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ABSTRACT. Occurrence of pathogenic genospecies of Borrelia burgdorferi sensu lato in Ixodes
ricinus ticks collected from north-western Poland. In order to learn the heterogeneity of the DNA
of B. burgdorferi s.l. and the prevalence of co-infections of B. burgdorferi s.l. genospecies in the popu-
lations of /. ricinus, collected in north-western Poland, the nested PCR method was applied, a frag-
ment of the fla gene being used as a marker. Basing on the prevalence data of B. burgdorferi s.|. DNA
in /. ricinus ticks in 8 sampling sites during 1998-2001, it may be stated that a risk of contracting Lyme
disease exists in forested areas of north-western Poland, the highest in relation to B. burgdorferi s.s.
(76.3% infected ticks), lower by B. garinii (2% infected ticks), and minimal threat being posed by B.
afzelii (0.3%). I. ricinus ticks collected in north-western Poland pose a risk of contracting double infec-
tion by B. burgdorferi s.1. genospecies, i.e. B. burgdorferi s.s. with B. garinii, and B. burgdorferi s.s.
with B. afzelii. The north-western part of Poland represents an endemic area for B. burgdorferi s.l.

Key words: Borrelia afzelii, Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia garinii, DNA, infection,
Ixodes ricinus, north-western Poland.

WSTEP

Baktenia B. burgdorferi, nalezaca do kretkéw, jest czynnikiem etiologicznym bo-
reliozy z Lyme, wielouktadowej zoonozy, jednej z najwazniejszych i szeroko roz-
powszechnionych w Swiecie choréb transmisyjnych. Wektorem tej bakterii jest
kleszcz z rodzaju Ixodes, a w Europie, w tym réwniez w Polsce jest to gatunek /. ri-
cinus, kleszcz pospolity.

B. burgdorferi jest gatunkiem heterogennym, ktéry obejmuje co najmniej 11 ga-
tunkow genomowych (genogatunkéw), z czego 6 wystepujacych m.in. w Europie,
1 dlatego jest on okreslany jako B. burgdorferi sensu lato (s.1.). Sposréd genogatun-
kow europejskich trzy sg chorobotworcze dla cztowieka oraz zwierzat domowych:

B. burgdorferi sensu stricto (s.s.) (Johnson i wsp. 1984), B. garinii (Baranton i wsp.
1992) 1 B. afzelii (Canica 1 wsp. 1993).

' Praca zostata wykonana w ramach projektu nr 6PO4C 00519, finansowanego przrz Komitet Badan
Naukowych.
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Badania dotyczace obecnosci B. burgdorferi s.1. u kleszczy I. ricinus w Europie
wykazaly, ze najczestszym gatunkiem na tym kontynencie jest B. afzelii, mniej licz-
ny jest B. garinii, a najrzadszy B. burgdorferi s.s., jednak udzial poszczeg6lnych ga-
tunk6w w zakazeniu /. ricinus jest odmienny w réznych krajach (Hubalek 1 Halo-
uzka 1997).

Zbadanie udziatu poszczegdlnych genogatunkéw B. burgdorferi s.l. w popula-
cjach I. ricinus pozwala poznaé zagrozenie, jakie stanowig na danym obszarze po-
szczeg6lne gatunki chorobotwoércze oraz okresli¢ gatunki dominujgce, a takze mo-
ze by¢ uzyteczna wskazéwka dla lekarzy przy stawianiu diagnozy. Gatunki te mo-
ga wystepowac jednoczesnie na danym obszarze, a nawet w jednym kleszczu (De-
maerschalck i wsp. 1995, Rijpkema i wsp. 1996, Hovius i wsp. 1998, Wodecka
1 Skotarczak 2000, Skotarczak 1 wsp. 2000).

Prezentowana praca jest kontynuacjg badan ekstensywnosci zakazenia kleszczy
[. ricinus przez chorobotwoércze genogatunki B. burgdorferi s.1. z wybranych tere-
now Szczecina i wojewddztwa zachodniopomorskiego metodg nested PCR, prowa-
dzonych od kilku lat w Katedrze Genetyki US (Wodecka 1 Skotarczak 2000).

Celem pracy bylo poznanie heterogennosci DNA kretkow B. burgdorferi s.l. wy-
stepujacych w polskich populacjach kleszczy 1. ricinus poprzez oznaczenie choro-
botwérczych genogatunkéw B. burgdorferi s.1., a takze poznanie stopnia ryzyka na-
bycia boreliozy przez ludnos¢ przebywajacg w zalesionych terenach Poinocno-Za-
chodniej Polski poprzez zbadanie zakazenia kleszczy 1 wyznaczenie zasiggoOw wy-
stepowania genogatunkow B. burgdorferi s.1.

MATERIALY I METODY

Material do badan, doboér stanowisk zbioru Ixodes ricinus. DNA B. burgdor-
feri sensu lato wyizolowano z tresci jelitowej 6817 nieopitych kleszczy I. ricinus
zebranych w latach 1998-2001 z 8 stanowisk z P6tnocno-Zachodniej Polski, znaj-
dujacych sie w obrebie dawnego wojewddztwa szczecinskiego. Cztery stanowiska
wytyczono w obrebie miasta Szczecina: Park Lesny Dabie 1 Szczecinski Park
Krajobrazowy na terenie Puszczy Bukowej oraz Las Arkonski 1 okolice Kgpieliska
Glebokie w obrebie Puszczy Wkrzanskiej, a cztery na terenie wojewodztwa: Pobie-
rowo, Puszcza Goleniowska w okolicach Rurki, Inski Park Krajobrazowy 1 Chojna.

Wytypowane stanowiska sg obszarami potencjalnego wystgpowania kleszcza
zwyczajnego 1. ricinus. Badane miejsca nalezg do terenow rekreacyjnych Poinoc-
no-Zachodniej czesci Polski, czgsto odwiedzanych przez turystow 1 zbieraczy runa
lesnego. Zbior 1. ricinus odbywat si¢ przy uzyciu flanelowej flagi, ktorg omiatano
roslinnos¢ przy drogach lesnych.

Wykrywanie DNA Borrelia burgdorferi sensu lato metodg lancuchowej re-
akcji polimerazy (PCR). DNA bakterii z kleszczy I. ricinus izolowano metodg
Guy’a i Stanka (1991), a nastepnie przechowywano w temp. -70°C do czasu analiz.
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Do wykrywania DNA B. burgdorferi s.1. zastosowano jako marker fragment ge-
nu fla, kodujgcego biatko rzgskowe flageling. Uzyto zestawu primeréw FLAI
| FLA2 komplementarnych do obszaru genu fla konserwatywnego dla wszystkich 5
europejskich gatunkéw B. burgdorferi s.1. (Wodecka i Skotarczak 2000).

Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki reakcji PCR opisano wczesniej (Wo-
decka 1 Skotarczak 2000). Jako kontrole pozytywng stosowano DNA szczepu Bo-
148¢/2 B. burgdorferi s.s., otrzymany dzigki uprzejmosci dr Stariczak, zidentyfiko-
wany w Loyola Medical Center, Maywood, Illinois, USA (Staniczak i wsp. 1996).
Jako kontrol¢ negatywng stosowano bufor TE (pH 8,0).

Produkty reakcji rozdzielano w 2% zelu agarozowym (ICN, USA) z dodatkiem
bromku etydyny (Sigma-Aldrich, Niemcy) przez 45 min. przy napieciu 90 V. Do
oceny wielkosci uzyskanego produktu zastosowano marker masowy MW501 (Po-
lgen, £.6dz7).

Wykrywanie gatunkéow genomowych Borrelia burgdorferi sensu lato meto-
da nested PCR. Produkty reakcji PCR z primerami FLA1 i FLA2 poddano reakcji
ze starterami komplementarnymi do sekwencji znajdujgcej si¢ wewnatrz zamplifi-
kowanego odcinka DNA. W reakcji zastosowano 3 gatunkowo specyficzne zesta-
wy primerow chorobotwérczych genogatunkéw: B. burgdorferi s.s., B. garinii i B.
afzelii, opracowane przez Stariczak i wsp. (2000).

Skiad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki reakcji nested PCR opisano wcze-
sniej (Wodecka 1 Skotarczak 2000). Produkty reakcji rozdzielano w 5% zelu agaro-
zowym (ICN) z dodatkiem bromku etydyny przez 1,5 h przy napieciu 85 V w obe-
cnosci markera masowego MW501 (Polgen).

Wyniki reakcji PCR i nested PCR uwidoczniano w swietle UV i archiwizowano
w pamigci komputera przy uzyciu programu BioCapt (Vilber Lourmat, Francija).

WYNIKI

Wystepowanie DNA B. burgdorferi s.l. w kleszczach 1. ricinus. Badaniem ob-
j¢to 6817 1zolatéw z I. ricinus uzyskanych z 8 stanowisk w latach 1998-2001. DNA
kretka B. burgdorferi s.1. wykryto w 299 izolatach, co stanowito 4,4% badanej po-
pulacj.

Identyfikacja gatunkéw genomowych B. burgdorferi s.l. metoda nested PCR
(Tabela 1). Sposrod 299 dodatnich préb z pierwszej reakcji 228 dato wynik pozy-
tywny z primerami specyficznymi dla B. burgdorferi s.s., 6 — dla B. garinii, 2 — dla
B. afzelii, a 69 nie dalo wyniku dodatniego z zadng para primeréw. Zanotowano ko-
intekcje B. burgdorferi s.s. z B. garinii w 4 przypadkach oraz w 2 przypadkach B.
burgdorferi s.s. z B. afzelii. Nie wykryto koinfekcji B. garinii z B. afzelii, ani koin-
fekcji potrojnej. Gatunek B. burgdorferi s.s. byt obecny na wszystkich 8 stanowi-
skach, B. garinii wystgpowal na czterech stanowiskach w centralnej i potudniowe;
czgsc1 wojewodztwa (Park Lesny Dabie, Szczecinski Park Krajobrazowy, Glebokie,
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Rys. 1. Wystepowanie genogatunkéw B. burgdorferis.l. w Péinocno-Zachodniej Polsce na wybranych
stanowiskach. PB — Pobierowo, AR — Arkonka, GL — Glebokie, GO — Puszcza Goleniowska, IN -
IAski Park Krajobrazowy, DB — Park Lesny Dgbie, SP — Szczeciniski Park Krajobrazowy, CH — Chojna

Chojna), a B. afzelii rtéwniez w czgsci centralne] 1 potudniowej, ale tylko na dwoch
stanowiskach (Szczeciriski Park Krajobrazowy i Chojna). Na rysunku | przedsta-
wiono granice zasiegdw wystgpowania poszczegolnych genogatunkow.

DYSKUSIJA

W prezentowanej pracy, stosujgc metod¢ nested PCR do réznicowania chorobo-
twérczych gatunkow B. burgdorferi s.l. w kleszczach I. ricinus na bazie genu fla,
uzyskano produkt charakterystyczny przynajmniej dla jednego gatunku u 76,9% za-
kazonych kleszczy. Najczgsciej wykrywanym gatunkiem okazal sie B. burgdorferi
s.s.. znacznie rzadziej — B. garinii, a najrzadziej B. afzelii. Prawie jedna czwarta wy-
nikéw dodatnich nie data produktu nested PCR (Tabela 1).

Badania nad rozprzestrzenieniem gatunkow z obrgbu B. burgdorferi s.l. prowa-
dzone na terenie Polski tylko w nieznacznym stopniu potwierdzajg wyniki uzyska-
ne w prezentowanej pracy. Poréownywalnie niski stopien zakazenia kleszczy gatun-
kiem B. garinii wykryto w okolicach Mikotajek (warminisko-mazurskie), gdzie obe-
cno$é DNA tego gatunku stwierdzono u 2,1% zakazonych osobnikow 1. ricinus (Pa-
welczyk i Sinski 2001). Brak jest jednak danych z tego stanowiska na temat pozo-
stalych gatunk6éw z obrebu B. burgdorferi s.l.
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Staniczak 1 wsp. (2000) stwierdzili, Ze najczesciej wystepujacym gatunkiem bo-
relil w kleszczach zebranych z réznych stanowisk na terenie Polski by} gatunek ge-
nomowy B. afzelii (47,1%), rzadziej natomiast wystepowaly B. burgdorferi s.s.
(39,2%) 1 B. garinii (33,3%). W tych badaniach podwéjng infekcje B. burgdorferi
S.s. 1 B. afzelii wykryto u 14,0% 1. ricinus, podczas gdy koinfekcje B. burgdorferi
S.s. 1 B. garinii oraz B. afzelii 1 B. garinii stwierdzono u 9,1% badane; populacji kle-
szczy. Potrojng infekcje B. afzelii, B. burgdorferi s.s. i B. garinii zanotowano dla
[,6% badanych osobnikéw /. ricinus. Nie ustalono gatunku dla 13,7% zakazonych
kKleszczy. Wszystkie przytoczone wyniki uzyskane zostaly przy uzyciu te] same]
metody nested PCR, ktorg zastosowano w prezentowanej pracy, sa wiec najbardziej
porownywalne.

W innych krajach europejskich udzial poszczeg6lnych gatunkéw genomowych
B. burgdorferis.l. w zakazeniu I. ricinus jest rbwniez zréznicowany i zalezny od re-
gionu kraju. W Niemczech, Stowacji, Chorwacji, Stowenii, Francji i Finlandii do-
minujgcym gatunkiem byt B. afzelii, jednak udziat pozostatych gatunkéw z obrgbu
B. burgdorferi s.1. w zakazeniu 1. ricinus byt odmienny (Strle i wsp. 1995, Rijpke-
ma 1 wsp. 1996, Gern i wsp. 1999, Juntila i wsp. 1999, Pichon i wsp. 1999, Rauter
1 wsp. 2002).

W pigciu krajach, tj. w Anglii, Czechach, Austrii, Belgn 1 Holandii dominowal
gatunek B. garinii (Rijpkema i wsp. 1996, Kurtenbach i wsp. 1998, Misonne i WSp.
1998, Stunzner 1 wsp. 1998, Basta i wsp. 1999), we Wloszech z kolei dominujacym
gatunkiem byt B. burgdorferi s.s. (Cinco i wsp. 1998).

Otrzymane w niniejszej pracy wyniki dotyczace udziatu poszczegélnych gatun-
kOw z obrgbu B. burgdorferi s.l. w zakazeniu I. ricinus r6znia si¢ od uzyskanych
przez innych autoréw z krajéw europejskich oraz czgsciowo z Polski, przytoczone
rezultaty badan wskazuja, ze nie mozna okresli¢ dominujacego gatunku dla calej
Europy. Zasadniczym powodem zr6znicowania udziatlu poszczegdlnych gatunkow
B. burgdorferi s.1. w réznych regionach Europy mogg by¢ r6znice dotyczace rezer-
wuaru tych gatunkow (Kurtenbach i wsp. 1998). Badania poréwnawcze prowadzo-
ne na kleszczach zebranych z r6znych zywicieli wykazaly znaczne zr6znicowanie
udziatu identyfikowanych gatunkéw B. burgdorferi s.1., m.in. w kleszczach zebra-
nych z wiewiorek przewazalty B. afzelii i B. burgdorferi s.s., kleszcze uzyskane
z psow byty najczesciej zakazone przez B. burgdorferi s.s., a zebrane ze szczuréw
— przez B. garinii, natomiast z myszy — przez B. garinii i B. afzelii (Hovius i wsp.
1998, Humair 1 Gern 1998, Richter i wsp. 1999). WyraZnie zaznaczone zasiegi WYy-
stgpowania gatunkow chorobotwérczych w Péinocno-Zachodniej Polsce, zwla-
szcza brak gatunku B. garinii i B. afzelii na terenach nadmorskich, zdaja sie po-
twierdzaC znaczenie rezerwuaru zwierzgcego B. burgdorferi s.1. w odmiennym roz-
przestrzenieniu poszczeg6lnych gatunkéw kretka, jednak brak danych dotyczacych
gatunkow ssakow bedacych zywicielami dla /. ricinus na badanych terenach unie-
mozliwia ostateczng ocen¢ zjawiska.
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Podsumowujac, na podstawie prezentowanych bada mozna stwierdzic, ze 1St-
nieje ryzyko nabycia boreliozy na terenach zalesionych w P6inocno-Zachodnie;
Polsce, najwieksze w odniesieniu do B. burgdorferi s.s., mniejsze przez B. garinit,
minimalne przez B. afzelii. Kleszcze I. ricinus z Péinocno-Zachodniej Polski stwa-
rzaja ryzyko nabycia infekcji podwdjnej genogatunkami B. burgdorferi s.1., tj. B.
burgdorferi s.s. z B. garinii oraz B. burgdorferi s.s. z B. afzelii. Poinocno- Zacho-
dnia czesc Polski jest terenem endemicznym dla B. burgdorferi s..
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