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ABSTRACT. Occurrence of Babesia microti in ticks Ixodes ricinus on selected areas of Western 
Pomerania.The aim of present study was to evaluate acquisition risk of babesiosis in human popula- 
tion exposed to ticks /xodes ricinus by examination of Babesia microti DNA occurrence in ticks of all 
development stages. The polymerase chain reaction (PCR) was applied to estimate the occurrence of 
DNA Babesia microti in Ixodes ricinus. The Bab1 and Bab4 primers were used to amplify fragment, 
238bp in length, of 18S rRNA gene for small ribosomal subunit. Amplicons were electroforeticaly sep- 
arated in agarose gels. Ticks were collected in year 1999 and 2000, twice in each year in spring-sum- 
mer (May-July) and summer-autumn (August-October) seasons from Goleniów Forest and Pobierowo. 
These places have been classified as people attendance and tourist areas. The 716 /. ricinus ticks were 
collected in 1999 with 61.3% of nymphs, 17.8% larvae, 10.9% females and 9.9% males. Highest range 
of infection was observed in females — 28.8% studied, than males — 18.3%, nymphs — 7.7% and lar- 
vae — 3.1%. The total number of 416 /. ricinus was collected in year 2000 with 64% of nymphs, 13.4% 
males, 11.9% females and 10.7% larvae. The infection with Babesia microti occurred only in three 
nymphs, which was 0.7% of studied population. 
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WSTEP 

Zarażenia spowodowane przez pirpolazmy z rodzaju Babesia najprawdopodob- 
niej towarzyszyły człowiekowi i zwierzętom gospodarskim od niepamiętnych cza- 
sów. Pierwsze wzmianki na temat babesiozy pochodzą prawdopodobnie z Biblii, 
z Księgi Wyjścia, w której jedna z egipskich plag opisywana jest jako „straszliwa 
zaraza”, powodująca pomór bydła. W 1888 roku Vicotr Babes badając w Rumunii 
chore bydło, jako pierwszy zaobserwował w erytrocytach tych zwierząt komórki 
gruszkowatego kształtu. Uznał je za czynnik etiologiczny hemoglobinurii u bydła, 
zaklasyfikował do bakterii i nazwał Haematococcus bovis. W 1893 roku Kilborne 
i Smith wtręty w krwinkach czerwonych chorych zwierząt sklasyfikowali jako pier- 
wotniaki Babesia będące czynnikiem etiologicznym gorączki teksańskiej u bydła. 

' Praca została wykonana w ramach grantu finansowego przez KBN Nr 6P04C 00120. 
* Wyniki tych badań zostały przedstawione podczas Il-go Ogólnopolskiego Sympozjum „Człowiek 
i środowisko przyrodnicze Pomorza Zachodniego”, Szczecin-Łukęcin, 15-17 listopada 2001.  
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Pierwszy opisany i zdiagnozowany przypadek ludzkiej babesiozy wywołanej 

przez B. bovis w Europie pochodzi z 1957; wystąpił on u rolnika na terenach byłej 

Jugosławii (Boustani i Gelfand 1996, Homer i wsp. 2000). W Polsce, jak dotąd opi- 

sano pojedynczy przypadek ludzkiej babesiozy importowanej (Humiczewska i Ku- 

źna-Grygiel 1997). 

Obecnie wiadomo, że rodzaj Babesia liczy ponad 100 gatunków patogennych 

dla szerokiego spektrum zwierząt kręgowych w tym i człowieka. Nieformalnie pier- 

wotniaki rodzaju Babesia dzieli się na podstawie wielkości trofozoitu na małe (1- 

2,5 um średnicy) oraz duże (3-5 um). Ten podział jest zgodny z klasyfikacją filoge- 

netyczną opartą na porównywaniu sekwencji genów dla małej podjednostki rybo- 

somu pierwotniaków Babesia, która zalicza małe i duże trofozoity Babesia do dwu 

różnych grup. 

Czynnikiem etiologicznym ludzkiej babesiozy są zasadniczo dwa gatunki: B. 

microti i B. divergens. Pierwszy z nich, pasożyt gryzoni zaliczany do małych Babe- 

sia (około 2 um), występuje głównie w Ameryce Północnej i jest odpowiedzialny 

za większość przypadków chorobowych. W Europie natomiast głównym czynni- 

kiem chorobowym jest B. divergens, pasożyt bydła. Jednakże badania ostatnich lat 

sugerują obecność gatunku B. microti również w Europie. W Polsce badania doty- 

czą głównie rezerwuaru B. microti (Karbowiak i Siński 1994, Karbowiak i wsp. 

1999, Siński 1999), ale podejmowane są próby także oszacowania występowania 

pierwotniaków obu gatunków u kleszczy /xodes ricinus (Skotarczak i Cichocka 

2001a, b; Kużna-Grygiel i wsp. 2002; Skotarczak i wsp. 2002, 2003). Badania te 

wykazały, że pierwotniaki B. divergens, jak i B. microti obecne są u tych roztoczy 

i stanowią potencjalne zagrożenie dla zdrowia ludzi. Szczególnie obecność tego 

drugiego gatunku zaprzecza sztucznemu podziałowi występowania gatunków cho- 

robotwórczych dla człowieka w Europie i Ameryce Północnej. 

Na terenie Europy głównym wektorem B. microti jest kleszcz pospolity 1. rici- 

nus (Homer 1 wsp. 2000). 

W niniejszej pracy przebadano grupę kleszczy /. ricinus na obecność DNA 

B. microti. Oszacowano ilościowy i procentowy stopień zarażenia poszczególnych 

stadiów rozwojowych /. ricinus przez B. microti w dwu kolejnych latach z podzia- 

łem na dwa sezony i na dwóch wybranych terenach w województwie zachodniopo- 

morskim, jako kontynuację wcześniejszych naszych badań (Skotarczak i Cichocka 

2001a, b; Skotarczak i wsp. 2002). 

MATERIAŁ I METODY 

Materiałem do badań były kleszcze z lat 1999 i 2000, uzyskane z zalesionych te- 

renów w północno-zachodniej części Polski, tj. z Puszczy Goleniowskiej i Pobiero- 

wa. Miejsca te są uznawane za rekreacyjne, często odwiedzane przez turystów 

i zbieraczy runa leśnego. Odłowu /. ricinus dokonywano w okresie dwóch szczy- 
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tów sezonowej aktywności tych kleszczy: wiosenno-letnim (maj-lipiec) i letnio-je- 
siennym (sierpień-październik). Kleszcze zbierano w ich naturalnym środowisku 
metodą flagowania. U zebranych osobników określono płeć i stadia rozwojowe. 
Wyniki odłowu kleszczy z obu lat z uwzględnieniem miejsca, okresu zbioru, płci 
1 stadiów rozwojowych zamieszczono w Tabelach 1 i 2. 

Izolację DNA B. microti przeprowadzono metodą amoniakalną według Guy i 
Stanek (1991). Markerem genetycznym zastosowanym w wykrywaniu DNA tego 
pasożyta metodą PCR był fragment genu 18S rDNA, kodujący rRNA dla małej 
podjednostki rybosomu. Użyto primerów Babl i Bab4 (oczekiwana długość pro- 
duktu powinna wynieść 238 pz; Persing i wsp. 1992, Persing 1993). Warunki PCR 
opisaliśmy we wcześniejszych pracach (Skotarczak i Cichocka 2001a; Skotarczak 
1 wsp. 2002, 2003). Jako kontrolę pozytywną zastosowano DNA B. microti izolo- 
wanego z merozoitów uzyskanych z krwi mysiej, dzięki uprzejmości profesora E. 
Sińskiego z Uniwersytetu Warszawskiego. W reakcji PCR uwzględniono także kon- 
trolę negatywną. Produkty łańcuchowej reakcji polimerazy rozdzielano w czasie 
elektroforezy w 2,5% żelu agarozowym barwionym bromkiem etydyny i uwidacz- 
niano w świetle UV. 

ММ КН КР 

111 р; — 

242 pz —> 

601 pz —» 

  

Rys.1. Zel agarozowy barwiony bromkiem etydyny pokazuje DNA B. microti o długości około 238 pz 
zamplifikowany w reakcji PCR. MM — marker mas cząsteczkowych DNA, KN — kontrola ujemna, KP 
— kontrola dodatnia, 1-4 — DNA B. microti izolowany z z kleszczy 

WYNIKI 

W roku 1999 zebrano łącznie z obu miejsc 716 kleszczy I. ricinus, w tym 464 
z terenów Puszczy Goleniowskiej i 252 z Pobierowa. DNA B. microti (fragmenty 
długości około 238 pz; Rys. 1) wykryto u 59 (12,7%) z 464 I. ricinus z okolic Go- 
leniowa. Najwyższy odsetek zarażenia B. microti na tym obszarze stwierdzono u sa- 
mic (40,4%), a najmniejszy u larw (5,7%). W Pobierowie odsetek infekcji wyniósł 
5,6% (14 z 252). Najwięcej było zarażonych samców (24,2%), a najmniej nimf 
(3,7%). Ogólny odsetek zarażenia z dwóch miejsc wynosił 10,2% (Tabela 1). 
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W roku 2000 zebrano z dwóch terenów 419 osobników /. ricinus. Na 209 kle- 

szczy odłowionych z terenów Goleniowa żaden nie okazał się nosicielem B. micro- 

ti. Natomiast wśród 210 7. ricinus zebranych w okolicach Pobierowa odsetek zara- 

żenia wyniósł 1,4% (3 osobniki zarażone). Ogólny procent infekcji /. ricinus z obu 

terenów w roku 2000 wyniósł 0,7% (Tabela 2). 

DYSKUSJA 

Rezerwuarem B. microti w Europie w środowisku naturalnym są gryzonie, mię- 

dzy innymi nornica ruda Clethrionomys glareolus i mysz leśna Apodemus flavicol- 

lis (Siński 1999). Natomiast dla B. divergens rezerwuarem jest bydło rogate. Wspól- 

nymi wektorami dla obu gatunków Babesia jest kleszcz pospolity Ixodes ricinus 

(Prokopowicz 1995, Pruthi i wsp. 1995, Gorenflot i wsp. 1998). 

W USA większość przypadków ludzkiej babesiozy jest wywoływana przez B. 

microti (Gorenflot i wsp. 1998, Varde i wsp. 1998, Homer i wsp. 2000). Tylko w sa- 

mym stanie Nowy Jork w okresie od 1982-1993 zanotowano 139 klinicznych przy- 

padków tej jednostki (White i wsp. 1998). Ostatnio notuje się zarażenia gatunkami 

podobnymi do B. microti tj. WA1, CA1 i MOI (zgodność genetyczna 99,8%; Krau- 

se i wsp. 1998). W USA wektorem piroplazm są kleszcze /. scapularis i I. pacifi- 

cus, a rezerwuarem biała mysz Peromyscus leucopus 1 norniki Microtus montanus 

oraz M. pennsylvanicus (Herwaldt i wsp. 1995, Krause i wsp. 1998). W Europie od- 

notowano dotychczas 29 infekcji spowodowanych głównie przez B. divergens. Są- 

dzi się, że skala problemu jest zdecydowanie większa, a choroba jest diagnozowa- 

na tylko w bardzo małym stopniu. Większość przypadków europejskich odnotowa- 

no we Francji — 10, na Wyspach Brytyjskich — 6, a także w Hiszpanii, Szwecji, 

Szwajcarii, Belgii, byłej Jugosławii (Gorenflot i wsp. 1998, Homer 1 wsp. 2000). 

Zarażenia piroplazmami Babesia stwierdza się także w Chinach, Egipcie, Meksy- 

ku, Południowej Afryce i na Tajwanie (Shih i wsp. 1997, Gorenflot i wsp. 1998). 

Parametrami określającymi sytuację epidemiologiczną w zakresie chorób odkle- 

szczowych jest stopień zakażenia kleszczy oraz występowanie przeciwciał w gru- 

pie osób tzw. zwiększonego ryzyka. W Polsce próby oceny sytuacji epidemiolo- 

gicznej w zakresie babesiozy polegające na wykrywaniu Babesia w kleszczach 7. 

ricinus, głównych wektorów tych patogenów w Europie, są prowadzone od kilku 

lat. Takie badania, wykonywane w Katedrze Genetyki Uniwersytetu Szczecińskie- 

go (Skotarczak i Cichocka 2001a, b; Skotarczak i wsp. 2002, 2003,) oraz w Kate- 

drze Biologii i Parazytologii Lekarskiej Pomorskiej Akademii Medycznej w Szcze- 

cinie (Kuźna-Grygiel i wsp. 2002) wykazały, że Pomorze Zachodnie jest terenem 

endemicznym dla Babesia jak również dla Borrelia burgdorferi sensu lato i Ehrli- 

chia (Skotarczak i Wodecka 1998, Skotarczak 2000, Wodecka i Skotarczak 2000, 

Skotarczak i Rymaszewska 2001). 
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W prezentowanej pracy starano się oszacować występowanie pasożytniczych 

pierwotniaków B. microti we wszystkich stadiach rozwojowych kleszczy /. ricinus 

w dwóch sezonach, w których wykazują one największą aktywność. Badania prze- 

prowadzono na reprezentatywnej próbie kleszczy i pod uwagę brano wszystkie sta- 

dia rozwojowe /. ricinus. Badania z roku 1999 wykazały ogólne zarażenie kleszczy 

przez B. microti rzędu 10,7%. Było ono wyższe na terenie Puszczy Goleniowskiej 

(12,7%), niż na terenie Pobierowa (5,6%). Poziom zarażenia był wyższy wiosną 

(15,5% w Goleniowie i 9,8% w Pobierowie) niż jesienią (odpowiednio 8,1% 

i 2,1%). Z literatury wynika, że zarażenie kleszczy pierwotniakami z rodzaju Babe- 

sia może się wahać od 5% do 20% (Melandez i Forlano 1996, Armstrong i wsp. 

1998, Cen-Aguilar i wsp. 1998, Duh i wsp. 2001). Wcześniejsze badania kleszczy 

(Skotarczak i Cichocka 2001a), zebranych z miejskich zalesionych terenów miasta 

Szczecina wykazały podobne zarażenie, które wynosiło 13,3%. Duh i wsp. (2001) 

podają, że na 135 przebadanych kleszczy (dorosłe i nimfy), 13 (10,3%) zawierało 

materiał genetyczny Babesia sp. Armsrtrong i wsp. (1998) podają zarażenie kle- 

szczy rzędu 14,4%. 

W naszych badaniach, wyniki zakażenia kleszczy z roku 2000 są słabo porów- 

nywalne z wynikami z roku poprzedniego, gdyż łączne zarażenie wyniosło 0,7%, 

i było znacznie niższe niż w roku poprzednim. Na 419 przebadanych osobników /. 

ricinus, tylko u trzech wykryto DNA B. microti. Niższe zarażenie I. ricinus przez B. 

microti mozna tłumaczyć rzeczywistym mniejszym występowaniem pierwotniaków 

w kleszczach. 

Rozpoznanie kliniczne pacjentów zarażonych pierwotniakami z rodzaju Babesia 

często nastręcza wiele trudności (Cichocka i Skotarczak 2001). Jednym z podsta- 

wowych badań jest obserwacja mikroskopowa rozmazu krwi obwodowej barwionej 

metodą Giemsy. W obrazie mikroskopowym pierwotniaki te obserwuje się jako for- 

my gruszkowatego kształtu wielkości 1-2,5 um często układające się w zarażonych 

erytrocytach w tzw. krzyż maltański. Merozoity obserwuje się także poza krwinka- 

mi (Kadłubowski i Kurnatowska 1999). Nie jest to jednak metoda zbyt dokładna. 

Węwnątrzkomórkowe formy Babesia mogą być mylone z pierwotniakami z rodza- 

ju Plasmodium, a przy niskim poziomie parazytemii mogą po prostu zostać przeo- 

czone i dać wynik fałszywie ujemny. W diagnostyce serologicznej najczęściej sto- 

suje się test immunofluorescencji pośredniej (IFA). Uzyskanie miana równego lub 

wyższego od 1: 64 uznaje się za seropozytywność, a miano równe lub wyższe niż 

1:256 wskazuje na ostrą postać choroby. Wadami metody są brak szybkiego wykry- 

cia patogenu u pacjenta (wtedy, gdy występuje tzw. cisza immunologiczna — brak 

przeciwciał w pierwszych dniach po zarażeniu) oraz niemożność określenia czy 

przeciwciała są wynikiem niedawnego kontaktu z pierwotniakami, czy dużo 

wcześniejszego (Homer i wsp. 2000). Wydaje się, że metoda łańcuchowej reakcji 

polimerazy rozwiąże wszystkie problemy w diagnostyce babesiozy. 
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WNIOSKI 

(1) Badane tereny Pomorza Zachodniego (Puszcza Goleniowskia i lasy w okoli- 

cach Pobierowa) są endemiczne dla B. microti. 

(2) Ryzyko zarażenia B. microti na badanych terenach jest wyższe wiosną niż 

jesienią. 

(3) Największe ryzyko zarażenia stwarza kontakt z samicami 7. ricinus. 
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