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STRESZCZENIE

Techniki biologii molekularnej odgrywaja znaczaca role w diagnostyce wielu chorob zakaznych. Metoda
polimerazowej reakcji tancuchowej (PCR) znalazta zastosowanie réwniez w oznaczaniu zakazen patogenami
odkleszczowymi, w tym kretkami Borrelia burgdorferi. Poszerzenie diagnostyki boreliozy o metode PCR, po-
zwala na potwierdzenie zakazenia kretkami juz w pierwszych tygodniach infekcji, zanim organizm chorego zdazy
wytworzy¢ wykrywalng ilo$¢ przeciwcial. Roznorodno$¢ materiatu, ktory moze zosta¢ poddany badaniu (krew,
pltyn mozgowo-rdzeniowy, bioptaty skorne, ptyn stawowy) oraz mozliwos¢ uzycia kilku genéw konserwatywnych
dla genogatunkow kretkow Borrelia dodatkowo poszerzaja mozliwosci wykorzystania testow PCR. Problemem
jednak pozostaje rozbiezno$¢ wynikow otrzymywanych w réznych osrodkach naukowych i diagnostycznych.

Dlatego istotne jest dgzenie do standaryzacji molekularnej diagnostyki boreliozy z Lyme.

Stowa kluczowe: PCR, Borrelia burgdorferi sensu lato, borelioza z Lyme

WSTEP

Borelioza z Lyme jest bakteryjna chorobg zakazng
przenoszong na cztowieka w wyniku poktucia przez
kleszcza z rodzaju Ixodes. Sposrod bakterii kompleksu
Borrelia burgdorferi sensu lato (B. burgdorferi sl), kret-
ki wywolujace borelioze z Lyme to przede wszystkim
Borrelia burgdorferi sensu stricto (B. burgdorferi ss),
Borrelia afzelii oraz Borrelia garinii, a takze wedlug
niektorych doniesien Borrelia valaisiana, Borrelia lusi-
taniae, Borrelia spielmanii oraz Borrelia bissetti (1-4).

Choroba z Lyme jest infekcjg wielonarzgdows,
w ktorej objawy dotycza najczesciej skory (Erythema
migrans - EM), Acroderamtitis Chronica Atrophicans
- ACA), stawow (Lyme arthritis — LA), systemu ner-
wowego (neuroborelioza — NB), ale takze serca (Lyme
carditis), a nawet oczu (1, 3-6).

Zachorowalno$¢ na borelioze w Polsce systema-
tycznie i nieustannie wzrastata do 2009 roku, kiedy to
osiggnela poziom 10 313 przypadkéw, a w 2011 roku
odnotowano 9 159 nowych zachorowan (www.pzh.gov.
pl). Wskazuje to na stale oraz nadal wysokie zagrozenie
zakazeniem kretkami B. burgdorferi na terenie catego
kraju.

W rozpoznaniu boreliozy odgrywaja znaczacg rolg:
wywiad epidemiologiczny, endemiczny rejon, w ktorym

doszto do ukaszenia przez kleszcza, sam fakt poktucia
oraz objawy kliniczne wystepujace u chorego, a takze
potwierdzenie laboratoryjne. Diagnostyka laboratoryjna
choroby z Lyme opiera si¢ na 2-stopniowym schemacie
badan immunoserologicznych (1, 3, 7-10). Pierwszym
etapem jest okreslenie miana swoistych przeciwciat
metodg ELISA, a drugim testy potwierdzajace Western
blot lub Immunoblot. Badania immunoserologiczne na-
lezy wykonac, nie wczesniej niz po 4-6 tygodniach (7,
10) (produkcja przeciwcial IgM: 3-4 tydzien, szczyt po
6-8 tygodniach; produkcja przeciwciat IgG: 4-6 tydzien,
najwyzsze wartosci po 4-6 miesiagcach) zakazenia.
Dlatego poszukiwane sa metody diagnostyczne, ktore
umozliwityby wczedniejsze potwierdzenie zakazenia.

METODA PCR W DIAGNOSTYCE
BORELIOZY Z LYME

Zastosowanie metody PCR jest najbardziej zasad-
ne we wczesnym etapie zakazenia kretkami Borrelia
burgdorferi, kiedy to bakterie zostang wprowadzone do
organizmu po poktuciu przez kleszcza (B. garinii wni-
ka do organizmu cztowieka w przeciggu 24h kontaktu
z wektorem, podczas gdy B. burgdorferi ss po uptywie
48h) (5), az do czasu, gdy powstang swoiste przeciwcia-
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la przeciwko antygenom bakterii (do 4-8 tygodni) (10-
14). W boreliozie wczesnej (zlokalizowana i rozsiana)
metoda PCR moze shuzy¢ potwierdzeniu rozpoznania
choroby oraz wykryciu koinfekcji innymi patogenami
przenoszonymi przez kleszcze (3, 11). W pdzniejszym
etapie moze wspomagac diagnostyke laboratoryjng,
szczegolnie gdy metody immunoserologiczne zawo-
dzg (defekty immunologiczne, choroby towarzyszace,
wewnatrzkomoérkowe bytowanie bakterii, obecnosé
kompleksow immunologicznych we krwi krazacej)
(8). Ivacic rozwaza rowniez mozliwos¢ stosowania
metody PCR u pacjentdéw z reinfekcjg B. burgdorferi si,
u ktérych tradycyjna diagnostyka immunoserologiczna
jest utrudniona ze wzgledu na juz obecne przeciwciata
(13). Istotne dla badania PCR sa wybor: materialu do
badania, sposobu pobrania préby, metody izolacji DNA,
sekwencji powielanej, sekwencji starterowych, rodza-
ju reakcji PCR, sposobu detekcji, rodzaju aparatury,
w szczegolnosci termocyklera (3, 13, 14).

MATERIAL DO BADANIA PCR

Nalezy zwroci¢ szczegodlng uwage na sposob po-
brania najbardziej reprezentatywnej proby do badania
metodg PCR. Istotny jest jak najkrotszy czas przecho-
wywania materiatu, optymalnie w temperaturze +4°C
(3). Nalezy unika¢ stosowania srodkow utrwalajacych,
takich jak: etanol, parafina, formalina (3, 8), wielokrot-
nego zamrazania i odmrazania materiatu lub otrzymane-
go izolatu DNA, co moze doprowadzi¢ do fragmentacji,
a nawet catkowitej degradacji DNA (15).

Bioptaty skorne. Wycinek skorny (3, 15) mozna pobrac
od pacjentow z granicy EM (zmiany wczesne ograniczo-
ne irozsiane) juz po 3 dniach od poktucia przez kleszcza,
a takze od 0sob z ACA (16) (zmiany p6zne, przewlekle)
w celu potwierdzenia zakazenia kretkiem Borrelia.
Weber 1 wsp. zwracajg uwage na pacjentow z tzw. mini
EM, o $rednicy w przedziale od 2 cm do 5 cm, ktore sa
objawami wczesnej boreliozy i mogg nie ulega¢ dalsze-
mu powiekszeniu (17). Natomiast Brettschneider 1 wsp.
jako pierwsi wykazali iz wykrywalnos¢ DNA kretkow B.
burgdorferi sl jest wyzsza w wycinkach skornych z EM
$wiezo pobranych lub zamrozonych (79%) w porownaniu
do utrwalonych w parafinie czy formalinie (44%) (3).
Amplifikacja charakteryzuje si¢ wysoka specyficznoscia
(0k.100%), a czutos¢ w EM od 36 do 88% -$rednio 69%,
w ACA od 54 do 100% - $rednio 76% (3).

Plyn stawowy. Dodatni wynik PCR w ptynie stawo-
wym u chorych z LA moze potwierdzi¢ rozpoznanie,
swiadczy¢ o przedhuzajacym si¢ zakazeniu, a u chorych
nieskutecznie leczonych antybiotykami potwierdzac
ewntualnie tzw. oporne na leczenie LA (3, 9, 11).
Specyficznos¢ testu wynosi ok. 100%, przy czutosci
42-100% (Srednio 78%) (3):

Plyn mézgowo-rdzeniowy (pmr). Punkcja ledzwiowa
nalezy do badan inwazyjnych, jednak przy podejrzeniu
neuroboreliozy jest niezbedna. Pobrany, jalowy pmr
musi zosta¢ zbadany w kierunku wewnatrzoponowej
syntezy przeciwciat. Moze by¢ rowniez poddany testowi
PCR, w kierunku wykrywania DNA B. burgdorferi sl.
Ze wzgledu na niewielka ilo$¢ kretkow w pmr (8, 18),
powinowactwo bakterii do struktur mielinowych (8),
a takze mozliwo$¢ degradacji materiatu genetycznego,
ujemny wynik nie wyklucza zakazenia (4, 6, 10, 13).
Prawdopodobienstwo wykrycia DNA kretkow w pmr
jest najwyzsze we wczesnej neuroboreliozie (3, 4)
i znacznie wzrasta w odwirowanym materiale (4, 12).
Lebech iwsp. stwierdzili obecnos¢ DNA B. burgdorferi
sl u 50% (7/14) pacjentéw z wczesng neuroborelioza,
au 13% (2/16) pacjentdw po 2 tygodniach trwania
choroby (15). Wedhlug przedstawionych przez Mygland
i wsp. (19) wytycznych EFNS (European Federation
of Neurological Societies), wykrywanie DNA kretkow
Borrelia w pmr ma znaczenie jedynie w diagnostyce
bardzo wczesnej neuroboreliozy, w okresie do 6 tygo-
dni, wtedy gdy brak w surowicy swoistych przeciwciat
lub u pacjentéw z niedoborami immunologicznymi.
Natomiast ze wzgledu na niska czutos¢ i specyficznos¢
metoda PCR nie jest rekomendowana do diagnostyki
poznej neuroboreliozy oraz kontroli skutecznosci le-
czenia (19). Ornstein 1 wsp. (20) zwrocili uwage na
znaczacy wplyw pleocytozy pmr na wynik w badaniach
PCR. Autorzy wykazali obecnos¢ DNA kretkéw B.
burgdorferi sl w 7z 36 (19,4%) pmr o wysokiej cyto-
zie, natomiast we wszystkich 29 pmr o niskiej cytozie
uzyskali wynik ujemny. (20). Cerariwsp. (18)wykryli
DNA B. burgdorferi sl przy uzyciu primeréw specyficz-
nych dla genu OspA oraz przestrzeni miedzygenowej
rrf-rrl we krwi 16/135 (11,9%) chorych oraz w pmr
24/156 (15,4%) pacjentow. Jednoczasowg obecnos¢
DNA kretkéw we krwi i pmr stwierdzili jedynie w 3
przypadkach. Gooskens 1 wsp. okreslili czuto§¢ metody
PCR w diagnostyce neuroboreliozy na 50% i uznali
ja za metode potwierdzajaca (4). Specyficznos¢ PCR
w badaniach pmr jest wysoka (ok.100%), przy bardzo
rozbieznej w réznych osrodkach czulosci (12-100%,
srednio 38%) (3).

Krew. Mozliwos¢ pobrania od kazdego pacjenta po
poktuciu przez kleszcza, niezaleznie od prezentowanych
objawow sprawiaja, ze krew wydaje si¢ najlepszym
materialem, w ktérym mozna oznacza¢ DNA B.burg-
dorferi sl. Jednak przej$ciowa i niska spirochotemia
oraz wysoki tropizm tkankowy kretkow (stawy, serce,
opony mézgowe) mogg powodowaé uzyskiwanie ne-
gatywnych wynikéw (1, 3, 6, 10, 12, 18). Na wynik
PCR maja takze wplyw potencjalne inhibitory (hepa-
ryna, hemoglobina, etanol, DNA gospodarza) (18) oraz
sposob pobrania krwi. Badanie krwi metoda PCR jest
uzasadnione w okresie boreliozy wczesnej rozsiane;j,
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gdy obecne sg we krwi kretki rozprzestrzeniajac si¢
z miejsca wnikniecia (skora) do ré6znym narzaddéw
i tkanek (2, 3). Jak podkres§la Maraspin i wsp. (13) spi-
rochotemia czgsciej wystepuje po poktuciu przez klesz-
cze, niz w pézniejszym okresie choroby. Dolan i wsp.
(2004) w badaniach przeprowadzonych na myszach
zakazonych kretkami B. burgdorferi sl, potwierdzili,
iz wykrywalno$¢ kretkow we krwi jest najwicksza we
wczesnym etapie zakazenia (13). W okresie boreliozy
poznej wykrywanie DNA kretkow we krwi ma ograni-
czone zastosowanie i zawsze musi by¢ interpretowane
w korelacji z obecno$cig przeciwciat przeciw B. burg-
dorferi sl w surowicy krwi. Dodatnie wyniki badania
PCR u o0s6b nieposiadajacych przeciwcial, najczesciej
to wyniki fatszywie dodatnie (3). Chmielewska-Bado-
ra 1 wsp. w grupie 180 pacjentdw ze zdiagnozowang
borelioza z Lyme potwierdzili zakazenie metoda PCR
u 20 os6b (11,1%) 1 wykazali brak korelacji z obecno-
$ciag przeciwcial w klasie IgM, przy znaczacej korelacji
dodatniego wyniku PCR z obecnos$cia antygenu VISE
w klasie IgG (21). Cerar i wsp. w grupie 48 pacjen-
tow z potwierdzong neuroboreliozg wykazali we krwi
obecno$¢ DNA kretkéw Borrelia (gen OspA ) u 10
(20,8%) 0sob, a genu rrf-rriw 5 (10,4%) przypadkach.
W 45-0sobowej grupie 0s6b z podejrzeniem neurobo-
reliozy obecnos¢ genu OspA potwierdzonou 5 (11,1%),
a genu rrf-rrlu 7 (15,6%) osoéb (18). Wedtug réznych
osrodkdéw specyficznosé PCR wynosi 100%, a czutosc
0-100% ($rednio 14%) (3).

Mocz. Mocz jest materialem najlepiej dostepnym, ale
badania wskazuja na niska przydatno$¢ tego materiatu
do diagnostyki boreliozy z Lyme. Obecnos$¢ licznych
inhibitoréw PCR oraz watpliwa korelacja z objawami
choroby, obniza czuto$¢ metody (3, 9, 14, 15). Opisano
liczne przyktady amplifikacji niespecyficznych produk-
tow PCR (15). Lebech i wsp. (15) w badaniach moczu
w grupie pacjentow z EM okreslili czuto$¢ metody PCR
na 13%, a u chorych z neuroboreliozg na zaledwie 7%.
Kondrusik i wsp. wykazali brak DNA kretkow B. burg-
dorferi sl w moczu wszystkich 86 pacjentéw z EM (14).
W chwili obecnej opublikowane standardy wykluczaja
wykorzystanie moczu do badan PCR z powodu niskiej
specyficznosci (1, 3, 6,9, 14).

POLIMERAZOWA REAKCJA
LANCUCHOWA

W wykrywaniu kretkow B. burgdorferi sl przy
pomocy metody PCR, proces izolacji DNA, dobor
sekwencji starterowych oraz warunkow reakcji nie
odbiegaja od powszechnie obowiazujacych standardow,
ale wybor sekwencji powielanej i rodzaj reakcji PCR
moga mie¢ kluczowe znaczenie.

Sekwencja powielana. Przy wyborze genu B. burg-

dorferi sl, ktory chcemy podda¢ amplifikacji istotny
jest brak homologii z DNA innych mikroorganizméow
(Treponema, Leptospira, Escherichia coli), a przede
wszystkim z materiatem genetycznym cztowieka (3, 6,
14, 17). Istnieje kilka zalecanych, swoistych fragmen-
tow genomu B. burgdorferi sl (1,9), chromosomalnych:
gen fla (22),recA, 16S tDNA (14, 16, 22, 23), p66 (3),
hbb (4), rpoB, przestrzen migdzygenowa 5S 23S (19),
i plazmidowych: OspA (4, 13, 16, 18), OspB, OspC
(16, 24), VISE (25).

Rodzaje reakcji PCR.

Do diagnostyki boreliozy z Lyme wystarczajace sa
reakcje jakosciowe typu End-Point: qPCR (qualitative
PCR), nPCR (nested PCR) FEP PCR (Fluorescent
End-Point PCR) (3, 4, 11, 14, 25), pozwalajace wykry¢
DNA B.burgdorferi sl. Reakcje ilosciowe Real-Time
PCR okreslajace ilos¢ kopii DNA kretkow B.burgdorfe-
ri s/ w pobranym materiale maja praktycznie takie samo
znaczenie diagnostyczne, ale jednak przy wyzszych
kosztach (3, 4, 11, 13).

Standardowy qPCR End-Point pozwala po 30-40
cyklach zwielokrotni¢ ilo$¢ wyjsciowej matrycy DNA
milion razy, co daje 0,2-2 pg okre$lonego fragmentu
genomu (3, 6). Gniazdowy nPCR End-Point dzieki
zastosowaniu dwoch nastgpujacych po sobie reakcji
PCR, gdzie w drugiej reakcji startery zlokalizowane sa
blizej srodka powielanego fragmentu, charakteryzuje
sie zwigkszonag specyficznoscig i czutoscia, co pozwala
wyeliminowa¢ wyniki falszywie dodatnie. Jezeli ponad-
to obie reakcje sg przeprowadzane w jednej probowce
(w tzw. uktadzie zamknigtym), to czutos¢ wzrasta (16,
23). Lee i wsp. (23) udowodnili, iz zastosowanie nested
PCR w ludzkim materiale zwigksza czutos¢ reakcji od
100 do 1000 razy w stosunku do standardowego PCR
i pozwala wykry¢ pojedyncza kopie¢ DNA B. burgdorferi
s/. Konwencjonalna reakcja PCR potrzebuje ok. 100
kretkow, aby zakazenie zostalo wykryte. Dolaczenie
kontroli wewnetrznej w kazdej probie eliminuje wyni-
ki fatszywie ujemne, wyklucza obecno$¢ inhibitorow
reakcji lub nieprawidtows izolacje DNA (4, 13).

TRUDNOSCI DIAGNOSTYCZNE

Prawidlowe przeprowadzenie diagnostyki techni-
kami biologii molekularnej wymaga starannosci, sku-
pienia, zwrdcenia uwagi na wiele aspektow w trakcie
badania oraz przestrzegania fundamentalnych zasad
(1, 16, 23) przez odpowiednio dobrany i wlasciwie
przeszkolony personel. Problemy, jakie moga si¢ po-
jawi¢ w czasie wykrywania DNA kretkow Borrelia,
stan kliniczny pacjenta, roznorodno$¢ i naktadanie si¢
objawow, a takze koinfekcje innymi patogenami po
poktuciu przez kleszcze, zawsze powinny by¢ brane
pod uwage podczas interpretacji testu (11). W razie
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jakichkolwiek watpliwosci, nalezy zawsze powtorzy¢
proces diagnostyczny.

Zanieczyszczenia proby badanej (kontaminacje).
Na kazdym etapie diagnostyki PCR moze dojs¢ do
zanieczyszczenia proby, juz w momencie pobierania
materialu do badan, az po detekcje produktu ampli-
fikacji. Zrodtem zanieczyszczenia moze by¢ miejsce
pobrania lub przestrzen laboratoryjna, personel, pacjent,
a nawet woda dodawana do odczynnikdéw. Najczest-
szym zrodtem skazenia: materiatu, izolatu, mieszaniny
reakcyjnej lub produktu amplifikacji, jest DNA innych
patogenoéw (np. naturalna flora bakteryjna pacjenta),
DNA wtasne pacjenta (gdy brak swoistych primerow),
inne izolaty DNA, czy amplikony z poprzednich reakcji
PCR, ktére mogg by¢ obecne w calej przestrzeni labora-
toryjnej (3, 6, 11, 14, 24). Zanieczyszczenia i niska spe-
cyficzno$¢ zastosowanej metody, najczesciej prowadzg
do falszywie dodatnich wynikow PCR. Rygorystycznie
przestrzeganie procedur pozwala wyeliminowa¢ wyniki
fatszywie dodatnie (23). Lee i wsp. podkreslaja, ze
ryzyko falszywie dodatniego wyniku PCR w kierunku
wykrywania B. burgdorferi sl prowadzi do postawienia
mylnej diagnozy, zastosowania niewtasciwego leczenia
(23). Jednoczesnie wykluczaja metode nested PCR jako
zrédto krzyzowej kontaminacji, podkreslajac iz podsta-
Wowymi przyczynami zanieczyszczenia jest niewtasci-
wie wyszkolony personel oraz brak przestrzegania regut
postepowania analitycznego. Metoda nPCR ogranicza
mozliwos¢ potencjalnych btedow laboratoryjnych oraz
pozwala wykluczy¢ uzyskanie wynikéw falszywie
dodatnich i fatszywie ujemnych (23).

Inhibitory PCR. W przebiegu reakcji PCR roéwnie
czgsto moze doj$¢ do kontaminacji, jak i inhibicji. Do
inhibitordw naleza zwiazki, substancje i czynniki, ktore
dostajg si¢ do proby badanej, izolatu badz mieszaniny
reakcyjnej na poszczegolnych etapach diagnostyki
1z r6znym nasileniem wptywaja hamujgco na przebieg
amplifikacji (3, 4, 6, 8, 22). Ludzka hemoglobina, hepa-
ryna, czy EDTA wplywaja hamujaco na termostabilng
polimeraze katalizujacg reakcje PCR gtéwnie poprzez
redukcje jej kofaktora (jony Mg™), co ma najwieksze
znaczenie, gdy materiatem do badania jest krew (6, 8, 25).
Badania Opel i wsp. (25) potwierdzity, ze melanina za-
warta w skorze i wlosach oraz pochodne porfiryn (hem)
blokuja specyficzne wigzanie sekwencji starterowych
do matrycy, ograniczajac ilos¢ matrycowego DNA
podlegajacego amplifikacji, co moze skutkowa¢ wyni-
kami falszywie ujemnymi, gdy materialem do badania
sg bioptaty skorne z granicy EM. Chlorek sodu, octan
sodu, izopropanol, etanol, fenol, SDS, czy uzywane
do utrwalania materiatow: parafina, formalina hamuja
reakcje PCR, podobnie jak czynniki fizyczne, na przy-
ktad promieniowanie UV (3, 6, 15, 25). Stad istotny jest
prawidlowy proces izolacji. Moze on zosta¢ potaczony
z oczyszczaniem wyekstrahowanego DNA, co niestety

wigze si¢ ze stratami DNA oraz dodatkowym naktadem
czasu i kosztow (3, 25). Uzycie kontroli wewnetrznej
w reakcji PCR pozwala wyeliminowa¢ wptyw inhi-
bitorow na przebieg amplifikacji i wykluczy¢ wyniki
fatszywie ujemne (13).

Cechy wlasne kretkow Borrelia burgdorferi. Na
wynik metody PCR w kierunku wykrywania DNA
kretkodw Borrelia burgdorferi sl znaczacy wplyw maja
indywidualne cechy tych bakterii. Przejsciowe i krotkie
bytowanie we krwi, pmr i innych ptynach organizmu
gospodarza, sktonnos¢ do tgczenia si¢ z komodrkami go-
spodarza i zasiedlanie trudnodostepnych nisz organizmu
(wysoki tropizm tkankowy do skory, btony maziowe;j
stawow, komorek srodbtonka, serca, osierdzia mozgu
1 opon moézgowych) wynikaja miedzy innymi z wypo-
sazenia tych bakterii w receptory glikozoaminglikanow,
dzieki ktorym moga taczy¢ si¢ z komodrkami je posiada-
jacymi (2, 8, 10). Utrudnia to potwierdzenie zakazenia
na poziomie molekularnym (1, 2). Stad negatywny
wynik PCR nie wyklucza infekceji Borrelia burgdorferi
sl (1). Istnieja rowniez takie cechy Borrelia burgdorferi
sl, ktore przemawiajg za wykorzystaniem metody PCR.
Biatko OspC bakterii w potaczeniu z proteing Salp15
$liny kleszcza jest czynnikiem utatwiajacym zakazenie
poprzez zahamowanie funkcji komorek dendrytycz-
nych., produkcji cytokin prozapalnych i aktywacji
limfocytow B, a wigc komorkowej, jak i humoralnej
odpowiedzi immunologicznej. Wydtuza to czas po-
trzebny do wyprodukowania przeciwcial, podczas gdy
materiat genetyczny bakterii moze by¢ wykrywany za
pomoca metody PCR (2).

Antybiotykoterapia. Jednym z najczesciej popet-
nianych btedéw przedlaboratoryjnych jest pobranie
materialu po zapoczatkowaniu leczenia antybiotyka-
mi. Badania Picha i wsp. wykazaty, ze wykrywalnos¢
DNA kretkéw Borrelia spada z 58,1 % do 41,7% po
rozpoczeciu leczenia antybiotykami (16). Natomiast
Kondrusik 1 wsp. (14) stwierdzili, iz kilkudniowa an-
tybiotykoterapia nie obniza efektywno$ci metody PCR,
podczas gdy 4-tygodniowy kurs leczenia wptywa na
spadek wykrywalnosci. W grupie pacjentow nieleczo-
nych wykrywalno$¢ kretkow Borrelia przed badaniem
wynosita 73,3%, a po 4 tygodniach antybiotykoterapii
52,3%. Podobnie w grupie pacjentdow po 4-5 dniach far-
makologicznego leczenia wykrywalno§¢ DNA kretkow
wynosita 85,7% i spadta do 57,1% po 4-tygodniowym
kursie antybiotykoterpii. Nalezy pami¢ta¢ iz dodatni
wynik PCR jedynie stwierdza obecno$¢ DNA kretkow
B.burgdorferi sl, ktore moze pochodzi¢ z zywych, jak
1 z martwych bakterii (1, 11). Fragmenty DNA bakte-
ryjnego moga by¢ wykrywane jeszcze do 4-6 tygodni
po zakonczeniu antybiotykoterapii, dlatego kontrolne
badanie PCR zaleca si¢ po uptywie tego czasu (14, 22).
Honegriwsp. wykrywali material genetyczny kretkow
Borrelia jeszcze po 4-68 miesigcach od zakonczenia
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antybiotykoterapii (23).

Brak standaryzacji. Duza rozbiezno$¢ (11) rezultatow
oznaczania DNA kretkow B.burgdorferi sl w rdznych
osrodkach badawczych i diagnostycznych z materia-
16w pobieranych od pacjentéw jest podstawowa prze-
szkoda do wprowadzenia tych badan do powszechne;j
diagnostyki boreliozy z Lyme (1, 24). Standaryzacja
metod biologii molekularnej oraz przeprowadzanie
na tym samym materiale minimalnie dwoch réwnole-
gtych, niezaleznie wykonanych amplifikacji wedtug
m.in. Picha, jest niezbedna w przypadku kretkowicy
kleszczowej (16, 25). Natomiast Cerar 1 wsp. (18)
podkreslaja kluczowe znaczenie odpowiednio dobranej
grupy kontrolnej przy diagnostyce boreliozy z Lyme,
pozwalajacej wykluczy¢ fatszywie dodatnie wyniki, jak
iumozliwiajacej potwierdzenie wysokiej specyficznosci
1 czutosci zastosowanej metody PCR, a w konsekwencji
na jej standaryzacje.

PRZYDATNOSC DIAGNOSTYCZNA PCR
W CHOROBIE Z LYME - PODSUMOWANIE

Oznaczanie DNA kretkow B. burgdorferi sl za pomo-
cg metody PCR poszerza i przyspiesza mozliwosci dia-
gnostyczne choroby Lyme. Po ukaszeniu przez kleszcza
Ixodes, bez konieczno$ci oczekiwania na wytworzenie
przez organizm pacjenta swoistych przeciwciat (4-6
tygodni) mozliwe jest wykrycie nawet pojedynczych
kopii DNA kretkow (4, 13, 22). Nie jest to jednak rowno-
znaczne z aktywnym zakazeniem (6), a negatywny wynik
nie pozwala ostatecznie wykluczy¢ infekcji. Rowniez
w p6znym etapie zakazenia, gdy powinny juz by¢ obecne
przeciwciata, mozna uzyska¢ pozytywny wynik badania
PCR, szczegolnie w fazie aktywnego zakazenia (LA,
ACA, NB) oraz u pacjentéw seronegatywnych (defekty
immunologiczne wrodzone i nabyte, wspotzakazenia,
bezobjawowy przebieg oraz utajony okres choroby-
aktywacja zakazenia moze nastapi¢ po miesigcach od

kontaktu z wektorem) (16). Metoda PCR stwarza takze
dodatkowe mozliwosci w sposobie diagnozowania
pacjentow z dlugotrwale utrzymujacymi si¢ swoistymi
przeciwciatami, szczegolnie w klasie IgM (13).

Przeprowadzenie kontrolnego badania PCR w trak-
cie i po zakonczeniu antybiotykoterapii (16, 22) moze
shuzy¢ monitorowaniu skutecznosci leczenia zakazenia
kretkami Borrelia.

Wielos¢ materiatu, ktory moze zosta¢ wykorzystany
w badaniu PCR rozszerza mozliwosci diagnostyczne
kretkowicy kleszczowej. Wedtug Stanek i wsp. (1)
w zmianach wczesnych typu EM i péznych typu ACA,
gdzie materiatem badanym sg bioptaty skorne, wykry-
walno$¢ DNA B. burgdorferi sl jest dos¢ wysoka (ponad
50-70%), w przypadku ptynu stawowego (LA) wynosi
ona ponad 50%, w plynie moézgowo-rdzeniowym jest
dos$¢ niska (15-30%), natomiast we krwi ze wzgledu
na duze rozbieznosci waha si¢ ona od 0 do 100%. Nie
jest zalecane w diagnostyce boreliozy z Lyme badanie
moczu.

Wprowadzenie metody PCR do diagnostyki cho-
roby z Lyme umozliwiloby przede wszystkim wykry-
cie zakazenia we wczesnym jego etapie oraz u tych
pacjentow, u ktérych metody immunoserologiczne
z réznych przyczyn zawodza. W tym celu niezbgdna
jest standaryzacja metody i ujednolicenie schematdéw
postepowania diagnostycznego.
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