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Uvod

Nemoc Borrelia miyamotoi (BMD - Borrelia miyamotoi disease) je nové objevena
a globalné rozSifena borelibza zplsobena spirochétou Borrelia miyamotoi, kterd byla
poprvé izolovana v Japonsku v roce 1994 (Fukunaga et al.,, 1995). Spirochéta B.
miyamotoi byla puvodné povazovana za symbiotickou bakterii klistat bez dopadu na
vefejné zdravi. Nyni je stale vice uznavana jako plvodce nemoci s nespecifickymi
projevy (horecCkou), ktera je ¢asto chybné diagnostikovana jako akutni lymska boreliéza
bez vyrazky nebo jako ehrlichiéza. Mezi dalSi spirochétové onemocnéni s podobnymi
projevy patfi navratna horecka, jejichz pavodci jsou také pfenaseni na Clovéka klistaty.
Schopnost B. miyamotoi vyvolat onemocnéni u ¢lovéka byla zaznamenana v roce 2011,
kdy Platonov a jeho kolegové popsali fadu pfipadd infekce B. miyamotoi v Rusku
(Platonow et al., 2011). Pfitomnost B. miyamotoi byla potvrzena v Kanadé, na vychodnim
a zapadnim pobrezi Spojenych statl, dale v mnoha evropskych zemich (véetné Ceské
republiky, Danska, Estonska, Francie, Némecka, Nizozemska, Norska, Polska,
Rumunska, Slovenska, Svédska a Svycarska), v Rusku a Japonsku (Crowder et al.,
2014). B. miyamotoi byla nalezena u vSech druhu klistat Ixodes v Eurasii a Severni
Americe. V Rusku byla spirochéta detekovana az u 16% klistat Ixodes persulcatus a
témér ve stejném mnozstvi také u klistéte obecného I. ricinus v zapadni Evropé a I.
scapularis ve Spojenych statech. B. miyamotoi je schopna transovarialniho a
transstadialniho pfenosu v klistatech a koexistuje v pfirodé se spirochétami lymské
boreliézy (Barbour et al., 2009). Rezervoarovi hostitelé B. miyamotoi jsou urCité druhy
ptakl a hlodavcl podobné jako u jinych druhd borélii. Kompetentnimi rezervoary B.
miyamotoi jsou ruzné druhy obratlovcu véetné mysSi (Apodemus spp. a Peromyscus spp.),
hrabosUt (Microtus spp., Myodes glareolus a Microtus arvalis), ¢ipmankd (Tamias sp.),
veverek (Sciuridae spp.), jezkl evropskych (Erinaceus europaeus) a myvalt (Procyon
spp.). B. miyamotoi byla zjisténa u kosu (Turdus merula), sykory koriadry (Parus major),
budnic¢ka mensSiho (Phylloscopus collybita), drozdd zpévnych (Turdus philomelos),
Cervenky obecné (Erithacus rubecula) a zvonka zeleného (Chloris chloris). DalSi druhy
ptdkd mohou také slouzit jako rezervoarovi hostitelé. Spirochéty B. miyamotoi byly
nalezeny také u vétSich obratlovcu, napf. divokych prasat nebo jelent (Barbour et al.,
2009, Cutler et al., 2019, Heglasova et al., 2020, Cosson et al., 2014, Krause et al., 2015,
Majerova et al. , 2020, Wodecka et al., 2016, Han et al. 2016).

Existuji dikazy, Zze B. miyamotoi pfedstavuje komplex vice druht nebo genotypu.
Méla by byt tedy oznaCovana jako B. miyamotoi sensu lato stejné jako je tomu u B.
burgdorferi sensu lato (Barbour 2014). Z fylogenetickych analyz typickych genu jsou
zfejmé tfi geograficky oddélené subtypy/genotypy B. miyamotoi: asijsky, evropsky a
americky. B. burgdorferi s.I. a B. miyamotoi maji shodné hostitele z fad obratlovcu a stejné
Clenovce jako vektory. KliStata slouzi jako pfenaSeci pro oba druhy spirochét, ale pro B.
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miyamotoi jsou navic i rezervoarem (Cutler et al., 2019). Na rozdil od B. burgdorferi s.1.,
u niz méné nez polovina znamych druhli zpasobuje u lidi onemocnéni lymskou boreliézu,
vSechny tfi dosud znamé subtypy B. miyamotoi jsou u lidi spojeny s klinickymi projevy.
Spirochéty B. miyamotoi jsou spirochétam z komplexu B. burgdorferi s.I. vzdalené
pfibuzné. PrestoZe byly prokazany urcité rozdily ve struktufe genomu jak v klastru
ribozomalnich genda, tak i v genech kédujicich dominantni imunitni proteiny, vyznamna
mira homologie byla zjisténa v genech, které se bézné pouzivaji pro molekularni detekci
u obou druhu spirochét (ij. B. burgdorferi s.I. i B. miyamotoi). Jde napfiklad o geny p66,
16S rRNA, 5S-23S IGR a 16S-23S rRNA (Krause et al., 2015). Vzhledem k bézné
koexistenci a ko-infekci obou skupin spirochét u klistat a hostitelt je na misté zlepSeni
detek&nich technik a vyvoj novych metod, které snizi moznost faleSnych vysledku
zpusobenych podobnostmi genoml obou druhl spirochét, které v prirodé existuji
spolecné. DalSi ekologické a medicinské studie jsou klicem k lepSimu porozumeéni
epidemiologického stavu a lepSi diagnostice spirochetalnich infekci.

Hlavni cil

Hlavnim cilem je zavedeni citlivé a specifické metody zalozené na PCR poskytujici
spolehlivou detekci spirochét Borrelia miyamotoi ve vzorcich ziskanych v terénu i
v pfipadé pfitomnosti B. burgdorferi s.l., €i za pfitomnosti moznych inhibitord PCR reakce,
nebo vyznamného prebytku necilové DNA (celkova DNA hostitele). Pro zvySeni
specificity molekularni detekce B. miyamotoi byla navrzena metoda zaméfena na gen
kodujici glycerophosphodiester phosphodiesterase (glpQ), ktery je pfitomen v genomu
spirochét B. miyamotoi, ale chybi ve spirochétach komplexu B. burgdorferi s.I.

Popis metodiky

Navrhovana laboratorni metoda zahrnuje spole€ny jednotny protokol purifikace
celkové DNA z tekutych vzorkl (sérum, plazma), ale i z pevnych vzorku (cela klistata
nebo zviteci tkané). Porovnani dostupnych komer&nich kit vedlo k vybéru kitu DNeasy
Blood and Tissue (Qiagen, Némecko) jako nejlepSich z hlediska kvality a mnozstvi
purifikované DNA. Genom B. miyamotoi je charakterizovan linearnim chromozomem o
velikosti =900 kb a sadou linearnich a kruhovych plazmidl riznych velikosti. Pouziti kitu
DNeasy Blood and Tissue zajistuje izolaci vSech souc€asti genomu spirochét, které jsou
vyznamné pro jejich naslednou detekci.

Metoda zahrnuje amplifikaci unikatniho genu kodujiciho glycerofosfodiester
fosfodiesterazu (glpQ) umisténého na chromozomu puvodcl navratné horecky B.
miyamotoi. Optimalizované podminky nam umoznily ziskat spolehlivé vysledky pfi
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snizeném poctu PCR cyklU, a to i bez bézné pouzivanych dvou krokovych PCR (spacer
a nested). Nas protokol poskytuje specifickou, citlivou a spolehlivou techniku detekce B.
miyamotoi, a to jednokrokovou PCR fragmentu glpQ genu za podminek néami
optimalizovanych. HotStarTaq Plus Master Mix (Qiagen, Némecko) byl pouzit pro
amplifikaci dle protokolu od vyrobce. HotStarTaq Plus Master Mix je hotova smés DNA
polymerazy HotStarTag Plus, QIAGEN PCR pufru, MgCI2 a dNTP. Pipetovani je
omezeno ha minimum, coz snizuje moznost chyb a kontaminace a zaroven zajisStuje
zvySenou rychlost, reprodukovatelnost a jednoduchost celé reakce. Reakci Ize snadno a
rychle provést i pfi pokojové teploté za vyuziti master-mix smési, kdy se do kazdé
zkumavky PCR pfida 10 yl master-mix smési HotStarTaq Plus a nasledné se pfida 10 pl
primert a templatové DNA ziedéné ve vodé bez RNazy (tato voda je dodavana spolu se
soupravou).

Priprava celkové DNA ze vzorku Zivotniho prostredi
1. Vzorky

a) Klistata, biopsie kuze

Kratce (1 minutu) promyjte vzorky ve zfedéném dezinfekcnim prostfedku SAVO
(1:10), oplachnéte po dobu 1 minuty v destilované vodé, poté oplachnéte po dobu
2 minut v 50% lihu. Vzorky kratce osuste a vlozte do 1,5 ml mikrozkumavky typu
Eppendorf. Vzorek nakrajejte sterilnim skalpelem na malé kousky (2-3 mm) a
pridejte 180 pl ATL pufru a 20 ul roztoku proteinazy K. Kratce vortexujte a inkubujte
pfi 56 °C prFes noc.

b) Mékké tkané (mocovy méchyfr, srdce, slezina, klouby, jatra, mozek)

V pfipadé, Ze na vzorcich jsou zbytky krve, oplachnéte je po dobu 2-3 minut v 10-
15-ti ndsobném objemu PBS, kratce osuste poklepanim na filtracni papir a
pfeneste do 1,5 ml mikrozkumavky Eppendorf. NafeZte vzorek sterilnim skalpelem
na malé kousky (2-3 mm) a pfidejte 180 ul ATL pufru a 20 pl roztoku proteinazy K.
Kratce vortexujte a inkubujte pfi 56 °C pfes noc

c) Tekuté vzorky (sérum, plazma, CSF)

Doplrite objem tekutého vzorku na 200 pl pomoci PBS a pfidejte 20 pl roztoku
proteinazy K; inkubujte pfi 56 °C po dobu 1 hodiny.



2. Pridejte 200 pl AL pufru do vzorku vortexujte po dobu 15 sekund.

3. Pridejte 200 pl 100% etanolu a ihned kréatce vortexujte. Vzorek pfeneste do DNeasy
spin kolonky umisténé do Cisté 2 ml odbérové zkumavky. Centrifugujte po dobu 1
minuty pfi 8000 ot / min

4. VloZte DNeasy spin kolonku do Cerstvé sbérné zkumavky a pfidejte do ni 500 pul pufru
AW1. Centrifugujte po dobu 1 minuty pfi 8000 ot / min.

5. Opakujte promyvaci krok s pufrem AW2. DNeasy spin kolonka se centrifuguje 3
minuty pfi 14 000 ot / min. Zlikvidujte odstfedénou kapalinu a opakujte centrifugaci po
dobu 15 sekund. DNeasy spin kolonku pfeneste do Cisté 1,5 ml zkumavky Eppendorf.

6. Vymyjte DNA pfidanim 30-40 ul dd H20 do stfedu membrany a inkubujte pfi
pokojové teploté po dobu 1 minuty. DNeasy spin kolonky odstfedujte po dobu 1 minuty
pfi 8 000 ot / min.

* Krok 6 Ize opakovat, aby se zvysSil vytézek DNA.

Purifikovana DNA se skladuje pfi + 4 °C. Pro delSi skladovani mohou byt vzorky zmrazeny
na -20 °C.

Navrhovand jednokrokova PCR

PCR reakce (20 pl):

10 pl HotStarTaq Plus Master Mix
1 pl Bmiy F primer (10uM)

1 pl Bmiy R primer (10uM)

3 ul DNA ze vzorku

5 pl ddH20

PCR primery:

Bmiy F-5’- CACCATTGATCATAGCTCACAG-3’
Bmiy R- 5-CTGTTGGTGCTTCATTCCAGTC-3
PCR produkt: 633 bp



Podminky PCR:

1) po¢atecni denaturace 95°C - 5 minut

2) 35 cykll [denaturace 95°C po dobu 30 s; nasedani primert 48°C po dobu 30 s;
elongace 72°C po dobu 40 s]

3) zavérec€na elongace 72 °C po dobu 10 minut

4) nasleduje uchovani DNA pfi teploté + 4 °C na dobu neurcitou.

Finalni PCR produkty se analyzuji gelovou elektroforézou s pouzitim 1.2% agarozy
[IXTEA.

Prokazani zbytecnosti dvoukrokové PCR

Detekce Borrelia miyamotoi v ,spike” vzorcich za pomoci dvoukrokové PCR

~opike” vzorky byly pfipraveny pfidanim necilové DNA z klistéte (pfiblizné 350 ng) k
purifikované genomové DNA B. miyamotoi, ktera byla pouzita jako templat pro
amplifikaci. Cilova DNA byla zfedéna 10x z prvni zkumavky (80 ng Cisté DNA) na 8 fg
genomové DNA v reakci. Necilova DNA byla pfitomna v kazdém fedéni ve stejném
mnozstvi (350 ng).

PCR reakce (20 pl):

PCR ,spike” vzorku:

10 pl HotStarTaq Plus Master Mix (Qiagen)
1 pl Bmiy F primer (10uM)

1 pl Bmiy R primer (10uM )

3 ul DNA (Ffedéni od 80 ng do 8 fg)

3 pl necilové DNA klistat (350ng)

2 pul ddH20

PCR primery- prvni krok PCR:

Bmiy Q1 F-5- CACCATTGATCATAGCTCACAG-3
Bmiy Q2 R- 5-CTGTTGGTGCTTCATTCCAGTC-3’
PCR produkt: 633 bp



PCR primery- druhy krok PCR

Bmiy Q3 F-5-GCTAGTGGGTATCTTCCAGAAC-3’
Bmiy Q4 R-5’- CTTGTTGTTTATGCCAGAAGGGT-3’
PCR produkt: 424 bp

Druhy krok PCR byl proveden s primery Bmiy Q3 a Bmiy Q4 a 5 ul PCR amplikonu
z prvniho kroku (templat). PCR a dalSi analyza vysledkd byly provadény stejné, jak je
popsano vyse.

123 456 78 9101112 -k M

1% step PCR 1. krok glpQ PCR: 1-80 ng; 2- 8 ng; 3-800 pg; 4-
80 pg; 5- 8 pg; 6-800 fg; 7-80 fg; 8-8 fg;
9-0.8 fg.

1% 2% 3% 4% 5* 6™ 7* 8" 9* -k M Spodni gel: 2. krok glpQ PCR s 5 ul_spacer-
2" step PCR amplikonu jako templatu.

ik 2. krok glpQ PCR potvrzuje pfitomnost B.
miyamotoi DNA ve ,spike” vzorku pfi pouziti 8
Sl X 1 1 1 I &I I pg puvodniho templatu (jamka 5%).

o

Vysledky PCR v prvnim kroku potvrdily pfitomnost glpQ amplikonu v reakci s 8
pg plvodni DNA B. miyamotoi (jamka 5 a 5 *). Slaby signal byl detekovan v reakcich s
80 fg DNA B. miyamotoi pfitomné ve ,spike“ vzorcich (jamka 7 a 7 *). Druhy krok PCR
NEZVYSUJE citlivost amplifikace PCR za danych podminek; proto dvoukrokova PCR je
zbytecna.

Detekce Borrelia miyamotoi dvoukrokovou ve vzorcich s Cistou DNA.

K analyze ucinnosti dvoukrokové PCR na purifikované DNA byla provedena amplifikace
genu glpQ B. miyamotoi za stejnych podminek jako v pfipadé ,spike“ vzorku.

PCR reakce:

10 pl HotStarTaq Plus Master Mix
1 pl Bmiy F primer (10uM)

1 pl Bmiy R primer (10uM)

3 pl B. miyamotoi DNA (80 ng)

5 pl ddH20



1 2 345 67 8 M
1. krok glpQ PCR: 1-80 ng; 2- 8 ng; 3-800 pg; 4-
80 pg; 5- 8 pg; 6-800 fg; 7-80 fg; 8-8 fg;

9-0.8 fg.

1%t step PCR

Spodni gel: 2. krok glpQ PCR s 5 pl spacer
1% 2% 3% 4* 5% 6* 7* 8* M amplikonu jako templatu.

2. krok glpQ PCR potvrzuje pfitomnost DNA B.
500bp | mjyamotoi ve vzorcich, kde bylo 800 fg
puvodniho purifikovaného templatu (jamka 6*).

2" sten PCR

) [ ————

Vysledky PCR v prvnim kroku potvrdily pfitomnost amplikonu glpQ v reakci s
pritomnosti 800 fg DNA B. miyamotoi (jamka 6 a 6 *). Druhy krok PCR NEZVYSUJE
citlivost amplifikace PCR za danych podminek, proto je pouziti dvoukrokové PCR
ZbytecCné.

Zaver

Analyza genomU B. miyamotoi a spirochét z komplexu Borrelia burgdorferi sensu
lato potvrdila, Zze vybrany cilovy gen glpQ je pfitomen pouze u B. miyamotoi, ¢imz se
zvysila specificita detekéni metody. Pfitomnost LB spirochét ve vzorcich (v pfipadé ko-
infekce) detekci B. miyamotoi neovliviuje.

Hmotnost 1 genomu B. miyamotoi je srovnatelna s hmotnosti 1 genomu spirochéty
LB, coz odpovida cca 2 fg DNA. Jednokrokova PCR s vybranymi primery a za
navrhovanych podminek vedla k pozitivni amplifikaci ¢asti genu glpQ v reakci, kde bylo
jako templat pouzito 800 fg spirochetalni DNA (400 spirochét / reakce). Mnozstvi
jednotlivych B. miyamotoi v infikovanych klistatech bylo dfive detekovano analyzou 16S
rRNA LUX real-time PCR jako pramér 2,1 x 10° spirochét / klisté a jako priimér 6,6 x 107
spirochét / klisté v pfipadé smiSené infekce (Wilhelmsson et al., 2013). Navrhovana
jednokrokovéa PCR provedena standardnim zpusobem umozriuje detekci 40 spirochét ve
vzorku (80 fg DNA) i za pfitomnosti necilové DNA, a to i v laboratofich se zakladnim
technickym vybavenim, coz potencialné umozni snizeni nakladd na PCR analyzu. Druhy
krok amplifikace nezvysuje citlivost PCR, a proto jej povaZzujeme za zbytecny.



Doporuceni

Pfi detekci spirochét v environmentalnich vzorcich doporuCujeme pouziti
jednokrokové PCR provedené konvenénim zpusobem, ktera je zaméfena na amplifikaci
glpQ genu B. miyamotoi. Nepfitomnost genu glpQ ve spirochétach z komplexu Borrelia
burgdorferi s.I., které by mohly byt pfitomny ve vzorcich spolu s B. miyamotoi, zvySuje
specificitu navrhované metody. Citlivost této metody se zvySuje s vySSi koncentraci DNA
B. miyamotoi ve vzorcich.

Pocatedni fedéni purifikovaného vzorku DNA NENI doporugeno. Pfi fedéni
purifikované DNA muze dojit ke snizeni mnozstvi cilové DNA na hladinu nizsi, nez kterou
je mozné pomoci konvenéni PCR detekovat.

Srovnani novosti metodiky

Pouziti jediného protokolu pro purifikaci celkové DNA z klistat nebo jinych pevnych
nebo tekutych vzorku z terénu zkracuje €as potfebny pro pfipravu vzorka. Kity DNeasy
Blood and Tissue (Qiagen, Némecko) nebyly nikdy pfedtim pouzity k celkové purifikaci
DNA z klistat. V ramci Upravy protokolu pro purifikaci DNA z klistat jsme zahrnuli
pocate€ni krok inkubace nakrajenych tvrdych klistat pfes noc pfi 56 ° C v pufru 1 a v
roztoku proteinazy K. Po tomto kroku byl pouzit standartni postup/protokol dle vyrobce.
Objem eluniho roztoku byl zamérné snizen, aby byla DNA koncentrovana.

Metody vyvinuté dfive pro detekci Borrelia miyamotoi v riznych vzorcich byly
zaméreny na pouziti genomovych lokusu, které sdileji homologii mezi skupinou spirochét
zpuUsobujicich navratnou horecku, kam patfi B. miyamotoi, a spirochét zpusobujicich
lymskou boreliézou (bi¢ik, 16s rRNA, 16S-23S ITG, p66). Timto postupem muize
s vysokou pravdépodobnosti dojit k nespecifické amplifikaci a vzniku faleSné pozitivnich
vysledkld. Nasi metodu detekce jsme zalozili na genomovém lokusu, ktery je jedine€ny
pro B. miyamotoi a chybi v genomu spirochét komplexu B. burgdorferi s.I. (gen kédujici
glycerofosfodiester fosfodiesterazu, glpQ), ¢imz je zajisténa vysoka specificita reakce.

Dfive vyvinuté metody pouzivaji dvoukrokovou amplifikaci, ktera ve vSech
ohledech prodluzuje Cas detekéniho postupu, finan¢ni zatéz analyz a v pripadé
nespecifiCnosti zvySuje pocCet faleSné pozitivnich vysledkd. Dokazali jsme, Ze za
podminek, které jsme pouzili, je jednokrokova amplifikace dostateCna pro detekci
spirochét ve vzorcich rizného plvodu, snizuje naklady na detekci a moznost vyskytu
faleSné pozitivnich vysledkl. Zavedena metoda je pouzitelna i pro vzorky lidského
plvodu.
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Popis uplatnéni metodiky

Navrhovana metoda detekce spirochét Borrelia miyamotoi byla vyvinuta pro
analyzu celkové DNA purifikované z tvrdych klistat (Ixodidae), séra anebo pevnych
zvifecich tkani (stejné jako i vzorkl lidského puvodu) ve v8ech vyzkumnych, Iékafskych,
veterinarnich, zemédélskych Ci jinych laboratofich se zakladnim vybavenim. Tato metoda
je navrzena tak, aby zajistila spolehlivou detekci spirochét navratné horecky v tekutych a
pevnych zivocCiSnych tkanich a v klistatech.

Nasledné sekvenovani amplifikovanych fragmentd (pokud je takova analyza
vyZadovana) umoznuje presnou identifikaci druht spirochét bez dalSiho metodologického
zapojeni. Navrhovany postupeliminuje potfebu pouziti drahého laboratorniho vybaveni
(Real time PCR cycler) a mlze ji provadét kdokoliv, kdo ovlada zakladni protokoly PCR.
Navrhovany protokol umozruje jak analyzu studovanych vzorku s jednoduchou detekci
,pozitivni / negativni“, tak je schopen poskytnout i rozsahla védecka data bez pouziti
dalSich laboratornich metod (in silico analyzy).

Ekonomické aspekty

Zavedeni navrhovaného protokolu v jakékoli laboratofi se zakladnim technickym
vybavenim a personalem, ktery ovlada zakladni metody molekularni biologie, nevyZaduje
pro jeho implementaci zadné dalSi investice. Protokol Ize snadno pfizpusobit materialu,
se kterym pracuje testovaci laboratof a kapacité jejich zaméstnancli. Pro vypocet
prumérné ceny analyzy 1 vzorku jsme vychazeli z cen stanovenych pro rok 2020
dodavatelskymi spoleCnostmi.

Zakladni analyza

Izolace DNA (DNeasy blood and tissue kit, kat. C. 69506 Qiagen) - 75 K&
PCR mastermix (HotStarTaq Plus Master Mix Kit, kat. C. 203645, Qiagen) - 10 K&
Spotfebni material (plast, agardza, pufry) - 25 K&

Z&kladni cena celkem: 110 K¢&

RozSifena analyza (volitelné)

Izolace amplikonu z agardzy (odstredivé filtradni jednotky Ultrafree-DA kat. C. 42600,
MERCK) - 60 K&
Sekvenovani - 100 K¢ (SegMe s.r.o0.)

RozSifena analyza - cena celkem: 210 K¢&
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