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STRESZCZENIE

WSTEP. Leptospiroza i gorgczka Q sa to choroby odzwierzece majace zasieg globalny. Wywotuja je rézne gatunki
bakterii z rodzaju Leptospira oraz Coxiella burnetii.

CELPRACY. Celemniniejszej pracy bylo okreslenie czestosci wystepowania zakazen Leptospiraspp.iC. burnetiiuludzi
w powiecie radomskim, ktorzy ze wzgledu na wykonywana prace sa narazeni na kontakt ze zwierzetami beda-
cymi rezerwuarem wyzej wymienionych bakterii lub przebywaja w srodowisku potencjalnie zanieczyszczonym
tymi bakteriami.

MATERIAL I METODY. Zbadano acznie 177 probek krwi: 134 probki krwi pochodzace od lekarzy weterynarii,
hodowcow bydta oraz pracownikow zaktadu gospodarki komunalnej zajmujacych si¢ wywozem $mieci. Grupe
kontrolng stanowity 43 probki krwi pochodzace od krwiodawcow. Do wykrywania swoistych przeciwciat dla
Leptospira spp. klasy IgM i IgG zastosowano metode immunoenzymatyczng - ELISA, a do wykrywania swo-
istych przeciwciat dla C. burnetii klasy IgG zastosowano metod¢ immunofluorescencji posredniej (IFA). DNA
Leptospira sp. i C. burnetii wykrywano metodg PCR, stosujac odpowiednie pary starterow.

WYNIKI. Swoiste przeciwciata klasy IgG dla antygenow C. burnetii fazy Il wykryto w surowicy krwi u 4,4
% hodowcow i lekarzy weterynarii oraz u 12% pracownikéw gospodarki komunalnej. U krwiodawcow prze-
ciwciat nie stwierdzono. Przeciwciata dla Leptospira spp. obecne byly w surowicy krwi u 23.6 % hodowcow
i weterynarzy, u 26,2 % pracownikoéw gospodarki komunalnej oraz 14% dawcow krwi. DNA C. burnetii wykryto
w jednej probee pochodzacej od weterynarza (1,1%). Przeciwciat w niej nie stwierdzono. DNA Leptospira spp.
w badanym materiale nie wykryto. U hodowcow zwierzat (§win i bydta), weterynarzy oraz pracownikow zaktadu
oczyszczania miasta zajmujacych sie usuwaniem nieczystosci statych, wykazano czestsza obecnos¢ przeciwciat
dla antygenow Leptospira spp. oraz C. burnetii w stosunku do grupy kontrolnej (krwiodawcy).

WNIOSKI. Oprocz hodowcow zwierzat (§win i bydta), weterynarzy, rowniez pracownikow zaktadéw oczysz-
czania miasta zajmujacych si¢ wywozem nieczystosci statych, nalezy zaliczy¢ do grupy zwigkszonego ryzyka
zachorowania na leptospiroze i goraczke Q.

Zarowno leptospiroza jak i goraczka Q powinny by¢ brane pod uwage w diagnostyce roznicowej, w przypadku
0s6b z objawami grypopodobnymi majacych kontakt ze zwierzetami lub materiatami pochodzenia zwierzecego.

SEOWA KLUCZOWE: Leptospira spp., leptospiroza, Coxiella burnetii, gorqczka Q, zakazenia

ABSTRACT

INTRODUCTION. Leptospirosis and Q fever are a zoonotic diseases with global occurring.
OBJECTIVES. The aim of this study was to determine the prevalence of Leptospira spp. and C. burnetii in
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humans, who have contacts with infected animals or are exposed to an environment potentially contaminated
with these bacteria.

MATERIAL AND METHODS. Blood serum samples originating from 177 veterinarians and farmers and 134
garbage collectors (blood samples) were examined. Control group consisted 43 blood samples derived from blood
donors. For the detection of specific [gM and IgG antibodies of Leptospira spp., enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) was used. Indirect immunofluorescence method (IFA) was used for detection of specific IgG
C. burnetii antibodies. DNA of Leptospira spp. and C. burnetii was detected by PCR method with appropriate
pairs of primers.

RESULTS. Specific IgG C. burnetii antibodies of phase Il were detected in sera of 4.4% of the farmers and vete-
rinarians, and in 12% of garbage men. Antibodies in blood donors was not found. Antibodies of Leptospira spp.
were present in the serum of 23.6% of farmers and veterinarians, 26.2% of garbage men and 14% of blood donors.
C. burnetii DNA was detected in one sample derived from the veterinarian (1.1%). Leptospira spp. DNA was not
detected in tested material. Blood samples from farmers, veterinarians and garbage collectors showed the higher
prevalence of antibodies of Leptospira spp. and C. burnetii as compared to the control group (blood donors).
CONCLUSIONS. Beside farmers and veterinarians, garbage collectors should be consider as high risk group of
contracting leptospirosis and Q fever. Both leptospirosis as well as Q fever should be considered in the differential

diagnosis in humans with animals and animals’ material contact when they reveal flu-like symptoms.

KEY WORDS: Leptospira spp., Coxiella burnetii infections, leptospirosis, Q fever

WSTEP

Leptospiroza i goraczka Q wystepujace na calym
swiecie choroby odzwierzece s3 wywolywane przez
rézne gatunki bakterii z rodzaju Leptospira oraz Co-
xiella burnetii. Rezerwuarem tych drobnoustrojow sa
miedzy innymi zwierzeta hodowlane i w zwigzku z tym
hodowcy, np. $win i bydta naleza do grupy zwigkszo-
nego ryzyka zakazenia.

Leptospira spp. sa to Gram-ujemne, bezwzglednie
tlenowe kretki. Gatunkiem wysoce patogennym jest
Leptospira interrogans w obrebie, ktdérego wyrdznia
si¢ okoto 200 serotypow, a takze Leptospira kirschneri,
Leptospira santarosai, Leptospira weilii, Leptospira
alexanderi, Leptospira borgpetersenii, oraz Leptospi-
ra noguchii. Bakterie te wywotuja zachorowanie na
leptospiroze, zarowno zwierzat dzikich i domowych
jak i ludzi. Podstawowym rezerwuarem tych bakterii
i zrodtem zakazenia ludzi sg szczury i inne gryzonie.
Leptospira spp. wydalana jest z moczem, dlatego gtow-
nym nosnikiem zakazenia sg woda i gleba oraz rosliny
zanieczyszczone moczem zakazonych zwierzat (1).

U zwierzat, zakazenie Leptospira spp. zwykle prze-
biega bezobjawowo, jednak zwierzgta niewykazujace
zadnych objawow chorobowych moga wydala¢ bak-
terie z moczem. Do zakazenia ludzi dochodzi poprzez
uszkodzong skore, btony sluzowe, spojowki, inhalacje
lub przez spozycie bakterii, rzadziej przez ugryzienie
przez zakazone zwierz¢. Z czlowieka na cztowieka
zakazenie moze si¢ przenosi¢ przez tozysko, mleko
matki lub kontakty seksualne.

Do grupy ludzi o zwigkszonym ryzyku zachorowa-
nia na leptospiroze naleza: hodowcy zwierzat (Swin,

kéz, owiec, bydta), pracownicy rzezni, weterynarze,
rolnicy, gornicy, ogrodnicy, pracownicy gospodarki
komunalnej, rybacy oraz osoby zwigzane ze sportami
wodnymi i ekstremalnymi (2).

W Polsce, w 2010 roku zbadano 7112 surowic
pobranych od §win pochodzacych ze wszystkich 16
wojewodztw. Zbadano je metoda ELISA uzyskujac 73
(1,02%) wyniki dodatnie, 85 (1,20%) wynikow watpli-
wie dodatnich oraz 6954 wynikow ujemnych. Stosujac
test aglutynacji mikroskopowej (MAT) stwierdzono
wynik dodatni w 64 (0,9 %) surowicach (3). Natomiast
w 2011 roku, wyniki badan dotyczace rozpowszech-
nienia zakazen Leptospira spp. wsrdd koz w Polsce
wykazaty, ze w 49 zbadanych stadach przeciwciata
dla Leptospira spp. stwierdzono u 89,8% koz, w tym
u 40,3% koéz wykryte miana przeciwciat byly wyso-
kie (> 400). Sugerowato to $wieze zakazenie, chociaz
zwierzgta nie wykazywaly zadnych objawow choroby.

W zwigzku z tymi doniesieniami, obecnos¢ Lepto-
spira spp. wsrdd zwierzat w Polsce zostata potwierdzo-
na, a prawdopodobienstwo, ze osoby majace kontakt ze
zwierzgtami mogg by¢ zakazone Leptospira spp. jest
bardzo duze i wymaga dalszych badan.

Goraczka Q jest zoonozg wywotywang przez
C. burnetii, ktorej rezerwuarem sg mi¢dzy innymi
zwierzeta hodowlane, takie jak: bydlo, owce, kozy
(przezuwacze — glowne zrodlo zakazen u ludzi) oraz
zwierzgta domowe: psy 1 koty. Choroba ta moze by¢
przenoszona takze przez kleszcze. Do zakazenia do-
chodzi poprzez kontakt z kalem, moczem, mlekiem,
wodami plodowymi oraz mi¢gsem i wetng zakazonych
zwierzat. Zakazenie nastepuje gtownie drogg wziewna,
moze réwniez nastapi¢ droga pokarmowa lub przez
przerwanie ciggtosci tkanek (4).
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Grupy os6b zawodowo narazonych na zakazenie
to: hodowcy bydla, owiec i koéz, pracownicy rzezni,
mleczarni, przetwdrni migsa, personel weterynaryjny,
pracownicy garbarni oraz zwigzani z handlem skérami.

W Polsce w 2005 r. zbadano w kierunku goraczki Q
surowice 98 kéz, pochodzacych z jednego stada, u kto-
rych wystapity przedwczesne porody lub obumarcia
ptodéw. Wykazano, ze 79,6% badanych prébek byto
serologicznie dodatnich w wysokich mianach. Swiadczy
to o wrazliwosci tych zwierzat na zakazenia C. burnetii
oraz o mozliwosci szerzenia si¢ zakazenia wsrdd ludzi
kontaktujacych si¢ z tymi zwierzetami lub przebywaja-
cych w ich otoczeniu (5).

Pierwsze ognisko goraczki Q w Polsce wykryto
w 1956 r. w Owczarach koto Gorlic (poludniowo-
-wschodnia Polska). W kwietniu 1 maju podejrzenie
zakazenia stwierdzono u 63 osob, a w 35 przypadkach
rozpoznanie potwierdzono badaniem serologicznym.
Dochodzenie epidemiologiczne wykazato, ze zrodlem
zakazenia byty owce ze stada importowanego z Rumunii
(10). Od 1956 1. do 2010 1. opisano w Polsce kilkanascie
ognisk goraczki Q wsrod ludzi (6-9). Obserwowane
byty dwa zrodta ognisk goraczki Q: import zakazonych
zwierzat lub ich produktow i1 zakazenia rodzime. Bada-
nia przeprowadzone w kolejnych ogniskach wskazuja,
ze glownym zrddlem zakazenia ludzi jest bydto.

Celem niniejszej pracy jest okreslenie czestosci wy-
stepowania zakazen Leptospira spp. i C. burnetii u ludzi,
ktorzy ze wzgledu na wykonywang prace sa narazeni
na kontakt ze zwierzgtami bedacymi rezerwuarem tych
bakterii, badz przebywaja w $rodowisku potencjalnie
zanieczyszczonym tymi drobnoustrojami.

MATERIAL | METODY

Materiatem badanym byty probki krwi pobrane
od lekarzy weterynarii, hodowcow bydta z powiatu
radomskiego oraz pracownikéw zakladu gospodarki
komunalnej zajmujgcych si¢ wywozem nieczystosci
statych na terenie Radomia. Jako grupe kontrolng zba-
dano probki krwi pochodzace od krwiodawcow z tego
samego terenu.

BADANIA SEROLOGICZNE

1. Wykrywanie swoistych przeciwcial dla C. burnetii
klasy IgG wykonano metoda IFA stosujac zestaw
Coxiella burnetii I+II IFA IgG/IgM/IgA firmy
VIRCELL Microbiologists (Hiszpania). Antyge-
nem diagnostycznym byt szczep Nine Mile, ATCC
616-VR C. burnetii. Badanie wykonywano zgodnie
z procedurg podang przez producenta.

Miano przeciwciat klasy IgG z antygenami fazy 1111
> 64 przyjmowano jako wynik dodatni.

2. Wykrywanie swoistych przeciwcial dla Leptospira
spp. klasy IgM i IgG wykonano metodg immuno-
enzymatyczng, stosujac zestawy SERION ELISA
classic Leptospira IgM i IgG (Institut Virion/Serion
GmbH, Niemcy), ktére wykonywano zgodnie z pro-
cedurg podang przez producenta.

Poziomy przeciwciat klasy IgM > 20 U/ml i klasy
IgG > 9 U/ml przyjmowano jako wynik dodatni.

WYKRYWANIE DNA LEPTOSPIRA SPP.
I C. BURNETII METODA PCR

Bakteryjne DNA izolowano z krwi badanych osob,
stosujac zestawy do izolacji DNA - QIlAamp Tissue kit
(QIAGEN Gmbh, Hilden, Niemcy), zgodnie z proce-
durg producenta. Probki DNA byty przechowywane
w temperaturze -20°C do czasu wykonania oznaczenia.
Wyizolowane DNA uzyto do wykrycia materiatu gene-
tycznego C. burnetii stosujac startery COX-F (5°- GTC
TTAAGG TGG GCT GCGTG-3")1 COX-R (5°-CCC
CGA ATC TCATTG ATC AGC -3’) komplementarne
do genu transpozonu Is1111a.

Do wykrywania materiatu genetycznego Leptospira
spp. zastosowano startery G-1 (5’- CTG AAT CGC
TGT ATA AAA GT -3’) 1 G-2 (5’- GGA AAA CAA
ATG GTC GGA AG -3’), ktore umozliwiajag amplifi-
kacje DNA patogennych szczepow: L. interrogans, L.
borgpetersenii, L. weillii, L. noguchii, L. santarosai i L.
meyeri (11,12). Koncowa objetos¢ mieszaniny reak-
cyjnej wynosita 50 pl i zawierata 10 mM Tris-HCI, 50
mM KCI, 2,5 mM MgCI2, 200 uM dNTP (dATP, dTTP,
dCTP i dGTP), 50 pmol kazdego starterai 1.5 U Gold
Taq DNA polimerazy (Perkin-Elmer Cetus, USA). Do
kazdej mieszaniny reakcyjnej dodano 5 ul DNA. Kon-
trolg dodatnig byta probka DNA L. interrogans (serowar
M-84) oraz C. burnetii (szczep Henzerling) a kontrola
negatywna byta woda.

Warunki reakcji byly nastepujace: 5 min wstep-
nej denaturacji w 95°C, 40 cykli (denaturacja -1 min
w 95°C, przylaczanie starterow -1min w 55°C, wy-
dluzanie — Imin w 72°C) oraz koncowe wydtuzanie 3
min w 72°C. PCR przeprowadzono w termocyklerze
(Eppendorf AG, Niemcy).

WYNIKI

Zbadano 177 probek krwi pochodzacych od: ho-
dowcow bydta i lekarzy weterynarii (92 probki), od
pracownikow gospodarki komunalnej, zajmujacych
si¢ usuwaniem nieczystosci statych (42 probki) oraz od
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Ryc.1.  Wystepowanie przeciwciat dla Leptospira sp. 1 Coxiella burnetii w surowicy krwi ludzi z wybranych grup zawo-
dowych w powiecie radomskim
Fig.1.  The presence Leptospira sp. and Coxiella burnetii serum antibodies in humans of various professions in the district

of Radom

dawcow krwi stanowigcych grupe kontrolna (43 prob-
ki). Wszyscy badani pochodzili z powiatu radomskiego.

Swoiste przeciwciata klasy IgG dla antygenow C.
burnetii fazy 11 wykryto w surowicy krwi u 4,4 % ho-
dowcow i lekarzy weterynarii oraz u 12% pracownikow
gospodarki komunalnej. U krwiodawcoéw przeciwcial
nie stwierdzono. Wykryte miana przeciwcial wynosity:
u hodowcow i lekarzy weterynarii 64-128; a u pracow-
nikow gospodarki komunalnej — 64-256.

Przeciwciata dla Leptospira spp. obecne byly
w surowicy krwi u 23.6 % hodowcow i weterynarzy,
u 26,2 % pracownikow gospodarki komunalnej oraz
14% dawcow krwi (ryc.1). Swoiste przeciwciata kla-
sy IgM, wskazujace na trwajace zakazenie, wykryto
u 16.3 % pracownikéw gospodarki komunalnej i u 9.3
% krwiodawcow.

Z probek krwi wyizolowano DNA i zbadano metodg
PCR w kierunku obecnosci zakazenia Coxiella burnetii
i Leptospira sp. DNA C. burnetii wykryto w jednej
probece pochodzacej od lekarza weterynarii (1,1%).
Przeciwcial w niej nie stwierdzono. DNA Leptospira
spp. w badanym materiale nie wykryto.

DYSKUSJA

Leptospiroza w Polsce jest rzadko rozpoznawana
i diagnozowana. Zwykle rozpoznawane sa ci¢zkie
zachorowania wymagajace hospitalizacji. Definicja
przypadku leptospirozy u cztowieka w krajach Unii
Europejskiej opiera si¢ na zgodnosci objawow z opi-
sem klinicznym oraz na dodatnich wynikach badan
laboratoryjnych. W Polsce natomiast, mimo ze choroba

ta podlega obowiagzkowi zgltaszania i rejestracji, zapro-
ponowana definicja przypadku opiera si¢ wyltacznie na
rozpoznaniu klinicznym (13,14). Od 2004 r. opisano
w Polsce tylko pojedyncze przypadki zachorowan.

Metodami stosowanymi w diagnostyce laboratoryj-
nej leptospirozy sa: posiew bezposredni moczu oraz test
aglutynacji mikroskopowej (MAT), test immunoenzyma-
tyczny ELISA, test immunofluorescencyjny (IFA) a takze
PCR. Zaréwno metoda hodowli jak réwniez MAT sg
pracochtonne i wymagaja dtuzszego czasu do uzyskania
wyniku. Identyfikacja gatunkow Leptospira przy zasto-
sowaniu MAT wymaga statego utrzymywania hodowli
wielu szczepow, reprezentujacych rézne serotypy po-
szczegodlnych gatunkow tych bakterii, a ponadto stwarza
trudnos$ci interpretacyjne przy jednokrotnym badaniu
surowic. Wskazane w zwigzku z tym jest kilkukrotne
badanie materialu pacjenta i monitorowanie dynamiki
przeciwciat (12). ELISA jest metoda znacznie szybsza.
Jednocze$nie, badania poréwnujgce wyniki uzyskane
metoda MAT i ELISA wykazaty, ze 90% dodatnich
probek badanych metodg MAT byto rowniez dodatnich
w klasie [gM w odczynie ELISA, a 82% ujemnych pro-
bek w MAT bylo takze ujemnych w tescie IgM ELISA.
Zgodnos¢ dodatnich wynikow uzyskanych metoda [gM
ELISAiPCR wynosita 61%. Porownujac testy komercyj-
ne ELISA réznych producentow mozna powiedzie¢, ze
czuto$¢ testow jest podobna, przy niewielkich roznicach
ich swoistosci (15). Nalezy rozwazy¢ mozliwo$¢ zastoso-
wania testu ELISA jako szybkiej metody do identyfikacji
zakazen Leptospira spp.

W Polsce podobnie jak w Europie, goragczka Q
wystepuje gtownie w postaci ognisk, chociaz zdarzaja
si¢ takze sporadyczne przypadki zachorowan. Naj-
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wicksze ognisko gorgczki Q w Polsce miato miejsce
w potudniowej Wielkopolsce, gdzie wsrod 4214 osob
badanych, 34,4% byto seropozytywnych. Od 1988 do
1991 roku, w centralnej czesci tego regionu, przeciw-
ciata dla C. burnetii wykryto u 22,7% sposrod 6396
zbadanych. W nastepnych latach, odsetek ten wahat
sie od 16,6% do 34,7% (8,16). W 1992 r. epidemig go-
raczki Q wykryto u 25 osdb na farmie w Legnicy, gdzie
zrodtem zakazenia byto bydto oraz u 18 oséb bedacych
pracownikami garbarni skor w Myslenicach, majacych
kontakt z importowanymi skérami dzikich zwierzat.
Istnieja réwniez sporadyczne przypadki zachorowan na
goraczke Q w rdznych regionach Polski, u osob, ktore
wykonywaty sezonowe prace poza granicami kraju
(9). Na podstawie badan przeprowadzonych 2003 r.
stwierdzono obecno$¢ przeciwciat dla antygendéw C.
burnetii u rolnikdw we wschodniej Polsce. Uzyskane
wyniki moga sugerowac, ze badany obszar mogt by¢
w przesztosci regionem epidemii goraczki Q lub ze
przeciwciata wystepujg przede wszystkim u aktywnych
zawodowo rolnikodw poniewaz nie wykryto przeciwciat
u mtodych i starszych rolnikow (17). W 2006 roku
opisano przypadek 55 letniego me¢zczyzny chorego
na goraczke Q, objawiajacg si¢ atypowym zapaleniem
phluc. Mezczyzna ten podczas pobytu w Libanie ulegt
zakazeniu prawdopodobnie droga pokarmowg pijac su-
rowe mleko (18). W latach 2005-2010 ogniska goraczki
Q stwierdzono na potudniu Polski, na terenach woje-
wodztw opolskiego, matopolskiego i podkarpackiego.
Zrédlem zakazenia dla ludzi byto tam bydto.

Metoda referencyjng stosowang do badania goraczki
Q jest test immunofluorescencji posredniej (IFA) wy-
krywajacy przeciwciata klasy IgM i IgG dla antygenu
fazy 1 i fazy Il C. burnetii. Obecno$¢ antygenu fazy
I $wiadczy o przewlektym zakazeniu natomiast prze-
ciwciala fazy Il wystepuja w czasie ostrej infekc;ji.

Na podstawie biezacych danych, mozna stwierdzi¢,
ze obydwie choroby odzwierzece wystepuja u ludzi na
terenie Polski, zwlaszcza wsrod osob majacych bez-
posredni kontakt ze zwierzgtami lub ich wydzielinami
1 wydalinami. Zaréwno leptospiroza jak i goraczka
Q nierozpoznane we wczesnej fazie zakazenia moga
prowadzi¢ do groznych powiktan, jednoczes$nie ze
wzgledu na czegsto mato swoiste i niejednoznaczne
objawy, wymagaja doktadnych badan laboratoryjnych
oraz wnikliwej i profesjonalnej interpretacji uzyskanych
wynikow. Ze wzgledu na brak prawdziwych danych
dotyczacych zachorowan na leptospiroze i niepetnych
danych na temat wystepowania goraczki Q zasadnym
bytoby wprowadzenie w Polsce $cistego nadzoru epi-
demiologicznego nad tymi chorobami. Jednoczes$nie
konieczna jest weryfikacja obowigzujacej w Polsce
definicji przypadku leptospirozy i stosowanie referen-
cyjnych metod diagnostycznych zalecanych u ludzi,
zardéwno w przypadku leptospirozy jak i goraczki Q

WNIOSKI

Obok hodowcow zwierzat (§win i bydta), wetery-
narzy rowniez pracownikow zaktadow oczyszczania
miasta zajmujgcych si¢ wywozem nieczystosci sta-
tych, nalezy zaliczy¢ do grupy zwigkszonego ryzyka
zachorowania na leptospiroze i goraczke Q poniewaz
wykazano u nich wyzszg czestos¢ wystepowania prze-
ciwciat dla antygenow Leptospira spp. oraz C. burnetii
w stosunku do grupy kontrolnej (dawcy krwi).

Powinno si¢ wykonywac¢ okresowe badania kon-
trolne w kierunku obecnosci zakazen tymi patogenami
u ludzi wykonujacych zawody zwigkszajace ryzyko
zakazenia Leptospira spp. i C. burnetii (pracownicy
gospodarki komunalnej i hodowcy zwierzat).

Zarowno leptospiroza jak i goragczka Q powinny by¢
brane pod uwage w diagnostyce roznicowej, w przy-
padku oséb z objawami grypopodobnymi majacych
kontakt ze zwierzgtami.
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