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GENOGATUNKI KRETKOW BORRELIA BURGDORFERI WYKRYTE
NA TERENIE WOJEWODZTWA SLASKIEGO W LATACH 2010-2012

BORRELIA BURGDORFERI GENOSTRAINS DETECTED
IN THE SILESIAN VOIVODESHIP IN YEARS 2010-2012
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STRESZCZENIE

Celem niniejszej pracy byta ocena wystepowania genogatunkow kretkow Borrelia burgdorferi na terenie woje-
wodztwa $laskiego w latach 2010 — 2011 oraz w pierwszej potowie 2012 roku.

MATERIAL I METODY. Badano probki krwi osob uktutych przez kleszcze oraz kleszcze dostarczone do Woje-
wodzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej w Katowicach przez pacjentow. Materiat do badan przeanalizowano
pod katem obecnosci trzech genogatunkoéw Borrelia burgdorferi: Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia
afzelii oraz Borrelia garinii z wykorzystaniem metody real-time PCR.

WYNIKI. W badanych probkach wykazano obecno$¢ materiatu genetycznego dwoch genogatunkow Borrelia
burgdorferi tj. Borrelia burgdorferi sensu stricto i Borrelia afzelii. Nie stwierdzono obecno$ci materiatu gene-
tycznego Borrelia garinii.

WNIOSKI. Badania dotyczace wystepowania poszczegolnych genogatunkéw Borrelia burgdorferi maja duze
znaczenie przy ocenie ryzyka zakazenia kretkami mieszkancow wojewodztwa §laskiego i 0sob przebywajacych
tam okresowo.

SE.OWA KLUCZOWE: Borrelia burgdorferi, reakcja taricuchowa polimerazy, genogatunek, wojewddztwo Slgskie.

ABSTRACT

The aim of this study was to analyze Borrelia burgdorferi genostrains appearing in the Silesian voivodeship in
years 2010-2011 and the first half of 2012.

MATERIAL AND METHODS. The analysis was conducted on blood samples of persons bitten by ticks and ticks
provided to The Provincial Sanitary Epidemiological Station in Katowice from patients. The material was exa-
mined under the angle of three genostrains of Borrelia burgdorferi: Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia
afzelii and Borrelia garinii with using real-time PCR method.

RESULTS. It was shown that only two genostrains of Borrelia burgdorferi were detected in the nucleic acid
extracts from samples i.e.: Borrelia burgdorferi sensu stricto and Borrelia afzelii. Borrelia garinii wasn’t detected
in the nucleic acid extracts.

CONCLUSIONS. Study on the prevalence of individual Borrelia burgdorferi genostrains are important in asses-
sing the risk of infection spirochetes inhabitants of The Silesian province and persons staying there temporarily.

KEY WORDS: Borrelia burgdorferi, Polymerase Chain Reaction (PCR), genostrain, The Silesian voivodeship.
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WSTEP

Kretki Borrelia burgdorferi (B. burgdorferi) sg to
Gram-ujemne bakterie bedace czynnikiem etiologicz-
nym boreliozy z Lyme. Jest to choroba odzwierzeca
przenoszona przez kleszcze z rodzaju Ixodes (1, 2).
Zakazenia kretkami Borrelia spp. stanowig powazny
problem diagnostyczny, m. in. ze wzgledu na hetero-
gennos¢ antygenowa kretkow. Rutynowa diagnostyka
boreliozy oparta jest na zastosowaniu komercyjnych
testow serologicznych ELISA (z ang. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) 1 Western blot. Wigkszo$¢ z tych
testow wykorzystuje antygeny patogennych genoga-
tunkow Borrelia burgdorferi sensu lato tj. Borrelia
burgdorferi sensu stricto, Borrelia garinii (B. garinii),
Borrelia afzelii (B. afzelii) oraz ostatnio opisana Bor-
relia spielmanii (B. spielmanii) i Borrelia bavariensis
(B. bavariensis) (3,4).

Diagnostyka serologiczna boreliozy sprawia duze
trudnosci interpretacyjne, poniewaz odpowiedz immu-
nologiczna moze przebiega¢ odmiennie od typowego
schematu opisywanego w przypadku innych choréb
infekcyjnych. Gtéwne problemy, jakie napotykamy
w diagnostyce laboratoryjnej boreliozy, sa wynikiem
réznorodnych strategii zyciowych kretkdw B. burgdor-
feri, ktore sg zwigzane z ich zmienno$cig morfologiczng
w odpowiedzi na stres srodowiskowy, zmiennoscia
antygenowa begdaca wyrazem adaptacji do réznych
warunkow $rodowiskowych oraz wewnatrzkomorko-
wym przebywaniem i ukrywaniem si¢ w obszarach
immunologicznie uprzywilejowanych (5, 6).

Konsekwencjg trudnosci diagnostycznych zakazen
Borrelia spp. moze by¢ uzyskiwanie w laboratoriach
wynikow fatszywie dodatnich lub fatszywie ujemnych.
Wyniki falszywie dodatnie uzyskiwane sg w labora-
toriach bardzo czgsto w oparciu tylko o wynik testu
skriningowego ELISA, ktory jest testem nadczutym.
Wyniki pozytywne 1 watpliwe uzyskane testem ELISA
zawsze powinny by¢ potwierdzone metoda Western-blot
(7). Trudnosci diagnostyczne zakazen kretkami zwigza-
ne sg ze zbyt niskg swoistoscig testow diagnostycznych,
stabg korelacjg zastosowanych antygenow z genogatun-
kami wywolujacymi zakazenia oraz brakiem zwiazku
pomigdzy stezeniem przeciwcial a stanem klinicznym
pacjenta (6).

Reakcja tancuchowa polimerazy z analizg ilosci
produktu w czasie rzeczywistym (z ang. real-time
PCR) jest metoda diagnostyczna, majaca zastosowanie
w najwczesniejszym etapie zakazenia kretkami. Jest to
najczulsza ze znanych obecnie metod diagnostycznych,
ktora posiada szereg zalet, ale i wad (7). Dzieki niej
mozliwe jest wykrycie materialu genetycznego oraz
oznaczenie ilosci kopii genomowego DNA komorek
bakterii B. burgdorferi. Badanie metoda real-time PCR

pozwala na zdiagnozowanie infekcji juz w ciagu kilku-
nastu godzin od zakazenia, tj. na dtugo przed pojawie-
niem si¢ odpowiedzi immunologicznej organizmu, co
ma kluczowe znaczenie dla efektywnosci leczenia. Ma-
teriat do badan diagnostycznych w/w metoda stanowi:
krew petna, ptyn stawowy, ptyn mézgowo-rdzeniowy
(PMR) oraz bioptaty ze zmian skérnych (8). Metoda
real-time PCR wykorzystywana jest takze do wykry-
wania materiatu genetycznego kretkdw B. burgdorferi
wyizolowanego z kleszczy bedacych ich rezerwuarem.
Pozwala to na monitorowanie zasi¢gu wystepowania
geograficznego zakazonych kleszczy oraz korelujacych
z nim zakazen kretkami u pacjentéw (9).

Celem pracy byla ocena wystepowania krgtkow
Borrelia burgdorferi na terenie wojewodztwa §laskiego
w latach 2010-2011 oraz w pierwszej potowie 2012 roku
z uwzglednieniem genogatunku na podstawie badania
probek krwi pacjentéw i kleszczy. Analize przeprowa-
dzono na podstawie materiatu badawczego zleconego
do badania przez pacjentow.

MATERIAL | METODY

Badano na obecno$¢ materiatu genetycznego Borre-
lia spp. 46 probek krwi od pacjentéw oraz 63 kleszcze.
Badanie wykonano metoda real-time PCR. [zolowany
materiat genetyczny zbadano na obecnos¢ trzech geno-
gatunkow B. burgdorferi: Borrelia burgdorferi sensu
stricto, Borrelia afzelii oraz Borrelia garinii.

Probki do badan stanowity probki krwi pobrane na
EDTA oraz zywe kleszcze odpowiednio zabezpieczone
w probowkach lub kleszcze zalane roztworem 70%
alkoholu etylowego. Krew do badan zostata pobrana
w Wojewodzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej
w Katowicach od pacjentow, ktorzy zostali uktuci przez
kleszcza w ciagu ostatnich kilku dni lub podejrzewaja
u siebie boreliozg, ktorej nie potwierdzilty metody
serologiczne. Natomiast kleszcze zostaty dostarczone
do badan bezposrednio przez pacjentéw do Interdyscy-
plinarnej Pracowni Diagnostyki Molekularnej WSSE
w Katowicach.

Izolacja materialu genetycznego. Izolacje ma-
teriatu genetycznego z krwi oraz kleszczy przepro-
wadzono na zestawach kolumienkowych ,,High Pure
PCR Template Preparation Kit” (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany). Do izolacji materiatu genetycz-
nego z pelnej krwi pobranej na EDTA zastosowano
odpowiednia procedurg izolacji, zgodnie z zaleceniami
producenta zestawu. Natomiast do izolacji DNA bakterii
z kleszczy zastosowano protokot do izolacji materiatu
genetycznego z materiatu tkankowego. Kleszcze przed
inkubacja z buforem lizujgcym byty macerowane w pro-
boéwce. W obu protokotach izolacji zmodyfikowano
etap wyptukiwania DNA z kolumienek, minimalizujac
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objetos¢ buforu do elucji z 200 pl do 50 pl. Czynnosé
wyptukiwania DNA z kolumienki zostala powtoérzona
w celu uzyskania wiekszego stezenia DNA w izolacie.

Wykrywanie kretkéw Borrelia spp. Wykrywa-
nie kretkow Borrelia spp. przeprowadzono stosujac
termocykler LightCycler 2,0 firmy Roche. Reakcje
amplifikacji w czasie rzeczywistym przeprowadzono
z wykorzystaniem zestawu do wykrywania ,,LightMix
Kit for the detection of Borrelia spp.” (TIB MOLBIOL,
Berlin, Germany) oraz “LightCycler FastStart DNA
Master HybProbe” (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany). Reakcja amplifikacji byta oparta na przyta-
czeniu komplementarnych starteréw do specyficznego
fragmentu genomu Borrelia spp. o dhugosci 157 par
zasad. Natomiast do detekcji zastosowano wyzna-
kowane sondy hybrydyzujace HybProbe. Produkty
reakcji amplifikacji byly identyfikowane na podstawie
temperatury topnienia produktow (Tm) tj. Borrelia
burgdorferi sensu stricto — 62,4°C; Borrelia afzelii —
71,9°C; Borrelia garinii — 67,1°C. Reakcje detekcji
przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producentow
WW. zestawow.

WYNIKI

Lacznie zbadano 109 probek w kierunku wykrycia
obecnos$ci materiatu genetycznego Borrelia spp. meto-
da real-time PCR. W badanym materiale stwierdzono
obecno$¢ materiatu genetycznego Borrelia spp. w 12
izolatach, co stanowito 11% (tab. I).

Tabela I. Wyniki badania probek krwi i kleszezy w kierunku
obecnosci materialu genetycznego B. burgdorferi
metoda real-time PCR

The results of the samples blood and ticks examined
towards detecting the nucleic acid extract from B.
burgdorferi with use real-time PCR method

Table L.

. Liczha probek | Liczba prébek Liczba probek
Materiat badawczy badaEych dodatnich (%) ujemnypch (%)
Kleszcze 63 11(17,5) 52(82,5)
Krew 46 12,2 45(97,8)
Razem 109 12(11,0) 97 (89,0)

Sposréd 12 probek, ktore cechowaty sie loga-
rytmicznym przyrostem fluorescencji, 11 wynikow
pozytywnych uzyskano z materiatu wyizolowanego
z kleszczy, natomiast tylko 1 wynik pozytywny uzy-
skano z izolatu z krwi (ryc. I). Analiza wykazata, ze az
17,5% przebadanych kleszczy z terenu wojewddztwa
slaskiego jest rezerwuarem kretkdw Borrelia burgdor-
feri (tab. I).

W materiale genetycznym wyizolowanym z klesz-
czy stwierdzono obecno$¢ dwoch genogatunkow B.
burgdorferi: B. afzelii i B. burgdorferi sensu stricto,

z czego w 9 probkach wykryto B. afzelii, a w 2 prob-
kach wykryto B. burgdorferi sensu stricto. Natomiast
w badanych prébkach krwi wykryto obecnos¢ DNA
kretkdw B. burgdorferi sensu stricto (ryc. ). W zadnej
z probek nie stwierdzono obecnosci materiatu genetycz-
nego B. garinii i nie zaobserwowano koinfekcji dwoma
genogatunkami B. burgdorferi.

kleszcze krew

0O B. afzelii @ B. burgdorferi sensu stricto

Ryc.I.  Genogatunki B. burgdorferi wykryte na terenie
wojewodztwa $laskiego metoda real-time PCR
w latach 2010-2012

Fig. 1. B. burgdorferi genostrains appearing in the Silesian

voivodeship detected by real-time PCR method in
years 2010-2012

DYSKUSJA

Badanie wykazalo, Zze na terenie wojewodztwa
slaskiego wystepuja dwa genogatunki B. burgdorferi.
Jestto B. afzelii i B. burgdorferi sensu stricto, a genoga-
tunkiem dominujgcym jest B. afzelii. Uzyskany wynik
r6zni si¢ od wynikow badania z terenu Lubelszczyzny,
gdzie w latach 2005-2006 genogatunkiem dominujacym
byla B. burgdorferi sensu stricto (10).

Ponadto, stwierdzono, iz jest wigksze prawdopodo-
bienstwo wykrycia DNA B. burgdorferi wyizolowanego
z kleszczy niz z krwi pacjentdw. Przyczyna tego jest
zapewne fakt, iz obecnos¢ kretkow we krwi moze by¢
krotkotrwata, a ilo§¢ drobnoustrojow niewielka (11).
Jednak niestety wykrycie obecnosci DNA bakterii izo-
lowanych z kleszczy nie jest bezposrednim dowodem na
zakazenie kretkami uktutego przez nie cztowieka. Moze
$wiadczy¢ jedynie o tym, ze mogto doj$¢ do zakazenia,
ale na pewno go nie potwierdza. Jednak wynik ten moze
sugerowac odpowiednie leczenie w celu zminimalizo-
wania ryzyka rozwoju choroby.

Istotne jest roOwniez to, ze wykrycie materiatu
genetycznego kretkow Borrelia w krwi nie pozwala
na odr6znienie aktualnego zakazenia od przebytego
w przesztosci (11). Uzyskanie wyniku dodatniego
we krwi jest pomocne przy wdrozeniu leczenia odpo-
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wiednio wczesnie, jeszcze przed rozwojem choroby,
ktorej objawy moga by¢ wysoce niespecyficzne lub
jej przebieg moze by¢ skapoobjawowy. Zakazenie
konkretnym genogatunkiem jest skorelowane z wy-
stepowaniem specyficznych objawdéw chorobowych,
gdyz rézne patogenne genogatunki Borrelia determinuja
rézne powinowactwo do uktadow i narzadow. I tak B.
burgdorferi sensu stricto powoduje gldwnie zmiany
w uktadzie stawowym, natomiast B. afzelii jest przyczy-
ng wystepowania objawow dermatologicznych. Dlatego
tez, wiedza z tego zakresu moze ulatwi¢ i bardziej
uskuteczni¢ terapi¢ lekowa (12, 13). W uzyskanych
wynikach nie stwierdzono koinfekcji kilkoma genoga-
tunkami B. burgdorferi.

PODSUMOWANIE WYNIKOW I WNIOSKI

= Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono
w latach 2010-2012 wystepowanie dwoch geno-
gatunkoéw Borrelia spp. na terenie wojewodztwa
slaskiego.

= Znajomo$¢ czynnika etiologicznego boreliozy
1 jego rozprzestrzeniania moze by¢ wykorzystana
w zapobieganiu zakazeniu i szybkiemu wdrozeniu
skutecznego leczenia.
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