSich laboratornich metod (in silico
analyzy).

Ekonomické aspekty

Zavedeni nabizeného protokolu v jakékoli laboratofi se zakladnim vybavenim a
personalem, ktery ovlada zéakladni metody molekularni biologie. Pro jeho implementaci
nevyzaduje zadné dalSi investice. Protokol Ize snadno pfizpusobit materialu, se kterym
pracuje testovaci laboratof a kapacité jejich zaméstnancl. Pro vypocet primérné ceny
analyzy 1 vzorku jsme vychazeli z cen stanovenych pro rok 2020 dodavatelskymi
spole¢nostmi.

Zéakladni analyza
Izolace DNA (DNasy blood and tissue kit, kat. C. 69506 Qiagen) - 75 K&
PCR mastermix (HotStarTaq Plus Master Mix Kit, kat. C. 203645, Qiagen) - 15 K&

Spotfebni material (plast, agardza, pufry) - 50 K&

Zakladni analyza - cena celkem: 140 K¢&/vzorek

RozS8ifena analyza (volitelné)

Izolace amplikonu z agardzy (odstfedivé filtracni jednotky Ultrafree-DA kat. C. 42600,
MERCK) - 60 K¢

Sekvenovani - 100 K¢ (SegMe s.r.o0.)

RozSifena analyza - cena celkem: 300 K&/vzorek
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