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orelioza (choroba z Lyme) jest ende-

micznie wystepujaca, wielonarzadowa
chorobg wywolywana przez kretki z grupy
Borrelia burgdorferi sensu lato, nalezace do
rodziny Spirochetaceae (1, 2). Gléwna role
w etiologii tej choroby u ludzi i zwierzat od-
grywaja drobnoustroje z gatunkéw B. burg-
dorferi sensu stricto, B. garinii i B. afzelii.
Przenoszone s3 one z osobnika na osobnika

przez kleszcze z rodzaju Ixodes (3, 4, 5), kt6-
rych gléwnym przedstawicielem w Europie
jest Ixodes ricinus (6).

Najczestszymi objawami klinicznymi
stwierdzanymi w przebiegu boreliozy sa:
goraczka, apatia, zapalenie staw6w (7), nie-
wydolnosé nerek (8, 9), zapalenie opon mé-
zgowych, mézgu i nerwéw (10), a niekie-
dy takze zapalenie migénia sercowego (11).

Pomimo zakazenia, u pséw nie zawsze do-
chodzi do rozwoju objawéw klinicznych.
Na terenach, gdzie borelioza wystepuje
endemicznie objawy kliniczne stwierdza
sie tylko u 5-10%, sposréd 75% seropozy-
tywnych zwierzat. Wyttumaczeniem tego
moze by¢ fakt zakazenia pséw niepatogen-
nymi szczepami zarazka lub zbyt mala jego
ilo$cia wprowadzong do organizmu, przy
sprawnie dzialajacych mechanizmach od-
pornosciowych gospodarza (12).
Rozpoznanie boreliozy jest trudne. By méc
je postawi¢, wymagane jest wspélistnienie
przynajmniej czterech elementdéw, ktorymi sa:
1) typowe dla boreliozy objawy kliniczne,
2) dodatnie miana przeciwcial przeciwko
Borrelia w surowicy podejrzanych o za-
kazenie zwierzat,
3) kontakt zwierzat z kleszczami,
4) pozytywna reakcja pacjenta na zasto-
sowane leczenie (12).
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Na przestrzeni ostatnich lat wzrosta
znacznie czestotliwo$¢ rozpoznawania bo-
reliozy u ludzi i zwierzat. Mozna zaryzyko-
wac stwierdzenie, Ze stala sie ona modna
choroba. W wielu przypadkach dochodzi
jednak do zbyt pochopnego postawienia
diagnozy, zwlaszcza jezeli lekarze wete-
rynarii bezkrytycznie opieraja si¢ na do-
datnich wynikach badan laboratoryjnych,
ktére bardzo czesto, jak wczesniej wspo-
mniano, uzyskiwane s w nastepstwie za-
kazenia zwierzat niepatogennymi szczepa-
mi Borrelia lub innymi kretkami.

Celem tego artykutu jest przedstawie-
nie metod diagnostycznych uzywanych
do rozpoznawania boreliozy, z uwzgled-
nieniem ich wad i zalet.

Wywiad i objawy kliniczne

Wywiad i obserwowane objawy kliniczne
sa pierwszymi elementami, ktére moga na-
suwac podejrzenie boreliozy. Bardzo istot-
na jest znajomos$¢ sytuacji epizootycznej
choroby na danym terenie. Jezeli borelio-
za utrzymuje sie stacjonarnie, ryzyko wy-
stapienia choroby u zwierzat jest duze.
Znacznie czesciej wystepuje ona u 0sob-
nikéw zamieszkujacych tereny lesne lub
podmiejskie, lub przemieszczajacych sie
w takie rejony (13). Gtéwnym rezerwuarem
bakterii sa ssaki lesne (sarny, jelenie, zubry,
gryzonie), ktére same nie choruja, jednakze
stanowia Zrédlo zarazka dla kleszczy-wek-
toréw zakazenia (14). Obecno$¢ tych paje-
czakéw na powlokach ciata zwierzecia lub
niestosowanie profilaktyki przeciwklesz-
czowej sa elementami, ktére nalezy miec¢
na uwadze w czasie przeprowadzaniu dia-
gnostyki réznicowej choroby.

Borelioza, w przeciwienistwie do innych
choréb transmisyjnych, jak np. babeszjoza,
nie jest choroba sezonowa. Co prawda do
zakazenia zwierzat dochodzi w okresie ak-
tywnosci kleszczy, niemniej jednak okres
jej inkubacji jest na tyle dlugi, ze objawy
kliniczne moga wystapi¢ dopiero po kilku
miesigcach od zakazenia. Najczesciej obej-
muja one zapalenia stawdéw z powstawa-
niem obrzekéw, zapalenie tkanki podskér-
nej, skory, a takze zaburzenia nerwowe (12,
13). Charakterystycznym objawem borelio-
zy, pojawiajacym sie¢ krétko po zakazeniu
jest rumient w miejscu ukaszenia psa przez
kleszcza. Rumienn w péZniejszym okresie
choroby moze sie przemieszcza na inne
obszary ciata (rumien wedrujacy). Czesto,
ze wzgledu na gesta siers¢ zwierzat objaw
ten jest jednak przeoczany (15).

W przebiegu boreliozy nie stwier-
dza sie charakterystycznych dla choro-
by zmian w badaniach hematologicznych
i biochemicznych. W plynie mézgowo-
rdzeniowym, stawowym oraz w moczu
mozna niekiedy wykaza¢ obecnos¢ ko-
morek zapalnych, wéréd ktérych na ogoét
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przewazaja neutrofile. Czesto w materiale
tym stwierdza sie takze podwyzszone ste-
zenie biatka (16).

Badanie mikrobiologiczne

Standardowe techniki badania bakteriolo-
gicznego nie sg stosowane w rozpoznawa-
niu boreliozy. Hodowla Borrelia jest trudna,
wymaga uzycia specjalnych podlozy (pod-
foze Barbour-Stonner-Kelly’ego — BSK),
aw przypadku uzyskania wzrostu bakterii
ich identyfikacja oparta jest nie na ocenie
morfologii komérki, lecz wlasciwosciach
biochemicznych drobnoustrojéw, ewen-
tualnie na analizie ich DNA. Najlepszym
materialem, z ktérego izoluje si¢ kretki sa
bioptaty skdry pobrane z miejsca ukaszenia
przez kleszcza. W diagnostyce post mortem
materiatem do badania mikrobiologiczne-
go moga by¢ miesnie i ich powiezie, opony
mézgowe, nadnercza, osierdzie oraz toreb-
ki stawowe. Warto podkresli¢, r6zne wyma-
gania wzrostowe poszczegdlnych szczepow
Borrelia, co powoduje, ze w wielu przypad-
kach podloze do hodowli okreslonego ga-
tunku drobnoustroju musi by¢ odpowied-
nio dla niego przygotowane (17). Efekt jest
taki, ze standardowe badanie bakteriolo-
giczne wykonuje sie najczesciej w celach
naukowych i namnozenia bakterii celem
poddawania ich dalszym analizom, nato-
miast do uzytku klinicznego stosowane sa
testy serologiczne (13, 18, 19, 20).

Badania serologiczne

Najczesciej w diagnostyce serologicznej
boreliozy stosowane sa test ELISA (ryc. 1)
oraz odczyn immunofluorescencji posred-
niej (20). Poniewaz antygen do wspomnia-
nych testow przygotowywany jest w réz-
ny sposéb i brak ujednoliconej procedu-
ry otrzymywania go, wyniki badan réznia
sie w zaleznosci od laboratorium. Potwier-
dzeniem tego jest fakt, Ze wyniki badan se-
rologicznych w kierunku boreliozy ozna-
czonych prébek surowic przeprowadzone
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w 10 réznych komercyjnych laboratoriach
wykazaly ich zgodno$¢ tylko w 53% (21).

Kolejna wada testow serologicznych jest
to, iz jako antygen uzywane sa cale komérki
Borrelia. Powoduje to niebezpieczenstwo
uzyskania wynikéw falszywie dodatnich,
w przypadku badania prébek surowic po-
branych od zwierzat, ktére miaty kontakt
z podobnymi do Borrelia pod wzgledem
antygenowym kretkami, jak np. Leptospi-
ra (18, 22, 23). Ponadto u ludzi stwierdzo-
no wystepowanie dodatnich reakcji w tych
testach w przypadku badania osé6b z cho-
robami autoimmunologicznymi, reumato-
idalnym zapaleniem stawéw, kila, a takze
z chorobami przyzebia. Rzadko kiedy w ba-
daniach tych uzyskiwane sa natomiast wy-
niki falszywie negatywne.

Ryc. 1. Dodatnie wyniki testu ELISA dla surowic pséw, z uzyciem jako antygendw catych komérek B. afzelii
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Ryc. 2. Dodatni wynik testu SNAP 3Dx (IDEXX) w kierunku boreliozy

Po zakazeniu bakteriami Borrelia mia-
no przeciwcial IgG narasta powoli i w te-
$cie ELISA przeciwciala te moga by¢ wy-
kazane dopiero po 4-6 tygodniach od za-
kazenia, a najwyzszy ich poziom stwierdza
sie dopiero po okolo 3 miesiacach. Prze-
ciwciala na wykrywalnym poziomie utrzy-
muja sie w organizmie psa przez okolo rok
(16). Tak dlugi czas narastania przeciwcial
IgG w surowicy powoduje, ze testy serolo-
giczne nie nadaja si¢ do wczesnej diagno-
styki choroby, chociaz u zwierzat zakaza-
nych do$wiadczalnie podwyzszone miano
przeciwcial wykazywano nim rozwine-
ty sie objawy kulawizny (7). Podwyzszony
poziom przeciwcial IgG moze by¢ dowo-
dem na kontakt z zarazkiem w przeszto-
$ci, skutkiem czego badanie serologiczne
ma warto$¢ diagnostyczna tylko w przy-
padku badania pary surowic pobranych
w odstepie 3-tygodniowym. Wzrost miana
przeciwcial w probkach pomiedzy jednym
a drugim pobraniem wskazuje na $wieze
zakazenie, podczas gdy utrzymywanie sie
statego, podwyzszonego poziomu prze-
ciwcial przemawia za dawnym kontaktem
z patogenem. Pewnym rozwigzaniem tego
problemu mogloby by¢ jednoczesne ba-
danie w surowicy krwi poziomu przeciw-
cial klas IgG i IgM. Obecno$¢ przeciwciat
IgM w organizmie do$wiadczalnie zakazo-
nych zwierzat stwierdzano wcze$niej ani-
zeli przeciwcial IgG i utrzymywaly sie na
poziomie wykrywalnym przez 2 miesiace
od zakazenia. W przypadku zakazenia na-
turalnego okres ich utrzymywania sie w su-
rowicy krwi jest jednak dluzszy, nawet kil-
ka miesiecy, w zwiazku z czym wykazanie
nawet tej klasy immunoglobulin nie prze-
sadza o tym, ze mamy do czynienia z wcze-
snym zakazeniem (16, 24).

Kolejnym czynnikiem utrudniajacym
diagnostyke serologiczna boreliozy jest
brak rozréznienia testami ELISA i IF za-
kazenia naturalnego od szczepienia. Osob-
niki poddane wakcynacji reaguja dodatnio
w tych badaniach, przy czym poziom prze-
ciwcial w ich organizmie maleje z czasem
uplywajacym od zaszczepienia (16). Z kolei
poziom przeciwcial w surowicy osobnikéw

zakazonych maleje wraz z podjeciem an-
tybiotykoterapii.

W zwiazku z mozliwo$cia wystapienia
reakeji krzyzowych (np. pomiedzy przeciw-
cialami przeciwko innym kretkom a antyge-
nem Borrelia) zaleca sie wykonanie powtdr-
nego badania dodatnich w tescie ELISA
prébek surowic technika immunoblottin-
gu. Pozwala ona na podniesienie swoisto$ci
oraz czulo$ci badan serologicznych prze-
prowadzanych w kierunku choroby z Lyme
(12, 20). Przeciwciata powstale w organi-
zmie zwierzat zakazonych naturalnie reagu-
ja z odmiennymi bialkami Borrelia, anizeli
przeciwciala powstale w nastepstwie szcze-
pienia. Technika imunoblottingu, bazujac
na zdolnos$ci wigzania si¢ przeciwcial ze $ci-
§le okreslonymi antygenami kretkéw, po-
zwala takze na odrdznienie zakazen Bor-
relia od zakazen powstalych na tle innych
przedstawicieli Spirochetacea. Przeciwcia-
ta powstale w wyniku naturalnego zakaze-
nia B. burgdorferi reaguja z biatkami bak-
terii o masie 22 kDa (OspC), 39 kDa (p39)
i 41 kDa (biatko flageliny). Z kolei u pséw
szczepionych stwierdzono nasilone reakcje
przeciwcial z biatkami bakterii o masie 31
kDa (OspA) i 34 kDa (OspB), ktérych nie
spotyka sie w przypadku badania surowic
pochodzacych od pséw zakazonych natu-
ralnie. Na tej podstawie mozna przypusz-
czaé, ze opracowanie testow ELISA, do
ktérych jako antygenu uzywa sie oczysz-
czonych biatek OspA i OspB ulatwiloby
odréznienie zwierzat szczepionych od tych
z naturalnym zakazeniem.

Ekspresja biatka OspC zachodzi jedynie
w organizmie stalocieplnym. Nie stwierdza
sie go u bakterii izolowanych z kleszczy lub
uzyskanych z hodowli in vitro. Wykorzysta-
nie tego antygenu w tescie ELISA pozwala
uwiarygodni¢ diagnostyke choroby (16).

Potwierdzeniem koniecznosci dodat-
kowego badania surowic dodatnich w te-
$cie ELISA technika immunoblottingu sa
wyniki badan wlasnych prowadzonych na
koniach, bydle, $winiach i psach. Wskazuja
one, ze wiele z prébek pozytywnych w te-
$cie ELISA, w ktérym jako antygenu uzy-
to pelnych komdrek Borrelia, nie reaguje

z pojedynczymi antygenami kretkéw. Ba-
dajac 25 surowic koniskich, w ktérych te-
stem ELISA wykazano obecnos¢ przeciw-
ciala dla kretkéw, technika Western blott,
obecno$¢ swoistych przeciwciat dla Bor-
relia potwierdzono jedynie w 15 prébkach
(60%). W przypadku kréw obecno$c¢ prze-
ciwcial technika immunoblottingu potwier-
dzono w 5 z 6 prébek surowic dodatnich
w tescie ELISA (83,3%; 19). W innych ba-
daniach prowadzonych na bydle i $winiach
zgodno$¢ wynikéw testu ELISA z Western
blott wynosita 61,54% w grupie bydta i 20%
w grupie $win (18). Tylko w jednym do-
$wiadczeniu prowadzonym na psach (20)
wyniki obu testéw pokrywaly sie w stu pro-
centach, co nie jest jednak regufa.

Na rynku produktéw weterynaryjnych
dostepne sa szybkie zestawy diagnostycz-
ne pozwalajace na wykazanie w organizmie
podejrzanego psa przeciwcial dla Borre-
lia. Przykladem takiego zestawu moze by¢
SNAP 3Dx firmy IDEXX (ryc. 2). Obok wy-
kazania przeciwcial przeciwko kretko ze-
stawy te pozwalaja na jednoczesne wykry-
wanie przeciwcial przeciwko Ehrlichia ca-
nis oraz antygenu Dirofilaria immitis. Jak
podaje producent, czulos$¢ testéw dla B.
burgdorferi wynosi 92%, a jego swoisto$¢
100%, jednak, jak wykazujg obserwacje wla-
sne, ich skuteczno$¢ w wykrywaniu zaka-
zent wezesnych u pséw jest raczej niska.

Badania molekularne

Skuteczng metoda w rozpoznawaniu zaka-
zen na tle Borrelia wydaje sig laricuchowa
reakcja polimerazy (PCR). Jednak i ten test
nie jest pozbawiony wad, a wyniki falszy-
wie ujemne spotykane sa stosunkowo cze-
sto. Zasada testu jest amplifikacja, czyli na-
mnozenie fragmentéw bakteryjnego DNA
wyizolowanego z tkanek zakazonego zwie-
rzecia do ilosci kilku milionéw kopii. Na-
mnozeniu ulega nie calkowite DNA Borre-
lia, lecz jego odcinek ograniczony krétkim
sekwencjami nukleotydowymi (startera-
mi). Startery moga by¢ zaprojektowane dla
konserwatywnego genu rodzaju Borrelia,
skutkiem czego, jezeli dojdzie do zakazenia
psa niepatogenymi kretkami, wynik reakcji
PCR bedzie takze dodatni. Aby ominac te
nieprawidlowos¢, reakcje taicuchowej po-
limerazy mozna przeprowadza¢ dwuetapo-
wo. W pierwszym etapie amplifikacje DNA
przeprowadza si¢ z uzyciem starteréw kom-
plementarnych do konserwatywnego genu
dla catego rodzaju Borrelia. W przypadku
uzyskania dodatnich wynikéw w drugim
etapie wykonuje sie amplifikacje z uzy-
ciem starteréw gatunkowo swoistych. Ce-
lem ustalenia gatunku kretkéw mozliwe
jest takze przeprowadzenie analizy sekwen-
cji nukleotydowej produktéw amplifikacji.

Jak wspomniano, wada PCR jest moz-
liwo$¢ uzyskania wynikéw falszywie
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ujemnych. Moga by¢ one spowodowane
zanieczyszczeniem badanej prébki oraz
nieodpowiednio dobranym materialem
do badania. Najczesciej uzywanym ma-
teriatem, z ktérego izolowane jest bakte-
ryjne DNA jest krew. Zaznaczy¢ jednak
nalezy, iz kretki we krwi wystepuja tylko
w okresie bakteriemii. Jezeli drobnoustro-
je umiejscowia sie¢ w ukladzie nerwowym
lub w stawach, badanie krwi metoda PCR
moze da¢ wynik ujemny.

Wyniki falszywie dodatnie moga by¢
nastepstwem utrzymywania si¢ w tkan-
kach zakazonych zwierzat po antybioty-
koterapii fragmentéw DNA bakterii, kto-
re moga zosta¢ wykryte badaniem PCR.
Duza wada faricuchowej reakcji polime-
razy jest wiec brak odréznienia drobno-
ustrojéow zywych od martwych.

Podsumowanie

Reasumujac, nalezy stwierdzi¢, iz brak do-
skonalej metody rozpoznawania choroby
z Lyme u zwierzat. Schemat postepowa-
nia diagnostycznego, jaki przyjeto w Kli-
nice Choréb Zakaznych Wydzialu Medy-
cyny Weterynaryjnej w Lublinie, obejmu-
je nastepujace elementy.

1. W przypadku jezeli na powierzchni ciala
psa stwierdzone zostana kleszcze, nale-
zy je usunac i podda¢ badaniu moleku-
larnemu metoda PCR, z jednoczesnym
badaniem krwi psa w kierunku borelio-
zy. Gdy w tkankach pajeczaka wykazane
zostanie DNA kretkéw, niezaleznie od
ich gatunku oraz od tego czy pies zdra-
dza lub nie objawy chorobowe, zwierze
zostaje poddane trzytygodniowej tera-
pii tetracyklinami, po ktérej ponownie
wykonywane jest badanie PCR krwi.
W przypadku gdy na powlokach ciata
nie stwierdza si¢ pajeczakéw, a zwie-
rze zdradza objawy kliniczne choroby,
przeprowadzone zostaja jednocze$nie
badania serologiczne oraz molekularne
(material moga stanowié: krew, biopta-
ty skéry, ptyny stawowy lub mézgowy).
W przypadku potwierdzenia obecnosci
DNA kretkéw w tkankach zwierzecia
podjeta zostaje terapia za pomoca te-
tracyklin. Przy ujemnym wyniku reakcji
PCR, a dodatnim wyniku testu ELISA,
probki surowic poddawane sa dodatko-
wo badaniu Western blott. Uzyskanie
dodatnich wynikéw w obu badaniach
serologicznych wskazuje na zakazenie
kretkami Borrelia burgdorferi.

Oprécz opisanych powyzej niedosko-
nalo$ci technik rozpoznawania boreliozy,
wada ich sa dosy¢ wysokie koszty badania,
ktére w wielu przypadkach decyduja o tym,
iz wlasciciele zwierzat odstepuja od ich
przeprowadzenia i decyduja sie na posta-
wienie rozpoznania poprzez skutecznosc¢
leczenia za pomoca tetracyklin.
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