Diagnostyka laboratoryjna
chorob odkleszczowych




Kleszcze jako wektor i rezerwuar chordb infekcyjnych

Styl zycia wspolczesnych spoleczenstw post-industrialnych, aktywny wypo-
czynek, rozwoj turystyki, sporty ekstremalne, che¢ poznawania i zajmowania
nowych, kiedy$ nieosiggalnych terenéw, niosg za sobg czasami ujemne skutki
i sg nowymi czynnikami zwiekszonego ryzyka zakazenia sie drobnoustrojami
przenoszonymi przez wektor jakim sg kleszcze. Wiele z tych zakazen wystepuje
sezonowo, w okresie aktywno$ci réznych gatunkéw pajeczakéw. W naszej stre-
fie klimatycznej, moga one by¢ wektorem przenoszacym zakazenia od wiosny do
jesieni.

Kleszcze sg to pasozyty, o duzym znaczeniu dla medycyny ludzkiej i wete-
rynaryjnej. Sg one rezerwuarem i wektorem wielu chorobotwoérczych dla czio-
wieka wirus6w, bakterii i pierwotniakéw. W organizmie kleszcza dochodzi do
namnazania sie i zmian witasciwosci antygenowych drobnoustrojéw oraz utrzy-
mywania si¢ w organizmie przenosiciela przez kolejne jego stadia i pokolenia.
Sa one wektorem biologicznym, w odrdéznieniu od innych stawonogdéw, moga-
cych przenosi¢ rozne drobnoustroje z jednego osobnika na drugiego w sposob
mechaniczny i przypadkowy. Powszechnie stosowane zabiegi higieniczne w sto-
sunku do tych drobnoustrojow sg mato skuteczne.

Wzrost temperatury otoczenia powoduje wzrost aktywnosci kleszczy, kto-
ra rozpoczyna sie na przelomie marca i kwietnia i trwa do pazdziernika/listo-
pada. Maksimum aktywnosci zalezy od czynnikéw klimatycznych i przebiega
w Europie Srodkowej w dwoéch fazach, tzn. w maju/czerwcu i we wrzesniu/
pazdzierniku. W Polsce rozpoczyna sie¢ od potowy kwietnia (czasem wcze$niej,
w marcu) i trwa do poczatku listopada, z dwoma szczytami — pierwszym od maja
do potowy czerwca, drugim we wrzesniu.

W Polsce, najwieksze znaczenie medyczne i weterynaryjne obok kleszcza po-
spolitego Ixodes ricinus, majq: Argas reflexus (obrzezek golebi) i Dermacentor reti-
culatus (kleszcz tgkowy). Na terenie Polski kleszcze te mogg by¢ przenosicielami:
boreliozy z Lyme, anaplazmozy, bartonelozy, kleszczowego zapalenia mézgu,
tularemii, gorgczki Q, babeszjozy, a takze riketsjoz z grupy gorgczek plamistych.
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Tabela 1. Najczesciej wystepujgce choroby przenoszone przez kleszcze 2. Rodzaj e badan diagnostycznych

Czynnik Gatunek kleszcza Choroba Rejon wystepowania 2.1. Badania mikroskopowe
etiologiczny .
f:;srzhl‘; 5) urgdorfer) Ixougle SOTIE AN gﬁzgkﬁ;’;nocna’ Osoby wykonujgce badania mikroskopowe muszg posiada¢ ukonczony 24-go-
Anaplasma Ixodes sp. Anaplazmoza Amewl;a Pétnocna, dzinny kurs: badania mikroskopowe zabarwionych rozmazéw krwi w kierun-
phagocytophilum Europa ku zarazen pierwotniakami, rekomendowany przez Krajowga Izbe Diagnostow
TBEV Ixodes sp. Kleszczowe zapalenie | Europa, Azja Laboratoryjnych. Zloty standard w diagnostyce zarazen pierwotniakami stano-
. TUOZER — wi badanie mikroskopowe zabarwionych rozmazéw krwi. Rozmazy, co najmniej
Babesia sp. Ixodes sp. Babeszjoza Caly $wiat . o . ) ) X K _
Rickettsia conori  |Rhipicephalus sanguineus | Goraczka guzkowa Europa, Afryka, Azja dwa cienkie i dwa grube, nalezy wykonac bezposrednio po pobraniu krwi.
Hyalomma plumbeum, pid. 0 Krew pelna pobrana na antykoagulant (EDTA), najlepiej krew wio$niczkowa
ge;rezgzcrflr;ttzzmargmatus, z opuszki palca pobrana do probéwki z kapilarg (200-500ul), albo krew z zyly (2 ml)
R. rickettsii Dermacentor variabilis, |Gorgczka plamista G6r |Ameryka Péinocna, d Krew dOStarC_Zyc_ do .laborat_onum jak najszybciej w CZ&Sle. 2 gOlel'.l Oq pobrfml.a.
D.andersoni Skalistych Srodkowa i Potudniowa Q Jezeli przewiduje sie dlugi czas transportu wskazane jest zrobienie ze Swie-
R. sibirica Dermacentor nuttallii, ~ |Pétnocno-azjatycka Azja zej krwi dwoch cienkich i dwoch grubych rozmazéw. Po ich wyschnigciu
D. marginatus, D. goraczka kleszczowa (w temperaturze pokojowej) w odpowiednim opakowaniu do transportu
Ziiggiiﬁ Hydlomma szkietek mikroskopowych, nalezy dostarczy¢ je do laboratorium, w raz z préb-
R. slovaca Dermacentor reticulatus | TIBOLA/DEBONEL Europa kg krwi pobranej do PI:ObOWkl' ] ] ] ) B
R. haelvetica Dermacentor reticulatus | Goraczka Europa 0 Zwtoka przy wykonaniu rozmazéw moze spowodowac zmiany w morfologii
bezwysypkowa pasozytow i zmiane ich charakterystycznego zabarwienia.
(Aneruptive fever)
R. afticae Amblyomma Afrykanska gorgczka Afryka, Europa R . . .
hebraeum and A. odkleszczowa (zawleczenia) Probki krwi wiosniczkowej
variegatum Probki nalezy pobiera¢ do kapilar z EDTA:
Bartonella sp. Ixodes sp. Bartoneloza gmeryka Péinocna, — u dorostych: z 3 lub 4 palca reki lub ptatka ucha,
uropa AL . . .
Ehrlichia chaffensis | Ixodes sp. Erlichioza Ameryka Péinocna, u dzieci: z duzego palca u nogi lub z piety.
Europa, Mali
Francisella Rozne gatunki kleszczy | Tularemia Ameryka Péinocna, Materialy pomocnicze
tularensis _ : EHTopa — cienkie szkietka podstawowe z matowym konicem, bez odpryskow i zadrapan,
Coxiella burnetii Rozne gatunki kleszczy | Goraczka Q Caly $wiat -
odttuszczone przed uzyciem,
— rylec lub oléwek do naniesienia danych identyfikacyjnych na matowej czesci
szkietka,
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— alkohol,

1 Informacje ogélne i wymagania prawne — pipeta jednorazowa cienka lub pipeta nastawna z jednorazowymi koncéwkami.
Sporzadzenie rozmazéw

— rozmaz cienki: 3 ul (krople) krwi umiesci¢ na koncu szkietka podstawowego
a nastepnie rozprowadzi¢ na 1/3 powierzchni za pomocg drugiego szkietka
o oszlifowanych krawedziach. Szkielko, pochylone pod katem 30-45°, prze-
ciggamy ruchem jednostajnym ku przodowi. Rozmaz powinien by¢ jednolity
1 zawierac jedng warstwe komorek.

— rozmaz gruby: (gruba kropla) 6 ul (dwie krople) krwi nalezy rozprowadzi¢
rogiem innego szkietka, na powierzchni odpowiadajgcej srednicy 16-20 mm
(monety 10-20 groszowe).

Rozmazy pozostawiamy do wyschniecia w pozycji poziomej, w temperaturze
pokojowej (21°C £ 4°C), zabezpieczone przed zanieczyszczeniem.

1.1. Zlecenie badania laboratoryjnego

Medyczne laboratorium opracowuje, wdraza i stosuje procedure zlecania ba-
dan laboratoryjnych oraz formularz zlecenia badania laboratoryjnego zgodnie
z rozporzadzeniem Ministra Zdrowia o standardach jakosci w medycznym labo-
ratorium diagnostycznym.

Dokumentacja medyczna w medycznym laboratorium, w tym zlecenia ba-
dan laboratoryjnych, jest prowadzona, przechowywana i przetwarzana zgodnie
z przepisami dotyczgcymi dokumentacji medycznej.
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Tak przygotowane rozmazy nalezy przesta¢ do laboratorium wykonujgcego Material do badan serologicznych
badania parazytologiczne.
We wczesnej fazie zakazenia, przed zastosowaniem leczenia, nalezy pobra¢

Barwienie metoda Giemsy 5-10 ml krwi na skrzep w celu uzyskania surowicy. Drugg probke krwi nalezy po-
— 5% roztwor Giemsy w objetosci okoto 5 ml nanie$¢ na preparat i pozostawic bra¢ po 2 tygodniach. Jesli w drugiej probce krwi nie zostanie stwierdzony czte-

przez 40 min., rokrotny wzrost miana przeciwecial, nalezy rozwazy¢ pobranie trzeciej prébki po
— splukac delikatnie niewielkg iloscig wody, 4-6 tygodniach od pobrania pierwszej.

— pozostawi¢ do wyschniecia najlepiej w pozycji skos$nej.

UWAGA: Przed barwieniem cienki rozmaz nalezy utrwali¢ metanolem i pozo-
stawi¢ do wysuszenia. Preparatéw z grubg kroplg nie nalezy utrwalad!

Ocena mikroskopowa zabarwionego preparatu

Ocena jest przeprowadzana po naniesieniu olejku immersyjnego, pod powigk-
szeniem obiektywu 100x. Ocena powinna obejmowac¢ 1 cm?rozmazu lub co naj-
mniej 300 pol widzenia lub co najmniej 20 000 krwinek. Czas badania jednego
preparatu wynosi nie mniej niz 20 min.

Wynik badania

Wynik powinien zawiera¢ opis ksztaitu, wielko$ci, liczby i utozenia w krwin-
ce wykrytych pasozytow. W sprawozdaniu z badania powinny znalez¢ sie takze
informacje o parazytemii (intensywnos$¢ inwazji).

O Surowica krwi. Uzyskang surowice krwi umie$ci¢ w lodéwce w temperaturze
5°C*3°C. Jezeli badanie bedzie wykonywane w dniu przyjecia lub dnia na-
stepnego to uzyskang surowice krwi nalezy umiesci¢ w lodéwce w temperatu-
rze 5°C+3°C. Jezeli przewidywany termin wykonania badania jest dtuzszy niz
24 godziny nalezy surowice umies$ci¢ w zamrazarce. Jezeli probka jest trans-
portowana w stanie zamrozonym, nalezy natychmiast umiesci¢ ja w tempera-
turze -20°C lub nizszej wedlug przyjetego schematu przechowywania prébek
oczekujacych na badania.

Intensywnos$¢ inwazji

— w cienkim rozmazie okres$la sie odsetek krwinek zarazonych przypadajacych
na co najmniej 500 policzonych (wg wzoru: liczba zainfekowanych RBC/catko-
wita liczba ogladanych RBC x 100).

— w grubej kropli jest to liczba pasozytéw przypadajgcych na 1 ul krwi, kto-
ra okresla sie liczac pasozyty oraz biale krwinki w wielu polach widzenia,
w odniesieniu do standardowej liczby 8000 biatych krwinek w 1 ul krwi, wg

wzoru: liczba pasozytéw x (8000/liczba policzonych biatych krwinek). Przed wykonaniem badan, probki wyjmowane sa z zamrazarki na godzine

przed nastawieniem testu. Wszelkie powto6rzenia badania lub ustalenie ostatecz-

2.2. Badania serologiczne . : : . : -
nego miana w badaniu metodg immunofluorescencji powinno by¢ wykonywane

Definicje zwigzane z procedura w ciggu 48 godzin od momentu rozmrozenia probki.

ELISA - metoda immunoenzymatyczna, w ktorej jeden z elementéw jest zwig-
zany chemicznie z enzymem, ktérego aktywnos¢ oznaczana jest w reak- Po wykonaniu i zakonczeniu badania prébka powinna by¢ ponownie zamro-
¢ji z substratem i odczytywana kolorymetrycznie. zona i przechowywana przez okres zgodny z okresem przechowywania przyje-

RF - czynnik reumatoidalny — przeciwciato klasy IgM o charakterze antyim- tym w danym laboratorium.
muno-globuliny, reagujace z kompleksem IgG-antygen.

Szara strefa — zakres pomiaréw lub wyliczonych stezef, w ktérym nie jest moz- O Surowica lub plazma w ilosci okoio 1 ml, bez hemolizy, nalezy pobrac ja-
liwe jednoznaczne okreslenie czy proba jest dodatnia czy ujemna. Zakres lowo do szczelnie zamykanej probowki. Do 24 godzin od momentu pobra-
szarej strefy jest powigzany z niepewnoscig wyniku i nie moze by¢ mniej- nia materialu, probki mozna przechowywac i transportowac w temperatu-
szy niz ustalona niepewnos¢. rze pokojowej (21 * 4°C), jednak zaleca sie przechowywac i transportowac

w warunkach chtodni (5 = 3°C). Jezeli probka bedzie przechowywana powyzej
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24 godzin nalezy jg zamrozi€ i transportowa¢ w warunkach uniemozliwiajg-
cych rozmrozenie;

O Krew peitna w ilo$ci okoto 5 ml, pobrana jalowo ,na skrzep”. Prébke nalezy
dostarczy¢ do laboratorium bezzwtocznie w przeciagu 2 h od pobrania;

Q Plyn mézgowo-rdzeniowy (PMR) w ilosci okolo 1 ml, pobrany jalowo do
szczelnie zamykanej probéwki. Do 24 godzin od momentu pobrania materia-
tu, prébki mozna przechowywac i transportowac¢ w temperaturze pokojowej
(21 = 4°C), jednak zaleca sie przechowywac je i transportowa¢ w warunkach
chlodni (5 £ 3°C). Jezeli prébka bedzie przechowywana powyzej 24 godzin
nalezy ja zamrozi¢ i transportowa¢ w warunkach uniemozliwiajacych roz-
mrozenie.

UWAGA: Oznaczenia obecnos$ci swoistych przeciwcial w plynie mézgowo-
-rdzeniowym nalezy zawsze wykonywac réwnolegle z oznaczeniami w suro-
wicy pobranej w tym samym czasie. Plyn mézgowo-rdzeniowy do oznaczania
miejscowej syntezy przeciwcial w OUN nie moze by¢ zamrozony.

Algorytm postepowania diagnostycznego

Badanie przeciwcial posrednig metodg ELISA

Badanie skiada sie z dwoch faz dziatania:
— fazy przygotowawczej;
— fazy wiasciwego wykonania testu

Faza przygotowawcza obejmuje:

— ostateczng ocene przydatnosci probek do badania,

— sprawdzenie zgodnos$ci oznakowania prébki do dotgczonej karty badan,

— sprawdzenie instrukcji badan i formularzy,

— sprawdzenie wyposazenia,

— przygotowanie zestawow diagnostycznych i materialdéw odniesienia zgodnie
z instrukcja,

— opracowanie probki odczynnikiem eliminujacym falszywie dodatnie wyniki
oznaczen zwigzane z wystepowaniem w badanych materiatach czynnika reu-
matoidalnego (dotyczy tylko oznaczen IgM w surowicyjosoczu).

Pozostale etapy stanowig wlasciwe wykonanie testu, a obowigzujgce parame-
try wykonania zawarte sg w instrukcjach do poszczegdlnych zestawoéw diagno-
stycznych.
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Schemat wykonania testu ELISA dla oznaczen przeciwcial IgM[IgG

1. Faza przygotowawcza

2. Inkubacja rozcienczen badanej prébki i materialéw odniesienia z antygenem

Plukanie — usuniecie niezwigzanych IgM

3. Inkubacja ze znakowanym enzymem koniugatem anty-IgM

Plukanie — usuniecie niezwigzanego koniugatu

4. Reakcja enzymu ze swoistym substratem

5. Blokowanie reakgcji

6. Odczyt spektrofotometryczny

Elementy kontroli i weryfikacji.
Wszystkie niezbedne do kontroli elementy wchodzgce w sktad zestawdéw mu-

szg by¢ uzywane w trakcie kazdego badania stanowigc element nadzoru bieza-
cego nad jakos$cig pracy. Uzyskane z wykorzystaniem materialéw wyniki stuza
do sterowania jakoscig badania.

Czynnikami interferujacymi w badaniu sa:

Obecny w surowicach czynnik reumatoidalny, bedacy przyczyng fatszywie
dodatnich wynikéw oznaczen swoistych IgM i musi by¢ usuniety. Alternatywga
jest usuniecie IgG z badanej probki co zapobiega rowniez zjawisku opisane-
mu w nastepnym punkcie ponizszego fragmentu;

Swoiste dla antygenu przeciwciala IgG, ktore w wysokich stezeniach mogag
blokowac wigzanie swoistych IgM. Jesli producent zestawu usuwa tylko czyn-
nik reumatoidalny interpretacja watpliwych wynikéw oznaczen IgM przy
jednoczesnym wysokim poziomie swoistych IgG jest powaznym biedem.
Wymagane jest powtdrzenie badania po usunieciu IgG;

QO Jony zelaza (hemoglobina) — utleniajgce substraty dla peroksydazy, co moze

Q

by¢ przyczyna nieswoistych oznaczen;

Zabarwienie probki (szczeg6lnie PMR) — hemoliza uniemozliwia prawidiowa
interpretacje wyniku, wskazane powtdrne pobranie materialu od chorego;
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O Zanieczyszczenia bakteryjne powodujg albo nieswoisty dodatni wynik po-
przez wigzanie koniugatu albo degradujg przeciwciata bedgc przyczyng fal-
szywie ujemnych wynikéw materiat z wyraznym zanieczyszczeniem bakte-
ryjnym nie nadaje sie do badania;

O Wielokrotne zamrazanie i odmrazanie probki powoduje wytracenie IgM —
w przypadku obecnosci krioprecypitatu badanie powtérzy¢ z nowego mate-
riatu;

O U os6b z bakteryjnymi zakazeniami osrodkowego uktadu nerwowego (szcze-
golnie kretkami) obserwowano nieswoiste reakcje w oznaczeniach IgG i IgM
w plynie mézgowo-rdzeniowym i (ale stabsze) w surowicy. Bylo to przyczyna
zmiany przez niektérych producentéw zakresu szarej strefy.

Formulowanie i wydawanie wynikéw

Wyniki oznaczen przeciwcial IgM i IgG ze wzgledu na mozliwg nieswoistos¢
reaktywno$ci wiasciwg kazdemu testowi immunologicznemu, nalezy formulo-
wac nastepujaco:
— ,hiereaktywne” — ujemne,
— ,reaktywne” — dodatnie,
— ,watpliwe” — mieszczace si¢ w szarej strefie podanej przez producenta testu.

2.3. Badania metoda PCR

Wybér materialu do badan metodg PCR jest uzalezniony od patogenu, kté-
rego poszukujemy lub typu zakazenia i nalezy to uzgodni¢ z laboratorium, kté-
re ma przeprowadzi¢ badania. W przypadku badan PCR material powinien by¢
pobierany do jalowych, szczelnie zamykanych probéwek lub pojemnikéw. Przy
pobieraniu nalezy zachowaé¢ maksymalng ostroznos$¢, aby nie doprowadzi¢ do
kontaminacji materiatu. Przyktady materialéw podane sg ponizej:

0 Krew pobrana na antykoagulant — petna krew w ilo$ci okoto 3 ml, pobrana na
antykoagulant (najlepiej EDTA, nie nalezy uzywac¢ heparyny). Probki nie nale-
zy odwirowywac. Jezeli probka zostanie dostarczona do laboratorium w ciggu
24 godzin moze by¢ transportowana w temperaturze pokojowej (21 £ 4°C),
jednak zaleca sie temperature chiodni (5 = 3°C). Przy dluzszym okresie cza-
su (maksymalnie do 5 dni) probke krwi bezwzglednie nalezy przechowywac
i transportowac¢ w temperaturze chtodni (5 = 3°C).

Q Piyn mézgowo-rdzeniowy (PMR) — w ilo$ci 1 — 2 ml, probka PMR po pobraniu
powinna by¢ dostarczona do laboratorium tak szybko, jak to jest mozliwe,
najlepiej w temperaturze chtodni (5 = 3°C). Jezeli prébka PMR nie moze by¢
dostarczona w ciggu 24 godzin, nalezy jg zamrozi¢ i transportowac do labora-
torium w warunkach uniemozliwiajgcych jej rozmrozenie.

0 Wymaz z miejsc chorobowo zmienionych nalezy pobra¢ jalowg wymazowka.
Nastepnie koniec wymazowki nalezy zanurzy¢ w 1 — 1,5 ml jatlowego roztworu
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soli fizjologicznej umieszczonej w jalowej probéwce. Koniec wymazowki, kto-
rym byt pobierany material nie moze by¢ suchy. Material powinien by¢ dostar-
czony do laboratorium natychmiast po pobraniu. Jezeli material nie moze by¢
dostarczony do laboratorium od razu po pobraniu, nalezy go zamrozic¢ i trans-
portowac¢ w warunkach uniemozliwiajgcych jego rozmrozenie. Dopuszcza sie
rowniez pobieranie materialu za pomocg specjalnych zestawéw transporto-
wych przewidzianych do pobierania materiatu klinicznego w kierunku diagno-
styki zakazen wirusowych (wymazéwka + podtoze w probdéwece).

UWAGA: Wymaz [zeskrobiny/ ptyn z komory oka — zlecony i pobrany tylko
przez lekarza specjaliste zgodnie z obowigzujgcymi procedurami medycz-
nymi. Po pobraniu material nalezy zabezpieczy¢ tak jak wymaz z miejsc
chorobowo zmienionych.

Mocz — w ilo$ci 10 — 20 ml (z pierwszego strumienia, po dokladnej higienie
osobistej miejsc intymnych). Wazne by mocz oddany do badania byt mini-
mum dwie godziny w pecherzu. Prébka moczu powinna by¢ dostarczona do
laboratorium tak szybko jak to jest mozliwe, najlepiej od razu po pobraniu.
Jezeli probka bedzie dostarczona od razu, moze by¢ transportowana w tem-
peraturze pokojowej, jezeli nie, nalezy jg umie$ci¢ w temperaturze chiodni
(5 £ 3°C) i dostarczy¢ tak szybko, jak to mozliwe.

Popluczyny oskrzelowo — pecherzykowe (BAL) — w ilo$ci 1 — 2 ml nalezy do-
starczy¢ do laboratorium w temperaturze chtodni (5 = 3°C). Jezeli probka be-
dzie przechowywana dtuzej, nalezy jg zamrozi¢ i dostarczy¢ do laboratorium
w warunkach uniemozliwiajgcych rozmrozenie.

Wycinki tkanek — w ilos$ci nie mniejszej niz 0,2 g nalezy pobiera¢ do jalowej
probowki lub pojemnika zawierajgcego niewielkg ilo$¢ sterylnej wody lub
roztworu soli fizjologicznej. Jezeli materiat bedzie dostarczony do laborato-
rium bezzwlocznie, moze by¢ transportowany w temperaturze pokojowej,
jezeli nie nalezy go przechowywac i transportowaé¢ w temperaturze chtodni
(5 = 3°C). Przy diuzszym przechowywaniu material nalezy zamrozi¢ i dostar-
czy¢ do laboratorium w warunkach uniemozIliwiajacych jego rozmrozenie.

Surowica, osocze lub inne plyny ustrojowe — w ilosci 1 — 2 ml. Jezeli mate-
rial do badan stanowi surowica, a nie petna krew, surowice nalezy oddzieli¢
jak najszybciej po pobraniu krwi i przesta¢ do laboratorium najlepiej w tem-
peraturze chtodni (5 * 3°C). Jezeli surowica nie moze by¢ dostarczona na-
tychmiast po pobraniu, nalezy jg zamrozi¢ i transportowac do laboratorium
w warunkach uniemozliwiajgcych rozmrozenie.

UWAGA: W przypadku badania metoda jakosciowego PCR dla wiruséw
zakazajacych elementy komoérkowe krwi materiatem z wyboru jest petna
krew, a nie surowica.
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3. Pobieranie i przygotowanie materiatu
do badan laboratoryjnych

Systemy stuzace do pobierania prébek pochodzace od réznych producentéw
réznig sie miedzy sobg, co moze mie¢ wplyw na uzyskane wyniki. Nalezy $cisle
przestrzegac zalecen producenta odczynnikéw oraz producenta probéwek i uzy-
wanych systeméw pobran odnos$nie pozyskania materialu do badan (stosowa-
nych antykoagulantéw) i parametréw wirowania.

Krew nalezy pobiera¢ do probéwek w systemie zamknietym. Takie postepo-
wanie zmniejsza ryzyko kontaminacji na etapie przedanalitycznym i ogranicza
prawdopodobienstwo wynikéw falszywie dodatnich (zwtaszcza w badaniach
prowadzonych metodami molekularnymi).

Probéwka z pobranym materialem powinna zawierac¢ nastepujgce dane pacjenta:

* Imie i nazwisko,

e PESEL,

* date pobrania,

* kod paskowy.

Zamkniety pojemnik z materialem nalezy przechowywac zgodnie z wytycz-
nymi laboratorium diagnostycznego.

Nalezy pamieta¢, ze zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia
23.03.2006 roku w sprawie standardéw jakosci dla medycznych laboratoriow
diagnostycznych i mikrobiologicznych. [Dz.U. nr 61 poz. 435 z p6zn. zm.] rodzaj
badanego materialu, system pobierania i transport muszg by¢ zawsze zwalido-
wane ze stosowanym testem diagnostycznym celem unikniecia btedéw przeda-
nalitycznych i zapewnienia wiarygodnych wynikéw.

4. Transport materialu do badan

Transport materialéw biologicznych podlega jednolitym w skali $wiata wy-
maganiom prawnym. ,Transport probek diagnostycznych (kwalifikowanych
jako ,towar niebezpieczny”) regulowany jest umowg miedzynarodowg pt.
~sumowa europejska dotyczgca miedzynarodowego przewozu drogowego to-
wardw niebezpiecznych” (powszechnie znana jako umowa ADR) opublikowana
w Dz.U. z 2005 r. Nr 178, poz. 1481. a aktualne zasady pakowania i oznako-
wania zawarte sg w Shippers Program 2013 (WHO).Wymagania prawne doty-
czace lotniczego transportu materialdéw o charakterze ,potencjalnie zakazny”
okreslone sg w podpisanych przez Polske miedzynarodowych przepisach ICAO
(Organizacja Miedzynarodowego Lotnictwa Cywilnego) i IATA (Miedzynarodowe
Stowarzyszenie Przewoznikow Powietrznych) w Instrukcjach pakowania
(Packaging Instructions-PI) 602 i 650.

4.1. Warunki i czas transportu materialéw pobranych do badania muszg by¢
zgodne z zaleceniami laboratorium wykonujacym test diagnostyczny.

4.2. Materiat do badan laboratoryjnych jest transportowany i dostarczany do
medycznego laboratorium przez upowaznione osoby. Material jest transporto-
wany w zamknietych probéwkach, w zamknietym opakowaniu zbiorczym, ozna-
kowanym ,materiat zakazny” zgodnie z opisanymi ponizej zasadami.

4.3. Zalecenia dotyczgce pakowania materiatow biologicznego

Ze wzgledu na potencjalnie zakazny charakter probek materiatu klinicznego
obowigzujg nastepujgce zasady pakowania probek: Pojemniki z materiatem do
analizy powinny by¢ zapakowane zgodnie z ogélng zasadg pakowania wymaga-
ng dla czynnikéw biologicznych wywolujgcych choroby ludzi. Obowigzuje zasa-
da potrdjnego opakowania:

* naczynie zasadnicze zawierajgce materiat kliniczny,

* wtorne opakowanie wodoszczelne, odporne na uszkodzenia mechaniczne
zabezpieczajgce opakowanie zasadnicze oraz w przypadku uszkodzenia opa-
kowania zasadniczego uniemozliwiajgce skazenie srodowiska; w przypadku
materiatéw ptynnych pomiedzy opakowaniem zasadniczym a opakowaniem
wtérnym powinien znajdowacé sie materiat wchianiajgcy ptyny w ilosci wy-
starczajgcej do wchloniecia calej probki klinicznej,

* opakowanie zewnetrzne, na ktérym powinna znajdowac si¢ informacja umoz-
liwiajgca szybki kontakt z klientem zlecajgcym badanie.

W stosunku do poszczegélnych opakowan obowigzujg nastepujgce zasady:

A. Materiat do analiz nalezy umiesci¢ w pojemnikach, ktére powinny by¢:
* jednorazowe, z niettukgcego tworzywa sztucznego, odporne na zgniecenie;
* zamykane nakretka z dodatkowg uszczelkq zapobiegajgca wyciekowi materiaiu;
* otwierane i zamykane w nieskomplikowany sposob;

B. Opakowanie wtérne powinno by¢ wykonane z odpornych na zgniecenie
materialéw i hermetycznie zamkniete. Dopuszcza sie mozliwo$¢ umieszczenia
w jednym opakowaniu wtérnym kilku naczyn zasadniczych z materialem Kkli-
nicznym pod warunkiem ich jednoznacznego oznakowania. Opakowanie wtérne
musi mie¢ wymiary umozliwiajgce otwarcie go w boksie laminarnym (wyma-
ganie BHP). Przed umieszczeniem w opakowaniu transportowym powierzchnia
opakowania wtérnego powinna by¢ wyjalowiona. Dokumentacja dotgczona do
probek nie moze by¢ umieszczana w opakowaniu wtérnym.

C. Opakowanie transportowe w przypadku transportu materiatéw w warun-
kach specjalnych ( suchy 16d, 16d) powinno by¢ odporne na dany czynnik. Musi
by¢ oznakowane i opisane w sposob identyfikujgcy klienta i umozliwiajgcy na-
wigzanie z nim szybkiego kontaktu w przypadkach uszkodzenia prébek czy in-
nych zdarzen losowych.

Dokumentacje dotgczong do badan nalezy umiesci¢ oddzielnie w zamknie-
tych kopertach przytwierdzonych do opakowania zewnetrznego.
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5. Przyjmowanie materialu do badan

5.1. Medyczne laboratorium opracowuje, wdraza i stosuje procedury przyj-
mowania, rejestrowania i oznakowania materialu do badan oraz udostepnia je
zleceniodawcom, ktorzy potwierdzajg pisemnie zapoznanie si¢ z nim.

5.2. Medyczne laboratorium sprawdza zgodno$¢ danych ze zlecenia z oznako-
waniem materialu oraz przydatnos$¢ materiatu do badania.

5.3. W przypadku stwierdzenia przez medyczne laboratorium niezgodnosci
otrzymanego materialu z wymaganiami dotyczacymi pobierania, transportu lub
innych nieprawidlowosci powodujacych, ze material nie moze by¢ wykorzystany
do badania, pracownik zgtasza ten fakt kierownikowi laboratorium lub osobie
przez niego upowaznionej, ktérzy w razie potwierdzenia niezgodnosci moga za-
kwalifikowa¢ materiat jako niezdatny do badania i odméwi¢ wykonania badania.

Odmowe wykonania badania odnotowuje si¢ w dokumentacji. Dalsze poste-
powanie medyczne laboratorium uzgadnia ze zleceniodawca.

5.4. Medyczne laboratorium prowadzi dokumentacje, dotyczaca przechowy-
wanego materiatu przed i po wykonaniu badania, z uwzglednieniem:
* miejsca,
* czasu,
* temperatury,
* danych oséb odpowiedzialnych za przechowywanie materiatu.

6. Kwalifikacje personelu wykonujgcego badania

Badania wykonuje tylko personel, ktéry przeszedi udokumentowane szkole-
nie z danej dziedziny diagnostycznej. Za nadzdr i autoryzacje wynik6w odpowia-
da diagnosta laboratoryjny posiadajacy odpowiednig specjalizacje (mikrobiologia
medyczna, laboratoryjna genetyka medyczna, laboratoryjna parazytologia me-
dyczna) lub lekarz, posiadajgcy wiedze i umiejetnosci w zakresie wykonywania
czynnosci diagnostyki laboratoryjnej uzyskanych w ramach specjalizacji zgodnie
z rozporzadzeniem Ministra Zdrowia i posiadajg udokumentowane co najmniej
dwuletnie doswiadczenie w diagnostyce laboratoryjnej choréb odkleszczowych.

7. Formulowanie i wydawanie wynikéw

7.1. Zaleca sie aby wynik byt autoryzowany przez diagnoste laboratoryjnego
posiadajacego odpowiednig specjalizacje (mikrobiologia medyczna, laboratoryj-
na genetyka medyczna, laboratoryjna parazytologia medyczna) lub lekarza, po-
siadajgcego wiedze i umiejetnosci w zakresie wykonywania czynnosci diagno-
styki laboratoryjnej uzyskanych w ramach specjalizacji zgodnie z rozporzgdze-
niem Ministra Zdrowia z dnia 11.12.2012 roku w sprawie wykazu specjalizacji
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uprawniajacych lekarza do samodzielnego wykonywania czynnosci diagnostyki
laboratoryjnej w medycznym laboratorium diagnostycznym [Dz.U. 2012 poz.
1420] i posiadajg udokumentowane co najmniej dwuletnie doswiadczenie w dia-
gnostyce laboratoryjnej choréb odkleszczowych.

7.2. Formularz sprawozdania z badania laboratoryjnego moze by¢ przekaza-
ny w formie elektronicznej z zachowaniem wymagan wskazanych w rozporza-
dzeniu Ministra Zdrowia z dnia 23.03.2006 roku w sprawie standardéw jako$ci
dla medycznych laboratoriéw diagnostycznych i mikrobiologicznych. [Dz.U. nr
61 poz. 435 z p6zn. zm.|

7.3. Medyczne laboratorium archiwizuje wyniki przez okres 20 lat zgodnie
z przepisami dotyczacymi dokumentacji medycznej — ustawa z dnia 6.11.2008
roku o prawach pacjenta i Rzeczniku Praw Pacjenta [tj. Dz.U. z 2012 r., poz. 159]

7.4. W formularz sprawozdania podana jest metoda diagnostyczna wykona-
nego badania oraz nazwa producenta testu diagnostycznego.

8. Zgtaszanie wynikow inspekcji sanitarnej

Zakazenie potwierdzone uzyskaniem dodatniego wyniku:

* Anaplasma sp. (wykazanie znamiennej dynamiki przeciwcial swoistych
dla Anaplasma sp. lub wykrycie ich na poziomie diagnostycznie zmien-
nym lub wykrycie kwasu nukleinowego Anaplasma sp. we krwi) B >

* Borrelia burgorferi sensu lato (wykazanie obecnos$ci przeciwcial dla g
B.burgdorferi testem ELISA — wyniki watpliwe i watpliwie dodatnie po
potwierdzeniu ich swoistosci testem western blot)

* Przeciwciata IgM dla KZM, kierownik medycznego laboratorium ma obowig-
zek zgtosi¢ w ciggu 24 godzin od momentu uzyskania wyniku, panstwowemu
powiatowemu inspektorowi sanitarnemu wtasciwemu dla siedziby laborato-
rium, zgodnie z ustawg z dnia 5.12.2008 roku o zapobieganiu oraz zwalczaniu
zakazen i choréb zakaznych u ludzi, [Dz.U. Nr 234, poz. 1570 z pézn. zm]|

9. Wymagania dotyczgce stosowanej aparatury
i testow diagnostycznych

Medyczne laboratorium stosuje metody badawcze, ktére odpowiadaja
aktualnej wiedzy medycznej. Metody te wykonywane sg zgodnie zzasadami ##
Dobrej Praktyki Laboratoryjnej przy uzyciu zwalidowanych metod zgodnie | \
z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 4 czerwca 2003 r. w sprawie
kryteriéow, ktére powinny speinia¢ jednostki organizacyjne wykonujace |
badania substancji i preparatow chemicznych, oraz kontroli spetnienia
tych kryteriow (Dz.U. z 2003 r. Nr 116, poz. 1103).

Do diagnostyki medycznej in vitro nalezy stosowa¢ wyroby medyczne, tj. apa-
rature i testy diagnostyczne speiniajgce wymagania okre$lone w ustawie o wy-
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robach medycznych. W zwigzku z powyzszym, aparatura i odczynniki musza
posiadac deklaracje zgodnosci z dyrektywg 98/79/EC.

Baze danych o wyrobach medycznych przeznaczonych do uzywania
w Rzeczpospolitej Polskiej prowadzi Urzad Rejestracji Produktéw Leczniczych,
Wyrobéw Medycznych i Produktéw Biobdjczych.

Wyroby medyczne (aparaty i/lub odczynniki) powinny by¢ wiasciwie do-
starczone, prawidlowo zainstalowane i utrzymywane, oraz uzywane zgodnie
z przewidzianym zastosowaniem, a Uzytkownik jest obowigzany do przestrze-
gania instrukcji uzytkowania. W zwigzku z powyzszym badania nalezy wykony-
wac zgodnie z instrukcjg producenta, a interpretacja wynikow réwniez musi by¢
zgodna z instrukcjg testu. Stosowanie testow wytworzonych przez medyczne
laboratorium (typu in-house, homemade) jest mozliwe wylgcznie po przeprowa-
dzeniu pelnej walidacji i spelnieniu odpowiednich wymagan zasadniczych okre-
$lonych przez Ministra Zdrowia. Powyzsze musi by¢ potwierdzone wpisem do
bazy prowadzonej przez Prezesa Urzedu Rejestracji Produktéw Leczniczych,
Wyrobéw Medycznych i Produktéw Biobdjczych.

10. Zapewnienie jakosci badan laboratoryjnych

10.1. Zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 23.03.2006 roku
w sprawie standardéw jakosci dla medycznych laboratoriéw diagnostycznych
i mikrobiologicznych [Dz.U. nr 61 poz. 435 z pdz. zm.] medyczne laboratorium
prowadzi wewnetrzng kontrole jakos$ci badan i uczestniczy w zewnetrznej kon-
troli jako$ci — co najmniej raz w roku.

10.2. Za prowadzenie wewnetrznej kontroli jakosci oraz uczestnictwo w pro-
gramach zewnetrznej oceny jakosci odpowiada kierownik medycznego laborato-
rium lub wyznaczony przez niego pracownik.

10.3. Dokumentacja kontroli jakos$ci badan jest przechowywana przez okres
20 lat zgodnie z przepisami dotyczacymi dokumentacji medycznej — ustawa
z dnia 6.11.2008 roku o prawach pacjenta i Rzeczniku Praw Pacjenta (tj. Dz.U.
z 2012 1., poz. 159).

BORELIOZA Z LYME
Czynnik etiologiczny

Kretki nalezgce do gatunku Borrelia burgdorferi sensu lato sg bardzo zréznico-
wang grupg, do ktdrej obecnie zalicza sie 15 genogatunkéw. W$rdd nich siedem
to drobnoustroje o udowodnionej chorobotwoérczosci dla cztowieka:

B. burgdorferi sensu stricto

B. garinii
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B. afzelii
B. bisetti
B. spielmanii
B. valaesiana
B. lusitaniae

Sa to dtugie, ruchliwe bakterie Gram-ujemne. Komorka ich jest wydiuzona,
silnie skrecona, z przebiegajacym pod blong zewnetrzng wiéknem osiowym.
Ksztalt komérki i zdolno$¢ ruchu umozliwiajg im penetracje sSrodowisk o réznej
strukturze i gestosci.

Sciana komoérkowa kretkow B. burgdorferi ma budowe charakterystyczng dla
bakterii Gram-ujemnych. W blonie zewnetrznej wystepuja liczne biatka bedgce
silnymi antygenami i biorgce udziat w kolonizacji, penetracji tkanek i odpowiedzi
immunologicznej gospodarza na zakazenie. Duzg grupe stanowig lipoproteiny
taczace sie N-koncem z czgsteczkami kwaséw tiuszczowych biony plazmatycz-
nej. Lipoproteiny te odgrywaja wazng role w adaptacji kretkéw do Srodowiska
na réznych etapach cyklu zyciowego oraz zwigzane sg z ich chorobotwdrczo$cia
i przebiegiem odpowiedzi immunologicznej gospodarza na zakazenie.

Opisano duzg grupe lipoprotein, ktére oznaczone sg skrotem OspA (Outer
surface protein A), OspB, az do OspF. Ich funkcje sg stabo poznane. Dotychczas
zbadano role OspA, OspB, OspC. Sg one czynnikami zjadliwosci tych bakterii
1 umozliwiajg przejscie kretkdw z kleszcza do organizmu ssaka.

Inna lipoproteina blony zewnetrznej to biatko BBK32. Wytwarzana jest
w zerujacych kleszczach i u ssakow. Przeciwciala dla tej lipoproteiny (biatko p47)
wykrywa sie u chorych na borelioze z Lyme. Kolejna grupa biatek wystepujacych
w blonie zewnetrznej to biatka wigzgce dekoryne (decorin binding protein) DbpA
i DbpB.

Wiekszo$¢ tych biatek kodowana jest na plazmidach i ekspresja ich zalezy od
warunkow w jakich znajduje sie bakteria.

Swoiste dla B. burgdorferi biatka, ktére sg wykorzystane jako antygeny diagno-
styczne to przede wszystkim lipoproteiny btony zewnetrznej. Charakteryzuje je
znaczna heterogennos$¢. Najczesciej wystepujgce w Europie chorobotworcze dla
czlowieka B. garinii i B. afzelii i B. burgdorferi sensu stricto mozna podzieli¢ na
przynajmniej siedem serotypdw, biorgc pod uwage jedynie zréznicowanie wy-
stepujacych na powierzchni komorki swoistych biatek OspA. Wystepowanie ich
zwigzane jest z okreSlonym genogatunkiem: B. burgdorferi sensu stricto nalezy
do serotypu 1, B. afzelii — do serotypu 2, B. garinii — do serotypéw 3 do 7.

W przypadku biatka OspC, na podstawie réznic w sekwencji aminokwasow,
wyodrebniono dotychczas 4 serotypy kretkéw. Biatko to jest wysoce immuno-
genne i odpowiada przede wszystkim za wczesng odpowiedZ humoralng.

Jednym z najbardziej immunogennych bialek w komérce B. burgdorferi jest
flagelina, biatko wchodzgce w sklad wici — widkna osiowego. Wywotuje ono
silng, wczesng odpowiedz humoralng. Biatko to w poczatkowym i koncowym
odcinku tancucha, wykazuje wysoki stopienn homologii z sekwencjg aminokwa-
sow flageliny Bacillus subtilis (65%) i Salmonella Typhimurium (56%). Konicowa
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sekwencja tego polipeptydu wykazuje az 80% homologii z bialkiem flageliny
T. pallidum. Krzyzowe reakcje stwierdza si¢ takze z wieloma innymi bakteria-
mi Gram-ujemnymi i Gram-dodatnimi. Epitopy charakterystyczne dla gatunku
B. burgdorferi zlokalizowane sg tylko pomiedzy 129 i 251 aminokwasem.

Stosunkowo niedawno wykryto zlokalizowane na plazmidzie 128-1 geny vIs,
kodujace biatka VISE. Wystepujg one na powierzchni komoérki bakteryjnej i ma-
skuja dzieki temu inne powierzchniowe antygeny. Aby unikng¢ swoistej odpo-
wiedzi immunologicznej gospodarza, kretki B. burgdorferi gwattownie zwigksza-
ja ekspresje genu VISE i produkcje biatka VISE. Poniewaz struktura przestrzenna
tego bialka jest tak uksztaltowana, ze cze$¢ zmienna zwrdcona jest na zewnatrz,
zakrywajac czes$¢ statg, przeciwciala wytwarzane sg gtéwnie przeciw zmiennej
czesci biatka. Biatko VISE wytwarzane jest pod wplywem reakcji immunologicz-
nych gospodarza-kregowca.

Ekspresja genu VISE i produkcja biatek VISE znaczgco wzrasta u ssakow wska-
zujac, ze aktywacja nastepuje po opuszczeniu organizmu kleszcza i wniknieciu
do ssaka. Bialko to nie wystepuje w szczepach hodowanych w sztucznych podio-
zach, w warunkach in vitro. Obecnie biatko to wykorzystywane jest w diagnostyce
serologicznej jako wysoce swoisty, inmunogenny antygen wytwarzany in vivo.

Podstawg rozpoznania boreliozy z Lyme jest obecno$¢ okreslonych objawow
klinicznych. Badania laboratoryjne, wykrywajgce swoiste przeciwciata klasy IgM
i/lub IgG dla antygendéw B. burgdorferi sensu lato potwierdzajg rozpoznanie kli-
niczne. Wykrycie swoistych przeciwcial, ktérym nie towarzysza okre$lone obja-
wy kliniczne nie ma znaczenia diagnostycznego.

Wywolywana przez te kretki borelioza z Lyme jest najczestszg na pétkuli pét-
nocnej zakazng choroba, przenoszong przez kleszcze. W zalezno$ci od regionu od-
powiedzialne sg r6zne gatunki kleszczy rodzaju Ixodes. W Ameryce P6inocnej jest
to gtéwnie Ixodes scapularis, w Europie Ixodes ricinus, a w Azji Ixodes persulcatus.

Borelioza z Lyme jest zalecang przez europejskich ekspertéw, nazwg jednostki
chorobowej wywotanej zakazeniem kretkami B. burgdorferi s.1. Nie powinno uzy-
wac sie nazwy ,.choroba z Lyme”, ktérg wprowadzono w Stanach Zjednoczonych
w 1976 roku, w czasie, kiedy nieznany jeszcze byl jej czynnik etiologiczny; nie
nalezy skracac tej nazwy do okreslenia ,,borelioza” poniewaz istnieja inne cho-
robotworcze gatunki kretkdw rodzaju Borrelia, rowniez skracanie nazwy do
»,Lyme” jest niewlasciwe. Podobnie, nazwa kretkowica odkleszczowa nie jest
rekomendowana.

Udziat kleszczy w przenoszeniu zakazenia determinuje, sezonowos$¢ wyste-
powania nowych zachorowan, zgodna z cyklem zyciowym tych stawonogoéw, jak
rowniez okre$la jej zasieg geograficzny, ktéry pokrywa si¢ z zasiegiem wystepo-
wania przenoszacych zakazenie kleszczy.

Kretki B. burgdorferi przekazywane sg stransstadialnie kleszczom, zakazajac
zwierzeta, na ktérych zerujg. Rezerwuarem kretkoéw B. burgdorferi sa wszystkie
zwierzeta, ktorych krwig zywig sie kleszcze.
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Objawy kliniczne boreliozy z Lyme

Borelioza z Lyme w zaleznos$ci od stadium zakazenia obejmuje rézne uktady
i narzady.

Dla ulatwienia identyfikacji zakazen jak i dla cel6w epidemiologicznych wpro-
wadzono definicje przypadku boreliozy z Lyme. Pierwszg definicje sformutowano
w 1991 roku w USA, a nastepnie 1996 roku w Europie. Europejska definicja jest
szersza niz amerykanska ze wzgledu na wystepowanie na naszym kontynencie,
w chwili jej tworzenia, trzech chorobotwoérczych dla cztowieka genogatunkéow
B. burgdorferi sensu lato, tj.: B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii oraz B. afzelii,
a tym samym wieksze zrdéznicowanie objawéw choroby. Definicja polska, nie
rozni sie od europejskiej.

Najczesciej w Europie wystepujg zakazenia B. garinii i B. afzelii, podczas gdy
B. burgdorferi sensu stricto znacznie rzadziej i zwykle w Europie wschodniej.
Zroznicowanie genogatunkéw wywolujgcych zakazenia na kontynencie europej-
skim muszg by¢ brane pod uwage przy opracowaniu nowych testéw diagno-
stycznych, jak np. PCR oraz antygenéw diagnostycznych do badan serologicz-
nych. Jest to bardzo wazne poniewaz w ostatnim czasie wykryto w Europie ko-
lejne, nowe chorobotworcze genogatunki B. bissetii, B. valaisiana i B. spielmani.

1. Borelioza wczesna miejscowa

W poczatkowym okresie, we wczesnej fazie jest to zakazenie miejscowe.
Po kilku dniach lub tygodniach od chwili zakazenia wywotanego uktuciem klesz-
cza, pojawia sie rumien wedrujacy (erythema migrans), ktéremu mogg towarzy-
szy¢ objawy grypopodobne. Rumien wedrujgcy jest jedynym swoistym objawem
(patognomonicznym) choroby. W tym stadium choroba powinna by¢ rozpoznana
przez lekarza klinicyste.

B

UWAGA: Nie powinno sie wykonywac badan laboratoryjnych, ktérych wy-
nik ujemny moze prowadzi¢ do mylnej diagnozy. Rumien wedrujacy jest
zakazeniem miejscowym i przeciwciala jeszcze sg nieobecne. Zwykle poja-
wiajg po 3-4 tygodniach od chwili jego pojawienia sie.
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2. Borelioza wczesna rozsiana

W tym okresie dochodzi do zakazenia wielu narzgdéw i uktadéw, pojawiajg
sie dolegliwosci ze strony osrodkowego lub obwodowego uktadu nerwowego,
ukiadu kostno-stawowego lub uktadu krazenia.

We wczesnej neuroboreliozie, w ciggu kilku tygodni od chwili zakazenia naj-
cze$ciej wystepuja: zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych, zapalenie nerwu
twarzowego lub innych nerwdédw czaszkowych, zapalenie korzeni nerwowych.
Objawom tym moze towarzyszy¢ bol glowy, uczucie zmeczenia, przeczulice lub
sztywno$¢ karku, ktére wystepujgc osobno nie stanowig kryterium rozpoznania
Przeciwciata IgM i/lub IgG moga nie wystepowad, przeciwciala IgG powinny by¢
wykryte w fazie zdrowienia (6-8 tygodni od wystgpienia objawéw).

Borelioza stawowa charakteryzuje sie nawracajacymi, krétkotrwatymi (tygo-
dnie, miesigce) b6lami jednego lub kilku niesymetrycznych stawéw. W surowicy
chorych stwierdzany jest zawsze wysoki poziom przeciwcial klasy IgG.

3. Borelioza p6Zna

Neuroborelioza p6zna wystepuje zwykle po okoto 6 miesigcach od zakazenia.
Sa to rzadkie przypadki podostrych encefalopatii, ataksje, zespoly pozapirami-
dowe, niedowtady, nietrzymanie moczu, objawy spastyczne, zaburzenia mowy
i pamieci, zaburzenia psychiczne, zaburzenia czucia, a takze w ciezkich przypad-
kach porazenia polowicze lub catkowite. W pdznej neuroboreliozie, w zapale-
niu mozgu i rdzenia, zapaleniu korzeni nerwowych zawsze powinny by¢ obecne
przeciwciala klasy IgG w plynie mézgowo-rdzeniowym.

Nieleczona pdzna posta¢ stawowa boreliozy z Lyme prowadzi do nadzerek
chrzgstek i kosci, przerostu maziéwki i odktadania sie widknika.

Skérna po6zna postac to przewlekle zanikowe zapalenie skory (acrodermatitis
chronica atrophicans — ACA). Jest to przewlekla, postepujaca zmiana skorna, kté-
ra pojawia sie po kilku latach od uktucia przez kleszcza. Charakterystyczne sg
czerwone, sino-czerwone plamy na powierzchni konczyn. Zmieniona skora ule-
ga stopniowo zanikowi, dochodzi do owrzodzen szczegodlnie nasilonych w miej-
scach nad wyniesieniami kostnymi, co moze prowadzi¢ do zwichnie¢ w stawach.
Towarzyszy im bol, $wiad i przeczulica. W badaniu serologicznym stwierdza sie
wysokie miano swoistych przeciwciat klasy IgG.

Postepowanie diagnostyczne

UWAGA: Prawidlowe rozpoznanie boreliozy z Lyme zalezy od odpowied-
niego postepowania diagnostycznego. Wazny jest zaré6wno dobdr metod
jak i1 antygendéw diagnostycznych, a nastepnie prawidiowa interpretacja
wynikow.

Stosowane obecnie zestawy diagnostyczne ELISA powinny naleze¢ przynaj-
mniej do II-giej generacji. Nalezg do tej grupy testy, w ktérych albo antygenem
diagnostycznym sg wybrane, izolowane frakcje biatek albo antygen diagnostycz-
ny poddawany jest wstepnej absorpcja kretkami Reitera. Szczepy uzywane do
produkcji antygenu muszg wytwarzac biatko OspC umozliwiajgce wykrycie swo-
istej odpowiedzi w klasie IgM oraz DbpA (decorin binding protein A, dawniej
p17), bedace dominujgcym antygenem w odpowiedzi IgG.

W najnowszej, Ill-ciej generacji testéw, jako antygeny diagnostyczne sto-
sowane sg rekombinowane biatka. Dotychczas otrzymano i sprawdzono pod
wzgledem przydatnosci w diagnostyce boreliozy z Lyme, biatka p83/100, wskaz-
nik péznej fazy choroby, p41 (flagelina) i p41 int. wewnetrzna czes$¢ czgstecz-
ki flageliny o masie 14000, niereagujaca krzyzowo z flageling innych gatunkow
bakteryjnych, biatka blony zewnetrznej OspA i OspC i p39. Uzupetnienie antyge-
nu diagnostycznego o rekombinowane biatka DbpA (p17/18) i p58, a takze p14,
p30, p43 oraz antygen VISE i pochodzgcy z niego syntetyczny peptyd C6, moga
znacznie zwiekszy¢ czutos¢ testu.

Pomimo to, nie udalo sie wyeliminowa¢ reakcji krzyzowych i wynikéw fal-
szywie dodatnich. Dlatego w 2000 roku opublikowano rekomendacje dotycza-
ce prawidiowej diagnostyki laboratoryjnej boreliozy z Lyme opracowane przez
miedzynarodowg grupe ekspertow. Angielska wersja ,,MiQ 12 Lyme Borreliosis”
dostepna jest w internecie na stronie: http:|[www.dghm.org, w ktérej zalecana
jest dwustopniowa diagnostyka serologiczna.

Materiat do badan

Badania serologiczne w kierunku boreliozy z Lyme mozna wykonywac z suro-
wicy krwi, a w przypadku objawéw neurologicznych réwniez z ptynu mézgowo-
-rdzeniowego.

Nie zaleca sie badan serologicznych ptynu stawowego z powodu mozliwosci
wystapienia nieswoistych, dodatnich reakcji.
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Schemat dwustopniowego postepowania diagnostycznego w boreliozie z Lyme

I. Test przesiewowy

|

ELISA
/ N\
ELISA (-)
Diagnostyke zakonczy¢ na tym ELISA (+) lub (+/+)
etapie
(wyjatki — podejrzenie boreliozy
z Lyme we wczesnym stadium — l
powtdrzy¢ badanie za 2-3 tygodnie) II. Test potwierdzajacy

l

Western-blot

Etap I. Test przesiewowy — ELISA
Oznaczenie poziomu przeciwcial pétilo§ciowymi testami ELISA o wysokiej
czutosci (testy II lub III generacji).

Etap II. Test potwierdzajacy — Western blot

Probki surowic, z ktérymi uzyskano wynik dodatni lub watpliwie dodatni
(wartosci graniczne) sg badane jakosciowg metodg Western-blot o wysokiej
swoistosci, w celu weryfikacji rezultatéw badania metodg ELISA.

Interpretacja wynikoéw badan ELISA i Western-blot odbywa sie wedtug $cisle usta-
lonych kryteriéw. Zalecenia te sg dokladnie okreslone i regularnie aktualizowane.

UWAGA: Western blot (WB) jest testem potwierdzajgcym wynik badania
przesiewowego (ELISA) i nie moze by¢ stosowany samodzielnie, z pominie-
ciem pierwszego etapu badania diagnostycznego.

Test ten musi charakteryzowac sie wysoka, nie mniejsza niz 95%, swoisto-
$cig. Analiza wystepowania przeciwcial przeprowadzona w ramach programu
EUCALB, wykazala przydatnos$¢ nastepujacych 8 antygenéw w diagnostyce za-
kazen B. burgdorferi sensu lato: OspC i p41 dla IgM oraz p83/100, p58, p41, p39,
OspC, DbpA (p17) dla IgG, jakkolwiek o zréznicowanym znaczeniu. Stwierdzono,
bowiem ze czulo$¢ i swoisto$§¢ metody zalezna jest od genogatunku szczepu
uzytego jako antygen diagnostyczny. Wazne jest aby kryteria diagnostyczne
uwzglednialy odpowiedZ immunologiczng na antygeny szczepow najczesciej
wystepujacych na danym terenie.

Na terenie Europy zalecany jest test Western-blot z antygenami B. afzelii
(szczep PKo), poniewaz charakteryzuje sie najwiekszg czutoscia.

Przyjmuje sie, ze jezeli antygenem jest szczep B. afzelii to wynik immuno-
blot jest dodatni jezeli przeciwciata IgM reagujg przynajmniej z jedng frakcja
z posrod: p41 (silna reakcja), p39, OspC, DbpA (Osp17). Wraz ze zmiang antygenu
diagnostycznego zmieniajg si¢ rowniez kryteria interpretacji.

Wystepowanie swoistych przeciwciat w réznych stadiach boreliozy z Lyme

Stadium choroby Przeciwciata Czestosc
(objawy kliniczne) wykrywania
przeciwciat
IgM IgG
Weczesna, miejscowa (EM) + - 20-50%
Wczesna narzagdowa + -[+ 70-90%

(neuroborelioza, uktad
krazenia, stawowa)

Pézna narzagdowa - + 100%
(neuroborelioza, stawowa,
ACA)

Dodanie do zestawu antygenu VISE znacznie zwieksza czuto$¢ testu jednak
nie moze zastepowa¢ w badaniu W-B biatek podanych w tabeli, poniewaz jest to
biaiko, ktére pochodzi ze szczepu wystepujgcego przede wszystkim w Stanach
Zjednoczonych i w Europie nie zostala jeszcze dokladnie zbadana odpowiedz
immunologiczna na to biatko u chorych.

Interpretacja uzyskanych wynikow zgodnie z kryteriami amerykanskimi,
ustalonymi przez Center for Disease Control and Prevention (CDC) w Atlancie nie-
kiedy zalecanymi przez producentéw testow i nie rzadko automatycznie stosowa-
nymi na kontynencie europejskim, moze prowadzi¢ do btedéw w rozpoznaniu.

UWAGA: Opracowanie kryteriow oceny wynikéw badan metodg Western-
blot przeprowadzonych u chorych z terenu Europy jest bardziej ziozone ze
wzgledu na wystepowanie wiekszej liczby chorobotwdérczych genogatun-
kéw na obszarze naszego kontynentu.

Interpretacja wynikow

Przyjeta interpretacja wynikéw powinna by¢ powigzana z objawami klinicz-
nymi stwierdzanymi u chorego. Aby poprawnie zinterpretowa¢ wynik badania,
potrzebna jest informacja na temat czasu trwania choroby, z ktérym $cisle zwia-
zane jest pojawienie sie przeciwciat dla okreslonych antygenéw, np.: we wcze-
snej boreliozie z Lyme znaczenie ma intensywno$¢ przynajmniej dwoch frakeji
biatkowych (p41 i OspC). Uzyskanie ujemnego wyniku badania serologicznego
we wczesnej fazie zakazenia, w poczatkowym okresie wystepowania rumienia
wedrujgcego (EM), nie przesadza o rozpoznaniu.
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Zalecane jest powtorzenie badania z nowa probka surowicy po uptywie 4
tygodni od wystapienia pierwszych objaw6w choroby.

Interpretacja wynikow testu Western blot

Odpowiedz humoralna
IgM IgG

Antygeny diagnostyczne

p39, OspC, DbpA (p17/18), p83/100, p58, p43, p39, p30,
silna reakcja z antygenem | OspC, p21, DbpA (p17/18),
p41? p14®

p39, OspC, p41 int.,, DbpA |p83/100, p58, p39, OspC,
(p17/18) lub silna z OspC? p41 int., DbpA (p17/18)*

B. afzeli (Szczep PKo)

Biatka rekombinowane

Wynik dodatni testu jest wtedy kiedy:

Przeciwciata IgM reagujg z co najmniej jedng frakcjg biatkows, pochodzaca ze

szczepu B. afzeli

Przeciwciata IgM reaguja z co najmniej dwoma frakcjami biatek rekombino-

wanych lub wystepuje silna reakcja z OspC

Przeciwciala IgG reaguja z co najmniej dwoma frakcjami biatek, pochodzacy-

mi ze szczepu B. afzeli

4 Przeciwciala IgG reagujg z co najmniej dwoma frakcjami bialek rekombino-
wanych

—

N

w

We wczesnej boreliozie z Lyme, w przypadku ujemnych wynikéw badan sero-
logicznych, badania nalezy powtarzac. Po 6 tygodniach od wystgpienia objawow
u 100% chorych wykrywa sie przeciwciala. W p6znej boreliozie z Lyme (neu-
roborelioza, stawowa, ACA) u wszystkich chorych obecne sg przeciwciata IgG.
W tym stadium choroby wystepowanie przeciwcial IgM i brak IgG nie ma zna-
czenia diagnostycznego.

Nalezy pamietaé, ze swoiste przeciwciala wykrywane sa réwniez u os6b zdro-
wych. W zaleznosci od stopnia narazenia na kontakt z kleszczami odsetek oséb
z przeciwcialami wynosi od 12% w normalnej populacji (krwiodawcy) do okoto
40% w grupach zwiekszonego ryzyka, np. wsrdd lesnikow. Obecno$¢ samych
przeciwcial, bez objawéw klinicznych, nie moze by¢ wskazaniem do leczenia.

Przyczyng nieswoistych reakcji i falszywie dodatnich wynikéw moze by¢
obecnos$¢ czynnika reumatoidalnego, lupus erythematosus, reakcje krzyzowe oraz
inne zakazenia wywolywane przez kretki lub mononukleoza zakazna.

Indeks PMR[surowica

W przypadku objawdéw neuroboreliozy nalezy okresla¢ indeks piyn mé-
zgowo-rdzeniowy (PMR)/surowica, pozwalajgcy wykry¢ srodoponowa produkcje
przeciwcial. Jest to szczegdlnie przydatne w poznej neuroboreliozie oSrodkowego
uktadu nerwowego. W tym celu oprécz wyniku badania swoistych przeciwcial dla
B. burgdorferi w surowicy krwi i ptynie mézgowo-rdzeniowym, konieczne jest ozna-
czenie catkowitego stezenia albuminy lub immunoglobulin IgG w surowicy i PMR.

PMR U/ wsp.rI. X stezenie albuminy w surowicy
Indeks PMR/surowica =

Sur U x stezenie albuminy w PMR

PMR U - wynik oznaczenia obecnosci swoistych przeciwciat dla B. burgdorfe-
ri metodg ELISA w plynie mézgowo-rdzeniowym

wsp.r — wspéiczynnik rozcienczenia
Sur U- wynik oznaczenia obecnos$ci swoistych przeciwciat dla B. burgdorferi
metodg ELISA w surowicy krwi

Interpretacja wynikow:

Indeks PMR/surowica <1,4 przeciwciala nie sg wytwarzane w osrodkowym
ukiadzie nerwowym; 1,5 — 2,0 wynik watpliwie dodatni; > 2,0 swoiste przeciw-
ciala dla B. burgdorferi s wytwarzane srédoponowo — zakazenie osSrodkowego
ukladu nerwowego.

Inne badania

Podstawg rozpoznania laboratoryjnego boreliozy z Lyme sg badania serolo-
giczne. Jezeli jednak mimo ujemnego wyniku badania laboratoryjnego, lekarz
nadal podejrzewa na podstawie objawéw klinicznych, zaawansowane stadium
boreliozy, mozna zastosowa¢ inne, dodatkowe metody diagnostyczne, jak
np. poszukiwanie DNA kretkéw (PCR) lub hodowle itp. Maja one takze zastoso-
wanie u chorych z nietypowym rumieniem wedrujgcym, przy podejrzeniu wcze-
snej neuroboreliozy, w ktorej nie zostaly jeszcze wytworzone przeciwciala oraz
u chorych z obnizong odpornoscia.

Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Lancuchowa reakcja polimerazy umozliwia wielokrotne powielanie okre-
$lonych, charakterystycznych dla danego drobnoustroju fragmentéw genomu.
W przypadku B. burgdorferi sensu lato, najczesciej wykrywane sg sekwencje
genow kodujacych flageline, biatka blony zewnetrznej (Osp), 16S-RNA i 55-23S-
RNA. PCR jest metodg bardzo czulg, a dolna granica wykrywalnosci wynosi okoto
10-1000 komorek w badanej prébce. Pomimo swych niewatpliwych zalet posiada
jednak szereg ograniczen. Do najwazniejszych nalezy koniecznos$¢ wtasciwego
doboru materialu do badania w zalezno$ci od stadium choroby, w ktérym wyko-
nuje sie badanie. Material genetyczny kretkéw cze$ciej mozna wykry¢ we wcze-
snej niz w pdéznej boreliozie z Lyme. DNA kretkéw wykrywa sie w okoto 60-70%
wycinkéw skéry pobranych z rumienia wedrujacego i w okoto 60% wycinkéw ze
zmian typu ACA. U chorych z rumieniem wedrujgcym DNA B. burgdorferi we krwi
stwierdza sie nie czesciej niz u okoto 18% u chorych. W ptynie mézgowo-rdze-
niowym DNA wykrywa sie¢ w 38% przypadkéw w neuroboreliozie wczesnej
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i w 25% w neuroboreliozie p6Znej. W zaleznosci od stosowanych starteréw czu-
to$¢ metody PCR w plynie stawowym wynosi od 48% dla starteréw komplemen-
tarnych do sekwencji genu 16S rRNA do 96% dla starteréw dla OspA. Na wynik
badania moze mie¢ wplyw obecno$¢ w badanym materiale DNA pochodzacego
z komoérek gospodarza, jak i hamujgcy wptyw innych sktadnikéw tkankowych ta-
kich jak hemoglobina, heparyna, porfiryny. Ograniczenia te moga prowadzi¢ do
uzyskiwania wynikéw falszywie dodatnich jak i falszywie ujemnych. Powazny
wplyw na otrzymany wynik majg tez metody ekstrakcji DNA, gdyz ze wzgledu
na niewielka liczbe bakterii w badanym materiale moze dochodzi¢ do strat pro-
wadzacych do fatszywie ujemnego wyniku. Ponadto startery zastosowane do re-
akcji muszg umozliwia¢ amplifikacje fragmentéw DNA charakterystycznych dla
wszystkich chorobotwoérczych i potencjalnie chorobotwérczych genogatunkéw
B. burgdorferi sensu lato z tg samg czutoscig.

UWAGA: W przypadkach kiedy badanie serologiczne jest malo wiarygodne,
np. u chorych o obnizonej odpornosci, poddanych leczeniu immunosupresyj-
nemu, jak rowniez we wczesnym stadium choroby, zalecane jest wykonanie
badania metodg PCR z:

* wycinka skdry (rumien wedrujgcy, ACA),

* plynu mézgowo-rdzeniowego,

*  plynu stawowego lub chrzgstki stawowej.

Nie nalezy przeprowadza¢ badania ta metodq krwi oraz moczu.

Hodowla

Klasyczne postepowanie w diagnostyce mikrobiologicznej, hodowla i izola-
cja czynnika etiologicznego nie speinia warunkéw wymaganych w rutynowej
diagnostyce. Aby wyda¢ wynik hodowle kretkéw prowadzi sie do 3 miesiecy.
Uzyskany po tym czasie ujemny wynik nie wyklucza zakazenia. Kretki B. burgdor-
ferii mozna izolowac ze zmian skérnych (bioptaty), ptynu mézgowo-rdzeniowe-
g0, plynu stawowego i krwi. Czulo$¢ tej metody w II stadium choroby waha sie
od okoto 10 do 30%. Najczesciej dodatnie posiewy uzyskuje sie z bioptatéw sko-
ry pobranych z rumienia (ok. 50-85%), rzadziej z ptynu mézgowo-rdzeniowego
(ok. 10%) i z chrzastki stawowej; najmniej izolacji uzyskuje sie z ptynu stawowe-
go i krwi.

Do hodowli kretkéw B. burgdorferii stosowane jest bardzo bogate podloze
BSK (Barbour’a, Stoenner’a, Kelly’ego) i jego rézne modyfikacje, w skiad ktorych
wchodzi ponad 60 sktadnikéw, takich jak aminokwasy, witaminy, elektrolity; do-
datkowo sg wzbogacane surowicg kréliczg (6%). Inokulum nie moze by¢ mniejsze
niz 10 komorek bakteryjnych. Gesto$¢ zawiesiny bakteryjnej w podiozu BSK-H po
inkubacji 14 dni nie przekracza 10'° komérek w 1 ml, a czas miedzy podziatami
komorkowymi wynosi okoto 12-16 godzin. Na podtozach stalych bakterie te ro-
sng jeszcze wolniej.

Kretki B. burgdorferi sg bakteriami wolno rosngcymi na dostepnych obecnie
sztucznych podtozach bakteriologicznych. Optymalna temperatura wzrostu
kretk6w przy obnizonym poziomie tlenu wynosi 32-37°C.
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Hodowla i PCR

W poréwnaniu z zakazeniami innymi drobnoustrojami, liczba kretkéw w do-
stepnych do badania prébkach materiatu klinicznego jest bardzo mata, na granicy
wykrywalnosci metodg PCR. Ocenia sie, ze w plynie mézgowo-rdzeniowym liczba
tych drobnoustrojéw nie przekracza 50 komorek w 1 ml, i uzyskanie wystarczaja-
cej ilo$ci DNA kretkéw do amplifikacji metodg PCR jest czesto niemozliwe.

Mozna najpierw wykonac¢ posiew, a nastepnie po hodowli przez 1-2 tygo-
dnie, poszukiwa¢ DNA B. burgdorferi sensu lato metodg PCR. Ma to szczegdlnie
znaczenie w przypadkach klinicznego rozpoznania neuroboreliozy przy stabej
odpowiedzi immunologicznej lub jej braku. Taki sposéb postepowania z materia-
tem klinicznym, podnosi znacznie czulo$¢ badania diagnostycznego w kierunku
boreliozy z Lyme.

Inne badania diagnostyczne niezalecane

Pojawiajgce sie w réznych krajach nowe metody diagnostyczne, jak np. test
transformacji blastycznej (LTT), czy oznaczenie poziomu przeciwcial w kraza-
cych kompleksach immunologicznych nie mogg by¢ stosowane w rutynowej
diagnostyce boreliozy z Lyme zanim nie zostang doktadnie wystandaryzowane
i zwalidowane, a uzyskane wyniki powinny by¢ opublikowane w miedzynaro-
dowych czasopismach (zalecenie ECDC, ktére zaproponowato udostepnienie do
tego celu swdj biuletyn).

UWAGA: Stosowane w niektorych laboratoriach badania kleszcza usunie-
tego ze skory pacjenta (poszukiwanie w nim DNA B. burgdorferi) nie moze
by¢ uznane jako metoda diagnostyczna!

Poniewaz zakazony kleszcz nie zawsze zdazy przed usunieciem go ze skory,
zakazi¢ cztowieka jak rowniez nie zawsze obecnos¢ DNA kretk6w B. burgdorferi
jest mozliwa do wykrycia (czulos$¢ tego badania nie jest okreslona). Oznacza to,
ze wynik badania kleszcza — dodatni nie swiadczy o zakazeniu, a ujemny nie
wyklucza zakazenia.

Podsumowanie

1. Podstawg rozpoznania boreliozy z Lyme sg okreslone objawy kliniczne rozpo-
znane przez lekarza klinicyste. Wykrycie swoistych przeciwcial potwierdza to
rozpoznanie;

2. Obecnos$¢ samych przeciwcial, bez objawéw zakazenia, nie jest wskazaniem
do leczenia;

3. Badanie metoda ELISA jest badaniem wstepnym, ktére musi by¢ potwierdzo-
ne metodg Western-blot. W kazdym przypadku, powinny by¢ oznaczone prze-
ciwciala obu klas;

4. Test Western-blot jest badaniem potwierdzajgcym swoisto$¢ wyniku dodat-
niego lub watpliwie dodatniego oznaczonego metodg ELISA.
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5. Nie nalezy wykonywac testu Western-blot bez badania metodg ELISA, gdyz
jako pojedyncze badanie nie ma wartosci diagnostyczne;j.

6. Badanie kleszcza usunietego ze skory pacjenta nie moze by¢ uznane jako me-
toda diagnostyczna.

WIRUS ODKLESZCZOWEGO
ZAPALENIA OPON MOZGOWO-RDZENIOWYCH (KZM),
EPIDEMIOLOGIA I PROFILAKTYKA

Wirus KZM wystepuje w dwoch podtypach: srodkowoeuropejskim (zwanym
tez podtypem zachodnim — wystepujagcym w Polsce) i dalekowschodnim. Wirusy
obu podtypow wykazujg silne podobienstwo antygenowe a istotna réznica mie-
dzy nimi dotyczy ich biologicznego wektora — kleszcza. Dla podtypu europejskie-
go jest nim Ixodes ricinus, dla dalekowschodniego Ixodes persulcatus. Scisty zwia-
zek wirusa KZM z jego wektorem jest przyczyng sezonowosci zachorowan zwia-
zanej z dwoma okresami aktywno$ci kleszczy — dominujgcym wiosenno-letnim
i stabszym jesiennym. Przedstawiona wczesniej charakterystyka epidemiologii
KZM, jak réwniez prowadzone w okresie prawie 50 lat badania potwierdzajg, ze
stwierdzany w Polsce wirus KZM nalezy do odmiany centralno-europejskie;j.

Pierwsze przypadki kleszczowego zapalenia mézgu (KZM) zaobserwowano
w 1937 roku w tajdze syberyjskiej. Charakteryzowaly sie ciezkimi uszkodzeniami
mozgu i wysoka Smiertelno$cig dochodzgcg do 25% chorych.

Pierwsze dane $wiadczace o obecnos$ci wirusa KZM w Polsce opisal
Demiaszkiewicz gdy u kilku oséb z okolic Bialowiezy wystapity kliniczne objawy
zachorowan wywotanych tym wirusem. Autor ten podaje, ze juz przed II wojng
$wiatowq zdarzalo sie wiele podobnych zachorowan rozpoznawanych jako grypa
z powiktaniami lub dur brzuszny mimo objawéw charakterystycznych dla KZM.

W 1952 roku Szajna i wspoéipracownicy opisali 28 przypadkéw KZM wsrod
pacjentow szpitala w Nysie Klodzkiej. W 1954 roku Gdralski zaobserwowat
35 przypadkoéw podejrzanych o zakazenie wirusem KZM w wojewddztwie olsz-
tynskim. W pézniejszych latach KZM rozpoznawano u mieszkancéw innych rejo-
now w wojewodztwach: gdanskim, 16dzkim, krakowskim, szczecinskim.

W latach 1953-1957 ekspedycje naukowe zorganizowane przez PZH pod kie-
rownictwem prof. F. Przesmyckiego w wojewodztwach opolskim i biatostockim
izolowaly wirusa KZM od chorych ludzi jak tez od zwierzat (drobne ssaki) i wek-
torow-kleszczy.

W potowie lat 60-tych i na poczatku lat 70-tych przeprowadzono badania se-
rologiczne okolo 17 tysiecy dawcoéw krwi oraz okoto 20 tysiecy pracownikow
stuzby lesnej. Z badan tych wynikato, ze na r6znych terenach Polski odsetek oséb
posiadajgcych przeciwciata dla wirusa KZM wynosit od 0,5 do 6,5% populacji
a wsrod pracownikéw lesnych od 7% do 27%. Wskazywalo to réwniez na wy-
stepowanie w populacji licznych zakazen bezobjawowych i poronnych, obok
obserwowanych typowych przypadkéw kleszczowego zapalenia moézgu.
Przedstawione badania oraz izolacje wirusa od ludzi i zwierzat ujawnily szcze-

golnie eksponowane tereny zasiedlania wirusa kleszczowego zapalenia méozgu
w péinocno-wschodnich obszarach kraju obejmujgcych wojewddztwa biatostoc-
kie, olsztynskie i suwalskie, a takze w potudniowo-zachodniej czesci kraju w wo-
jewodztwie opolskim. Znalazlo to kliniczne potwierdzenie w liczbie przypadkow
zachorowan zgtoszonych z tych obszaréw. Umozliwilo to opracowanie wszech-
stronnej mapy wystepowania wirusa kleszczowego zapalenia mé6zgu w Polsce.

W okresie 23 lat, od 1970 do 1992 roku, zarejestrowano 576 przypadkéw KZM.
Liczba zachorowan w poszczeg6lnych latach wynosita od 4 (1991 r.) do 60 (1970),
a zapadalnos$¢ wahata sie od 0,01 do 0,2/100 000 mieszkancow.

W latach siedemdziesigtych XX wieku $rednia roczna liczba zachorowan (38-
60 przypadkéw) byly wyzsze niz w nastepnym dziesiecioleciu, kiedy roczne licz-
by zachorowan wynosity 14-19 a zapadalnos$¢ 0,04-0,05/100 000. Zjawisko to wy-
nikalo w znacznej czesci z zaniechania badan diagnostycznych.

W 1993 roku wystapit trzydziestokrotny wzrost liczby zachorowan na KZM
w poréwnaniu z 1992 rokiem, w ktérym zgtoszono 8 przypadkéw. Zarejestrowano
249 zachorowan, zapadalnos$¢ wynosita 0,65/100 000 i byly to wartos$ci najwyz-
sze od poczatku rejestracji tj. 1970 roku. W nastepnych latach liczba zgtoszonych
zachorowan ustabilizowata sie na wysokim poziomie i wynosita od 101 w 1999
roku do 267 w roku 1996. W latach nastepnych obserwowano oscylowanie licz-
by zachorowan w zakresie zblizonym do drugiej polowy lat 90-tych XX wieku.
Terytorialne rozmieszczenie zachorowan na przestrzeni lat wskazuje na utrzy-
mywanie sie najwiekszej liczby ognisk KZM w rejonach péinocno-wschodniej
Polski. Zachorowania dominowaly w sezonie wiosenno-letnim. Wiek chorych
wahat sie od 3 do 80 lat a objawowe zakazenia stwierdzano najczesciej u oséb
powyzej 20 roku zycia. Zachorowania 0séb zwigzanych z pracg na terenach wy-
stepowania kleszczy stanowily okoto 20% ogotu przypadkéw. Obok klasycznej
drogi zakazenia cztowieka przez zakazonego kleszcza w 1975 i 1995 roku udo-
kumentowano zakazenia cziowieka drogg jelitowg poprzez picie surowego mle-
ka od zakazonych zwierzat. W 1975 roku Zrédiem zakazenia byto mleko krowie
a w 1995 roku kozie.

Od 1994 $miertelno$¢ wynosita 0,5-2,8% i odpowiadata obserwowanej
w innych krajach, w ktérych wystepuje sSrodkowoeuropejska odmiana wirusa.
Obszary wystepowania ognisk zakazen tgcza sie bezposrednio z problemem dia-
gnostyki. Poprawa czutosci metod diagnostycznych oraz wieksza liczba wykona-
nych badan w danym roku majg istotne znaczenie dla ustalenia zar6wno stopnia
zagrozenia chorobag jak i obszaréw, na ktérych zagrozenie to wystepuje.

W zapobieganiu i zwalczeniu KZM wystepujg dwie tendencje. Pierwsza z nich
to zmniejszenie prawdopodobienstwa zakazenia, druga dotyczy immunoprofi-
laktyki czynnej (szczepienia). Zmniejszenie prawdopodobienstwa zakazenia jest
mozliwe przez: unikanie ekspozycji na kleszcze, stosowanie odpowiedniej odzie-
zy, wczesne stwierdzenie i usuniecie kleszczy z powierzchni skory, stosowanie
$rodkéw odstraszajgcych kleszcze (repelenty). W przypadku zakazen przenoszo-
nych drogg pokarmowg (mleko) skuteczng metodg jest gotowanie lub pastery-
zacja mleka. Zalecenia te powinny by¢ szczegdlnie przestrzegane na obszarach
endemicznego wystepowania wirusa.
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Aktualnie immunoprofilaktyka czynna oparta jest o stosowanie szczepionek
inaktywowanych o wysokiej aktywnosci uodparniajgcej. Ze wzgledu na zabity
charakter wirusa sg one bardzo bezpieczne wymagajg jednak szeregu rewakcy-
nacji (co 3-5lat). Wszystkie dostepne w Polsce szczepionki posiadajg praktycznie
identyczne wilasciwos$ci: wysoki margines bezpieczenstwa i mozliwosci stoso-
wania rowniez w stanach uposledzenia odpornosci. Aktualna formula uodpor-
nienia sprowadza sie do uodpornienia podstawowego (3 dawki), a nastepnie
(w odstepach 3-5 lat) podawania dawek przypominajgcych. Takie uodpornienie
pozwala na wysoki stopien serokonwersji i wysoka skutecznos$¢ ochronng (po-
wyzej 95%).

Kliniczny przebieg
wirusowego odkleszczowego zapalenia m6zgu

KZM jest chorobg z dwufazowym przebiegiem. Okres wylegania trwa od
2 do 28 dni. Wstepne objawy choroby przypominajg przeziebienie. Sg to: ogélna
niedyspozycja, gorgczka ok. 38°C, béle glowy, stawoéw, miesni, objawy niezytu
gornych drog oddechowych, niekiedy nudnosci, wymioty. Ta pierwsza faza KZM
trwa zwykle 1-9 dni po czym, o ile jest to poronna posta¢ choroby, chory powra-
ca do zdrowia. Przebieg pelnoobjawowy cechuje po okresie trwajacej 1-9 dni
remisji, wystgpienie drugiej fazy KZM.

Drugg faze choroby, trwajaca kilka tygodni a nawet miesiecy, rozpoczyna na-
gty skok goraczki (ok. 40°C), zmiana nastroju (depresja), nekajgce bdle i zawroty
glowy, wymioty, Swiatlowstret, oczoplas, niekiedy widzenie podwdjne, niedo-
stuch, spadek ci$nienia krwi, drzenie zamiarowe, niedowtady wiotkie. Pojawiajg
sie zaburzenia swiadomosci, az do jej utraty. Chory pozostaje unieruchomiony,
moze wystgpic¢ sztywnos$¢ karku. Charakter objawow zalezy od tego, czy choro-
ba przebiega pod postacig mézgowsa, oponowgq czy rdzeniowg. Wyzdrowienie
dotyczy 99% chorych, chociaz nie zawsze jest ono catkowite. Trwate niedowlady
i objawy neurologiczne wywolane przez uszkodzenia poszczegd6lnych nerwow
dotykajg ok. 25% chorych. Jak dotychczas brak jest leczenia przyczynowego (an-
tywirusowego) w terapii KZM.

Diagnostyka laboratoryjna KZM

W pierwszym okresie po stwierdzeniu wystepowania w Polsce wirusa KZM
podstawowgq technikg diagnostyki wirusologicznej byla izolacja wirusa z ply-
nu mézgowo-rdzeniowego (PMR) lub krwi chorego na wrazliwych zwierzetach
(oseski myszy), a nastepnie identyfikacja wirusa metodami serologicznymi (od-
czynem neutralizacji — ON i wigzania dopelniacza — OWD). Podstawg serologicz-
nego potwierdzenia zakazenia bylo stwierdzenie znaczacej dynamiki przeciw-
cial (przyrost miana) oznaczanych w ON lub OWD w dwoéch préobkach surowi-
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cy chorego, pobranych w ostrej i rekonwalescencyjnej fazie choroby. Znaczacy
postep mial miejsce na poczatku lat sze§édziesigtych po stwierdzeniu wtasno-
$ci hemaglutynacyjnych wirusa KZM. Odczyn zahamowania hemaglutynacji
(OZHA) stat sie w tym okresie gtdwng metodg swoistej serologicznej diagnostyki
zachorowan i oceny wrazliwosci osobniczej na zakazenie poniewaz obecnos¢
wykrywanych tym odczynem przeciwciat jest $cisle powigzana z ochrong przed
zakazeniem.

W latach osiemdziesigtych OZHA zostal zastgpiony metodami immunoenzy-
matycznymi (ELISA) pozwalajgcymi na badanie odpowiedzi immunologicznej
w klasach IgG i IgM przeciwcial oraz dzieki wysokiej czuto$ci metody, wykrywa-
nie produkcji swoistych przeciwcial w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN),
co stanowi potwierdzenie udzialu czynnika etiologicznego w neuroinfekcji.
W zwigzku z zaobserwowaniem nieswoistych wynikéw reakcji niektérych suro-
wic z antygenem wirusowym w metodzie ELISA (na przelomie lat 80/90) rozsze-
rzono zakres tzw. szarej strefy (wynikéw watpliwych) przyjmujgc za dodatnie
wyniki oznaczen IgG powyzej 123 jednostek wiedenskich (VIEU)/ ml.

Zasady ogodlne:

Badanie diagnostyczne wykonuje sie w przypadku wystgpienia objawow
neuroinfekcji wirusem KZM czyli w drugiej fazie zakazenia. Ze wzgledu na
dwufazowy charakter zakazenia faza ta charakteryzuje sie niskim prawdopo-
dobienstwem wykrycia wirusa/genomu wirusa we krwi (wiremia wystepuje
w pierwszej bezobjawowej lub grypopodobnej fazie).

UWAGA: Niska uzytecznos¢ metod wirusologicznych i molekularnych (zdol-
nos$¢ potwierdzenia metody amplifikacji genomu — rtPCR wynosi tylko kilka
procent);

Badanie obecnosci przeciwcial w surowicy i plynie m6zgowo-rdzeniowym
jako metody z wyboru.

Ze wzgledu na czulo$¢ i mozliwos¢ réznicowania odpowiedzi na zakaze-
nie KZM w klasach przeciwcial stosuje si¢ metody immunoenzymatyczne
— ELISA.

3
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Badania potwierdzajace zakazenie wirusem KZM

UWAGA: Badania potwierdzajgce zakazenie wykonuje si¢ technikami immu-
nochemicznymi polegajacymi na wykryciu przeciwcial anty— KZM w klasach
IgG i IgM w surowicy chorego i przeciwciat IgG w ptynie mézgowo-rdzenio-
wym chorego.

Badanie obecnosci swoistych IgM w plynie mézgowo-rdzeniowym mozna wy-
konywac jesli producent testu przewiduje takie badanie a w zestawie znajdu-
je sie odpowiedni panel materialéw kontrolnych do tego badania (stezenie IgM
w plynie m6zgowo-rdzeniowym jest wielokrotnie nizsze niz w surowicy i uzy-
cie jako kontroli surowic moze prowadzi¢ do pozornie ujemnych wynikéw
oznaczen). Badania te mogg zosta¢ wykonane m.in. nastepujgcymi technikami:
test immunoenzymatyczny (ELISA), test immunoenzymatyczny (EIA), test chemi-
luminescencyjny (CLIA), oraz test immunoenzymatyczno-fluorescencyjny (ELFA).
Aktualnie na rynku dostepne sg prawie wylgcznie zestawy diagnostyczne ELISA
w wersji metody posredniej (plytka oplaszczona antygenem KZM; koniugat —
znakowana enzymem antyimmunoglobulina).

W przypadkach wynikéw watpliwych jesli to mozliwe, zaleca si¢ pobranie
od pacjenta kolejnej dodatkowej probki w celu uzyskania wigzgcego wyniku.

Badania odpornosci osobniczej na zakazenie wirusem KZM

Badanie wykonuje sie poprzez oznaczenie poziomu przeciwcial IgG swoistych
dla wirusa KZM. Z wyboru stosowana jest pétilosciowa metoda ELISA. W skiad
zestawu powinien wchodzi¢ panel surowic dodatnich o znanym stezeniu swo-
istych przeciwcial (w VIEU/ml) umozliwiajagcy wyznaczenie krzywej wzorcowej
do odczytu stezenia tych przeciwciat w badanej prébce surowicy.

Czynnikami interferujacymi w badaniu sa:

Przeciwciala dla innych flawiwiruséw powstalte w wyniku przechorowania
lub uodpornienia (szczepienie przeciwko zoéitej gorgczce lub japonskiemu zapa-
leniu mézgu typu B). Wysoki poziom krzyzowych reakcji serologicznych pomie-
dzy gatunkami rodzaju Flavivirus uniemozliwia (z wyjatkiem badania metoda
neutralizacji) jednoznaczne rozréznienie, ktéry z wiruséw odpowiada za wytwo-
rzenie przeciwecial.

Ze wzgledu na przepisy wykonanie badania testem neutralizacji wymaga po-
siadania laboratorium co najmniej 3 klasy bezpieczenstwa biologicznego (Ustawa
z dnia 5 grudnia 2008 r. o zapobieganiu oraz zwalczaniu zakazen i choréb za-
kaznych (Dz.U. Nr 234, poz. 1570) wraz z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia
w sprawie szkodliwych czynnikéw biologicznych dla zdrowia w Srodowisku pra-
cy oraz ochrony zdrowia pracownikow
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UWAGA: W przypadku réwnoleglych oznaczen swoistych IgG w surowicy
1 plynie mézgowo-rdzeniowym istotne jest okreslenie czy wykryte w PMR
przeciwciata pochodzg z miejscowej syntezy w osrodkowym uktadzie nerwo-
wym -OUN (potwierdzenie zakazenia OUN) czy przedostaty sie do PMR z suro-
wicy na skutek zwiekszonego przenikania lub przerwania bariery krew mozg
(zakazenie OUN niepotwierdzone).

Przeprowadzenie takiej oceny wymaga ustalenia stezenia calosci IgG (i albu-
miny) w surowicy i PMR oraz obliczenia a nastepnie poréwnania ich stosunku
w obu plynach. Alternatywna (ale i mniej czulg metodg jest poréwnanie wzgled-
nego udzialu swoistych dla KZM przeciwcial w odniesieniu do stezenia IgG
w surowicy i PMR. Zwigkszony udzial swoistych przeciwcial w PMR wskazuje na
miejscowg synteze tych przeciwciat w OUN.

UWAGA: Przy braku informacji o stezeniu biatek w badanych materiatach wy-
kazanie, ze przeliczone miano swoistych przeciwcial w PMR jest wyzsze od
1/16 (tzn. np. 1/10 czy 1/2) miana przeciwcial w surowicy, wskazuje na miej-
scowgq synteze (jesli w PMR nie obserwowano $ladéw hemolizy).

W przypadkach badania PMR obok informacji o wykryciu swoistych prze-
ciwcial powinna sie znalez¢ adnotacja — miejscowa synteza potwierdzonajnie-
potwierdzona lub nieustalona.

BABESZ]JOZA

Babeszjoza, nazywana malarig péinocy, jest chorobg pasozytniczg przenoszo-
ng przez kleszcze. Przyczyng zachorowan sg pierwotniaki z rodzaju Babesia be-
dace obligatoryjnymi pasozytami krwinek czerwonych. Do transmisji pasozytow
moze rowniez doj$¢ przy przetoczeniach krwi i jej preparatéw oraz w wyniku
przeszczepu narzagdow, mozliwa jest takze przeztozyskowa droga zarazenia.

Zachorowania u ludzi wywotuje kilka sposréd 100 opisanych dotychczas na
$wiecie gatunkow Babesia: B. microti, B. divergens, B. venatorum, B duncani, opi-
sano tez zarazenia szczepami o nieoznaczonej jeszcze pozycji taksonomiczne;j.
Wektorem wystepujgcych na terenie Polski B. microti, B. venatorum i B. divergens
jest kleszcz pospolity Ixodes ricinus.

Wigkszo$¢ udokumentowanych przypadkéw babeszjozy odnotowano u lu-
dzi zamieszkujgcych obszar Po6tkuli Péinocnej. W ostatniej dekadzie w Stanach
Zjednoczonych zaobserwowano geograficzng ekspansje Babesia i staly wzrost
liczby przypadkéw zarazen. W niektérych regionach tego kraju babeszjoza powo-
dowana przez B. microti wystepuje niemal tak czesto jak borelioza z Lyme. W la-
tach 2011-2012, w USA zarejestrowano 2035 przypadkéw zarazen Babesia, gtow-
nie B. microti. W Europie zachorowania na babeszjoze sg rozpoznawane rzadko.
Od 1956 r. opisano okolo 40 przypadkéw o ciezkim przebiegu wywotanych przez
B. divergens oraz pojedyncze zarazenia B. venatorum i B. microti. W Polsce rozpo-
znano przypadki objawowego zarazenia B. microti zawleczone z krajéw Ameryki
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Péinocnej i Potudniowej oraz zarazenie B. venatorum (dawniej szczep EU1) u pa-
cjenta z boreliozg. W wyniku badan naukowych potwierdzono wystepowanie
bezobjawowych zarazen B.microti i B. venatorum na wschodnich terenach kraju.

Obraz kliniczny

W przypadku zarazenia B. microti objawy pojawiaja si¢ w czasie 1 do 4 tygo-
dni od ugryzienia przez kleszcza i zwykle 1 do 9 tygodni po przetoczeniu ska-
zonej krwi lub jej sktadnikéw. U oséb zarazonych, po okresie zmeczenia i ztego
samopoczucia, pojawia sie goragczka, w wysokosci do 40,9°C, ktérej towarzysza
dreszcze i poty. Czesto wystepuja: bole glowy i miesni, bole stawdéw, anoreksja
i suchy kaszel, rzadziej: wymioty, b6l gardia lub brzucha. Moze pojawi¢ si¢ nie-
stabilno$¢ emocjonalna, depresja, hyperestezja. W badaniu fizykalnym stwier-
dza sie powiekszenie $ledziony, rzadziej powiekszenie watroby i zaczerwienie-
nie gardia. Choroba trwa zwykle od 1 do 2 tygodni, jednak objawy znuzenia
i ztego samopoczucia czesto utrzymujg sie przez wiele miesiecy.

UWAGA: W wynikach badan laboratoryjnych krwi osoby chorej widoczny
jest niski hematokryt, niski poziom hemoglobiny i hepatoglobiny, podwyz-
szona liczba retikulocytéw i podwyzszony poziom dehydrogenazy mleczano-
wej. Powszechnym objawem jest trombocytopenia. Odsetek krwinek zarazo-
nych babeszjami najczesciej waha sie w granicach 1-10%, czasem dochodzi
do 80%.

Na przebieg babeszjozy wplyw ma status immunologiczny pacjenta i gatunek
pasozyta, ktéry spowodowat chorobe. U os6b immunokompetentnych zarazenie
Babesia przebiega z reguly bezobjawowo lub skapoobjawowo. Przebieg ciezki,
wymagajacy hospitalizacji, wystepuje w stanach obnizonej odpornosci. Do gru-
py zwiekszonego ryzyka ciezkiego przebiegu i powiklan babeszjozy nalezg pa-
cjenci: po splenektomii, z chorobg nowotworowa, hemoglobinopatia, zakazeni
wirusem HIV oraz chorzy z przewleklymi chorobami serca, ptuc lub watroby.
Powiktania odnotowywane sg niemal u potowy chorych hospitalizowanych, do
najczestszych nalezy zesp6t ostrej niewydolno$ci oddechowej i rozsiana koagulo-
patia wewngtrznaczyniowa. Wystgpi¢ moze réwniez zastoinowa niewydolnosé¢
serca, $pigczka, niewydolno$¢ watroby i nerek oraz pekniecie $ledziony. Czesto$¢
wystepowania przypadkéw $miertelnych wsrod oséb hospitalizowanych wyno-
sifa 6 do 9%, a w grupie oséb z immunosupresjg nawet 21%. Wysoka $mier-
telno$¢ wystepujaca przy zarazeniach B. divergens u pacjentéw asplenicznych
znaczaco spadla po wprowadzeniu skojarzonej terapii przeciwpasozytniczej
i transfuzji wymiennych.

UWAGA: Do potwierdzenia rozpoznania babeszjozy niezbedne jest wykona-
nie badan laboratoryjnych.
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Cykl zyciowy Babesia, na podstawie CDC
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Wskazania do badan laboratoryjnych

Badania laboratoryjne w kierunku babeszjozy powinny by¢ wykonywane tyl-
ko w przypadku uzasadnionego podejrzenia u pacjentéw z grup ryzyka zaraze-
nia Babesia, to jest:

* zamieszkujacych na terenach endemicznych lub przyjezdzajacych z takich te-
renéw,

* u chorych, ktérzy w okresie 6 miesiecy przed wystgpieniem objawow mieli
przetoczong krew,

* kobiet w cigzy poktutych przez kleszcze

UWAGA: Wykonanie badan laboratoryjnych nalezy rozwazy¢ takze u pacjen-
tow z boreliozg z Lyme lub z anaplazmoza, zle odpowiadajgcych na standar-
dowe leczenie lub wykazujgcych objawy ostrzejsze niz zwykle obserwowane
w tych przypadkach.

W uzasadnionych klinicznie przypadkach u chorych powracajacych z tere-
néw, na ktérych wspétwystepujg malaria i babeszjoza wskazane jest wykonanie
badan réznicujgcych te choroby.

Badania laboratoryjne w kierunku Babeszjozy

Potwierdzeniem zarazenia pierwotniakami Babesia jest dodatni wynik ba-
dania krwi obwodowej na obecnos$¢ pasozyta lub jego DNA. Materiatem do
badan sa probki krwi wiosniczkowej i zylne;j.
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Algorytm postepowania diagnostycznego w przypadkach babeszjozy

CIENKI ROZMAZ KRWI ZABARWIONY METODA GIEMSY

WYNIK UJEMNY

JESLI OBJAWY KLINICZNE UTRZYMUJA SIE

BADANIE CIENKIEGO ROZMAZU KRWI BADANIE MOLEKULARNE
WYNIK UJEMNY WYNIK UJEMNY

l

POWTORNE BADANIE W CIEZKICH PRZYPADKACH

Badania mikroskopowe

Zloty standard w diagnostyce babeszjozy stanowi badanie mikroskopowe za-
barwionych rozmazéw krwi. Rozmazy, co najmniej dwa cienkie i dwa grube, nale-
zy wykonac bezposrednio po pobraniu krwi. Jezeli nie jest to mozliwe krew nalezy
pobra¢ do probéwki z EDTA i jak najszybciej przekaza¢ do laboratorium diagno-
stycznego. Krew wiosniczkowa w objetosci 200 — 500 ul, krew zylna — 2 ml.

Zwtoka przy wykonaniu rozmazow moze spowodowa¢ zmiany w morfologii
pasozytoéw i zmiane ich charakterystycznego zabarwienia.

Wynik badania

UWAGA: Wynik powinien zawierac¢ opis ksztaltu, wielkosci, liczby i ulozenia
w krwince wykrytych pasozytéw. W sprawozdaniu z badania powinny zna-
lez¢ sie takze informacje o parazytemii (intensywnos$¢ inwazji).
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Intensywnos$¢ inwazji
— w cienkim rozmazie okresla odsetek krwinek zarazonych przypadajgcych na
co najmniej 500 policzonych (wg wzoru: liczba zainfekowanych RBC | calko-
wita liczba ogladanych RBC x 100).
— w grubej kropli jest to liczba pasozytéw przypadajgcych na 1 ul krwi, kto-
ra okresla sie liczac pasozyty oraz biale krwinki w wielu polach widzenia,
w odniesieniu do standardowej liczby 8000 biatych krwinek w 1 ul krwi, wg
wzoru: liczba pasozytow x (8000/ liczba policzonych biatych krwinek).
Odsetek krwinek zarazonych babeszjami jest najczesciej niski, waha sie
w granicach 1-10%; moze dochodzi¢ do 80%.
Przy niskiej parazytemii do wykrycia pasozytéw konieczne moze by¢ po-
wtérzenie badan w odstepach 8-12 godzinnych w kolejnych 2-3 dniach.
Parazytemia moze utrzymywac sie przez kilka miesiecy po wprowadzeniu
standardowego leczenia, a u pacjentéw nieleczonych ponad rok.

Ograniczenia diagnostyki mikroskopowej

UWAGA: Rozrdznienie zarazen Babesia i Plasmodium falciparum za pomoca ba-
dan mikroskopowych jest trudne i wymaga duzego doswiadczenia diagnosty.
Badania mikroskopowe, w wiekszosci przypadkow, nie pozwalajg na okresle-
nie gatunku Babesia.

Badania molekularne

Badania molekularne sg zlecane przez lekarza specjaliste choréb zakaznych
w przypadku uzyskania ujemnego wyniku mikroskopowego oraz w celu rozréz-
nienia zarazenia Plasmodium i Babesia. Na rynku europejskim nie ma obecnie
standaryzowanych testéw molekularnych przeznaczonych do rutynowych ba-
dan w kierunku babeszjozy. W laboratoriach referencyjnych wykorzystywane sg
rézne odmiany techniki PCR do detekcji genéw 18S rRNA pasozytoéw gatunkow
Babesia i Theileria. Dodatnik wynik badania metoda PCR musi by¢ potwierdzony
wynikiem sekwencjonowania produktu, co umozliwi rozpoznanie gatunku.

Badania serologiczne

Obecnie dostepne sg standaryzowane testy immunofluorescencji posredniej
(IF) przeznaczone do badania prébek na obecnos¢ przeciwciat klas IgG i IgM prze-
ciwko B. microti stosowane w USA w rejonach endemicznych. W Europie, gdzie B.
microti nie jest dominujacym czynnikiem etiologicznym babeszjozy ludzi, testy
serologiczne majg ograniczong uzyteczno$¢ ze wzgledu na silng specyficznos¢
gatunkowag antygendéw Babesia. W przypadku babeszjozy B. microti aktywne za-
razenie potwierdza obecnos¢ IgM, ktore moga by¢ wykrywane juz po uplywie
dwdch tygodni od zarazenia, i| lub wysokie miana IgG (> 1: 1024). U zarazonych
pacjentéw z immunosupresjg zaobserwowano wystepowanie znaczgcej zwioki

Diagnostyka laboratoryjna choréb odkleszczowych 35




w produkcji przeciwciat. Wyniki falszywie dodatnie testu immunofluorescencji
posredniej stwierdzano u pacjentéw z chorobami tkanki tgcznej i autoimmuno-
logicznymi, infekcjami bakteryjnymi i wirusowymi oraz inwazjami pasozytni-
czymi, w tym czesto u 0s6b zarazonych Toxoplasma gondii i Plasmodium spp.

Powstale wskutek zarazenia pierwotnego przeciwciata moga by¢ wykrywane
w czasie od 1 roku do 6 lat.

Uwaga: Przed wprowadzeniem testu IF do diagnostyki laboratoryjnej ba-
beszjozy B. microti nalezy okresli¢ warto$¢ cut — off w odniesieniu do war-
tosci uzyskanej dla puli préb zebranych na terenie Polski.

Ze wzgledu na podobienstwo zarazenia Babesia do zarazenia Plasmodium ba-
dania w kierunku babeszjozy w Polsce powinny by¢ wykonywane w laborato-
riach referencyjnych, ktére dysponujg personelem doswiadczonym w rozpozna-
waniu malarii:

Gdynia — Zaklad Parazytologii Tropikalnej, Uniwersyteckie Centrum
Medycyny Morskiej i Tropikalnej, Gdanski Uniwersytet Medyczny,

Poznan — Oddziat Kliniczny Choréb Tropikalnych i Pasozytniczych Szpitala
Klinicznego im. Heliodora Swiecickiego Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu,

Warszawa - Zaklad Parazytologii Lekarskiej NIZP-PZH, Pracownia Parazytologii,
SPZOZ Wojewddzki Szpital Zakazny.

GORACZKI PLAMISTE

Epidemiologia zakazen

Goraczki plamiste to choroby zakazne wywotywane przez rézne gatunki bak-
terii, nalezgce do rzedu Rickettsiales. Charakterystyczna dla tych choréb jest wy-
soka gorgczka i towarzyszace jej zmiany skérne. Najczes$ciej stwierdza sie zmia-
ne pierwotng w postaci strupa w miejscu uktucia przez zakazonego stawonoga
albo wysypke plamistg, grudkowa lub plamisto-grudkowsa.

Rezerwuarem zakazen sg rézne gatunki zwierzat oraz kleszcze, z ktérych bak-
terie przenoszone sg na czlowieka. Ze wzgledu na czynnik etiologiczny (gatu-
nek Rickettsia sp. wywolujgcy zakazenie), grupe goraczek plamistych na terenie
Eurazji stanowig: TIBOLA/DEBONEL (Tick-borne lymphadenopathy/Dermacentor-
borne necrosis erythema and lymphadenopathy), zakazenia wywolywane
przez R. helvetica, goraczka $rédziemnomorska i poinocnoazjatycka gorgczka
kleszczowa.

Badania kleszczy przeprowadzone na terenie Polski w latach 2006-2009 wy-
kazaly wystepowanie riketsji z grupy gorgczek plamistych w kleszczach gatunku
Ixodes ricinus 1 Dermacentor reticulatus. Obecnos$¢ R. raoultii wykryto w kleszczach
obu gatunkéw. DNA tych bakterii stwierdzono w 40,7-56,7% kleszczy D. reticula-
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tus w wojewddztwie podlaskim, w 23% kleszczy I. ricinus w wojewodztwie ma-
zowieckim i w 6% Kkleszczy I. ricinus w wojewodztwie Swietokrzyskim. Ponadto
2% kleszczy I. ricinus z wojewoddztwa Swietokrzyskiego zakazonych bylo R. slova-
ca, ktérych zasieg wystepowania, jak przyjmowano wczes$niej, stanowita potu-
dniowa granica Polski. W badaniach serologicznych przeprowadzonych u les$ni-
kéw wykryto przeciwciala dla riketsji z grupy goraczek plamistych u blisko 15%
0sOb, a najwyzsze wykryte miano wynosito 128. Wskazywalo to na mozliwos¢
wystepowania rodzimych przypadkéw TIBOLA. Pierwsze przypadki tej choroby
w Polsce opisano w 2011 roku.

Wiekszo$¢ zachorowan wystepuje miedzy marcem i majem oraz wrzesniem
i listopadem, w czasie najwyzszej aktywnosci kleszczy.

Czynnik etiologiczny

Riketsje, tak jak inne Gram-ujemne bakterie, zaliczane sg do grupy alfa-pro-
teobakterii. Bakterie te s3 malymi Gram-ujemnymi polimorficznymi pateczka-
mi, bezwzglednymi pasozytami wewngatrzkomérkowymi. Na podstawie ana-
lizy genetycznej, rzad Rickettsiales podzielono na dwie rodziny: Rickettsiaceae
i Anaplasmataceae. Rodzina Rickettsiaceae obejmuje rodzaj Rickettsia i Orientia.
Rodzaj Rickettsia jest podzielony na grupy riketsji wywotujgcych dury wysypko-
we oraz gorgczki plamiste (ang. Spotted Fever Group, SFG). Rodzaj ten dotych-
czas zawiera 25 gatunkow oficjalnie uznanych, z czego 17 jest patogennych dla
czlowieka. Poszczegdlne gatunki tych bakterii wywotujg okreslone zakazenia.

Czynnikiem etiologicznym TIBOLA/DEBONEL sg trzy gatunki riketsji: R. slo-
vaca, R. raoultii i R. rioja. Ich rezerwuarem sg kleszcze Dermacentor marginatus
i D. reticulatus, Ixodes ricinus, Haemaphisalis punctata oraz H. sulcata, a rezerwu-
arem R. raoultii sg kleszcze D. nutalli, D. silvarum, D. niveus i Rhipicephalus pumilio.

Gorgczka guzkowa wywolywana jest przez szereg podgatunkoéw, ktérych na-
zwy pochodzg od miejsca izolacji: R. conorii subsp. conori, R. conorii subsp. caspia,
R. conorii subsp. israelensis, R. conorii subsp. indica. Ponadto podobne objawy za-
kazenia wywotluja R. monacensis, R. massiliae i R. aeschlimannii. Zakazenie sze-
rzy sie poprzez wektor, ktérym jest kleszcz psi Rhipicephalus sanguineus, bedacy
jednocze$nie rezerwuarem drobnoustroju oraz kleszcze Hyalomma plumbeum,
D. marginatus i D. reticulatus. W zaleznosci od rejonu wystepowania moze ona
przyjmowacé rozne nazwy: Boutonneuse fever, Mediterranean spotted fever,
Israeli tick typhus, Astrakhan spotted fever, Kenya tick typhus, Indian tick ty-
phus.

Rezerwuarem i zrodiem zakazen wywolywanych przez R. helvetica dla ludzi sg
kleszcze L. ricinus, L. ovatus, L. persulcatus, I. monospinus.

Czynnikiem etiologicznym pdinocnoazjatyckiej gorgczki kleszczowej jest
R. sibirica, a rezerwuarem i przenosicielem kleszcze z rodzaju Dermacentor
(D. nuttallii, D. marginatus, D. reticulatus).

Drogi zakazenia

W cyklu krazenia riketsji w srodowisku naturalnym biorg udziat drobne ssaki,
a w otoczeniu czlowieka psy, owce, konie, kozy i bydio. Zachorowania naste-
puja w wyniku uklucia przez kleszcza albo poprzez kontakt z materiatem po-
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chodzacym z zakazonych kleszczy i przenikanie bakterii przez drobne uszkodze-
nia skory. W przypadku goraczki guzkowej do zakazenia moze réwniez dojs¢
w wyniku wdychania zakazonego pylu i poprzez bione §luzowa nosa i oczu.
Do zakazenia R. helvetica dochodzi bezposrednio w wyniku uktucia przez zaka-
zonego kleszcza.

Przebieg zakazen

Komorkami docelowymi dla riketsji sg komorki srédbtonka naczyn, do kto-
rych wnikajg i w ktérych nastepuje ich namnazanie. W wyniku tych proce-
sow dochodzi do naciek6w leukocytarnych w $cianach naczyn krwionosnych
1w przestrzeniach okolonaczyniowych. Prowadzi to do uszkodzenia naczyn wio-
sowatych, tetniczek i matych tetnic, a w konsekwencji do wybroczyn i wylewow.

UWAGA: Typowa zmiang dla tego procesu, obserwowang we wszystkich go-
raczkach plamistych (oprocz zakazen wywotanych przez R. helvetica), jest
czarny strup powstaly w miejscu uktucia przez kleszcza lub w miejscu kon-
taktu materiatu zanieczyszczonego riketsjami z uszkodzong skora.

Zmiany patologiczne w naczyniach mogg powodowac tez uszkodzenia wielo-
narzadowe.

Goraczka guzkowa (Febris Mediterranea)

Okres inkubacji wynosi zwykle 7 dni (od 4 do 21 dni). Choroba rozpoczyna sie
wystapieniem dreszczy, bélami mies$ni i stawow. Pojawia sie gorgczka, béle gto-
wy 1 zapalenie spojowek. Na skérze wystepuje pojedyncza zmiana pierwotna
w miejscu uktucia przez kleszcza w postaci czarnego strupa ,,tache noire”. Jest to
przypominajgca oparzenie, zabarwiona na czarno zmiana nekrotyczna, otoczona
silnie zaczerwieniong strefg, z towarzyszacym zapaleniem okolicznych weziow
chionnych. Po 3-5 dniach od wystgpienia gorgczki pojawia sie plamisto-grudko-
wa wysypka na stopach i dloniach, a w niektérych przypadkach obejmuje takze
tutéw lub cate ciato. Zwykle choroba ustepuje po okoto 10 dniach. Cigzkie formy
zakazenia (okoto 6% przypadkéw) zwigzane sg z nieprawidiowym leczeniem we
wczesnej fazie zakazenia, a takze u 0s6b z ostabiong odpornos$cig immunologicz-
ng. Najczestszg ciezka postacig zakazenia jest zapalenie mézgu przebiegajace ze
sztywnoscig karku, z bélami gtowy, objawami otepienia i drgawkami kloniczny-
mi, rzadziej z porazeniem polowiczym i afazjg. Objawom neurologicznym moga
towarzyszy¢ bole brzucha, nudnosci oraz biegunka prowadzgce do krwawienia
z gérnego odcinka przewodu pokarmowego. W przypadkach, gdy droge zakaze-
nia stanowig blony $luzowe okolicy oka, dochodzi do zapalenia spojéwek, zapa-
lenia btony naczyniowej oka i siatkéwki. Rzadko obserwuje sie ostrg niewydol-
nos$¢ nerek i niewydolno$¢ uktadu oddechowego. Gorgczka guzkowa wystepuje
w basenie Morza Srédziemnego, na wybrzezu Morza Czarnego i Kaspijskiego.
Oprocz Europy wystepuje takze w potudniowej i poludniowo-wschodniej Azji
oraz w Aftyce.
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TIBOLA/DEBONEL (Tick-borne lymphadenopathy/Dermacentor-borne
necrosis erythema and lymphadenopathy)

Cecha charakterystyczng tych zakazen jest pojedynczy, bolesny strup u po-
nad 80% zakazonych, w miejscu uktucia przez kleszcza na skorze owlosione]
glowy. Zmianie tej towarzyszy powiekszenie od 1 do 20 weztéw chtonnych szyj-
nych (82%), wylysienie najblizszej okolicy i zaczerwienienie wokot strupa (20%
przypadkéw) oraz obrzek twarzy (19-40%). Obok tych zmian wystepujg obja-
wy ogdlne, takie jak gorgczka (25-80%), bolesnos¢ weztéw chtonnych szyjnych
(69-100%), ostabienie (70-100%), bole gtowy (53-100%) oraz wysypka plamisto-
-grudkowa. Choroba dotyczy zwykle 0s6b w mlodym wieku do 12 lat (40-60%
przypadkéw), ktére w wywiadzie podajg przebywanie na terenach zalesionych.
Okres wylegania choroby to zwykle jeden tydzien (1-55 dni).

UWAGA: Objawy u 0s6b leczonych mogg utrzymywac sie od kilku dni do 6
miesiecy (Srednio 2 miesigce), u nieleczonych nawet do 18 miesiecy.

Przypadki zakazen wykrywane sg na Wegrzech, we Francji, w Portugalii, we
Wtoszech, w Austrii, w Niemczech, w Bulgarii, w Polsce (gdzie wystepuja pod
nazwa TIBOLA) i w Hiszpanii (pod nazwg DEBONEL).

Zakazenia wywolywane przez R. helvetica (Aneruptive fever)

Okres wylegania choroby wynosi okoto 8 dni. Choroba charakteryzuje sie go-
raczka, bolem glowy i mies$ni. Strup w miejscu uktucia kleszcza stwierdza sie
rzadko. W przebiegu nieleczonego zakazenia po kilku tygodniach moze dojs¢
do zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych. W przypadkach tych, w badaniach
dodatkowych we krwi stwierdza sie podwyzszony poziom CRP, leukocytoze do
12000 komérek/uL, trombocytopenie, a w plynie mézgowo-rdzeniowym pleocy-
toze (kilkadziesigt komdrek/uL) z przewagg komorek jednojgdrzastych. Niekiedy
zakazenie wywolane przez R. helvetica moze jedynie przypominac zapalenie opon
mozgowo-rdzeniowych i przebiegac z silnym bolem glowy, ze Swiatlowstretem,
z ostabiong sitg mie$ni oraz ze sztywnoscig karku wywotang bélem mies$ni szyi.
Objawy te mogg utrzymywac sie przez kilka miesiecy i moga wymagac podawa-
nia sterydéw (prednizon). Badanie ptynu mézgowo-rdzeniowego oraz badania
obrazowe (MRI i TK) w tych przypadkach nie wykazuja odchylen od stanu pra-
widlowego. R. helvetica moze by¢ takze przyczyng zapaleniem osierdzia, cho¢
dotychczas opisywane przypadki nie sg w peini udokumentowane. Pojedyncze
przypadki zakazen ludzi stwierdzane byly w Szwecji, we Francji i Wioszech,
a poza Europg przypadki zakazen stwierdzono w Tajlandii i Australii. W klesz-
czach, R. helvetica wystepuje w wielu krajach Europy, m. in.: we Francji, Szwecji,
Stowenii, Portugalii, Wioszech, Bulgarii i Polsce.
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PoInocnoazjatycka gorgczka kleszczowa (Febris Sibirica)

Choroba rozpoczyna sie bolem gtowy, ostabieniem, wymiotami, bélem mie$ni
i stawow. Wystepuje gorgczka dochodzgca do 38-39°C. W miejscu uktucia przez
kleszcza powstaje pierwotna zmiana w postaci brgzowego strupa nakrywajgce-
go zmieniong martwiczo tkanke. W okolicy tej zmiany nastepuje powiekszenie
weziéw chionnych. Riketsjemia i toksykemia rozwijajg sie w ciggu nastepnych
2-4 dni. W tym czasie pojawia sie wysypka, najpierw na skérze konczyn, a na-
stepnie przechodzaca na tuléw i twarz. Wystepuja zaburzenia ze strony osrod-
kowego ukladu nerwowego, zmiany w watrobie, nerkach i mi¢s$niu sercowym.

Diagnostyka laboratoryjna gorgczek plamistych

Material do badan serologicznych
Materialem do badan serologicznych jest surowica

Material do badan molekularnych

Material do badan w tej metodzie stanowig leukocyty krwi obwodowej, ma-
terial biopsyjny pobrany ze zmian skérnych i [lub weziéw chionnych. Przed
wlaczeniem leczenia antybiotykiem, nalezy pobra¢ minimum 5-10 ml krwi na
heparyne lub cytrynian w celu uzyskania warstwy leukocytow (ang. buffy coat).
Izolacje DNA bakterii z pelnej krwi lub leukocytéw nalezy wykona¢ w czasie
24 godz. od momentu pobrania lub przechowa¢ uzyskany material w tempera-
turze -20°C do izolacji materiatu genetycznego w pdézniejszym czasie.

Materiat do hodowli bakteryjnej

Material, z ktérego wykonywany jest posiew stanowig leukocyty krwi obwo-
dowej, material biopsyjny pobrany ze zmian skérnych i /lub weziéw chionnych.
Przed wlaczeniem leczenia antybiotykiem, nalezy pobra¢ minimum 5-10 ml
krwi na heparyne lub cytrynian w celu uzyskania warstwy leukocytéw (ang. buf-
fy coat). Do hodowli nie nalezy stosowac¢ krwi pobranej na EDTA.

UWAGA: Posiew nalezy wykona¢ w dniu pobrania materialu. W przypad-
kach, gdy nie jest to mozliwe, krew lub uzyskany osad leukocytéw, bioptaty
ze zmian skornych lub z weztéw chlonnych przechowywac w temperaturze
-70°C lub w cieklym azocie.

Badania serologiczne

Metody serologiczne sg gléwnym narzedziem badawczym w rozpoznawa-
niu riketsjoz z grupy goraczek plamistych. Podstawowa metoda zalecang przez
WHO, a jednoczes$nie metodg referencyjng jest odczyn immunofluorescencji po-
$redniej (IFA — indirect immunofluorescence assay). Testy oparte na tej metodzie
stuzg do wykrywania swoistych przeciwciat klasy IgM i IgG w fazie ostrej zaka-
zenia i w okresie zdrowienia.

UWAGA: Obie klasy przeciwcial sg wykrywane w czasie 7-15 dni od pojawie-
nia sie objaw6éw choroby.
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Za znamienne miano przeciwcial w zakazeniach wywotywanych przez R. co-
nori przyjmuje si¢ miano >128 w klasie IgG i/lub >64 w klasie IgM lub cztero-
krotny wzrost miana w dwdch prébkach pobranych w odstepie dwéch tygo-
dni. W przypadku zakazen wywolywanych przez pozostale bakterie Rickettsia sp.
z grupy goraczek plamistych, za znamienne przyjmuje si¢ miano >64 w klasie
IgG i[lub >32 w Kklasie IgM lub czterokrotny wzrost w dwoch prébkach.

Do wykrycia riketsjoz z grupy gorgczek plamistych, a jednoczes$nie rozni-
cowania tych zakazen z riketsjozami wywotujgcymi dury wysypkowe, stosuje
sie testy mikroimmunofluorescencji (MIF) z antygenami bakterii nalezacych do
Rickettsia sp., wywolujgcych obie te jednostki chorobowe. Najcze$ciej stosowany-
mi parami antygenow sg antygeny R. typhi lub R. mooseri charakterystyczne dla
duréw wysypkowych oraz antygeny R. rickettsii lub R. conori charakterystyczne
dla gorgczek plamistych. Wyzsze, wykryte miano przeciwciat dla danego antyge-
nu stanowi podstawe do rozpoznania duru wysypkowego lub gorgczki plamiste;j.

Identyfikacja gatunku Rickettsia sp. wywolujgcego dang gorgczke plamista,
wymaga zastosowania testu mikroimmunofluorescencji (MIF) z antygenami ri-
ketsji najczesciej wystepujacych na danym obszarze. Ze wzgledu na wystepowa-
nie reakcji krzyzowych przeciwciat z antygenami réznych gatunkéw riketsji na-
lezgcych do grupy goraczek plamistych przyjmuje sie, ze najwyzsze miano prze-
ciwciat uzyskuje sie z antygenem gatunku wywolujgcego zakazenie. Dostepne
sg np. komercyjne testy MIF wykrywajgce przeciwciala swoiste dla R. helvetica,
R. slovaca, R. felis, R. conori. Istnieje ponadto mozliwo$¢ zakupu komercyjnego
testu z panelem antygenow zaprojektowanym wg. wymagan diagnostycznych
danego laboratorium opartych o dane epidemiologiczne.

Czulos¢ diagnostyczna testow IFA, w zaleznosci od stadium choroby i czasu
trwania objawéw wynosi 46%-100%, a swoisto$¢ 100%.

Schemat diagnostyki goraczek plamistych metoda MIF

K, eonerii Rickeftela typhi
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UWAGA: Pierwszy etap badania serologicznego obejmuje roznicowanie mie-
dzy riketsjozami z grupy goraczek plamistych (np. R. conori) i duréw wysypko-
wych (np. R. typhi). W przypadkach wykrycia przeciwciat dla grupy gorgczek
plamistych, w drugim etapie wykonuje si¢ réznicowanie miedzy gatunkami
riketsji wywolujgcych poszczegdlne zakazenia.
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Czynniki interferujagce w badaniu serologicznym:

Widoczna makroskopowo hemoliza, hyperlipemia mogq by¢ przyczyna nie-
swoistych oznaczen. Surowice takie nie powinny by¢ przyjmowane do ba-
dan.

Kontaminacje bakteryjne powoduja nieswoisty dodatni wynik poprzez wig-
zanie koniugatu albo powoduja degradacje przeciwcial bedac przyczynag
wynikow falszywie ujemnych. W czasie pracy z surowicami, w miare moz-
liwosci, nalezy stosowac aseptyczne techniki i materialy, w celu unikniecia
kontaminacji surowic.

Obecny w surowicy czynnik reumatoidalny (gtéwnie nieswoiste przeciwcia-
la klasy IgM) taczacy sie z IgG, a nastepnie powstaly kompleks z antyge-
nem moze by¢ przyczyng wynikéw falszywie dodatnich. Ponadto w przy-
padku nadmiaru IgG, istnieje mozliwo$¢ zastapienia stabo wigzacych sie
z antygenem przeciwciatl klasy IgM przez silniej wigzace sie przeciwciala
IgG prowadzac do falszywie ujemnych wynikéw. Usuniecie poprzez absorp-
cje przeciwcial IgG zapobiega obu wyzej wspomnianym reakcjom.

Reakcje krzyzowe z Legionella sp., Proteus sp., Francisella tularensis moga
by¢ przyczyng wynikéw falszywie dodatnich.

Badania molekularne

W diagnostyce riketsjoz ma takze zastosowanie metoda PCR (wykrywanie
okreslonych genéw) z sekwencjonowaniem (identyfikacja gatunku). Daje to moz-
liwos¢ nie tylko potwierdzenia rozpoznania klinicznego, ale takze klasyfikacji wy-
krytego szczepu riketsji do rodzaju, grupy i gatunku. Opiera si¢ ona na sekwen-
cjonowaniu amplifikowanych fragmentéw pieciu genéw tj. 16S rRNA, gltA, ompA,
ompB, oraz genu bialka D. Zgodnie z tymi zasadami, aby szczep zaklasyfikowac do
danego gatunku, stopien homologii sekwencji ich genéw z sekwencjami genow
danego gatunku (GenBank) musi by¢ odpowiednio wysoki (powyzej 99%).

Hodowla

Bakterie Rickettsia sp. sg bezwzglednymi pasozytami wewnatrzkomoérkowy-
mi, a ich hodowla wymaga zastosowania linii tkankowych. Do tego celu najcze-
$ciej wykorzystuje sie linie ciggle wyprowadzone z fibroblastéw mysich (L929)
lub z embrionalnych komérek ptucnych (HEL).

Wszystkie procedury zwigzane z posiewami Rickettsia sp. powinny by¢
wykonywane w komorze z przeplywem laminarnym. Supernatant o objetosci
1 ml (warstwa leukocytarna heparynizowanej krwi, homogenizowany materiat
biopsyjny) mieszany jest z 1 ml pozywki RPMI 1640. Material ten dodawany jest
do hodowli tkankowych znajdujacych sie w fiolkach typu shell-vial. Fiolki te sg
nastepnie wirowane przy obrotach 700 g/min przez 1 godzine w temperaturze
22°C. Po wirowaniu, inokulum jest usuwane i dwukrotnie przemywane roztwo-
rem PBS. Zakazone linie komoérkowe inkubowane sg w pozywce MEM z ptodowa
surowicg cielecg i L-glutaming w 37°C, w atmosferze 5% CO,. Wzrost hodowli
bakteryjnych oceniany jest co 7-14 dni z wykorzystaniem barwienia metodami
Giemzy lub Gimeneza, metod molekularnych lub immunofluorescencji.

Ludzka anaplazmoza granulocytarna (HGA)

Czynnik etiologiczny

Anaplasma phagocytophilum [do 2001 roku trzy odrebne gatunki Ehrlichia pha-
gocytophila, Ehrlichia equi , czynnik ludzkiej erlichiozy granulocytarnej (HGE)] na-
lezy do rodziny Anaplasmataceae, rodzaju Anaplasma (wraz z rodzajami: Ehrlichia,
Aegyptianella, Neorickettsia oraz Wolbachia, a takze nie do konca jeszcze poznany-
mi rodzajami: Candidatus Neoehrlichia i Candidatus Xenohaliotis).

A. phagocytophilum jest niewielka (0,4 — 1,3 um) Gram-ujemng bakteria o ple-
omorficznych ksztaltach z przewaga form kulistych lub owalnych, najczesciej
ziarniniakéw. Jest bezwzglednie wewngtrzkomérkowym mikroorganizmem, wy-
kazujacym wysoki tropizm do granulocytéw obojetnochtonnych. W wakuolach
$rédplazmatycznych tworzy 2-4 um mikrokolonie zwane morulami, sktadajace
sie z od 3 do 50 komodrek bakteryjnych. Rozréznia sie dwa typy komorek tworza-
cych morule — mate, owalne komorki retikularne RC (reticulate cells) o rozproszo-
nych rybosomach i siateczkowatym nukleoidzie oraz wystepujgce sporadycznie
komorki DC (dense-cored cells) o zwartej strukturze DNA, nieregularnym ksztal-
cie i rybosomach zlokalizowanych w centralnej cze$ci cytoplazmy.

Genom A. phagocytophilum sktadajgcy sie z 1 471 282 bp jest okoto 4-krotnie
mniejszy niz u Escherichia coli, 55% genomu stanowig geny metabolizmu podsta-
wowego, a ponad 1/3 otwartych ramek odczytu (ORFs) koduje unikatowe struk-
tury biatkowe, niespotykane w innych organizmach. A. phagocytophilum nie po-
trafi wykorzystac glukozy jako podstawowego zrdédla energii, ale posiada geny
pozwalajgce na biosynteze wszystkich niezbednych nukleotydéw, witamin i ko-
faktorow, takich jak biotyna, tiamina czy koenzym A.

Epidemiologia

Wektorem A. phagocytophilum sa kleszcze Ixodes: w Europie L ricinus, a w
Ameryce Poinocnej I scapularis, I. pacificus, I spinipalpis, a w Azji I. persulcatus
i L ovatus. Rezerwuarem sg dziko zyjgce zwierzeta kopytne (jelenie, sarny) oraz
mniejsze i wieksze gryzonie. Przeprowadzone przez Rymaszewska i wsp. bada-
nia wykazaty obecno$¢ DNA A. phagocytophilum u 48% jeleni i 74% saren obje-
tych eksperymentem. Natomiast zakazenie czlowieka, psa, kota, owiec, bydta
badz konia jest przejawem zjawiska zywicielstwa przypadkowego.

Odsetek zakazenia kleszczy na terenie Europy, w zaleznosci od regionu oraz
stosowanej metody waha sie od 1,1% do 19,5%, ale w wiekszosci krajow oscylu-
je w granicach 2-3%. Podobnie w Polsce, zakazenie kleszczy A. phagocytophilum
waha sie od 0,59% do 19,5% w zalezno$ci od rejonu kraju i zastosowanych metod.

Tomasiewicz K. i wsp. stwierdzili metodg PCR zakazenie HGA u 13.1% klesz-
czy. w tym 45.7% samic i 4.5 % samcoéw i tylko w 0.9 % nimf na obszarze $rod-
kowo-wschodniej Polski .

Stanczak J. i wsp. wykazali, ze na obszarach zurbanizowanych Tréjmiasta
(Gdansk, Gdynia, Sopot) sposrdéd kleszczy I ricinus zakazonych HGA, 14% byto
jednoczes$nie zakazonych kretkami B. burgdorferi a, 2,3% pierwotniakiem B. mi-
croti.
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Ludzka anaplazmoza granulocytarna (HGA) jest chorobg odzwierzecg wy-
stepujacg w strefie klimatu umiarkowanego na pétkuli péinocnej w Europie
1 Ameryce Poinocnej, oraz Azji. Pierwsze zachorowania opisano w 1994 r. w USA,
natomiast w Europie (Stowenia) trzy lata p6zniej, a w Polsce w 2001 roku.

UWAGA: Do zakazenia A. phagocytophilum najczesciej dochodzi w wyniku po-
ktucia przez zainfekowanego kleszcza, ale mozliwe jest takze zakazenie per-
inatalne, drogg transfuzji krwi i zakazenie szpitalne. Wykazano, iz A. phago-
cytophilum w preparatach krwiopochodnych jest zdolna do zakazenia nawet
do 18 dni, pomimo przechowywania w temperaturze 4°C.

Obraz kliniczny

Zakazenie czlowieka przez A. phagocytophilum ma przebieg niecharaktery-
styczny i zréznicowany, od bezobjawowego przez tagodny, grypopodobny, az
do ciezkiego, ktéry moze zakonczy¢ sie $miercig pacjenta.

W wiekszosci przypadkéw zakazenie A. phagocytophilum ma przebieg bez-
objawowy, samoograniczajacy sie, ktérego jedynym dowodem jest obecno$¢
swoistych przeciwcial. Na terenie stanéw Nowy York i Wisconsin wykazano
iz 15-36% mieszkancOéw posiada swoiste przeciwciata przeciw A. phagocytophi-
lum.

Zachorowania wystepuja najczesciej od kwietnia do pazdziernika ze szczy-
tem w lipcu.

Objawowe zakazenia jest chorobg gorgczkowa o ostrym przebiegu, z okresem
wylegania od 5 do 21 dni (Srednio 11 dni). Typowymi objawami s3: gorgczka w
granicach 38-39 °C, bdle glowy, stawdéw i mie$ni, ogdlne zle samopoczucie. Moga
rowniez wystgpi¢ wymioty i nudnosci, béle brzucha, biegunka i kaszel. Objawom
choroby czesto towarzyszy splenomegalia i powiekszenie watroby z cechami
uszkodzeniem hepatocytéw. Gorgczka utrzymuje sie od 2 do 11 dni (Srednio 10
dni). Objawy u wiekszosci chorych cofajg sie w ciggu 30 dni nawet bez leczenia
antybiotykami.

Zmiany skérne o charakterze wysypki plamisto grudkowej, wybroczynowej
lub erytrodermii zlokalizowane na calym ciele poza twarzg, dtonmi i podeszwa-
mi stop wystepujg u <10% chorych

W ciezkich przypadkach niespecyficzne objawy utrudniajgce rozpoznanie
HGA moga prowadzi¢ do powaznych powikian ujawniajgcych sie w czasie
trwania choroby lub w przysziosci. Do najciezszych naleza: zesp6t wewnatrz-
naczyniowego wykrzepiania (DIC), plamica matoptytkowa z towarzyszacg ane-
mig hemolityczng, krwawienia do $wiatta przewodu pokarmowego i krwotoki
wewnetrzne, niewydolno$¢ nerek, zespo6t ostrej niewydolnosci oddechowej,
a takze objawy neurologiczne takie jak: neuropatie, $pigczka, czy zapalenie
opon moézgowo-rdzeniowych i mézgu z zaburzeniami Swiadomosci i niedo-
wtladami.

Uszkodzenie o$rodkowego uktadu nerwowego w przebiegu HGA wystepuje
tylko u ok. 1% chorych. Opisano uszkodzenie splotu barkowego, porazenie ner-
wu twarzowego i innych nerwoéw czaszkowych, polineuropatie utrzymujace sie
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kilka miesiecy. W ptynie mézgowo-rdzeniowym stwierdza sie pleocytoze limfo-
cytarng i niewielki wzrost stezenia biatka. Przyczyna uszkodzenia uktadu nerwo-
wego w przebiegu HGA nie jest poznana, w diagnostyce réznicowej nalezy brac
pod uwage koinfekcje z B. burgdorferi i zakazenie oportunistyczne.

Smiertelno$¢ wéréd chorych wynosi ponizej 1%, ale wsréd dzieci, 0s6b z upo-
$ledzong odpornoscig i starszych wynosi od 7 do 10%. Obecno$¢ A. phagocytophi-
lum sprzyja rozwojowi innych zakazen, zaré6wno patogenami odkleszczowymi,
jak i oportunistycznymi.

Ciezki przebieg kliniczny obserwuje sie, u chorych z w starszym wieku, le-
czonych lekami immunosupresyjnymi, z przewlektymi chorobami zapalnymi lub
chorobami nowotworowymi.

Obraz kliniczny i odchylenia w badaniach laboratoryjnych u chorych z Europy
sg podobne jak u chorych z USA. Jednak w Europie choroba przebiega tagodniej,
bardzo rzadko wystepujg powiktania, w tym zakazenia oportunistyczne, bardzo
rzadko rejestruje sie zgony. Nie opisano w Europie przebiegu o charakterze prze-
wlekiym.

Reinfekcja

UWAGA: Zakazenie HGA powoduje trwalg odpornos¢. U pacjentéw po zaka-
zeniu we krwi stwierdza sie wysokie miana przeciwcial utrzymujace sie kilka
lat.

Diagnostyka laboratoryjna HGA

Odchylenia w badaniach hematologicznych i biochemicznych, chociaz nie-
specyficzne, sg bardzo przydatne w diagnostyce HGA. W pierwszym tygodniu
choroby u 90% chorych obserwuje sie leukopenie, a trombocytopenie u 90% cho-
rych. Towarzyszy temu, u 90% chorych, niewielki wzrost aktywnos$ci aminotras-
feraz asparaginianowej (AspAT) i alaninowej (ALAT) oraz dehydrogenazy kwasu
mlekowego LDH. Stwierdza sie rowniez wzrost aktywnosci fosfatazy alkalicznej
i niekiedy wzrost stezenia bilirubiny.

W ostrym okresie choroby obserwuje sie wzrost stezenia biatka CRP i kreaty-
niny, a u 50% chorych niedokrwisto$¢ w drugim tygodniu choroby. Niewielkiego
stopnia hyponatremie stwierdza sie u 50% chorych dorostych i 70% dzieci.

U pacjentéw europejskich odchylenia w badaniach laboratoryjnych cofajg sie
w ciggu 14 dni od poczatku choroby.

Objawy ostrej ludzkiej anaplazmozy granulocytarnej i odchylenia w bada-
niach laboratoryjnych sg podobne do tych obserwowanych w poczatkowej fa-
zie zakazenia wirusem kleszczowego zapalenia mézgu. Dlatego u chorych po-
chodzacych lub powracajacych z terenéw endemicznych i z wywiadem pokiucia
przez kleszcze zawsze w diagnostyce réznicowej nalezy uwzglednia¢ mozliwos¢
kleszczowego zapalenia mézgu i HGA.
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Zalecane metody diagnostyczne (wg. Thomas R.J., Dumler].S., Carlyon J.A. Current Przed wykonaniem badan, probki nalezy wyjac¢ z zamrazarki na godzine przed

management of human granulocytic anaplasmosis, human monocytic ehrlichiosis and wykonaniem testu. Ustalenie ostatecznego miana w badaniu metodg immuno-
Ehrlichia ewingii ehrlichiosis. Expert Rev Anti Infect Ther. 2009; 7(6): 709-722) fluorescencji powinno by¢ wykonywane w ciggu 48 godzin od momentu rozmro-
zenia probki.
Czas od wystapienia | Zalecana metoda | Alternatywna metoda | Niska czuto$¢ Po wykonaniu i zakonczeniu badania prébka powinna by¢ ponownie zamro-
goraczki diagnostyczna diagnostyczna zona w temperaturze -20°C na okres zgodny z okresem przechowywania przyje-
< 7 dni PCR, rozmaz krwi | Posiew krwi — na linie serologiczne tym w danym laboratorium.
komorkowa HL-60
7 — 14 dni Serologiczne PCR, rozmaz krwi .
(Faza ostra i faza Metody diagnostyczne
rekonwalescencji) Rozmaz krwi
> 14 dni Serologiczne Rozmaz krwi obwodowej lub frakcji leukocytarnej, nalezy wykonaé w pierw-
(Faza ostra i faza szym tygodniu od pojawienia si¢ objawéw. Rozmaz wybarwi¢ metodg Wrighte’a
rekonwalescencji) i oglada¢ w mikroskopie $wietlnym. Nalezy poszukiwac¢ wtretéw w postaci sku-

pionych granatowo wybarwionych komérek bakteryjnych (tzw. moruli) w cyto-
plazmie granulocytéw (HGA). Aby wynik badania uznaé¢ za ujemny, konieczna
jest ocena od 800 do 1000 komoérek krwi. Czuto$¢ badania w przypadku HGA wy-
nosi 25-75%. Metoda ta wymaga doswiadczenia od badajacego, poniewaz morule
wystepujg w cytoplazmie okoto 0,1% granulocytéw, a ich obraz jest podobny do
obrazu ciatek Dohla lub artefaktéw na powierzchni granulocytéw (wytrgconych
krysztatéw barwnika, ptytek krwi, zanieczyszczen innymi bakteriami).

Material do badan

Material do badan molekularnych

Material do badan molekularnych stanowi krew obwodowa, pobrana na
EDTA lub cytrynian w pierwszym tygodniu od wystgpienia objaw6w klinicznych,
przed wigczeniem leczenia antybiotykami.

Ludzka granulocytarna anaplazmoza — skupisko komorek bakteryjnych A. phagocy-
tophilum w postaci tzw. moruli w cytoplazmie granulocyta obojetnochionnego (zrédio:
Patnaik, Clin Med Res 2009 7:45-47)

UWAGA: Izolacje DNA bakterii nalezy wykonac z peinej krwi lub frakgcji leu-
kocytéw, najlepiej w czasie 24 godz. od momentu pobrania lub przechowaé
uzyskany material w temperaturze -20°C do izolacji materiatu genetycznego

w péZzniejszym czasie. £
Materiat do hodowli bakteryjnej RC
Materiat do hodowli bakteryjnej stanowi krew peina pobrana w fazie ostrej %

zakazenia, przed wiaczeniem leczenia antybiotykiem. Nalezy pobrac¢ kilka mili-
litréw krwi na EDTA. Probke mozna przechowywac lub transportowac¢ w tempe-
raturze pokojowej do 48 godzin, a jezeli czas do posiewu bedzie dluzszy to prob-
ke nalezy umiesci¢ w temperaturze -20°C. Stwierdzono, ze A. phagocytophilum (b "
ma zdolnos¢ przezycia we krwi pobranej na cytrynian do 10 dni w temperaturze ¢

pokojowej i do 13 dni w lodéwce w temperaturze 4°C.

Metody molekularne

Metoda PCR jest najczulszg metodg w pierwszym tygodniu po zakazeniu.
Czulos$¢ diagnostyczna tej metody wynosi 67-90%. Stosowana jest amplifikacja
fragmentow kilku genéw m. in. 16S rRNA, groESL, dsb, heat shock operone gene,
geny biatek 120-kDa i 28-kDa.

Material do badan serologicznych

Nalezy pobrac krew na skrzep w celu uzyskania 2 ml surowicy, we wczesnej
fazie zakazenia, przed zastosowaniem antybiotyku. Druga prébke krwi nalezy
pobra¢é po 15-21 dniach. Uzyskang surowice krwi umiesci¢ w lodéwce w tempe-

raturze 4 +3°C jezeli badanie bedzie wykonywane w dniu przyjecia lub dnia na- Hodowla

stepnego albo w zamrazarce w -20°C jezeli przewidywany termin wykonywania Procedury zwigzane z posiewami powinny by¢ wykonywane w komorze
badania jest dluzszy niz 24 godziny. Jezeli prébka jest transportowana w stanie z przeplywem laminarnym. Bakterie A. phagocytophilum, E. chaffensis sg bez-
zamrozonym, nalezy umiesci¢ ja w temperaturze -20°C lub nizszej. wzglednymi pasozytami wewngatrzkomorkowymi. Ich hodowla wymaga zasto-

sowania linii tkankowej wyprowadzonej z komoérek biataczki promielocytarnej
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HL60 (ATCC, CCL240). Rzadziej wykorzystuje sie linie ciggle z embrionalnych ko-
morek kleszczy (IDES8). Linie komérkowe HL60 inkubowane sg w podtozu piyn-
nym RPMI-1640 z 2mM glutaminy i 20% plodowej surowicy cielecej w 37°C,
w atmosferze 5% CO,.

Do hodowli tkankowej o objetosci 3 ml i gesto$ci okoto 500 tys. komoérek/ml
nalezy dodac 100 ul krwi peinej lub 500 ul warstwy leukocytarnej lub 500 ul krwi
mrozonej w -20°C. Wzrost hodowli bakteryjnych ocenia sie 2-3 razy w tygodniu
z wykorzystaniem barwienia metodami Giemzy, metod molekularnych lub im-
munofluorescencji.

Badania serologiczne

Podstawowg metodg (,gold standard”), a jednoczesnie metoda referencyjng
jest odczyn immunofluorescencji posredniej (IFA — indirect immunofluorescen-
ce assay), gdzie antygenem diagnostycznym sg zakazone bateriami A. phagocy-
tophilum (HGA) linie komorkowe. Testy oparte na tej metodzie stuzg do wykry-
wania swoistych przeciwciat klasy IgM i IgG w fazie ostrej zakazenia i w okresie
zdrowienia. Za wynik dodatni badania przyjmuje sie stwierdzenie serokonwersji
do miana 128 lub wyzszego lub czterokrotny wzrost miana przeciwciat w dwoéch
probkach pobranych w odstepie 3-6 tygodni.

Przeciwciata klasy IgM dla A. phagocytophilum wykrywane sg po 3-5 dniach
od zakazenia lub po 1 dobie od wystgpienia goraczki. Ich poziom spada do war-
to$ci niewykrywalnej w okresie 30-60 dni. Przeciwciala klasy IgG dla A. phagocy-
tophilum wykrywane sg po 7-10 dniach od zakazenia, osiggajg maksymalne war-
tosci najczesciej miedzy 14 a 21 dniem. Sg one wykrywane przez okoto rok lub
dtuzej po zakazeniu. Z tego powodu prawidiowa interpretacja wyniku powinna
uwzglednia¢ objawy kliniczne.

Czulos¢ diagnostyczna testow IFA w klasie IgM, wynosi 27-37%. Czulo$¢ IFA
w Kklasie IgG, wynosi 82-100%.

UWAGA: Czynniki interferujgce w badaniu serologicznym:

1. Widoczna makroskopowo hemoliza, hyperlipemia moga by¢ przyczyna
nieswoistych oznaczen.

2. Kontaminacje bakteryjne powodujg nieswoisty dodatni wynik poprzez
wigzanie koniugatu albo powoduja degradacje przeciwcial bedac przy-
czyng wynikéw falszywie ujemnych. W czasie pracy z surowicami,
w miare mozliwosci, nalezy stosowa¢ aseptyczne techniki i materialy,
w celu unikniecia kontaminacji surowic.

3. Najczestszymi reakcjami krzyzowymi sa reakcje krzyzowe w obrebie
zakazen wywolywanych przez bakterie z rodzaju Anaplasma i Ehrlicha.
Przyczyng wynikow falszywie dodatnich moga by¢ takze zakazenia wy-
wolywane przez Rickettsia sp., Coxiella burnetii, Brucella sp., Borrelia
burgdorferi sensu lato, wirusa Epstein-Barr, a takze obecnos$¢ czynnika
reumatoidalnego, przeciwcial przeciwjadrowych, przeciw leukocytar-

nych i przeciwplytkowych.
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