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ABTRACT. Evaluation of occurrence of spirochetes Borrelia burgdorferi sensu lato in Ixodes
ricinus ticks in selected areas of the Lublin Region by polimerase chain reaction method (PCR).
During the period 2001-2002, 1098 Ixodes ricinus ticks were collected at forest sampling sites and the
degree of their infection with Borrelia burgdorferi spirochetes was determined by means of polimerase
chain reaction (PCR). The presence of Borrelia burgdorferi genetic material was noted in 69 cases
(6.3%). It was confirmed that the frequency of infection of adult forms of ticks (males and females)
was nearly twice as high as nymphs. The highest degree of infection was observed in females — 9.5%.
The degree of infection among males and nymphs was smaller — 5.9% and 4.4% respectively in indi-
vidual provinces. The percentage of infected females ranged from 7.9% in the Zamo$¢ Province to
13.6% in the Wlodawa Province. In males, the percentage of infected ticks remained within the range
from 3.1% in the Lublin Province to 13.3% in the Lubartéw Province.
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WSTEP

Kleszcze pospolite (Ixodes ricinus) odgrywaja kluczowa role w epidemiologii
boreliozy z Lyme jako wektor i rezerwuar kretkéw Borrelia burgdorferi (Wegner
1995, Wegner 1 Stariczak 1995). Sg one w Polsce bardzo czeste i szeroko roZpo-
wszechnione (Siuda 1993). Réwniez na terenie Lubelszczyzny znane s liczne sta-
nowiska kleszczy tego gatunku (Wegner 1995).

Wykrycie krgtkéw B. burgdorferi w kleszczach odlowionych na okreslonym te-
renie jest bardzo wazne, poniewaz daje podstawe do uznania badanego rejonu za
obszar endemii choroby. Réwniez wazne jest okreslenie procentu zakazonych kle-
szczy, gdyz pozwala to ustali¢ ryzyko nabycia infekcji (Jenek i Glazaczow 1996.
Petko 1 wsp. 1997, Chmielewska-Badora 1998, Skotarczak i Wodecka 1998, Nowo-
sad 1 wsp. 1999, Staiczak i1 wsp. 1999, Cisak i wsp. 2002).
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W zwiazku z tym, ze borelioza jest narastajagcym problemem zdrowotnym 1 epi-
demiologicznym, réwniez na obszarze Lubelszczyzny, w obecnej pracy podjgto
probe oceny zakazenia kleszczy Ixodes ricinus krgtkami B. burgdorferi na tym te-
renie oraz okreslenia ich sezonowej aktywnosci.

MATERIAL I METODY

Material do badan stanowito 1098 kleszczy Ixodes ricinus zebranych w dwoch
kolejnych sezonach wegetacyjnych od kwietnia do paZzdziernika w latach 2001-
2002. Obszar badan obejmowat tereny o bogatym poszyciu 1 bardzo podobnym za-
drzewieniu (lisciastym i lisciasto-iglastym). Byly to miejsca, gdzie kontakt migdzy
kleszczami a ludZmi byl bardzo prawdopodobny (np. sciezki lesne, szlaki turystycz-
ne, polany, lesne parkingi samochodowe oraz linie brzegowe laséw 1 pol upraw-
nych). Zbioru kleszczy dokonywano przez omiatanie flanelowg flagg krzewow 1 po-
szycia lesnego na terenie pigciu obszaréw lesnych potozonych w powiatach Lublin,
Wiodawa, Zamosé, Chetm, Lubartéw, w kazdym z powierzchni 1 km*. Wzgledng
gestos¢ (aktywnos¢) Ixodes ricinus okreslano obliczajac Srednig liczbg kleszczy ze-
branych przez 1 osobe na jednym stanowisku w ciggu jednej godziny.

W latach zbioru w okresie wiosenno-letnim (maj-czerwiec) zebrano 917 kle-
szczy, za$ w okresie letnio-jesiennym (sierpie-wrzesien) 181 osobnikow. Zebrane
kleszcze przenoszono do probéwek z 70% etanolem 1 przechowywano do chwili
wykonania dalszych badan.

W ocenie zakazenia kleszczy pospolitych kretkami B. burgdorferi wykorzysta-
no bardzo czula i swoista metode amplifikacji DNA — tancuchowg reakcj¢ polime-
razy (PCR).

Kleszcze wyjmowano z alkoholu, po czym doktadnie osuszano na bibule filtra-
cyjnej. Kazda dorosla posta¢ oddzielnie i nimfy w pulach po 5-6 osobnikéw zawie-
szano w 100 ul 0,7 M wodorotlenku amonu w probéwkach Eppendorfa, rozcierano
koncowkami pipet 1 zamykano probowki. Otrzymang zawiesing gotowano przez
15-20 minut w temp. 98°C w bloku grzewczym w tych samych zamknigtych pro-
béwkach, nastepnie probéwki otwierano i kontynuowano ogrzewanie przez kolejne
10 minut w celu odparowania amoniaku i zredukowania zawartosci probowki do
50 pl (Stanczak 1 wsp. 1999).

Amplifikacje DNA fragmentu genu kodujacego flageling (fla) przeprowadzono
za pomocg zestawu diagnostycznego PCR-Borrelia (DNA-Gdansk).

Do reakcji PCR zastosowano:

— primery komplementarne do wszystkich znanych sekwencji genu fla dla B.
burgdorferi sensu lato (B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. afzelii)

— polimeraze termostabilng Delta 2 (DNA Gdansk)

— wzorzec masowy DNA (Fermentas, Litwa) od 53 do 1031 par zasad

— mieszanine nukleotydéw dNTP (DNA Gdansk)
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— kontrol¢ pozytywng Borrelia burgdorferi sensu stricto (DNA Gdarsk)

— kontrol¢ negatywng — woda destylowana

— bufor obcigzajgcy do probek przy wykonywaniu elektroforezy (Fermentas, Li-
twa)

— wyizolowany DNA z badanych kleszczy.

Amplifikacja DNA odbywatla si¢ w termocyklerze Hot-Shot 25 firmy DNA
Gdansk 1 obeymowata nastgpujace etapy:

— denaturacja wstgpna 2 min. w 93°C, a nastepnie 40 cykli z ktérych kazdy obe;-
mowat : |

— denaturacj¢ wtasciwg 30 s w 93°C

— dotgczenie primeréw 60 s w 52°C

— wydtuzanie 60 s w 72°C

— wydluzanie koncowe 60 s w 72°C.

Wielkos¢ amplifikowanego fragmentu wynosita 442 pary zasad. Produkty am-
plifikacji wykrywano w 1,5% zelu agarozowym po wykonaniu elektroforezy w wa-
runkach standardowych 1 wybarwieniu w bromku etydyny w celu uwidocznienia
produktow amplifikacji. Wyniki reakcji odczytywano w transiluminatorze w Swie-
tle ultrafioletowym. Minimalny wskazZnik zakazenia obliczano wg Kahla 1 wsp.
(1989). Zaleznos¢ pomigdzy aktywnoscig /. ricinus a czestoscig zakazenia kretka-

mi1 Borrelia burgdorferi okreslono za pomocg testu korelacji Spearmana stosujac
pakiet CSS Statistica v. 5.0 (Statsoft, Tulsa, USA).

WYNIKI

W latach 2001-2002 na 5 stanowiskach lesnych Lubelszczyzny ogétem odlowio-
no 1098 kleszczy Ixodes ricinus (Tabela 1). W zbiorze tym dominowaly zdecydo-
wanie nimfy (47,8%) nastepnie samice (27,7%) 1 samce (24,5%). Na wszystkich ba-
danych terenach obserwowano réznice w stopniu zakazenia postaci rozwojowych.

Tabela 1. Wyniki badania kleszczy metodg PCR w kierunku boreliozy

Stadium rozwojowe ¢ Liczba ciod;tnichflicz-l;a Odsetek zbadanych
zbadanych (%) kleszczy (%)

Samice 20/304 (9,5) 277 :

Samce 16/269 (5,9) 24.5

Nimfy 23/525 (4,4)* 47.8

Razem y .  69/1098 (6.3) 100,0

— e e ——————————— e —

*minimalny wskaz"nil-< zakazenia (pule po 5 lub 6)

Wsrod wszystkich zbadanych kleszczy, najwyzszy stopien zakazenia stwierdzo-
no u samic. Sposrod 304 samic /. ricinus bylo 29 zakazonych osobnikdw, co stano-
wito 9,5%. Stopien zakazenia samcéw 1 nimf byl mniejszy. Obecnos¢ materiatu ge-
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netycznego kretkéw Borrelia wykazano u 5,9% samcéw (16 prob dodatnich na 269
zbadanych osobnikéw). U nimf minimalny wskaZnik zakazenia wyniost 4,4% (23
préby dodatnie na 525 nimf zbadanych w pulach po 5 lub 6 osobnikéw). Ogoétem
u zbadanych 1098 kleszczy obecnos¢ materiatu genetycznego Borrelia burgdorferi
wykazano w 69 przypadkach (6,3%) (Tabelal).

Tabela 2. Wykaz stanowisk z podaniem liczby zebranych i1 zakazonych kleszczy

Sténowisko Etadium Liczba zebranych Licz_ga zakaio-nych Odse'tek zakazonych
rozwojowe  osobnikéw (% calosci)  osobnikOw kleszczy (%)
Dabrowa Nimfy 196 6 W
— pow. Lublin Samce 146 8 o S
Samice 150 12 8,0
Razem 492 (44.,8) 26 %3
Sobibor Nimfy 135 4 3.5
— pow. Wilodawa Samce 62 2 3.2
Samice 44 6 13,6
Razem 241 (21,9) 12 5,0
Zwierzyniec Nimfy 129 10 1.7
— pow. Zamos¢ Samce 17 2 11,8
Samice 38 3 7,9
Razem 184 (16,8) 10 8,2
Urszulin Nimfy 50 7 4,0*
— pow. Chelm Samce 4 4 9,1
Samice v 8 11,1
Razem 166 (15,1) 14 8.4
Wandzin Nimfy 15 2 13,87
— pow. Lubartow  samce 0 0 0
Samice 0 0 0
Razem 15 (1,4) . 133
Razem y 1098 (100) 69 6,3

*minimalny wskaznik zakazenia

Wystepowanie kretkéw B. burgdorferi sensu lato w badanych kleszczach z za-
znaczeniem stadiow 1 miejsc zbioru przedstawia Tabela 2. Najwigce) kleszczy ze-
brano na terenie powiatu lubelskiego: 492 kleszcze, co stanowilo 44,8% calego
zbioru Ixodes ricinus. O polowe mniej kleszczy zebrano z powiatu Wiodawa — 241
osobnikéw (21,9%). Na terenie powiatu zamojskiego zebrano 184 kleszcze
tj.16,8%, a w powiecie chelmskim 166 osobnikéw czyli 15,1% calego zbioru /xo-
des ricinus. Z catosci przeprowadzonych badan wynika, ze odsetki zakazonych sa-
mic, samcoéw 1 nimf sg r6zne w poszczegblnych powiatach. W wigkszosci powia-
tow najwiecej pozytywnych reakcji amplifikacji DNA Borrelia burgdorferi sensu
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lato obserwowano u samic. Odsetek zakazonych osobnikéw wahat si¢ od 7,9%
w powiecie zamojskim do 13,6% w powiecie wlodawskim. U samcow odsetek za-
kazonych osobnikéw zawieral si¢ w przedziale od 3,2% w powiecie wiodawskim
do 11,8% w powiecie zamojskim. W powiecie chelmskim odsetki zakazonych sam-
cOw 1 samic byly zblizone 1 wynosity odpowiednio 9,1% 1 11,1%. Odsetk1 zakazo-
nych nimf zawieraty sie¢ w przedziale od 3,1% w powiecie lubelskim do 13,3%
w powiecie lubartowskim (Tabela 2).

Tabela 3. Zestawienie aktywnosci kleszczy Ixodes ricinus 1 ich zakazenia kr¢tkami Borrelia

burgdorferi

Powiat W;g-i:;d_r-la gestosé aktywn-yc_l; kl_eszczy Liczba dodatnicfl/o-gcj)i_ badanych (%)
Lublin 30,7 ' ; 26/492 (5,3)

Witodawa 26,8 12/241 (5,0)

Z.amos¢ 46,0 15/184 (8,1)

Chetm # 5 Hle 14/166 (8,4)

Lubartéw 15,0 2151153)

Mediana 29,2 69/1098 (6,3)

Tabela 3 przedstawia zestawienie zbiorczych danych dotyczacych aktywnosci
kleszczy Ixodes ricinus oraz ich zakazenia kretkami Borrelia burgdorferi. Stwier-
dzono brak korelacji pomiedzy aktywnoscia kleszczy a czgstoscig zakazenia Kret-
kami (p > 0,1).

DYSKUSJA

Badania nad wystepowaniem kretkdw Borrelia burgdorferi sensu lato w kle-
szczach pospolitych prowadzone sag w wielu krajach, w tym réwniez w Polsce (We-
gner 1 Staniczak 1995, Jenek 1 Glazaczow 1996, Chodynicka 1 wsp. 1997, Petko
1 wsp. 1997, Wegner 1 wsp. 1997). W pracach tych stosowano r6zne metody badaw-
cze: metode immunofluorescencji (Tylewska-Wierzbanowska 1 wsp. 1996, Wegner
1 wsp. 1997), badania mikroskopowe w ciemnym polu widzenia (Petko 1 wsp.
1997), posiew na pozywki oraz reakcje tanicuchowej polimerazy (Jenek 1 Glaza-
czow 1996, Nowosad 1 wsp. 1999, Siniski 1 Pawelczyk 1999, Stanczak 1 wsp. 1999).

Wyniki tych prac wykazaly znaczne zréznicowanie zakazenia kleszczy. W roz-
nych czesciach Niemiec rozpowszechnienie zakazenia wsréd kleszczy oceniono na
3-26% w stadium nimfy, natomiast u postaci dorostych 11-34% (Wilske 1 wsp.
1987). Podobne wyniki odnotowano w Szwajcarii (5-34%), nieznacznie nizsze
w Szwecji (nimfy 7-15%, postaci doroste 3-23%) 1 na Litwie (odpowiednio 0,5-4%
1 9-12%), natomiast wyzsze w Rosji — 16% (Motiejunas 1 wsp. 1994, Gustatson
1 wsp. 199)).
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W Polsce badania przeprowadzone przez Wegner 1 wsp. (1997) z zastosowaniem
metody immunofluorescencji wykazaly, ze czestos¢ zakazenia kleszczy kretkami B.
burgdorferi w woj. olsztynskim wynosita 11,5%, a na niektérych stanowiskach do-
chodzita do 35,7%. Autorzy c1 wykazali obecnos¢ kretkéw tylko u 8,8% kleszczy
(Wegner 1 wsp. 1995). W badaniach Sifskiego 1 wsp. (1994) prowadzonych tg sa-
mg technikg na kleszczach zebranych z wielu stanowisk w woj. zamojskim, kra-
kowskim, suwalskim 1 katowickim, odsetek zakazonych kleszczy wahat sie od 4%
do 58,3%. Jenek 1 Glazaczow (1996) stosujagc metode PCR stwierdzili zakazenie
kretkami Borrelia burgdorferi u 24,5% kleszczy Ixodes ricinus odlowionych na te-
renie Wielkopolski.

Podobnie jak w badaniach wigkszosci cytowanych autoréw, rowniez w obecne;j
pracy odsetek zakazonych samic 1 samcéw Ixodes ricinus byt zblizony 1 wyzszy
w porOwnaniu z odsetkami zakazonych nimf (Jenek 1 Glazaczow 1996, Wegner
1 wsp. 1997, Skotarczak 1 Wodecka 1998, Sinski 1 Pawelczyk 1999, Stanczak 1 wsp.
1999). Bardzo zblizone odsetki zakazonych samic 1 samcéw (12,1% 1 12,3%)
stwierdzily, réwniez metodg PCR, Skotarczak 1 Wodecka (1998) w kleszczach odlo-
wionych na terenie woj. szczecinskiego. Wyniki badan wlasnych wykazaly mniej-
szy stopien zblizenia pomiedzy odsetkami zakazenia samic 1 samcow, ktore wyno-
sity odpowiednio 9,5% 1 5,9%.

WNIOSKI

(1) Kleszcze Ixodes ricinus zamieszkujace lasy Lubelszczyzny zakazone sg kret-
kami1 Borrelia burgdorferi srednio w 6,3%, co stwarza realne zagrozenie dla oséb
przebywajacych w lasach w zwigzku z wykonywanym zawodem, lub w celach re-
kreacyjnych.

(2) Stwierdzono, ze czgstos¢ zakazenia form dorostych kleszczy (samic 1 sam-
cOw) jest prawie dwukrotnie wigksza od czestosci zakazenia nimf.

(3) Odsetki kleszczy zakazonych kretkami Borrelia burgdorferi byly rézne
w poszczegdlnych powiatach, co Swiadczy o geograficznym zréznicowaniu wyste-
powania boreliozy na terenie Lubelszczyzny.
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