Uloha é. 4

Izolace DNA z klistéte, detekce
Borrelia burgdorferi sensu lato
pomoci RealTime PCR, nested PCR



Klisté obecné (ixodes ricinus)

Borrelia burgdorferi



Zivotni cyklus

Female

Larva

Feeds on large and medium sized mammals
and humans

Feeds on small

/ ramemals
{

1 Nymph

\

Feeds on small and medium sized
mammals




LYMESKA BORELIOZA
* V CR nejéasté&jsi onemocnéni pfenasené klistaty.
* Priznaky

* Diagnostika

e Lécba
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PRIZNAKY

3. Stadium (chronické infekce — mésice az roky)
. zanet mozku, michy, postizeni zrakového nervu
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DIAGNOSTIKA

* Nespecifické priznaky ztézuji diagnostiku

e Laboratorni testy:

— ELISA — detekce sérovych protilatek; neprilis spolehlivé, moznost
faleSné negativity i pozitivity vzorku.

— Western Blot — detekce specifickych protilatek; presnéjsi a
spolehlivéjsi, moznost falesné negativity.

— PCR — detekce DNA borrelii; vysoce citliva, zalezi na fazi onemocnéni —
lokalizace borrelii.

 Optimalni je kombinace vice metod



LECBA

e Antibiotika (doxycyklin, amoxicilin, sumamed, erytromycin,
ceftriaxon) .

e V casném stadiu je |écba ucinna, da se predejit chronickym potizim
a prestupu do vyssich stadii.

Délka |éCby antibiotiky:
1. stadium (Casna infekce) - délka 1écby 14 dnU
2. stadium (akutni zanét pohybového systému) - 21-28 dnU
3. stadium (chronicka artritida) - 28 dn



POSTUP

e |zolace DNA z klistéte
e Detekce borrelii — RealTime PCR

* Priprava na sekvenaci — nested PCR



RealTime PCR

Detekce PCR produktl v realném case na zakladé fluorescence
hybridizaCnich resp. hydrolyzacnich sond.

Hlavni vyhoda oproti klasické PCR je moznost kvantifikace vzorku,
vysoka specifita a senzitivita, Casova uspora.

Vyuziti:
— Vyzkum — kvantifikace genové transkripce, detekce
organizmdu, detekce polymorfizmd.

— Klinickd diagnostika — detekce patogenu, genetickych
abnormalit.



RealTime PCR

e Detekce borrelii — vyuziti molekularniho majaku (molecular beacon)
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RealTime PCR

* Vyhodnoceni
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Nested PCR

e dvoukrokova PCR — 2 sady primeru (vnéjsi a vnitrni), vysoce
specificka amplifikace.

* Vyuziti:
* kontaminace vzorku — selekce pozadovaného useku DNA
* dodatecna amplifikace vzorku s nizkym vytézkem po 1. PCR

|

nutné pro sekvenacni reakci



