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Zbadano 40 kleszczy, w tym 30 z gatunku Ixodes ricinus i 10 Dermacentor
reticulatus, w kierunku zakazenia Borrelia burgdorferi, stosujac réwnolegle od-
czyn immunofluorescencji posredniej (IF) i test tancuchowej reakcji polime-
razy (PCR). Obecnos¢ DNA (16S rDNA) B. burgdorferi wykryto w materiale
z 10 kleszczy Ixodes ricinus. Okreslono czuto$¢ PCR i stwierdzono, ze w stosowa-
nych przez nas warunkach reakcji mozna wykry¢ DNA z 50 komorek B. burgdor-
feri w zawiesinie i 100 w materiale izolowanym z kleszcza. Fluorescencje (IF)
obserwowano w 32 probkach pochodzacych od 22 kleszczy I. ricinus i 10 D.
reticulatus, zaréwno z surowicg odpornosciowg jak i z surowicg cztowieka zdro-
wego (bez przeciwciat dla B. burgdorferi). Ze wzgledu na bardzo matg swoisto$¢
IF nie powinnien by¢ stosowany w badaniach nad rozprzestrzenieniem kleszczy
zakazonych B. burgdorferi.

Od czasu wykrycia i opisania po raz pierwszy kretkow Borrelia burgdorferi
w kleszczach Ixodes dammini (1, 6) prowadzone sg intensywne badania majgce na
celu miedzy innymi okreSlenie czestosci wystepowania kleszczy zakazonych tymi
drobnoustrojami w réznych rejonach $wiata (4, 5). Réwniez w Polsce w kilku osrod-
kach naukowych prowadzi sie badania na ten temat. Ich wyniki wskazujg, ze odsetek
zakazonych B. burgdorferi kleszczy waha sie od 0,77% (8) do 58,6% (3). Stwierdzane
przez roznych autoréw roznice w ocenie stopnia zakazenia sg prawdopodobnie zwia-
zane z jednej strony z rejonem kraju, z ktérego pochodzity badane kleszcze, z drugiej
strony wynika¢ moga z postugiwania sie odmiennymi metodami do wykrywania
kretkbw. W badaniach, w ktérych uzyskiwano najwyzszy odsetek zakazonych klesz-
czy stosowano metode immunofluorescencji posredniej (2, 3, 9, 10), a najmniejsza
liczbe wykrywano testem tafcuchowej reakcji polimerazy PCR (8).

W zwigzku z tym podjeliSmy probe poréwnania czutosci i swoistosci tych dwoch
testdow w wykrywaniu kretkdw B. burgdorferi w materiale pochodzacym z kleszczy.

* Badania finansowane z grantu KBN nr 660259203
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MATERIAL | METODY

Material do badan stanowito 40 kleszczy odtowionych z roslin lub zdjetych ze
skory ludzi i zwierzat. Nalezaly one do gatunku Ixodes ricinus i Dermacentor reticu-
latus. Kazdego kleszcza dzielono wzdtuz na dwie czesci, z ktérych kazda stanowita
materiat do dalszych, prowadzonych réwnolegle badan.

Test immunofluorescencji posredniej. W badaniu jako antygen stosowano materiat
ze zhomogenizowanego kleszcza. Po naniesieniu na szkietko podstawowe, wysuszeniu
i utrwaleniu w acetonie, inkubowano go z ludzka surowicg zawierajgcg przeciwciata
dla B. burgdorferi, a nastepnie z immunosurowicg przeciw ludzkim immunoglobuli-
nom, znakowang izotiocyjanianem fluoresceiny (DAKO, Dania). Jako kontrole swo-
istosci reakcji przeprowadzano rownolegle inkubacje materiatu z kazdego badanego
kleszcza z ludzkg surowicg normalng, nie zawierajgcg przeciwciat dla B. burgdorferi.

Test tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) (11). DNA z badanego materiatu
izolowano w $rodowisku zasadowym stosujgc substancje chelatujgce (Chelex R 100).
Badane prébki gotowano przez 20 min w 20% roztworze tego odczynnika. Reakcje
tancuchowg polimerazy przeprowadzano w 5 u\ otrzymanego ekstraktu dodajgc po
5 pmol odpowiednich starteréw, 100 mM dATP, dCTP, dCTP, dGTP i dTTP
(Behringer Mannheim Biochemicals), 3 /il MgCI2i 5 /il buforu Taqg (Perkin Elmer) oraz
0,7 U Ampli Taq polimerazy (Perkin Elmer). Do kazdej serii badan wiaczano kontrole
ujemng i dodatnig. Reakcje amplifikacji przeprowadzano w nastepujacych warunkach:
30 cykli zdenaturacja DNA w 95°C przez 30 sekund, przytaczeniem starteréw w 55°C
przez 30 sekund i wydtuzeniem w 72°C przez 60 sekund. Poszukiwano fragmentu DNA
B. burgdorferi kodujacego 16S rRNA. Produkt amplifikacji uwidaczniano po 30 minuto-
wym rozdziale elektroforetycznym w 1% zelu agarozowym, stosujgc prad o napieciu
100 V. Do kazdej serii badan wiaczano odpowiednie kontrole ujemne i dodatnig.

Hodowla B. burgdorferi. Szczep B19 izolowany w Szwecji otrzymano od prof.
Marty Granditrom ze szpitala Karolinska w Sztokholmie. Hodowle prowadzono
w podtozu BSK (Sigma) wzbogaconym surowicg krélika. Plastykowe naczynia o po-
jemnosci 25 ml ze szczelnie zakrecanym korkiem napetniano 20 ml podtoza i po
dodaniu 0,1 ml zawiesiny bakterii inkubowano w 30°C do chwili zmiany barwy
podioza z czerwonej na tososiows, tj. okoto 5-7 dni. Hodowle wirowano, zbierano
osad i przemywano w fizjologiczym roztworze soli. Gesto$¢ zawiesiny bakterii okres-
lano liczac komorki bakteryjne w komorze Thoma.

WYNIKI | ICH OMOWIENIE

Wykrycie kretkow Borrelia burgdorferi przy pomocy odczynu immunofluorescencji
posredniej (EF). Zbadano 30 kleszczy nalezgcych do gatunku Ixodes ricinus i 10 ga-
tunku Dermacentor reticulatus. Wynik dodatni uzyskano z materiatem pochodzgcym
z 32 kleszczy nalezacych do obu gatunkéw. Jednoczes$nie obserwowano dodatnig
reakcje surowicy ludzkiej nie zawierajacej przeciwciat dla B. burgdorferi z materiatem
z 30 Kleszczy (tab. I).

W obrazie mikroskopowym obserwowano silnie fluoryzujgce bezpostaciowe masy
oraz formy morfologicznie przypominajace grzybnie i nitkowate elementy, ktdre
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Tabela I. Poréwnanie wynikéw testu IF i PCR wykrywajacych zakazenie
B. burgdorferi w kleszczach.

* w sktad tej grupy wchodzito 10 prébek pochodzacych z kleszczy D. reticulatus

mogly byé uznane za kretki (rye. 1). Jednak wszystkie te struktury byty obecne
zarbwno w preparatach inkubowanych z surowicg zawierajagcg przeciwciata dla
B. burgdorferi jak i z ujemng surowicg kontrolng.

Wykrycie DNA B. burgdorferi metodg PCR. Czuto$¢ testu PCR okreslono bada-
jac kolejne rozcienczenia zawiesiny komérek B. burgdorferi. Stwierdzono, ze w wyzej
podanych warunkach przeprowadzania poszczegdlnych etapow reakcji amplifikacji,
wykrywano DNA w prébkach zawierajgcych 50 komoérek bakteryjnych (ryc. 2).
Po dodaniu do badanego materiatu ekstraktu z kleszcza, w ktérym wczesniej nie
stwierdzono obecnosci B. burgdorferi, produkt amplifikacji mozna byto wykryé
w prébkach zawierajacych nie mniej niz 100 komérek bakteryjnych.

Z 40 zbadanych kleszczy materiat genetyczny B. burgdorferi wykryto w 10 klesz-
czach nalezacych do gatunku 1. ricinus.

Dostepne obecnie metody wykrywania zakazenia kretkami B. burgdorferi stwa-
rzajag wiele probleméw, zaréwno w rutynowej diagnostyce dla celdw klinicznych
jak i w badaniach epidemiologicznych. Jak wiadomo, podstawg stwierdzenia zaka-
zenia jest izolacja czynnika etiologicznego. Jednak w przypadku B. burgdorferi takie
postepowanie nie jest praktycznie mozliwe. Bez wzgledu na rodzaj badanej probki,
hodowla z niej kretkéw rzadko konczy sie powodzeniem. Z materiatu klinicz-
nego, pochodzacego od ludzi z objawami boreliozy z Lyme najczesciej izolowane sg
bakterie z wycinkow skory objetych rumieniem wedrujgcym (ok. 70% wyhodowan);
natomiast w przypadku neuroboreliozy czy zmian stawowych powstatych na tle tego
zakazenia czesto$¢ izolacji czynnika etiologicznego spada do 10-20% (7). Z tych
samych powodow, nie stosuje sie rowniez metody hodowli w badaniach epidemiolo-
gicznych dotyczgcych rozprzestrzenienia wektora B. burgdorferi, jakim sg zakazone
nimi kleszcze I. ricinus. W takich przypadkach najczesciej wykorzystywano immuno-
logiczne metody barwienia preparatu bezposredniego sporzadzonego z badanego
kleszcza. Test immunofluorescencji posredniej lub bezposredniej z uzyciem swoistych
przeciwciat poli- lub monoklonalnych pozwala na wykrycie bakterii w materiale
tkankowym. Zastosowanie pierwszych z wymienionych przeciwciat moze jednak
indukowaé Swiecenie w wyniku nieswoiscie przebiegajgcych reakcji, natomiast uzy-
cie przeciwciat monoklonalnych wigza¢ sie moze z otrzymaniem fatszywie ujem-
nych wynikow. Stosujac ten test diagnostyczny oraz wykrywajgc kretki w preparacie
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Rye. 1 Odczyn immunofluorescencji po inkubacji materiatu pochodzgcego (a) z kleszcza Ixodes ricinus
i (b) Dermacentor reticulatus z surowicg nie zawierajacg przeciwciat dla Borrelia burgdorferi



Nr 3 Zastosowanie immunofluorescencji posredniej i PCR 243

Ryc. 2. Elektroforeza w Zzelu agarozowym produktéw amplifikacji (PCR); $ciezka 1i 20

- wzorzec fragmentéow DNA zawierajagcych od 79 do 1057 pb (par zasad); 2 - zawiesina

hodowli zawierajagca 50 komérek B. burgdorferi; 3 - zawiesina hodowli zawierajgca

100 komérek bakteryjnych; 4 - zawiesina hodowli zawierajgca 100 komorek bakteryjnych
i 51\ ekstraktu z kleszcza; 5-19 kleszcze badane

mikroskopowym nalezy bra¢ pod uwage takze zmiany charakterystycznej morfologii
tych bakterii powstale podczas przygotowywania preparatu, szczeg6lnie w trakcie
jego utrwalania i wowczas widoczne liczne artefakty dodatkowo utrudniajg wtasciwg
interpretacje wynikoéw.

W ostatnich latach do badan kretkéw B. burgdorferi wprowadzono metody bio-
logii molekularnej, w tym, w celu wykrycia zakazen test PCR. Stosowane sg rézne
uktady wykrywajace fragmenty DNA genéw kodujacych np. flageling, biatko A bto-
ny zewnetrznej lub 16S rRNA. Nie stwierdzono nieswoistych produktéw amplifikacji
w ukladzie wykrywajagcym 16S rDNA, ktore moga wystepowac przy amplifikacji
innych fragmentéw DNA. Ro6zna zawartos¢ DNA i wilasciwosci fizyczne badanej
prébki wymagaja jednak indywidualnego traktowania kazdego rodzaju materiatu,
tak aby otrzymac wystarczajacg ilos¢ matrycowego-DNA, wolnego jednoczes$nie od
inhibitorow (11).

Trudnosci w hodowli kretkéw B. burgdorferi sa rowniez przyczyng braku wia-
Sciwej oceny czutosci i swoistosci stosowanych metod. Z tego powodu 0 swoistosci
dodatnich wynikéw mozna wnioskowac jedynie posrednio. Otrzymane przez nas
wyniki badan przeprowadzonych metodg PCR sg zgodne z obserwacjami innych
badaczy stwierdzajacymi, ze wektorem B. burgdorferi sg jedynie kleszcze z rodzaju
Ixodes (1, 4, 5, 6). Stosujac test IF obserwowalismy fluorescencje w materiale
pochodzacym z kleszczy D. reticulatus, w ktorych to zakazenie nie wystepuje, jak
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réwniez dodatnig reakcje badanego materiatu z surowica zdrowego cztowieka. Test
IF zastosowany do wykrywania zakazenia w kleszczach wykazywat reakcje nieswoiste
w wiekszosci badanych prébek (tab. ). W badanym materiale fluorescencja widoczna
byta w 30 probkach inkubowanych z surowicg nie zawierajaca przeciwciat dla
B. burgdorferi i 29 z surowicg odpornosciowa.

Ze wzgledu na wysoka nieswoisto$¢ reakcji w odczynie IF pordwnanie wynikdw
badan przeprowadzonych réwnolegle metoda IF i PCR jest niemozliwe i wydaje sie,
ze reakcja immunofluorescencji nie moze by¢ stosowana do wykrywania antygenow
w tego rodzaju materiale.
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THE COMPARISON OF INDIRECT IMMUNOFLUORESCENCE ASSAY
AND POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)
FOR DETECTION OF BORRELIA BURGDORFERIIN TICKS

SUMMARY

Materia] samples from 40 ticks, including 30 Ixodes ricinus and 10 Dermacenlor reticulatus ticks
were tested for presence of Borrelia burgdorferi infection with indirect immunofluorescence assay (IF)
and polymerase chain reaction (PCR). Sensitivity of PCR in terms of minimum detectable number of
in vitro cultivated spirochetes was a reproducible amplification when 50 spirochetes were added to the
PCR mixture. The assay sensitivity was lower for B. burgdorferi in ticks and it was estimated on
minimum 100 bacterial cells. B. burgdorferi DNA (16S rDNA) has been found in 10 I. ricinus ticks.
Immunofiuores cence has been observed in 32 samples derived from 22 /. ricinus and 10 D. reticulatus
ticks both incubated with immune serum for B. burgdorferi as well as with normal serum. Our results
indicate that due to very low specificity IF is not a usefull method for testing of tick material.
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