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Streszczenie: Borelioza jest wielouktadowa choroba wywolywang przez bakterie zaliczane do kompleksu Borrelia burgdorferi sensu
lato. Wektorem przenoszacym infekcje sa kleszcze z rodzaju Ixodes, ktdre zakazaja kolejnych zywicieli kretka podczas spozywania ich
krwi. Zréznicowany przebieg boreliozy uniemozliwia jej rozpoznanie na podstawie objawow klinicznych. W zwigzku z tym diagnostyka
choroby z Lyme opiera si¢ gléwnie na metodach laboratoryjnych, zaréwno bezposrednich (wykrycie obecnosci DNA lub biatek czynnika
zakaznego w materiale biologicznym pobranym od pacjenta) jak i poérednich (badania serologiczne). Powszechnie rekomendowanym
podejsciem jest serodiagnostyka, jednakze z powodu czasu wymaganego do wytworzenia przez organizm swoistych przeciwcial nie jest
ona przydatna w poczatkowym okresie infekcji. Metody mikrobiologiczne, bedace zlotym standardem w wykrywaniu wielu infekcji
bakteryjnych, nie sa szeroko wykorzystywane w rozpoznaniu boreliozy ze wzgledu na wysokie wymagania wzrostowe B. burgdorferi s.1.
oraz dlugi czas oczekiwania na wynik. Potencjalnym rozwigzaniem tego problemu wydaje si¢ by¢ diagnostyka molekularna polegajaca na
wykrywaniu DNA kretka za pomoca reakcji PCR, ktora jest wysoko specyficzna oraz czula. Jednakze efektywno$¢ tego podejécia zalezy
od wielu czynnikéw dlatego konieczne jest opracowanie wystandaryzowanego algorytmu diagnostycznego zapewniajacego powtarzalnos$é
wynikéw we wszystkich laboratoriach.

1. Wprowadzenie. 2. Genom B. burgdorferi s.l. 3. Diagnostyka boreliozy. 4. Rodzaje reakcji PCR wykorzystywane w diagnostyce boreliozy.
5. Geny wykorzystywane w detekcji DNA B. burgdorferi s.l. 6. Identyfikacja genogatunkéw B. burgdorferi sl. 7. Material kliniczny.
8. Czynniki wplywajace na wydajnoé¢ reakeji PCR. 9. Zalecenia dotyczace zastosowania diagnostyki PCR. 10. Podsumowanie

DIAGNOSTIC USEFULNESS OF PCR IN THE RECOGNITION OF LYME DISEASE

Abstract: Lyme disease is a multisystem disease caused by bacteria belonging to the group Borrelia burgdorferi sensu lato. The vector that
carries the infection is a tick of the genus Ixodes, that infects subsequent hosts of the spirochete during blood-meal. The varied course
of Lyme disease makes it impossible to recognize it on the basis of clinical symptoms. Therefore, the diagnosis of Lyme disease is based
mainly on laboratory methods, both direct (detection of the presence of DNA or infectious agent proteins in the biological material
collected from the patient) and indirect (mainly serological tests). A commonly recommended approach is serodiagnosis, however, due to
the time required for the body to produce specific antibodies, it is not useful in the earliest period of infection. Microbiological diagnostics
also can not be used to diagnose Lyme disease in the first weeks of the disease due to its low sensitivity and long waiting time for the result.
The solution seems to be molecular diagnostics based on the detection of the spirochete DNA using PCR reaction that is highly specific
and sensitive. However, the effectiveness of this approach depends on many factors, therefore it is necessary to develop a standardized
protocol ensuring reproducibility of results in all laboratories.

1. Introduction. 2. Genome of B. burgdorferi s.1. 3. Diagnosis of Lyme borreliosis. 4. Types of PCR reactions used in the diagnosis of Lyme
disease. 5. Target genes used to DNA detection of B. burgdorferi s.l. 6. Identification of B. burgdorferi s.1. genotypes. 7. Clinical material.
8. The factors affecting the efficiency of PCR. 9. Recommendations for the use of PCR diagnostics. 10. Summary

Stowa kluczowe: Borrelia burgdorferi sensu lato, borelioza, diagnostyka molekularna, PCR

Keywords:

Borrelia burgdorferi sensu lato, Lyme disease, molecular diagnostics, PCR

1. Wprowadzenie

Borelioza jest choroba odkleszczowa wywolywang
przez bakterie zaliczane do kompleksu Borrelia burgdor-
feri sensu lato (s..). Obecnie do grupy tej nalezy okoto
20 genogatunkow, z czego tylko dla 5 (Borrelia afzelii,
Borrelia garinii, Borrelia bavariensis, Borrelia burgdor-

feri sensu stricto (s.s.), Borrelia spielmanii) definitywnie
potwierdzono patogennos¢ dla cztowieka. Wszystkie
z wyzej wymienionych genogatunkow wystepuja na
terenie Europy. Natomiast w Ameryce Péinocnej jedy-
nym wykrywanym czynnikiem wywolujacym bore-
lioze jest B. burgdorferi s.s. Jednakze najnowsze donie-
sienia sugeruja, iz réwniez Borrelia bisettii i Borrelia
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mayonii moga wywolywac chorobe¢ z Lyme na terenie
USA i Kanady [27, 52].

Borelioza to wieloukladowa choroba o przebiegu
fazowym. Na wczesnym etapie choroby (do 8 tygodni
od momentu zakazenia) najcz¢$ciej jedynym objawem
jest rumien wedrujacy (EM, erythema migrans). Jest
to bardzo charakterystyczna zmiana skdérna, majaca
postaé zaczerwienienia z centralnym przejasnieniem.
Wedlug zalecen Polskiego Towarzystwa Epidemiologéw
i Lekarzy Chordéb Zakaznych (PTEILCHZ) wystapie-
nie typowego EM jest wskazaniem do natychmiasto-
wego rozpoczecia antybiotykoterapii bez wykonywania
badan serologicznych [37]. Niestety, EM nie wystepuje
u wszystkich pacjentéw, dotyka jedynie ok. 40-90%
zakazonych [1, 31, 38, 51]. Zazwyczaj na tym etapie
boreliozy nie towarzysza pacjentom zadne inne dole-
gliwoséci lub przybieraja one posta¢ objawdw grypo-
podobnych, dlatego tez chorzy czesto nie zdaja sobie
sprawy, iz potrzebuja specjalistycznej pomocy. Prowa-
dzi to do bardzo powaznych konsekwencji, poniewaz
w przypadku braku odpowiedniej antybiotykoterapii,
choroba moze rozwina¢ sie do fazy rozsianej (od 6 do
26 tygodni od momentu zakazenia). Do najczestszych
objawow fazy rozsianej naleza m.in. rumien wedrujacy
mnogi, objawy ze strony ukladu nerwowego pod posta-
cig zespolu Bannwartha, zapalenia opon modzgowo-
-rdzeniowych, zapalenia korzeni nerwowych i nerwow
czaszkowych, zmian zapalnych w obrebie serca oraz
ostre nawracajgce zapalenie stawdéw. Innym charakte-
rystycznym, lecz bardzo rzadkim objawem jest chtoniak
limfocytowy (BL, borrelial lymphocytoma), ktéry wyste-
puje u 0,3-3% chorych. BL ma posta¢ niebolesnego,
czerwonego obrzgku o $rednicy kilku centymetrow
zlokalizowanego gléwnie w lub na matzowinie usznej,
mosznie i brodawkach sutkowych. Dolegliwos$ci zwig-
zane z pozng faza boreliozy, pojawiajace sie 6 miesiecy
po zakazeniu, w znacznym stopniu uzaleznione sg od
genogatunku kretka, ktéry wywotat chorobe. Za bore-
liozowe zapalenie stawéw (LA, Lyme arthritis) odpo-
wiada gtéwnie B. burgdorferi s.s., natomiast blisko ze
sobg spokrewnione genogatunki B. garinii i B. bava-
riensis przewaznie prowadza do postaci neurologicznej
choroby (NB, neuroborelioza). B. afzelii jest w glownej
mierze zwigzana z zanikowym zapaleniem skory (ACA,
acrodermatitis chronica atrophicans). Natomiast B. spiel-
manii jest genogatunkiem sporadycznie wywolujacym
borelioze u ludzi i jak dotad izolowano go jedynie ze
zmian skoérnych [13, 25, 27, 50, 51].

2. Genom B. burgdorferi s.l.
Bakterie nalezace do grupy B. burgdorferi s.l. pod-

czas swojego cyklu zyciowego przebywaja w bardzo
zroznicowanym Srodowisku. Prawdopodobnie to ta

réznorodnos¢ warunkéw ich bytowania sprawita, iz
genom B. burgdorferi s.l. ma jedng z najbardziej skom-
plikowanych struktur wsrod bakterii [5, 17].

Genom kretkow sklada si¢ z liniowego chromo-
somu o diugosci okoto 910kpz oraz 21 plazmidow
(9 kolistych i 12 liniowych) o wielkosciach wynoszacych
w przyblizeniu od 5 do 54 kpz. Ponadto charakteryzuje
sie on duzg zawarto$cig gendw paralogicznych, pseudo-
genéw oraz niekodujacych fragmentéw DNA. Warto
zaznaczy¢, iz do tej pory nie poznano funkcji wielu
genow, poniewaz nie wykazujg one znaczacej homologii
z wczesniej poznanymi sekwencjami [7, 9, 17].

Liniowy chromosom ma dos¢ dobrze zakonserwo-
wang sekwencje wsrod dotychczas przebadanych geno-
gatunkow B. burgdorferi s.l. Posiada on kowalencyjnie
zamkniete konce przypominajgce strukture spinki do
wloséw. Jego replikacja ma charakter dwukierunkowy
symetryczny, jednakze jej szczegdétowy mechanizm
nie zostal dotychczas poznany. Chromosom zawiera
26 pseudogendéw oraz 860 genéw kodujacych 797 bia-
tek, odpowiedzialnych gléwnie za metabolizm podsta-
wowy bakterii. Dokladniejsza analiza sekwencji wyka-
zala, ze B. burgdorferi s.l. nie posiada genow kodujacych
enzymy niezbedne do syntezy aminokwasow, nukleo-
tydow, kwasow ttuszczowych i kofaktoréw enzymow.
Prawdopodobnie zostaly one utracone na skutek przy-
stosowania si¢ kretka do pasozytniczego trybu zycia [5,
7,9, 17, 36]. W zwiazku z tym B. burgdorferi s.1. posiada
wiele gendw (co najmniej 52) kodujacych réznego typu
bialka transporotowe oraz wigzace odpowiedzialne za
dostarczanie komorce bakterii niezbednych do prze-
zycia weglowodandw, peptyddw i aminokwasow [45].

Duza liczba plazmidéw, niespotykana u innych bak-
terii sprawia, ze B.burgdorferi s.l. wykazuje znaczng
zmienno$¢ w obrebie gatunku oraz w ciggu cyklu zy-
ciowego. Liczne plazmidy koduja gtéwnie informacje
genetyczng wplywajaca na wirulencje i patogenno$é
bakterii z rodzaju Borrelia. Lipoproteiny, wystepujace
na zewnetrznej blonie bakteryjnej stanowia kluczowa
grupe bialek odpowiedzialnych migdzy innymi za
transmisje kretka, jego rozprzestrzenianie oraz prze-
zycie w organizmie zywiciela. Ich réznorodnos¢ oraz
ogromne znaczenie w cyklu zyciowym B. burgdorferi s.l.
podkresla fakt, iz geny kodujgce lipoproteiny stanowia
nawet 15% informacji genetycznej zlokalizowanej na
plazmidach [7, 8, 30, 46]. Nie wszystkie szczepy B. burg-
doferi s.1. posiadajg pefen zestaw plazmidéw. Jedynie
plazmidy cp26, cp32 i Ip54 sa niezbedne do przezy-
cia bakterii w $rodowisku. Dlatego tez obecne sg we
wszystkich izolatach B. burgdorferi s.l. oraz wykazuja
stosunkowo wysoki stopien zakonserwowania sekwen-
cji nukleotydowej. Reszta z plazmidow jest dos¢ tatwo
gubiona, co wigze si¢ z duzg trudnoscig w hodowli
laboratoryjnej w petni wirulentnych szczepéw B. burg-
dorferis.l. [5, 8,27, 36].
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3. Diagnostyka boreliozy

Ze wzgledu na zréznicowany przebieg rozpoznanie
boreliozy na podstawie objawdw klinicznych jest bardzo
trudne. Jedynie w przypadku pojawienia si¢ typowego
rumienia wedrujacego mozna postawi¢ prawidlowa
diagnoze. Niestety, nie pojawia sie on u wszystkich cho-
rych a jedynie u 40-90% z nich [1, 31, 38, 51]. Czesto
tez jest przez nich niezauwazany, dlatego nie zawsze
istnieje mozliwo$¢ zdiagnozowania choroby na tej pod-
stawie. Z tychze wzgleddw diagnostyka boreliozy opiera
sie gtéwnie na metodach laboratoryjnych [1, 27, 38].

Dla wigkszos$ci choréb bakteryjnych diagnostyka
oparta o laboratoryjng hodowle patogendw z materiatu
biologicznego pobranego od pacjentéw jest uznawana
za zloty standard, cechujacy sie 100% specyficznoscia.
Niestety, podejscie to nie jest wykorzystywane w roz-
poznaniu choroby z Lyme ze wzgledu na bardzo duze
wymagania wzrostowe kretkéw oraz dlugi czas oczeki-
wania na wynik [11, 27].

Obecnie w wigkszosci przypadkow borelioze rozpo-
znaje sie na podstawie dwustopniowego badania sero-
logicznego, ktérego pierwszym etapem jest czuly test
immunoenzymatyczny (ELISA, enzyme-linked immu-
nosorbent assay). Jezeli wynik badania jest dodatni lub
watpliwy, jako test drugiego stopnia wykorzystuje sie
technike Western blotting (WB). W obu metodach
gléwne zrédlo antygenow stanowia calkowite lizaty
komorkowe B. burgdoferi s.l. Niestety, ogromna rdz-
norodno$¢ genogatunkéw w obrebie B. burgdorferi s.l.
oraz niski stopient zakonserwowania sekwencji amino-
kwasowej ich bialek sprawia, ze wykorzystanie lizatow
komdrkowych jednego genogatunku nie jest wystarcza-
jace do prawidtowego rozpoznania boreliozy. Potencjal-
nym rozwigzaniem wyzej wymienionych probleméw
moze by¢ zastosowanie w serodiagnostyce niniejszej
choroby antygenéw rekombinantowych otrzymywa-
nych z wykorzystaniem metod inzynierii genetycznej
i biologii molekularnej. Jednakze, aby testy immuno-
diagnostyczne oparte na bialkach rekombinantowych
mialy jak najwigckszg czulos¢ i swoistos¢ nalezy wyko-
rzysta¢ w nich starannie wyselekcjonowane antygeny
lub ich fragmenty [19].

Dodatkowo czulos¢ testow serologicznych jest sil-
nie uzalezniona od czasu trwania choroby. Ze wzgledu
na tzw. okienko serologiczne, czyli przedziat czasu od
momentu zakazenia do chwili pojawienia sie w kraze-
niu swoistych immunoglobulin, ktére s3 wykrywane
z wykorzystaniem laboratoryjnych metod diagnostycz-
nych, wyniki badan serologicznych na wczesnym eta-
pie choroby sa czesto falszywie ujemne. W miare trwa-
nia infekcji odpowiedZz immunologiczna stopniowo
dojrzewa, w wyniku czego czulos¢ testow serologicz-
nych podczas pdzniejszych stadidw choroby znaczaco
wzrasta [1, 27, 31].

Rozwigzaniem problemdw, ktore towarzysza pra-
widlowemu, wczesnemu rozpoznaniu boreliozy moze
by¢ zastosowanie nowoczesnych metod molekularnych
polegajacych na wykrywaniu materiatu genetycznego
kretka tj. DNA w prébkach klinicznych za pomocag tan-
cuchowej reakeji polimerazy (PCR, polymerase chain
reaction) [11, 25, 44].

4. Rodzaje reakcji PCR wykorzystywane
w diagnostyce boreliozy

Najprostszym podej$ciem majacym na celu amplifi-
kacje okreslonego fragmentu DNA jest klasyczna reak-
cja PCR z uzyciem dwodch specyficznych starteréw. Po
jej zakonczeniu nalezy okresli¢ wielko$¢ otrzymanego
produktu za pomoca elektroforezy agarozowej lub
poliakrylamidowe;j. Istotng wada tego podejscia jest
mozliwo$¢ pojawienia si¢ niespecyficznych produktow
PCR o zblizonej wielkoéci do oczekiwanej. Z tego tez
wzgledu niezbedna jest dodatkowa kontrola specyficz-
nosci. Zwykle do tego celu wykorzystuje si¢ wyznako-
wane sondy, ktére s3 komplementarne do fragmentu
amplifikowanej sekwencji DNA [11, 44].

Inng czesto wykorzystywana metoda jest PCR w cza-
sie rzeczywistym (RT-PCR, real-time PCR), ktéry cha-
rakteryzuje si¢ wyzsza czuloscia i specyficznoscia niz
standardowa reakcja PCR. Specyficznos¢ reakgji jest
kontrolowana poprzez hybrydyzacje produktu reakcji
z sondg dodang do mieszaniny reakcyjnej lub poprzez
analize krzywej topnienia. W wyniku przylaczenia sie
sondy do powstalych amplikondéw nastepuje wyemito-
wanie sygnatu fluorescencyjnego, dzigki ktéremu moz-
liwe jest monitorowanie przyrostu produktéw w czasie
rzeczywistym. Natomiast wyznaczenie temperatury
topnienia produktu PCR jest mozliwe dzieki znajdu-
jacemu si¢ w mieszaninie reakcyjnej barwnikowi (np.
SYBR Green), ktory zwieksza swoja fluorescencje¢ po
zwigzaniu si¢ z podwojng nicia DNA. Temperature
topnienia produktu PCR wyznacza si¢ po zakonczeniu
reakcji RT-PCR poprzez stopniowe ogrzewanie miesza-
niny reakcyjnej. W momencie osiaggniecia temperatury
wlasciwej dla denaturacji fragmentu DNA (przejscie do
pojedynczej nici DNA) sygnat fluorescencji gwalttow-
nie spada, co jest widoczne na wykresie (tzw. krzywej
topnienia) jako wyrazny pik [11, 44].

Kolejna popularna odmiana metody PCR, ktora
znalazta zastosowanie w diagnostyce boreliozy to tzw.
wewnetrzny PCR. Jest to dwuetapowa reakcja PCR
z wykorzystaniem dwdch par starteréw (zewnetrznych
oraz wewnetrznych), ktére charakteryzuja sie duzymi
réznicami w temperaturze topnienia. W pierwszym eta-
pie reakcji otrzymuje si¢ dtuzszy produkt PCR z udzia-
fem starteréw zewnetrznych. Nastepnie po obnize-
niu temperatury przylaczania starteréw w reakeji
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Tabela I
Charakterystyka najpopularniejszych celow molekularnych
Cel molekularny | Lokalizacja Produkt translacji Zrédto
ospA Plazmid Ip54 | Lipoproteina niezbedna do przezycia w organizmie kleszcza [34, 41]
ospC Plazmid cp26 | Lipoproteina niezbedna do transmisji z kleszcza do ciata ssaka [14, 15]
P66 (0ms66) Chromosom | Jedno z integralnych bialek membranowych budujacych poryny [3,41]
fla Chromosom | Biatko budujgce wici [54]
rrf-rrl Chromosom | Wysoce specyficzny region pomiedzy fragmentami kodujacymi 23S rRNA i 5S rRNA [11]
recA Chromosom Biatko katalizujgce rekombinacje pojedynczych nici DNA [11, 44]
rrs Chromosom Czasteczka 16S rRNA wchodzaca w sktad matej podjednostki rybosomu (11, 34]
rrl Chromosom | Czasteczka 23S rRNA wchodzaca w sktad duzej podjednostki rybosomu [11]
polC (dnaE) Chromosom | Polimeraza DNA III podjednostka a [44]
rpoC Chromosom | Polimeraza RNA, podjednostka 8 [14, 15]
hbb Chromosom Histonopodobne biatko wigzace DNA [40]
rplB Chromosom Biatko L2 podjednostki 50S rybosomu (14, 15]
gyrB Chromosom | Podjednostka B topoizomerazy DNA [14, 15]
leuS Chromosom | Ligaza leucyno-tRNA [14, 15]

bierze udzial druga para oligonukleotydéw, komple-
mentarna wobec sekwencji nukleotydowej znajdujacej
sie w obrebie pierwotnego produktu PCR. Udowod-
niono, iz zastosowanie wewnetrznego PCR moze nawet
1000-krotnie zwiekszy¢ czulos¢ testu diagnostycznego
w poréwnaniu ze standardowg reakcja PCR [11, 26].
Jedna z nowszych metod jest reakcja PCR polaczona
ze spektrometria masowa (MS, mass spectrometry)
z elektrorozpylaniem (ESI, electrospray ionization)
(PCR/ESI-MS). Podstawa PCR/ESI-MS jest zastoso-
wanie starteréw zdolnych do amplifikacji fragmentow
genow metabolizmu podstawowego szerokiej grupy
organizmow. Po zakonczeniu reakcji produkty sg ana-
lizowane za pomocg spektrometrii masowej z wystar-
czajaca dokladnoscig, aby mozna byto okresli¢ w nich
zawarto$¢ poszczegolnych zasad azotowych (A, G, C
i T). Nastgpnie uzyskane wyniki s poréwnywane
z baza danych znanych organizmoéw, co pozwala na
szybka identyfikacje organizmu, z ktérego pochodzito
amplifikowane DNA. Amplifikacja fragmentéw sied-
miu genéw B. burgdorferi s.l. tj. ropC, rplB, leus, flaB,
ospC, hbb, gyrB pozwala nie tylko na detekcje materiatu
genetycznego kretka, ale rowniez umozliwia identyfi-
kacje poszczegdlnych genogatunkdw patogenu [14, 15].

5. Geny wykorzystywane w detekcji DNA
B. burgdorferi s.l.

Kluczowym elementem diagnostyki molekular-
nej jest wybor odpowiedniego genu docelowego. Aby
metoda ta byta wysoce czula i specyficzna cel mole-
kularny musi by¢ stabilny genetycznie oraz wysoce
zakonserwowany wsrod wszystkich genogatunkow
B. burgdorferi sl. Dotychczas do celow klinicznych

wykorzystywano zaréwno geny zlokalizowane na chro-
mosomie (hbb, fla, rrs, rrl, region miedzygenowy
rrl-rrf, recA, bmpA, p66) jak i kodowane na plazmidach
(ospA, ospC, dbpA) (Tab.I). Znaczacy wplyw na czu-
to$¢ metody ma réwniez liczba kopii danego fragmentu
DNA w genomie bakterii. Plazmidy cz¢sto wystepuja
w komorkach bakterii w kilku kopiach, z tego powodu
wydaje sie, iz wybor celu molekularnego zlokalizowa-
nego na jednym z nich moze zwigksza¢ czulo$¢ testu
diagnostycznego [1, 11, 39, 44]. Wyniki potwierdzajace
te teze przedstawili Nocton i wsp. (1994) udowadniajac,
iz PCR ukierunkowany na kodowany plazmidowo gen
ospA charakteryzowal sie wyzsza czutoscia w detekeji
DNA B. burgdorferi sl. w plynie stawowym, niz ten
wykrywajacy zlokalizowany na chromosomie gen rrs
[34]. Jednakze, w 1997 roku Priem i wsp. badajac proby
moczu, ptynu mdzgowo-rdzeniowego i ptynu mazio-
wego pobrane od 57 pacjentdéw z boreliozg w kierunku
obecno$ci DNA B. burgdorferi s.1. otrzymali odmienne
rezultaty. Badania te wykazaly, iz reakcja PCR majaca
na celu amplifikacje sekwencji DNA zlokalizowa-
nej na chromosomie (gen p66) cechowala si¢ wyzsza
czuto$cia w wykrywaniu DNA patogenu, niz oparta
o kodowany plazmidowo gen ospA [41]. Przyczyna tej
rozbieznosci wynikéw wydaje sie by¢ wysoka hetero-
gennos$¢ genu ospA wsrod przedstawicieli B. burgdor-
feri s.1. [53]. Nocton i wsp. (1994) w swych badaniach
wykorzystywali probki kliniczne pobrane od pacjentéw
zamieszkujgcych USA, gdzie jedynym genogatunkiem
wywolujacym borelioze jest B. burgdorferi s.s., praw-
dopodobnie wiec sekwencja nukleotydowa genu ospA
wsrdd poszczegolnych izolatéw byta stosunkowo mato
zroznicowana. Natomiast Priem i wsp. (1997) badaniu
poddali préby pochodzace od pacjentéw zamieszku-
jacych teren Niemiec, gdzie za wywolanie boreliozy
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moze by¢ odpowiedzialnych co najmniej 5 genoga-
tunkoéw. Wydaje sie zatem, iz zréznicowanie gene-
tyczne przedstawicieli B. burgdorferi sl. w prébkach
wykorzystywanych w powyzej przedstawionych bada-
niach bylo znacznie wigksze, a co za tym idzie startery
wykorzystane w reakcji PCR nie rozpoznawaty wszyst-
kich wariantéw sekwencji genu ospA, tym samym obni-
zajac jej czulose.

Ogromna réznorodnos¢ genetyczna bakterii z grupy
B. burgdorferi s.l. oraz duza liczba plazmidéw utrudnia
wybor celu molekularnego zlokalizowanego na plaz-
midzie, ktéry umozliwilby rozpoznanie boreliozy bez
wzgledu na to jakim genogatunkiem nastgpilo zaka-
zenie. Z tego wzgledu to wilasnie geny umiejscowione
na chromosomie, o stosunkowo wysoko zakonserwo-
wanej sekwencji nukleotydowej, wydaja si¢ bardziej
odpowiednie jako cele molekularne w diagnostyce
boreliozy. Dzigki dostegpnym w bazie NCBI (National
Center for Biotechnology Information) sekwencjom
nukleotydowym réznych genogatunkow B. burgdorferi
s.l. mozliwe jest ich poréwnanie w celu zidentyfikowa-
nia zakonserwowanych fragmentéw. W wyniku takiej
analizy naukowcom udalo si¢ zlokalizowa¢ region DNA
(umiejscowiony na chromosomie) kodujacy fragment
rdzenia biatka rybosomalnego S21, ktéry powtarza sie
u 31 genogatunkow B. burgdorferi s.l. [24].

6. Identyfikacja genogatunkow B. burgdorferi s.l.

R&zni przedstawiciele grupy B. burgdorferi s.l. powo-
duja inny przebieg pdznej boreliozy oraz moga odmien-
nie reagowac na uzywane w leczeniu choroby z Lyme
antybiotyki. Z tych powoddéw identyfikacja poszcze-
golnych genogatunkéw pozwala na lepsze poznanie
epidemiologii oraz mechanizméw wirulencji B. burg-
dorferi s.l. [32, 49].

Mozliwo$¢ opracowania szybkiej i taniej metody
pozwalajacej na rozréznienie poszczegélnych geno-
gatunkow B. burgdorferi s.l. daje diagnostyka moleku-
larna. Niestety, wybor odpowiedniej sekwencji, umozli-
wiajacej tatwa identyfikacje genogatunkowa metodami
molekularnymi jest bardzo trudny. Jednakze udowod-
niono, iz kilka specyficznych fragmentéw genomu
B. burgdorferis.l. posiada potencjal réznicujacy umoz-
liwiajacy identyfikacje genogatunkéw na podsta-
wie analizy produktéw reakcji PCR. Procedury te
obejmuja sekwencjonowanie, poréwnywanie wielko-
$ci produktow amplifikacji, wyznaczenie temperatury
topnienia, analize restrykcyjng oraz hybrydyzacje ze
specyficznymi sondami.

Jednym z fragmentéw genomu pozwalajagcym na
identyfikacje poszczegdlnych genogatunkéw B. burg-
dorferi s.l. jest region rrf-rrl umiejscowiony miedzy
genami kodujacymi podjednostki 23S rRNA i 55 rRNA.

Wykazano, iz przy uzyciu wewnetrznego PCR skiero-
wanego na ten niekodujacy fragment DNA, mozna
tatwo odrézni¢ od siebie (na podstawie wielkosci pro-
duktéw PCR) B. burgdorferi s.s., B. afzelii oraz B. garinii,
ktore sg najczestsza przyczyna boreliozy w Europie [54].
Na szybka identyfikacje wyzej wymienionych geno-
gatunkow pozwala rowniez analiza krzywych topnie-
nia produktéw PCR powstatych na drodze amplifikacji
wysoce zrdznicowanego genu ospA [42].

Bardzo wysoki potencjal réznicujacy posiada gen
hbb, kodujacy jedno z bialek histonopodobnych. W ba-
daniach udowodniono, iz analiza krzywej topnienia
amplifikowanego fragmentu genu hbb pozwala rozroz-
ni¢ 5 genogatunkéw B. burgdorferi s.l., tj. B. burgdor-
feris.s., B. afzelii, B. garinii, Borrelia valaisiana, Borrelia
lusitaniae [16, 40].

Popularng, lecz stosunkowo czasochlonng metoda
umozliwiajacg identyfikacje poszczegdlnych genoga-
tunkow jest PCR polaczony z analiza polimorfizmu
dlugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP, restric-
tion fragments length polymorphism). RFLP polega
na trawieniu produktu PCR odpowiednim enzymem
restrykcyjnym, co prowadzi do powstania fragmentéw
DNA o réznych diugosciach, charakterystycznych dla
kazdego genogatunku. Unikalny wzdr prazkéw wizu-
alizuje sie za pomocg elektroforezy w zelu agarozowym.
Wykazano, iz analiza PCR-RFLP wykorzystujaca frag-
menty genéw fla (trawienie enzymem restrykcyjnym
HpyF3I) i rrs (trawienie enzymem restrykcyjnym
FspBI) pozwala na identyfikacje szesciu genogatun-
kow z kompleksu B. burgdorferi s.l., tj. B.burgdor-
feri s.s., B. afzelii, B. garinii, B. valaisiana, B. lusitaniae
i Borrelia bissetti [54].

Metoda majaca bardzo wysoki potencjat dyskrymi-
nacyjny jest MLST (multilocus sequence typing). Polega
ona na amplifikacji fragmentéw kilku genéw meta-
bolizmu podstawowego, a nastgpnie sekwencjonowa-
niu otrzymanych produktéw PCR. Poréwnanie sekwen-
cji o$miu genéw B. burgdorferi s.l. (clpA, clpX, nifS,
pepX, pyrG, recG, rplB, uvrA) pozwala na rozroznienie
nawet bardzo blisko spokrewnionych ze sobg genoga-
tunkow, np. B. garinii i B. bavariensis. Ze wzgledu na
to, iz MLST jest metoda wyjatkowo czulg, ale zarazem
kosztowng, jest ona wykorzystywana przede wszystkim
w badaniach epidemiologicznych oraz w analizie filo-
genetycznej [29, 44].

7. Material kliniczny

Rodzaj badanego materialu klinicznego uzalez-
niony jest od objawow choroby oraz czasu ich trwania.
W przypadku wystepowania EM lub ACA pobiera sie
bioptaty zajetej skory, natomiast przy podejrzeniu NB
jest to ptyn moézgowo-rdzeniowy (CSE, cerebrospinal
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Tabela II
Czulo$¢ metod molekularnych w zaleznoséci od badanej tkanki
Materiat kliniczny Cele molekularne Czézgf?% ] Zak;e()séscli)e[;zl]flcz—
Wycinki skory - EM p66, rrl, fla, ref-rrl, ospA, recA, rrs, ospC 30-89 98-100
Wycinki skory - ACA P66, ospA, r1l, rrf-rrl, fla, 20-100 100
Plyn stawowy rrs-rrl, ospC, ospA, p66, fla 23-100 100
Plyn mézgowo-rdzeniowy | ospA, fla, rrf-rrl, p66 5-100 99-100
Krew, surowica, osocze polC, ospA, rrs, rrf-rrl, rpoC, rplB, leusS, flaB, gyrB, ospC 0-100 95-100
Mocz fla, ospA, rrl, p66, rrs 7-92 77-100

Na podstawie: [11, 14, 15, 27, 34, 41, 44].

fluid), gdy za$ wystepuja objawy stawowe do badan
pobiera si¢ ptyn stawowy. Krew jest wykorzystywana
jedynie w przypadku podejrzenia wczesnej boreliozy,
natomiast stosowanie moczu jako materiatu klinicz-
nego nie jest zalecane ze wzgledu na mala powtarzal-
no$¢ wynikow. Kazdy z tych materiatéw charaktery-
zuje si¢ odmienng przydatno$cig w diagnostyce bore-
liozy (Tab.II), na co wplyw ma obecnos¢ inhibitoréow
w danym rodzaju prébki klinicznej oraz tropizm tkan-
kowy kretkow [27, 44, 52].

Wedlug wielu fachowcow najlepszym materiatem do
badan molekularnych w kierunku boreliozy sg wycinki
skory z obszaru zajetego przez EM, czulos§¢ takich
testow osiaga nawet 90%, natomiast swoisto$¢ waha si¢
w zakresie 98-100%. Badania majace na celu poréwna-
nie skutecznosci metod diagnostycznych w przypadku
pacjentow z EM wykazaly, iz najwyzsza czuloscig cha-
rakteryzowat si¢ RT-PCR (80%). Na kolejnym miejscu
znalazla si¢ dwuetapowa diagnostyka serologiczna
(66%), nastepnie wewnetrzny PCR (64%) oraz metoda
biologiczna oparta o hodowl¢ kretkéw z probek klinicz-
nych (51%). Test oparty na RT-PCR wykazal duzo wyz-
szg czulo$¢ niz badanie serologiczne, co pokazuje, o ile
wieksza uzytecznos¢ moga mie¢ metody molekularne
w poczatkowych fazach infekeji [35, 44]. Wysokg czu-
to$¢ uzyskuje sie rowniez w przypadku badania biop-
tatow skory pobranych ze zmian obecnych w przebiegu
ACA, dodatkowo podejécie to réwniez charakteryzuje
sie bardzo wysoka specyficznoscia [11, 52].

Bardzo wysoka czulos¢ i specyficzno$¢ testow dia-
gnostycznych opartych na reakcji PCR otrzymuje sig
w przypadku badania plynu stawowego — w niektorych
pracach naukowych obie te wartosci wynoszg nawet
100%. Jednak w przypadku podejrzenia LA materia-
tem wyjsciowym moze by¢ réwniez blona maziowa.
Takie podejscie moze prowadzi¢ do znacznego zwiek-
szenia czutodci testu (nawet z 25% do 90%) [21, 44].
Dodatkowo udowodniono, iz po antybiotykoterapii
DNA kretka dluzej utrzymuje si¢ w tkance maziowej
niz w plynie stawowym [11, 27]. Nalezy jednak pod-
kresli¢, iz metodyka opisana w powyzszych publika-

cjach nie jest jeszcze powszechnie stosowana, dlatego te
optymistyczne doniesienia o tak wysokiej czulosci tego
typow testow powinny by¢ jeszcze zweryfikowane przez
inne zespoly badawcze. Dodatkowo nalezy pamietac,
iz LA (podobnie jak ACA) jest objawem poznej bore-
liozy, wigc u pacjentéw na tym etapie choroby prawie
zawsze w krazeniu wystepuje wysokie miano przeciw-
cial klasy IgG [11, 52].

Diagnostyka molekularna neuroboreliozy opiera
sie na analizie ptynu mézgowo-rdzeniowego. Podejscie
to jednak ze wzgledu na malg liczbe kretkow w CSE
wysokie powinowactwo bakterii do otoczki mielinowej
oraz mozliwo$¢ degradacji materialu genetycznego, ma
stosunkowo niska czulos¢ (22,5%). Najwieksze prawdo-
podobienstwo wykrycia DNA kretkéw w CSF wyste-
puje we wczesnej neuroboreliozie [18, 33, 44].

Probki krwi, pomimo fatwosci ich pozyskania, nie
stanowig dobrego materiatu klinicznego w diagnos-
tyce molekularnej boreliozy. Spowodowane jest to
niska liczbg kretkow w krazeniu na co ma wplyw silny
tropizm tkankowy patogenéw (stawy, serce, tkanka
nerwowa). Testy PCR z krwi sg przydatne jedynie we
wczesnej fazie infekcji, podczas rozprzestrzeniania
sie B. burgdorferi s.1. z miejsca wktucia kleszcza przez
uktad krwiono$ny do innych narzagdéw. Dodatkowo
we krwi obecne sg liczne inhibitory reakcji PCR (takie
jak np. heparyna, hemoglobina, DNA gospodarza), co
moze prowadzi¢ do uzyskania wynikow falszywie nega-
tywnych [1, 28, 47].

Mocz jest jednym z najtatwiej dostepnych materia-
tow klinicznych, dlatego wielu naukowcdw badato jego
przydatno$¢ do diagnostyki molekularnej boreliozy.
Wstepne doniesienia literaturowe byly bardzo obie-
cujgce. Bergmann i wsp. (2002) opracowali reakcje
PCR wykrywajaca DNA B. burgdorferi sl. w moczu
z czuloscig na poziomie 85% [2]. Niestety, po przepro-
wadzeniu badan na wigkszej liczbie prob pacjentdéw
z borelioza okazalo sie, iz czulos¢, a w szczegdlnosci
specyficzno$¢ testow molekularnych wykorzystujacych
ten material kliniczny, nie jest zadowalajaca. Obecnie
wigkszo$¢ europejskich i amerykanskich standardow
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odradza stosowanie moczu w metodach opartych na
PCR gldéwnie z powodu czesto pojawiajacych sie nie-
specyficznych produktéw i matej powtarzalnosci wyni-
kow [1, 12, 23, 27, 43].

8. Czynniki wplywajace na wydajnos¢ reakcji PCR

Czas pobrania probki

Dla uzyskania wiarygodnego wyniku testu opar-
tego o reakcje PCR wazne jest, by probke kliniczng
pobra¢ od pacjenta przed rozpoczgciem leczenia. Wy-
kazano bowiem, iz 4-tygodniowa antybiotykote-
rapia znaczaco obniza wykrywalnos¢ DNA kretkow.
Natomiast przyjmowanie przez pacjenta antybiotykow
przez kilka dni nie wplywa znaczaco na czuto$¢ metod
molekularnych [23].

Inhibitory

Jednym z najczgstszych probleméw w diagnostyce
molekularnej jest obecnos$¢ inhibitoréw w probkach
biologicznych. Zwiazki hamujace reakcje PCR sg pow-
szechnie obecne we krwi (np. hemoglobina), w ply-
nie mézgowo-rdzeniowym i fragmentach skéry (np.
melanina). Dodatkowo wiele odczynnikéw laborato-
ryjnych uzywanych przy pobieraniu i przechowywaniu
probek réwniez jest silnymi inhibitorami amplifikacji
(np. heparyna czy formalina). Najprostsza metoda
pozwalajacg na ograniczenie niepozadanego wplywu
tych zwigzkow jest zmniejszenie ich stezenia poprzez
rozcienczenie wyizolowanego DNA. Aby upewnic sig,
ze zadne zwigzki zawarte w probce nie hamujg reakcji
PCR, przyczyniajac si¢ do otrzymania wyniku falszy-
wie ujemnego, konieczne jest wykonanie wewngtrznej
kontroli dodatniej [12, 48].

Innym czynnikiem wplywajacym na wydajnosé
reakcji PCR przy wykrywaniu kwaséw nukleinowych
kretka w materiale biologicznym moze by¢ zbyt duza
zawarto$¢ ludzkiego DNA w stosunku do materiatu
genetycznego patogenu. Problem ten mozna jednak
tatwo rozwigza¢ wykorzystujac jeden z wielu komer-
cyjnie dostepnych zestawow do izolacji kwaséw nukle-
inowych pozwalajacych na selektywne usuniecie ludz-
kiego DNA, takich jak np.: MolYsis Basic5 kit (Molzym,
Bremen, Germany), NEBNext Microbiome DNA
Enrichment kit (New England Biolab’s, USA) [44].

Zanieczyszczenia

Bardzo czesto uzyskuje sie wyniki falszywie pozy-
tywne, ktore prowadza do wdrozenia nieodpowied-
niego leczenia pacjenta. Zrodlem kontaminacji moze
by¢ DNA innych patogenéw spokrewnionych z B. burg-
dorferi s.. (naturalna flora bakteryjna pacjentéw), ludz-
kie DNA (brak specyficznych sekwencji starteréw) oraz
amplikony z wczesniejszych reakcji PCR, ktére dostaty

sie do przestrzeni laboratoryjnej (blaty, pipety). Aby
ograniczy¢ liczbe wynikow falszywie pozytywnych
nalezy wykonywa¢ kontrole ujemne oraz bezwzgled-
nie przestrzega¢ wszelkich procedur majacych na celu
zminimalizowanie ryzyka kontaminacji probek [47].

9. Zalecenia dotyczace zastosowania diagnostyki PCR

Diagnostyka molekularna ma znaczng przewage nad
standardowo stosowanymi metodami serologicznymi
w poczatkowych fazach infekcji (zlokalizowanej i rozsia-
nej), gdy organizm nie zdazyl jeszcze wytworzy¢ swois-
tych przeciwcial. Dodatkowo, pomimo znacznych zalet
reakcji PCR, réwniez w przypadku diagnostyki moleku-
larnej mozliwe jest otrzymanie wynikow falszywie pozy-
tywnych badz falszywie negatywnych. Spowodowane jest
to faktem, iz na skutecznos¢ techniki PCR wptywa wiele
czynnikow, ktore zostaly omoéwione powyzej (m.in.:
rodzaj reakcji PCR, cel molekularny, materiat kliniczny,
czas pobrania probki — przed lub po rozpoczeciu leczenia,
metody izolacji i oczyszczania DNA, obecnosci inhibito-
réw i/lub zanieczyszczen) [27, 44]. Prawdopodobnie te
wlasnie problemy z powtarzalnoscig wynikow przyczy-
niajg si¢ do tego, iz metody diagnostyczne oparte o me-
tode PCR nie sg rekomendowane przez najwieksze agen-
cje zajmujace si¢ ochrong zdrowia [6, 20, 33, 37]. Jed-
nakze, mimo braku standaryzacji, coraz wiecej placowek
ochrony zdrowia dostrzega zalety metod molekularnych
w rozpoznaniu boreliozy, dopuszczajac to podejscie
diagnostyczne w niektorych przypadkach (Tab. III).

Zalecenia te dotycza m.in. wystepowania nietypo-
wych postaci rumienia wedrujacego, ktére nie pozwa-
lajg na jednoznaczna diagnoze. Mozliwe sg przypadki
pojawienia si¢ krwotocznego EM (szczegolnie na kon-
czynach dolnych) przybierajacego ciemnofioletowy
kolor, inne doniesienia méwig takze o wyjatkowo ,,bla-
dych” postaciach EM, w ktorych wyraznie widoczne sa
jedynie ich obwodki. Dodatkowo w miejscu ugryzienia
kleszcza, w odpowiedzi na alergeny zawarte w $linie
pajeczaka, moze pojawic sie odczyn zapalny przypomi-
najacy swoja forma EM. W takich przypadkach diag-
nostyka molekularna moze mie¢ rozstrzygajace znacze-
nie w rozpoznaniu boreliozy [20, 25, 37].

Borrelial lymphocytoma jest rzadka postacia zaka-
zenia B. burgdorferi s.l. W przypadku jego wystapienia
zalecane jest badanie serologiczne, jednak ze wzgledu,
iz BL pojawia si¢ we wczesnej lub wczesnej rozsiane;j
fazie boreliozy uzyskane wyniki moga by¢ niejedno-
znaczne. Zauwazono roéwniez, iz BL moze przybiera¢
nietypowa posta¢. W wyzej wymienionych przypad-
kach rekomenduje si¢ wykonanie badan majacych na
celu bezpos$rednig identyfikacje kretkow [10, 20, 37].

Podobne rekomendacje dotycza pacjentéw z zani-
kowym zapaleniem skoéry. ACA jest postacig pdznej
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Tabela III
Rekomendacje towarzystw naukowych dotyczace wykorzystywania reakcji PCR
w rozpoznaniu boreliozy

Objaw Warunek Zrédto
Nietypowa postaé (ciemnofioletowy kolor, brak centralnego

EM A I (20,37]
przejasnienia, $rednica mniejsza niz 5 cm)

NB Wezesny etap choroby (< 6 tygodni) [6, 33, 37]

BL Nietypowa posta¢, niejednoznaczne wyniki badan serologicznych [20, 37]

ACA | Nietypowa postac [20, 37]

LA Nieustgpienie objawdéw mimo antybiotykoterapii [6,37]

EM - rumien wedrujacy; NB - neuroborelioza; BL - chloniak limfocytowy;
ACA -zanikowe zapalenie skory; LA - boreliozowe zapalenie stawow

boreliozy, dlatego tez w wiekszosci przypadkéw roz-
poznanie choroby opiera si¢ na testach serologicznych.
Jednak, w niektérych okoliczno$ciach (nietypowy
wyglad zmian skornych, niski wzrost miana przeciw-
cial) zaleca si¢ wykonanie dodatkowych testow diagno-
stycznych obejmujacych badanie histopatologiczne oraz
metode PCR [20, 37].

W przypadku neuroboreliozy zgodnie z wytycznymi
Europejskiej Federacji Towarzystw Neurologicznych
wykrywanie B. burgdorferi s.l. w CSF ma uzasadnienie
kliniczne jedynie w pierwszych 6 tygodniach NB, gdy
swoiste przeciwciala nie sg jeszcze obecne w surowicy
pacjentow [33, 37].

Wykorzystanie metod molekularnych jest réwniez
dopuszczane w przypadkach, gdy pacjenci z podejrze-
niem LA, mimo trwajacej antybiotykoterapii, nadal
odczuwaja dolegliwosci stawowe. Swiadczyé to moze
o tym, iz rozwinelo sie u nich antybiotykooporne zapa-
lenie stawow (AZS). W tym przypadku, w celu postawie-
nia prawidtowej diagnozy, powinno si¢ przeprowadzi¢
detekcje DNA B. burgdorferi s.. w plynie stawowym.
Brak DNA kretka w probee $wiadczy o AZS, co wigze sie
z konieczno$cig wdrozenia innej metody leczenia [37].

10. Podsumowanie

Mimo, iz zlotym standardem w rozpoznaniu bore-
liozy jest diagnostyka serologiczna, nie pozostaje ona wol-
na od wielu ograniczen. Jednym z gtéwnych probleméw
jest tzw. okienko serologiczne (trwajace ok. 2-3 tygo-
dnie), w czasie ktérego serodiagnostyka jest niewskazana.

Nalezy pamigta¢, ze najlepsze wyniki w leczeniu bo-
reliozy otrzymuje si¢, gdy odpowiednia antybiotyko-
terapia zostanie wdrozona najszybciej jak to mozliwe.
Opoznienie w diagnozie, zwigzane z okienkiem serolo-
gicznym, moze prowadzi¢ do szerokiego zakresu proble-
moéw zdrowotnych dla pacjenta, takich jak zaburzenia
neurologiczne, zapalenie mig$nia sercowego i zapale-
nie stawdw. Z tego wzgledu konieczne jest opracowanie
nowych metod diagnostycznych umozliwiajacych roz-

poznanie boreliozy juz w poczatkowych etapach infekcji.
Innym problemem s3 pacjenci cierpiacy z powodu dys-
funkcji ukltadu immunologicznego, u ktérych produkeja
swoistych przeciwcial moze by¢ zaburzona. Dodatkowo
ze wzgledu na wysokie wymagania wzrostowe B. burg-
dorferi s.l., dlugi czas oczekiwania na wynik oraz niska
skutecznos¢, diagnostyka mikrobiologiczna nie moze
by¢ alternatywg dla serodiagnostyki.

W tych przypadkach rozwigzaniem powyzszych
probleméw wydaja sie by¢ metody molekularne, cha-
rakteryzujace si¢ prostota wykonania oraz krétkim
czasem oczekiwania na wynik. Umozliwiaja one wykry-
cie DNA B. burgdorferi s.l. w organizmie czlowieka
jeszcze przed pojawieniem si¢ we krwi swoistych prze-
ciwcial. Pozwala to na bardzo wczesne wdrozenie lecze-
nia, co uniemozliwia patogenom rozprzestrzenienie si¢
W organizmie pacjenta.

O popularnosci idei wykorzystania reakcji PCR
w diagnostyce boreliozy, $wiadczy duza liczba publika-
¢ji naukowych opisujacych jej zastosowanie w detekcji
DNA B. burgdorferi s.1. Szybki rozwdj metod biologii
molekularnej zaowocowal opracowaniem nowych
odmian reakcji PCR, ktére charakteryzuja sie wyzsza
czutoscia oraz pozwalaja na doktadniejsze kontro-
lowanie specyficznosci reakeji. Zalety te sprawiaja, iz
obecnie w wigkszosci doniesienn naukowych wykorzy-
stywane sa nowoczesniejsze metody amplifikacji DNA
B. burgdorferi s.1., takie jak RT-PCR oraz wewnetrzny
PCR. Dodatkowo, metody szybkiego i taniego sekwen-
cjonowania DNA umozliwily dokladne poznanie
genomu wielu bakterii z rodzaju Borrelia. Dzigki temu
mozna wytypowac¢ wysoko zakonserwowane fragmenty,
pozwalajace na detekcje wszystkich genogatunkow
B. burgdorferis.l. lub takie, ktdrych réznice w sekwencji
umozliwiajg szybka ich identyfikacje. Obecnie jako cele
molekularne wykorzystywane sg zaréwno geny umiejs-
cowione na chromosomie (wyzszy stopien zakonserwo-
wania), jak i te zlokalizowane na plazmidach (wieksza
roznorodnosc).

Dotychczasowe doniesienia literaturowe udowad-
niajg, iz diagnostyka molekularna charakteryzuje sie


http://mostwiedzy.pl

Pobrano z mostwiedzy.pl

AN\ MOST

PRZYDATNOSC DIAGNOSTYCZNA REAKCJI PCR W ROZPOZNAWANIU BORELIOZY 375

wysoka specyficznoscia (z wyjatkiem préb moczu)
oraz stosunkowo duzg czuloscig. Niestety, pomimo tych
niezaprzeczalnych zalet, testy diagnostyczne oparte na
reakcji PCR muszg sprosta¢ wielu wyzwaniom. Naj-
wiekszym problemem jest brak wystandaryzowanych
protokoléw jasno opisujacych poszczegdlne etapy
testow. Testy molekularne opisane w pracach nauko-
wych rdznig sie od siebie prawie w kazdym aspekcie.
Wykorzystuja rozne typy reakcji PCR (klasyczny PCR,
Real-Time PCR, wewnetrzny PCR, PCR/ESI-MS),
odmienne cele molekularne (hbb, fla, rrs, rrl, region
miedzygenowy rrl-rrf, recA, bmpA, p66, ospA, ospC,
dbpA) oraz zréznicowane rodzaje probek klinicznych
(wycinek skory, ptyn stawowy, CSE krew, mocz). Brak
standaryzacji metod molekularnych dotyczy réwniez
procedur majacych miejsce bezposrednio przed wias-
ciwym testem diagnostycznym tj. objetos¢ pobieranej
probki, sposob jej przechowywania oraz metody izo-
lacji materiatu genetycznego. Mimo tego, iz wykazano
wplyw przebiegu wyzej wymienionych czynnosci na
czuto$¢ reakcji PCR [2, 3, 11], w wielu przypadkach
autorzy publikacji nie zamieszczali w pracach ich opisu.
Z powodu wspomnianych réznic i niedopowiedzen
uzyskane przez rézne zespoly badawcze wyniki sg cze-
sto rozbiezne i niejednoznaczne. Konieczne wydaje
sie zatem przeprowadzenie wiarygodnych i rzetelnych
badan poréwnawczych majacych na celu opracowanie
najbardziej optymalnego testu diagnostycznego opar-
tego o reakcje PCR.

Prawdopodobnie wlasnie z wyzej wymienionych
powoddéw diagnostyka molekularna boreliozy sta-
nowi obecnie jedynie wsparcie dla testow serologicz-
nych. Jednakze, coraz wiecej agencji ochrony zdrowia
zaczyna dostrzega¢ jej potencjal i wprowadza w swo-
ich wytycznych mozliwo$¢ zastosowania testow diag-
nostycznych polegajacych na bezposredniej detekeji
DNA B. burgdorferi s.1. Jak na razie, rekomendacje te
obejmujg rzadkie przypadki nietypowych objawdéw
EM, ACA, BL oraz wczesnych faz infekeji, jednakze
jeszcze kilka, kilkanascie lat temu metody PCR nie
byly w ogole uwzglednione w klinicznej diagnostyce
boreliozy. Kolejng przeszkoda w powszechnym sto-
sowaniu metod molekularnych w rozpoznaniu cho-
roby z Lyme jest fakt, iz dostepne na rynku testy diag-
nostyczne, gtéwnie oparte o reakcje RT-PCR (np.
(ViPrimePLUS Lyme disease qPCR Kit (Vivantis Tech-
nologies, Malezja), Lyme Disease genesig Advanced
Kit (Primerdesign™, Wielka Brytania), Lyme Disease
Real-time PCR Kit (NZYtech, Portugalia) w wigkszosci
przypadkow nie posiadaja odpowiednich certyfika-
tow pozwalajacych na ich wykorzystanie w rutynowej
diagnostyce pacjentow.

Na $wiecie nadal prowadzone sa badania majace
na celu opracowanie skutecznego testu do diagnostyki
boreliozy opartego o reakcje PCR. Czgs¢ z nich dotyczy

lepszego poznania genomu B. burgdorferi s.l. iich zada-
niem jest wyodrebnienie sekwencji DNA mogacych by¢
nowymi celami molekularnymi. Inne natomiast sku-
pione s3 na poszukiwaniu nowych schematéw diag-
nostycznych. Szczegélnie interesujaca wydaje si¢ kon-
cepcja taczaca reakcje PCR ze spektrometriag masowa
(PCR/ESI-MS), ktdéra pozwala na szybka i doktadng
identyfikacje patogendéw. Metoda ta wykazata bardzo
duza przydatnos¢ w precyzyjnej identyfikacji szerokiej
gamy patogendéw we krwi, tkankach pacjentéw oraz
organizmach wektorowych [4, 14, 15, 22, 55]. Dlatego
wydaje sie, iz moze stanowi¢ wazny filar w diagnostyce
boreliozy, szczegélnie ze wzgledu na swoja czulos¢
i wysoki potencjal réznicujacy.

Obecnie, mimo wielu obiecujacych doniesien nau-
kowych metody molekularne nie sg wystarczajaco wy-
standaryzowane by mogly zastapi¢ rutynowo stosowang
serodiagnostyke. Jednakze, szybki rozwdj biologii mole-
kularnej i intensywne badania majace na celu doktadne
poznanie genomu B. burgdorferi s.l. daja nadzieje, iz
w przyszlosci diagnostyka molekularna bedzie pow-
szechnie stosowana w rozpoznaniu boreliozy.
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