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Streszczenie:

Cel pracy: celem pracy byto oznaczenie przeciwciat IgM/IgG skierowanych przeciwko biatkom antygenowym Borrelia u le$ni-
kéw i rolnikéw oraz oséb nie narazonych zawodowo na poktucie przez kleszcze w p6tnocno wschodnim rejonie wojewddztwa
lubelskiego.

Materiat i metody: grupe badang stanowity osoby szczeg6lnie narazone na poktucie przez kleszcze jak lesnicy, rolnicy (275
os6b), oraz grupa kontrolna - 45 os6b mieszkajacych w okolicach Biatej Podlaskiej. Oznaczono IgM/IgG anty-Borrelia (Elisa,
Whb) oraz wykonano badania ankietowe.

Wyniki: obecno$¢ IgM/IgG anty-Borrelia wykazano u 44,73% badanych, za$ brak przeciwciatl stwierdzono u 28,10% le$nikow
i27,01% rolnikéw. U 95,5% os6b grupy kontrolnej nie stwierdzono obecnosci IgM/IgG anty-Borrelia, co $wiadczy o braku za-
kazenia mimo, Ze 41,86% z nich informuje o poktuciu wielokrotnym, a 46,51% o poktuciu jednokrotnym.

Wnioski: poktucia przez kleszcze dominuja w miesigcach letnich, jednak mozliwe sa rowniez wczesna wiosng i p6zna jesienia.
Rumien wedrujacy wystepuje czesciej u oséb wielokrotnie ktutych przez kleszcze niz u os6b ktutych jednokrotnie.

Stowa Kkluczowe: borelioza, Borrelia burgdorferi, diagnostyka boreliozy
Wstep

Borelioza jest choroba wystepujaca zar6wno w Europie, Azji jak i Ameryce Pétnocnej. Na wystapienie choréb
odkleszczowych, w tym boreliozy, w sposéb szczegdlny narazone sa osoby przebywajace na terenach o duzym
stopniu zalesienia z racji wykonywanej pracy zawodowej - lesnicy, osoby pracujace przy wyrebie i nasadzeniach
drzew, transporcie drewna oraz rolnicy.

Pierwotna przyczyng boreliozy jest zawsze zakazenie kretkami nalezgcymi do kompleksu B. burgdorferi sensu
lato, lecz kliniczny przebieg choroby tylko w pewnym stopniu zalezny jest od genogatunku bakterii i ich liczby (Si-
gal 1997, Kisand 2007). Rozprzestrzenianie kretkdw w organizmie cztowieka jest procesem ztozonym, zachodza-
cym dzieki licznym przystosowaniom i mechanizmom umozliwiajgcym przetrwanie bakterii w tkankach (Krajczy
iin, 2008, Siegel i in., 2012). Odpowiedz immunologiczna skierowana przeciwko biatkom antygenowym Borrelia
zachodzi w organizmie osoby zakazonej w sposéb niezwykle dynamiczny i bardzo ztozony. Pojawienie sie kretkow
Borrelia jest sygnatem do uruchomienia wrodzonych mechanizméw obronnych juz w momencie ich wnikniecia do
organizmu cztowieka w czasie poktucia przez zakazone kleszcze. Nastepuje aktywacja uktadu dopetniacza, lizozy-
mu, dziatanie komoérek fagocytujacych, komoérek cytotoksycznych (Maczka 2010).

Odpowiedz humoralna rozwija sie péZniej. Przeciwciata IgM anty-Borrelia wytwarzane sg w organizmie czlo-
wieka w odpowiedzi na obecno$¢ biatek antygenowych bakterii w 2-4 tygodniu od zakazenia osiggajac szczyt w 4-6
tygodniu. Jako pierwsze wytwarzane sa przeciwciata klasy IgM anty-OspC i anty-p41. U wiekszosci pacjentéw z ak-
tywna borelioza poziom przeciwciat IgM maleje po okoto 4 miesigcach. Juz okoto 4 tygodnia od zakazenia w surowicy
zaczynajg pojawiac sie przeciwciata IgG. W klinicznie zaawansowanej boreliozie czy ostrej neuroboreliozie seropo-
zytywno$¢ IgM/I1gG wzrasta do 70-90%. W okresie tym odpowiedZ immunologiczna moze by¢ wyrazona w stosun-
ku do kilku antygenéw. European Concerted Action on Lyme Borreliosis (EUCALB) oraz Center for Disease Control
and Prevention (CDC) zalecaja dwustopniowg diagnostyke serologiczng boreliozy. Jako norme przyjeto, ze rozpo-
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znanie kazdej z postaci klinicznych choroby, z wyjatkiem wczesnych zmian skérnych typu rumienia wedrujacego
(EM), wymaga dwuetapowego postepowania diagnostycznego. W pierwszym etapie nalezy wykaza¢ obecno$¢ swo-
istych przeciwciat IgM i/lub IgG (w zalezno$ci od fazy choroby) metodami immunoenzymatycznymi (IFA lub ELISA).
W drugim etapie, nalezy wykona¢ oznaczenie technika Western-blot (Wb) (CDC 2011, EUCALB 2011). Dwuetapowy
schemat diagnostyczny pozwala na eliminacje nieswoistych wynikéw fatszywie dodatnich, ktére zdarzaja sie z r6zna
czestotliwo$cig przy diagnostyce jednym testem oraz umozliwia jednoznaczng ocene przy interpretacji wynikow gra-
nicznych. Wedtug obowiagzujacych w Europie wytycznych testy serologiczne okreslajace poziom przeciwciat IgM/IgG
anty-Borrelia burgdorferi nie powinny by¢ wykorzystywane do oceny skutecznosci leczenia. Skuteczno$¢ antybioty-
koterapii wdrozonej w celu eliminacji zakazenia kretkami Borrelia nalezy ocenia¢ wytacznie na podstawie dynamiki
obrazu klinicznego (EUCALB 2011, Flisiak i in., 2011, Chmielewska-Badora i in., 2006).

Celem pracy byto oznaczenie przeciwciat IgM i IgG skierowanych przeciwko biatkom antygenowym Borrelia
u lesnikéw i rolnikéw oraz oséb nie narazonych zawodowo na poktucie przez kleszcze w pétnocno wschodnim
rejonie wojewddztwa lubelskiego.

Materiat i metody
Grupy badane

Grupal- 275 0s6b z czego: 171 0s6b (62,41%) stanowili le$nicy i pracownicy le$ni Nadle$nictw Biata Podlaska,
Chotytéw, Miedzyrzec Podlaski, Parczew, Radzyn Podlaski zas 104 osoby (37,59%) to rolnicy i zbieracze runa le-
$nego mieszkajacy na terenie w/w nadle$nictw. Badani, to osoby w wieku od 19 do 86 lat, w tym 85 kobiet (20-64
lat) co stanowi 30,91% grupy badanej i 190 mezczyzn (19-86 lat) co stanowi 69,09% grupy badane;j.

Grupa II - (grupa kontrolna) - 45 os6b w wieku od 20 do 58 lat mieszkajgcych stale lub czasowo na terenie en-
demicznego wystepowania boreliozy (okolice Biatej Podlaskiej woj. lubelskie). Grupe stanowito 25 kobiet (20-53
lata) i 20 mezczyzn (20-58 lat).

U wszystkich os6b wykonano badania przesiewowe testem Elisa (Euroimmun) w kierunku obecnosci w suro-
wicy przeciwciat IgM i [gG anty-Borrelia. Wszystkie wyniki pozytywne i graniczne uzyskane w badaniu przesiewo-
wym potwierdzono testem Western blot (Euroimmun).

Stosowane testy

Test Elisa

Test Elisa stosowany jest jako test przesiewowy stuzacy do ilosciowego oznaczenia poziomu przeciwciat IgM i IgG
anty-Borrelia w surowicy. W niniejszych badaniach wykorzystano testy Elisa firmy Euroimmun. Studzienki reakcyjne
mikroptytki optaszczone byly ekstraktem antygendw Borrelia burgdorferi sensu stricte, Borrelia afzelii, Borrelia garinii
i biatkiem rekombinowanym VISE Borrelia burgdorferi. Test wykonywano zgodnie z rekomendacjami producenta.

Test potwierdzenia Western blot

Stosowano test potwierdzenia Western blot (Wb) firmy Euroimmun do jako$ciowego oznaczenia ludzkich prze-
ciwcial IgM i IgG przeciwko antygenom Borrelia. W teScie Wb Zrédtem antygendéw byt szczep Borrelia afzelii. Biatka
z ekstraktu Borrelia rozdzielone elektroforetycznie na zelu poliakrylamidowym wedtug ciezaréw molekularnych
i przeniesione na membrane celulozowa. Paski testowe zawieraty biatka antygenowe: p83, p41, p39 (Bmp A), p31
(Osp A), p30, p25 (Osp C), p21, p19, p17. Dodatkowo kazdy z paskow zawierat chip membrany z rekombinowanym
antygenem VIsSE. Test wykonywano zgodnie z rekomendacjami producenta. Interpretacji testu dokonywano za po-
moca programu EuroLinescan (Euroimmun).

Badania ankietowe

Wsréd oséb badanych grupy I (lesnicy, rolnicy, zbieracze runa le$nego) i grupy II (grupa kontrolna) przeprowa-
dzono ankiete, ktora zawierata pytania dotyczace zaobserwowanych przez badanych poktu¢ przez kleszcze, krot-
nosci poktucia, wystapieniu lub braku obecno$ci rumienia wedrujacego, wystepowania subiektywnych objawoéw,
ktére badani mogli wigza¢ z faktem poktucia przez kleszcze.
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Wyniki
Le$nicy i rolnicy

Sposréd badanych le$nikéw i rolnikéw 13,1% nie zauwazyto faktu poktucia przez kleszcze. Najwiecej badanych
deklarowato poktucie w miesigcach letnich - czerwcu, lipcu i sierpniu odpowiednio 20%, 24% i 18%. Dziesie¢
procent (10%) badanych informuje o poktuciu w maju za$ 7% we wrzesniu. Interesujacy wydaje sie fakt, iz le$nicy
informuja o poktuciach wczesng wiosng, w kwietniu (2,5%) i marcu (0,36%) oraz p6zZna jesienia, w pazdzierniku
(2,5%) i listopadzie (1,1%). Rycina 1a przedstawia deklarowany przez badanych miesigc poktucia przez kleszcze.

fp & "ﬁ < o aﬁ e""& ﬁ“’é

Liczha asab
e &85 8 8 3

=]

{:|

Miesige poklucia

Rycina 1a. Deklarowany przez badanych lesnikéw i rolnikéw miesigc poktucia przez kleszcze

W oparciu o wyniki uzyskane w badaniach wykonanych testem Elisa i testem potwierdzenia Western blot brak
przeciwciat IgM/IgG anty-Borrelia stwierdzono u 77 le$nikéw (28,10%) i 74 rolnikéw (27,01%) co stanowi tacznie
152 osoby (55,27%). Badani sg zawodowo narazeni na poktucia przez kleszcze i z wymienionych 152 oséb - 65
(43,05%) deklarowato poktucie jednokrotne zas 59 (39,07%) poktucie wielokrotne. Tylko 17,88% badanych, u kt6-
rych nie wykryto przeciwciat anty-Borrelia deklarowato brak poktucia przez kleszcze. U 23 o0séb tej grupy (15,13%)
w przesztosci wystapit rumien wedrujacy (EM) i z tego powodu u badanych wdrozono antybiotykoterapie.

Obecnos¢ przeciwciat IgM i/lub IgG wykazano u 123 0sdb (44,73%). Przeciwciata dla specyficznych biatek Bor-
relia tylko w klasie IgM stwierdzono u 25 0s6b (9,12%) w tym 15 le$nikéw (5,47%) i 10 rolnikéw (3,65%). Obec-
nos$¢ IgM anty-Borrelia interpretowano jako wczesng faze odpowiedzi immunologicznej na zakaZenie. Sposrod
123 o0s6b tej grupy az 60% informowato o wielokrotnym poktuciu przez kleszcze, 24% o poktuciu jednokrotnym,
a 16% nie zauwazyto faktu poktucia przez kleszcza. U 7 oséb tej grupy (5,6%) wystapit rumien wedrujacy (EM).

Obecnos¢ przeciwciat anty-Borrelia zarowno w klasie IgM jak i IgG §wiadczaca o zaawansowanej odpowiedzi
immunologicznej na zakazenie Borrelia, co stwierdzono u 14 oséb (5,11%) w tym 10 lesnikéw (3,65%) i 4 rolni-
kéw (1,46%). Potowa badanych tej grupy (50%) informowata o poktuciach mnogich za$ 35,7% o poktuciach jed-
nokrotnych. Trzy osoby z tej grupy zgtosity wystapienie w przeszto$ci rumienia wedrujacego.

P6zna odpowiedz na zakazenie przejawiajaca sie obecnos$cia przeciwciat dla specyficznych biatek antygeno-

wych Borrelia tylko w klasie IgG obserwowano u 84 oséb (30,66%) w tym u 69 lesnikéw (25,18%) i 15 rolnikow
(5,47%). Zdecydowana wiekszo$¢ badanych tej grupy (64,29%, 54 osoby) byta wielokrotnie ktuta przez kleszcze,
32,14% (27 os6b) informuje o poktuciu jednokrotnym, a 3 osoby (3,57%) nie pamietajg faktu poktucia przez klesz-
cze. Siedemnascie oséb tej grupy (20,23%) deklaruje wystapienie po poktuciu rumienia wedrujacego.
Wczesna i zaawansowana odpowiedZ immunologiczng przejawiajaca sie obecnoscig przeciwciat IgM lub IgM i IgG
stwierdzano u zblizonej liczby leSnikéw czy rolnikéw. Wyrazne réznice widoczne sa w liczebnosci oséb, u kté-
rych stwierdzono p6zng odpowiedZ immunologiczng na zakazenie Borrelia - 69 le$nikow (25,18%) i 15 rolnikéw
(5,47%). Rycina 2 przedstawia zaleznos$¢ pomiedzy stwierdzanym u badanych stopniem zaawansowania odpowie-
dzi immunologicznej na zakazenie Borrelia w zaleznos$ci od grupy zawodowe;j.
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Rycina 2. Zalezno$¢ pomiedzy stwierdzanym u badanych stopniem zaawansowania odpowiedzi immunologiczne;j
na zakazenie Borrelia w zalezno$ci od grupy zawodowe;j.

Przeanalizowano czesto$¢ wystepowania objawow deklarowanych przez badanych le$nikéw i rolnikéow
w aspekcie wystgpienia rumienia wedrujacego i w aspekcie krotnos$ci poktucia przez kleszcze. Rumien wedrujacy
wystapit po poktuciu przez kleszcze u 50 0séb (18,25%), przy czym u 15 (5,47%) byt to jedyny deklarowany objaw
zakazenia kretkami Borrelia. U pozostatych 35 os6b (12,72%) wystapily z rézng czestoscig inne objawy. Z gru-
py 0s6b zawodowo narazonych na poktucie przez kleszcze wystgpienie rumienia wedrujacego (EM) deklarowato
5,84% jednokrotnie ktutych przez kleszcze i 12, 41% ktutych wielokrotnie.
Szczegbty przedstawiono na rycinie 3.
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Rycina 3. Objawy deklarowane przez badanych w aspekcie obecnosci rumienia wedrujacego (EM)

Osoby wielokrotnie ktute przez kleszcze czesciej zgtaszaty istnienie ré6znorodnych dolegliwosci b6lowych niz oso-
by ktute jednokrotnie czy deklarujace brak poktu¢. Doktadny rozktad uzyskanych wynikéw prezentuje rycina 4.
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Rycina 4. Objawy deklarowane przez badanych w aspekcie krotnosci poktucia przez kleszcze.
Grupa kontrolna

Osoby z grupy kontrolnej, podobnie jak lesnicy, deklarowali poktucia gtdéwnie w miesigcach letnich - czerwiec
(20%), lipiec (40%), sierpien (11%). Zdecydowanie mniej poktu¢ deklarowano maju (8,8%) i wrzes$niu (6,6%).
W grupie kontrolnej poktucie przez kleszcze deklarowato 86,6%, za$ brak poktucia 13,3% oséb. Rycina 1b przed-
stawia deklarowany przez badanych miesigc poktucia przez kleszcze.
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Rycina 1b. Deklarowany przez badanych z grupy kontrolnej miesigc poktucia przez kleszcze

W grupie kontrolnej liczacej 45 oséb u 43 (95,5%) nie stwierdzono obecnosci przeciwciat IgM i/lub IgG dla biatek
antygenowych Borrelia, co $wiadczy o braku zakazenia mimo, ze 41,86% z nich informuje o poktuciu wielokrotnym,
a 46,51% o poktuciu jednokrotnym. Zdecydowany brak kontaktu z kleszczem deklarowato 11,63% o0s6b tej grupy.
U 1 osoby (2,2%) w tescie Western blot uzyskano wynik graniczny w klasie IgM, co moze $wiadczy¢ o poczatkowej
fazie odpowiedzi immunologicznej na zakazenie lecz wymaga potwierdzenia klinicznego i ponownych badan serolo-
gicznych. U 1 osoby (2,2%), ktéra deklarowata wielokrotne poktucie przez kleszcze i obecno$¢ w przesztosci rumie-
nia wedrujacego, uzyskano wynik pozytywny w klasie IgG. O wystapieniu rumienia wedrujacego informowato 7 oséb
(15,5%) zas$ kolejnych 12 oséb (26,6%) informowato o wystapieniu dolegliwos$ci bélowych ze strony uktadu kostno-
-stawowego i mie$ni lecz ankietowanym trudno byto okresli¢ czy majg one zwiazek z faktem poktucia przez kleszcze.
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Dyskusja

Kleszcze moga stanowi¢ dla cztowieka Zrodto zakazenia kretkami Borrelia burgdorferi, wirusem odkleszczo-
wego zapalenia opon moézgowych czy czynnikiem ludzkiej erlichiozy. W zwigzku z tym osoby pracujace w $rodo-
wisku wystepowania kleszczy sa szczegélnie narazone na choroby transmisyjne. Dane literaturowe informuja, ze
najwieksze zagrozenie ze strony kleszczy istnieje w lipcu, sierpniu i czerwcu, gdyz w tych miesigcach notowano
najwiecej poktu¢ odpowiednio 43%, 31%, i 16%. Rzadziej notowano poktucia we wrzesniu (9%) i maju (1%)
(Bartosik i in., 2004). W badaniach wtasnych uzyskano potwierdzenie tych informacji, gdyz najwiecej badanych
deklarowato poktucie w miesigcach letnich - czerwecu, lipcu i sierpniu odpowiednio 20%, 24% i 18%. Dziesie¢
procent (10%) badanych informuje o poktuciu w maju zas 7% we wrzesniu. Interesujacy wydaje sie fakt, iz do
atakéw kleszczy moze dochodzi¢ rowniez wezesng wiosng w kwietniu (2,5%) i marcu (0,36%) oraz pdzna jesienia,
w pazdzierniku (2,5%), a nawet listopadzie (1,1%).

Zarowno pracownicy le$ni jak i rolnicy z racji na charakter wykonywanej pracy nalezg do grup zawodowych
narazonych na stosunkowo czeste poktucia przez kleszcze. Obecno$c¢ przeciwciat IgM i/lub IgG anty-Borrelia wy-
kazano u 44,73% badanych z tych grup zawodowych i jak wynika z analizy uzyskanych wynikéw wczesna i za-
awansowang odpowiedZ immunologiczng przejawiajaca sie obecnoscia przeciwciat IgM lub IgM i IgG stwierdzano
u zblizonej liczby le$nikéw czy rolnikéw. Wyrazne réznice widoczne sg w liczebnosci oséb, u ktoérych stwierdzono
p6zna odpowiedz immunologiczng na zakazenie Borrelia -25,18% le$nikéw i 5,47 % rolnikow.

Weczesnym objawem zakazenia kretkiem Borrelia burgdorferi sensu lato jest rumien wedrujacy, ktérego po-
jawienie nie wymaga potwierdzenia badaniami serologicznymi i kwalifikuje do podjecia terapii antybiotykowe;j.
Testy serologiczne na etapie rumienia nie powinny by¢ wykonywane. Zbyt wcze$nie wykonany test serologiczny
moze wykazywacé fatszywie ujemne wyniki w zakresie obecno$ci IgM ze wzgledu na niskie warto$ci znamienne
(CDC 2011, EUCALB 2011). W grupie badanej rumien wedrujacy wystapit u 18,25% rolnikéw i le§nikéw bioracych
udziat w badaniu, przy czym u 5,47% byt to jedyny deklarowany objaw zwigzany z zakazeniem kretkami Borrelia.
Dane literaturowe informujg, Ze oprécz rumienia w miejscu poktucia przez kleszcza moze wystapi¢ swiad (34%),
b6l (13%), mrowienie (9%) i pieczenie (7%) (Bartosik i in., 2004).

Badania ankietowe przeprowadzone wsrdd oséb zawodowo narazonych na poktucie przez kleszcze wykaza-
ly, ze badani deklarujg jednoczesne wystepowanie wielu objawéw chorobowych wsréd ktérych dominujg bdle
kostno-stawowe (14,23%), bdle kostno-stawowe i béle miesni (13,14%), bdle gtowy, bdle kostno-stawowe i bole
miesni (7,66%), béle gtowy, bole kostno-stawowe, bole miesni i zaburzenia koncentracji (5,84%).

Okoto 10-20% pacjentéw ze zdiagnozowang boreliozg kilka miesiecy do roku po zastosowanej odpowiedniej
antybiotykoterapii odczuwa dolegliwosci kliniczne o charakterze cigglym czy nawracajgcym. Stan taki okresla sie
jako post-treatment Lyme disease syndrom (PTLDS) jesli charakteryzuje sie obecnos$cia zespotu uporczywych do-
legliwo$ci i trwa diuzej niz 6 miesiecy po leczeniu. PTLDS nie moze by¢ okreslane jako ,chronic” Lyme disease
i nie kwalifikuje do wprowadzenia antybiotykoterapii, ktéra jest w tych przypadkach nieskuteczna i potencjalnie
szkodliwa dla pacjenta z PTLDS. Dla pacjentéw z PTLDS rekomendowane jest zastosowanie leczenia objawowego
(CDC 2011, Stanekiin., 2011, Kisand i in., 2007, Sigh i in. 2004). Przyczyna wystepowania PTLDS nie jest do konca
wyjasniona. Przypuszcza sie, ze powodem jest uszkodzenie tkanek powstate w wyniku zakazenia I mozliwos¢ ini-
cjowania odpowiedzi autoimmunologicznej (CDC 2011, Stanek i in., 2011, Kisand i in., 2007).

Whioski

1. Poktucia przez kleszcze dominujg w miesigcach letnich, jednak mozliwe sg réwniez wczesng wiosng i p6zng
jesienia dlatego bez wzgledu na pore roku nalezy stosowa¢ odziez ochronng i repelenty by zminimalizowa¢
mozliwo$¢ poktucia i tym samym zmniejszy¢ ryzyko zakazenia kretkiem Borrelia.

2. Osoby pracujace w terenie zalesionym, lesnicy, drwale, osoby zajmujace sie transportem drewna, ale takze
zbieracze runa le$nego naleza do grupy oso6b szczegdlnie narazonych na wielokrotne poktucia przez kleszcze
i wystepowanie réznorodnych objawéw, ktdre moga zaistnie¢ w konsekwencji zakazenia kretkami Borrelia.

3. Rumien wedrujacy wystepuje czesciej u osob wielokrotnie ktutych przez kleszcze niz u os6b ktutych jedno-
krotnie.

4. U os6b wielokrotnie ktutych przez kleszcze czesciej wystepuja tacznie rézne rodzaje dolegliwosci bélowych
niz u oséb ktutych jednokrotnie.
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Summary:

Objective of the study: The aim of this study was to determine the I[gM / IgG antibodies against Borrelia antigen proteins within
the group of foresters and farmers, and people not occupationally exposed to tick stings in the north eastern part of the Lublin
province.

Material and Methods: The study group consisted of people particularly vulnerable to stings by ticks, such as foresters, farmers
(275 people), and a control group - 45 people, living in the vicinity of Biala Podlaska. IgM / IgG anti-Borrelia (Elisa, Wb) were
marked and a survey was carried out.

Results: The presence of IgM / IgG anti-Borrelia was found in case of 44.73% of patients, while no antibodies were found in case
of 28.10% foresters and 27.01% farmers. In 95.5% of cases within the control group IgM / IgG anti-Borrelia was not identified,
which suggests the absence of infection despite the fact that 41.86% of them repeatedly reported being stung, and 46.51% of
at least one sting..

Conclusions: tick stings dominated during the summer months, but occurred also in early spring and late autumn. Erythema
migrans is more common for people repeatedly stung by ticks than those who have been stung once.

Key words:

Lyme disease, Borrelia burgdorferi, Lyme disease diagnosis
Introduction

Lyme disease is a disease that occurs in Europe, Asia and North America. The occurrence of tick-borne diseases,
including Lyme disease, in particular affects the occupants of the areas with a high degree of forestation by reason
of their work - foresters, who works at clearing and plantings of trees, timber transport, as well as farmers.

The primary cause of Lyme disease is always the infection of spirochetes belonging to type B. burgdorferi sensu
lato, but the clinical course of the disease depends only to some extent on genotype of bacteria and their number
(Sigal 1997, Kisand 2007). The spread of spirochetes in the human body is a complex process that occurs through
a number of mechanisms that allow for the readjustments and survival of bacteria in the tissues (Krajczy i in.,
2008, Siegel et al.,, 2012). The immune system response directed against the antigen of Borrelia proteins occurs in
the body of an infected person in a very dynamic and very complex way. The emergence of Borrelia is a signal to
trigger innate defense mechanisms at the time of their entry into the human body during the sting by infected ticks.
The activation of complement, lysozyme, activity of phagocytic cells, cytotoxic cells take place (Maczka 2010).The
antibody response develops later. Anti-Borrelia IgM antibodies are produced in the human body in response to the
presence of the antigenic proteins of bacteria in 2-4™ week after infection reaching a peak on 4-6 week. As first,
antibodies IgM anti-OspC and anti-p41 are created. For the majority of patients with active Lyme IgM antibody
level decreases after about 4 months. Already about 4 weeks after infection IgG antibodies begin to appear in the
serum. In clinically advanced Lyme disease or acute neuroborreliosis seropositivity IgM / IgG increases to 70-
90%. During this time the immune response may be expressed in relation to several antigens. European Concerted
Action on Lyme Borreliosis (EUCALB) and the Center for Disease Control and Prevention (CDC) recommend a
two-step serological diagnosis of Lyme disease. As a rule it has been assumed that the identification of each of the
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clinical forms of the disease, with the exception of early-type lesions of erythema migrans (EM), requires a two-
step diagnostic procedure. In the first stage the presence of specific IgM and / or IgG (depending on the stage of the
disease) must be demonstrated through mmunoenzymatic methods (ELISA or IFA). In the second step, one should
make a determination by Western blot (Wb) (CDC 2011, EUCALB 2011).

A two-stage diagnostic scheme allows for the elimination of non-specific false positives that occur with varying
frequency in the diagnosis of one test and allow a clear assessment of the interpretation of the border results.
According to current guidelines in Europe serological tests indicate levels of IgM / IgG anti-Borrelia burgdorferi
should not be used to evaluate the effectiveness of treatment. Effectiveness of antibiotic implemented in order
to eliminate the spirochete Borrelia infection must be assessed solely on the basis of the dynamics of the clinical
picture (EUCALB 2011, Flisiak et al., 2011, Chmielewska-Badora et al., 2006).

The objective of this study was to determine IgM and IgG antibodies against Borrelia antigen proteins among foresters
and farmers, and people not occupationally exposed to stinging by ticks in the north eastern part of the Lublin province.

Material and methods
Researched groups

Group [ - 275 people, of whom 171 persons (62.41%) were foresters and forestry workers Forest division of
Biala Podlaska, Chotytéw, Miedzyrzecz, Parczew, Radzyn Podlaski and 104 people (37.59%) were farmers and
gatherers living in the area of the above mentioned forest divisions. Respondents are aged between 19 and 86
years, including 85 women (20-64 years), which constitutes 30.91% of the test group and 190 men (19-86 years),
which constitutes 69.09% of the studied group.

Group II - (control group) - 45 people aged between 20 and 58 years living permanently or temporarily in
Lyme-endemic area (near Biala Podlaska, Lubelskie province). Group consisted of 25 women (20-53 years) and 20
men (20-58 years).

ELISA screening (Euroimmun)test was performed for all the researched persons, for the presence of serum IgM
and IgG anti-Borrelia. All positive results and the border results obtained in the screening test were confirmed by
Western blot (Euroimmun).

Applied tests

Elisa Test

ELISA test is applied as a screening test used to quantify the levels of IgM and IgG anti-Borrelia serum. The
present study used the company Euroimmun Elisa test. The reaction microplate wells were coated with extract
antigens of Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia afzelii, Borrelia garinii and a recombinant protein of
Borrelia burgdorferi VISE. The test was performed in accordance with the recommendations of the manufacturer.

Western blot confirmatory test

Test which was used to confirm was called Western blot (Wb) of Euroimmun, applied for the qualitative
determination of human IgM and IgG antibodies against antigens of Borrelia. In this test, the source of antigen was
Wb strain of Borrelia afzelii. Borrelia protein extract separated electrophoretically on a polyacrylamide gel according
to molecular weight and transferred to the cellulose membrane. The test strips contained antigenic proteins: p83,
p41, p39 (bmp A), p31 (Osp A), p30, p25 (Osp C), p21, p19, p17. In addition, each strip contained a membrane
chip with the recombinant antigen VISE. The test was performed in accordance with the recommendations of the
manufacturer. The interpretation of the test was performed using the EUROLineScan (Euroimmun).

Survey tests

The survey was carried out among the subjects of group I (foresters, farmers, collectors of undergrowth)
and group II (control group), which included questions about the respondents observations of tick stings, the
occurrence or absence of erythema migrans, the prevalence of subjective symptoms which the respondents could
associate with the fact of being stung by ticks.
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Results
Foresters and farmers

13.1% of the examined farmers and foresters did not notice that they were bitten by a tick. Most of the respondents
declared that they were bitten by a tick in the summer months, i.e. in June, July and August (20%, 24% and 18%
respectively). 10% of the respondents were bitten in May and 7% in September. It seems interesting that foresters
inform about being bitten in the early spring - in April (2.5%) and March (0.36%) - and in the late autumn, in October
(2.5%) and November (1.1%). Figure 1a shows in which months the respondents were bitten by a tick.
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number of people
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month of being bitten

Figure 1a. Declared month of being bitten by ticks according to foresters and farmers subject to examination

On the basis of the results obtained in the study, which involved the ELISA test and the Western blot test,
absence of IgM antibodies / IgG anti-Borrelia was found in 77 foresters (28.10%) and 74 farmers (27.01%),
which represents a total of 152 people (55.27%). The respondents are occupationally exposed to tick bites. 65
of them (43.05%) declared to have been bitten once and 59 (39.07%) were bitten multiple times. Only 17.88%
of the respondents in which no anti-Borrelia antibodies were found declared no tick bites. 23 of them (15.13%)
experienced Erythema chronicum migrans and for this reason antibiotic therapy was implemented. The presence
of IgM antibodies and/or IgG was found in 123 patients (44.73%). Antibodies to specific Borrelia proteins, only
IgM, were found in 25 persons (9.12%), including 15 foresters (5.47%) and 10 farmers (3.65%). The presence of
anti-Borrelia IgM was interpreted as an early phase of the immune response to an infection. Among 123 patients
from this group, as much as 60% informed about multiple tick bites, 24% declared having been bitten once and
16% did not notice any bites. 7 persons from this group (5.6%) suffered from Erythema chronicum migrans.

The presence of anti-Borrelia IgM abtibodies, both IgM and IgG, indicated advanced immune response to the
Borrelia infection, which has been observed in 14 patients (5.11%), among them 10 foresters (3.65%) and 4
farmers (1.46%). Half of the respondents from this group (50%) informed about multiple bites, and 35.7% about a
single bite. Three persons from this group declared having experienced Erythema chronicum migrans in the past.

Late response to infection manifested by the presence of antibodies to specific antigenic protein of Borrelia, only
IgG, was observed in 84 patients (30.66%), including 69 foresters (25.18%) and 15 farmers (5.47%). The vast majority
of respondents in this group (64.29%, 54 people) was repeatedly bitten by ticks, 32.14% (27 people) reported on
having been bitten once, and 3 people (3.57%) did not remember having been bitten by ticks. Seventeen persons
from this group (20.23%) said that they experienced Erythema chronicum migrans after they had been bitten.

Early and advanced immune response manifested by the presence of IgM and/or IgG antibodies was observed
in a similar number of foresters and farmers. Significant differences can be seen in the number of people diagnosed
with late immune response to infection with Borrelia - 69 foresters (25.18%) and 15 farmers (5.47%). Figure 2 shows
the relationship between the severity of the immune response to infection with Borrelia and the professional group.
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Figure 2. Relation between advancement level of immune response to Borellia infection recognized among subjects
depending on occupational group

The incidence of symptoms declared by foresters and farmers in terms of Erythema chronicum migrans and in
terms of the number of tick bites has been analysed. Erythema chronicum migrans occurred after a tick bite in 50
patients (18.25%), in 15 of them (5.47%) it was the only declared sign of infection with Borrelia spirochetes. In the
remaining 35 persons (12.72%) other signs appeared with various frequency. 5.84 % of persons bitten only once
and 12.41% persons bitten multiple times within the group of people professionally exposed to tick bites declared
that they underwent Erythema chronicum migrans. Details are shown in figure 3.
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Figure 3. Symptoms declared by subjects regarding the presence of erythema migrans
Persons who were bitten by a tick several times were more likely to report the existence of various painful

symptoms than those who were bitten only once or not bitten at all. The exact distribution of the results is presented
in Figure 4.
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Figure 4. Symptoms declared by subjects regarding the number of ticks’ bites
Control group

Persons from the control group, similarly to the foresters, declared bites mostly in the summer months - June
(20%), July (40%), August (11%). Significantly fewer bites were declared in May (8,8%) and in September (6.6%).
In the control group, 88.6% were bitten by a tick, and 13.3% were not bitten. Figure 1b shows in which months the
respondents were bitten by a tick.
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Figure 1b. Declared month of being bitten by ticks according to subjects in the control group

In the control group of 45 persons, no IgM antibodies and/or IgG antibodies to Borrelia antigen proteins were
found in 43 persons (95.5%), suggesting the absence of infection, although 41.86% of them were repeatedly bitten
and 46.51% were bitten once. The lack of contact with ticks was declared by 11.63% of this group. In one person
(2.2%) a borderline result in IgM was obtained in the Western blot test, which may indicate an early stage of the
immune response to infection but requires re-confirmation of the clinical and serological testing. In one person
(2.2%), which declared a history of multiple tick bites and Erythema chronicum migrans, a positive result in IgG
was obtained. 7 persons (15.5%) informed about having Erythema chronicum migrans and 12 persons reported
the occurrence of painful symptoms on the part of the osteoarticular system and muscles, but the respondents
found it difficult to indicate whether the pain was caused by a tick bite or not.
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Discussion

Ticks can be a source of infection with spirochetes Borrelia burgdorferi, tick-borne viral meningitis and the factor
of human ehrlichiosis. Therefore, people working in the environment of tick occurrence are particularly vulnerable
to transmissive diseases. Literature data indicate that the threat posed by ticks is greatest in July, August and June,
because in these months most of the bites were noted - 43%, 31%, and 16% respectively. Bites were reported
less frequently in September (9%) and May (1%) (Bartosik et al., 2004). In the own study the confirmation of this
information has been achieved, as most of the respondents declared tick bites in the summer months - June, July
and August, respectively 20%, 24% and 18%. Ten per cent of the respondents informed about being bitten in May
and 7% in September. It is worth noting that ticks can also bite in the early spring - in April (2.5%) and in March
(0.36%), as well as in the late autumn, in October (2.5%) and even in November (1.1%).

Both foresters and farmers are professional groups exposed to a relatively high risk of tick bites because of the
nature of their job. The presence of IgM and/or IgG anti-Borrelia antibodies has been demonstrated in 44.73% of
the respondents in these professional groups and, as the analysis of the obtained results demonstrates, a similar
number of foresters or farmers showed an early and advanced immune response manifested in the presence of
IgM and/or IgG antibodies. Significant differences have been noted in the number of persons diagnosed with a late
immune response to the Borrelia infection: 25.18% of foresters and 5.47% of farmers.

Erythema chronicum migrans is an early symptom of Borrelia burgdorferi. Its occurrence does not require
confirmation with serological tests and qualifies to take the antibiotic therapy. Serologic tests should not be done at the
erythema stage. A serological test carried out too early may show false negative results for the presence of IgM because
of the low characteristic values (CDC 2011, EUCALB 2011). In the study group Erythema chronicum migrans occurred
in 18.25% of the farmers and foresters, and for 5.47% of them it was the only declared symptom associated with the
infection with Borrelia spirochetes. Literature data inform that apart from Erythema chronicum migrans, one may also
experience itching (34%), pain (13%), tingling (9%) and burning sensation (7%) (Bartosik et al., 2004).

Questionnaire surveys conducted among persons occupationally exposed to tick bites have showed that
respondents declare simultaneous occurrence of several symptoms, among which dominate bone and joint pain
(14.23%), bone and joint pain and muscle pain (13.14%), headaches, bone and joint pain and muscle pain (7.66%),
headaches, bone and joint pain, muscle pain and impaired concentration (5.84%).

Approximately 10-20% of patients diagnosed with Lyme disease a few months to a year after undergoing an
appropriate antibiotic therapy have continuing or recurring clinical symptoms. This condition is referred to as post-
treatment Lyme disease syndrome (PTLDS) if it is characterized by the presence of any persistent symptoms and lasts
longer than 6 months after the treatment. PTLDS cannot be described as a “chronic” Lyme disease, and is not eligible
for the introduction of antibiotics, which in such cases are ineffective and potentially harmful to the patient with PTLDS.

For patients with PTLDS, the symptomatic treatment is recommended (CDC 2011, Stanek et al., 2011, Kisand
et al., 2007, Sigh et al. 2004). The cause of PTLDS is not entirely clear. It is believed that the reason for it is tissue
damage, resulting from an infection and the ability to initiate the autoimmune response (CDC 2011, Stanek et al,,
2011, Kisand et al., 2007).

Conclusions

1. Ticks bite most often in the summer months, however they also bite in the early spring and in the late autumn,
so it is necessary to wear protective clothes and use repellents in all seasons in order to reduce the risk of
getting bitten and thereby minimize the risk of getting infected with Borrelia spirochete.

2. People working in wooded areas, foresters, lumberjacks, people involved in the transport of timber but also
collectors of undergrowth are among the people who are particularly vulnerable to multiple bites by ticks and to
the occurrence of a variety of symptoms that can occur as a consequence of infection with Borrelia spirochetes.

3. Erythema chronicum migrans is more common in people repeatedly bitten by ticks than in those bitten only

once.

4. In people bitten by ticks multiple times, various kinds of pain co-occur more often than in people bitten only
once.
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