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ABSTRACT. Prevalence of Borrelia burgdorferi sensu lato in ticks, Ixodes ricinus in Tarnowskie
Gory district. Borrelia burgdorferi is an aetiological factor of borreliosis (Lyme disease). The main
vectors of Borrelia burgdorferi are larvae, nymphs, and females of Ixodes ricinus. The aim of this paper
was (0 analyse infection parameters of Borrelia burgdorferi in a selected populations of Ixodes ricinus.
The study was conducted in Tarmowskie Géry administrative district (Krupski Mtyn, Zielona,
Lubliniec, Tarnowskie Géry, Swierklaniec, Twordg, and Zbrostawice). A total of 85 ticks were collect-
ed with a piece of cloth dragged over the vegetation. The Borrelia burgdorferi infection was confirmed
with a PCR method, using flagellin protein gene DNA amplification. DNA of Borrelia burgderferi
sensu lato was present in 14 ticks, which constituted 16.5% of the population studied. The percentage
of infected females and nymphs was 26.8%, 22.2%, and 5.6%. respectively. A high prevalence of the
pathogen (50%) was in ticks revealed in the recreation areas and the community forest in Swierklaniec.
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WSTEP

Borrelia burgdorferi, kretek z rodziny Spirochaetaceae (rzad Spirochetales) —
gramujemna, spiralnego ksztaltu bakteria o dtugosci 20-30 pm z peryplazmaty-
cznymi wiciami, jest etiologicznym czynnikiem boreliozy (choroby z Lyme).
W Europie giéwnym wektorem Borrelia burgdorferi sa larwy, nimfy 1 samice
kleszcza pospolitego — Ixodes ricinus, najczesciej i najliczniej wystepujgcego
gatunku kleszcza w biotopach lesnych (wilgotne lasy lisciaste i mieszane, bory
mieszane ze Swierkiem, obrzeza lasu, lgki Srédlesne). Brak go w srodowiskach
skrajnie suchych (bory sosnowe, wydmy), nadmiernie wilgotnych (torfowiska)
1 najwyzszych partiach gér (Prokopowicz 1995).

Zywicielami kleszczy sg przede wszystkim drobne gryzonie, jelenie, sarny,
a takze dziki, lisy, psy oraz wiele innych zwierzat dzikich i domowych. Coraz wiek-
Sz3 uwage zwraca si¢ na rol¢ ptakéw w cyklu krgzenia kleszczy i kretkéw w srodo-

wisku naturalnym. Czlowiek jest zywicielem przypadkowym (Flisiak i Zabicka
1995).
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Zakazony kleszcz przekazuje kretki swemu zywicielowi, a pobierajac krew
zakazonego zwierzecia sam ulega zakazeniu. Kretki obecne w przewodzie pokar-
mowym kleszcza po namnozeniu przechodzg do slinianek, stad dostajg si¢ do skory
czlowieka, a nastepnie migruja do odleglych ukladéw i narzagdéw. Zakazenie
Borrelia burgdorferi wymaga co najmniej 24 godzinnego kontaktu z kleszczem.
Ryzyko zakazenia zwigksza si¢ wraz z czasem trwania kontaktu, osiggajac blisko
100% zakazeri w trzeciej dobie. Kretki utrzymuja si¢ w kleszczach przez wiele
pokoleri, poniewaz przekazywane sg na potomne osobniki transstadialnie 1 tran-
sowarialnie (Prokopowicz 1995, Siski1 2002).

Transmisja Borrelia burgdorferi wykazuje duza sezonowos¢ wyrazong dwoma
szczytami: wiosennym i jesiennym. Intensywno$¢ transmisji i rozprzestrzenienie
Borrelia zaleza nie tylko od czynnikéw fenologicznych (pora roku, wilgotnosc,
temperatura), ale przede wszystkim od obecnosci wektora w srodowisku 1 zwierzat
bedacych naturalnym rezerwuarem zoonotycznym kretkéw (Sinski 1 wsp. 1997).

Przy uzyciu technik molekularnych scharakteryzowano trzy odrgbne genogatun-
ki — patogenne dla cztowieka: Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia garinil,
Borrelia afzelii. Gatunki te traktowane sa lacznie jako Borrelia burgdorferi sensu
lato. Posiadaja one wysoce konserwatywng sekwencj¢ DNA dla genu fla
kodujacego flagelling (Johnson i wsp.1992). Umozliwia to jednoczesne zidenty-
fikowanie wszystkich trzech genogatunkéw (Skotarczak i Wodecka 2000). Ponadto
wyrézniono dwa genogatunki niepatogenne: Borrelia lusitania 1 Borrelia valaisiana
(Simski 2002).

Zaleznie od przynaleznosci kretkéw do okreslonego genogatunku zwrécono
uwage na rézne symptomy chorobowe boreliozy z Lyme. Kr¢tki Borrelia burgdor-
feri sensu stricto (wystepujace w Europie, Ameryce) wywotujg u ludzi przewlekle
zapalenie stawdw. Borrelia garinii (spotykana w Europie 1 Azj1) jest przyczyng
objaw6w neurologicznych, natomiast Borrelia afzelii (wystgpujgca w Europie 1
Azji) powoduje idiopatyczny zanik skoéry, tzw. syndrom ACA (acrodermatitis
chronica atrophicans) (Sinski 2002).

Na terenach objetych obserwacjg, mimo iz w ostatnich latach zauwaza si¢ staty
wzrost zachorowan ludzi na borelioze, nie dokonywano kompleksowej oceny
srodowiskowych uwarunkowan pojawiania si¢ tej choroby. Nie sg objete doktadny-
mi badaniami biotopy lesne i parki, atrakcyjne tereny rekreacyjne 1 turystyczne.
czesto odwiedzane przez ludzi. Nie jest rowniez poznany stopien zakazenia
kleszczy i ich udzial w transmisji tego patogenu w tych srodowiskach.

Celem pracy bylo zbadanie ekstensywnosci wystgpowania Borrelia burgdorferi
sensu lato w wybranych populacjach kleszczy Ixodes ricinus na terenie powiatu
tarnogorskiego.
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MATERIAL I METODY

Obszar badan obejmowat kilka miejscowosci powiatu tarnogérskiego (Krupski
Mtyn, Zielona, Lubliniec, Tarnowskie Géry, Swierklaniec, Twordg, Zbrostawice).
Tereny te wykorzystywane sg miedzy innymi jako miejsca rekreacji i wypoczynku
dla mieszkancéw Gérnego Slaska.

Kleszcze Ixodes ricinus w liczbie 85 sztuk zebrano metoda flagowania
z krzewow 1 poszycia lesnego w okresie wiosenno-letnim 2001r. W zbiorze tym do-
minowaly samice w liczbie 40 (47,0%), samcow bylo 27 (31,8%), natomiast nimf
18 (21,2%).

Wykrywanie kretkow Borrelia burgdorferi sensu lato w kleszczach Ixodes rici-
nus przeprowadzono metoda PCR (Polymerase Chain Reaction) z amplifikacja
DNA genu fla kodujgcego biatko rzgskowe flagelline.

[zolacj1 genomowego DNA Borrelia burgdorferi sensu lato dokonywano zgod-
nie z protokotem zestawu Genomic DNA Prep Plus firmy A & A Biotechnology
(Gdymia). Wyizolowane DNA wykorzystano do reakcji PCR.

W celu okreslenia obecnosci w badanym materiale Borrelia burgdorferi sensu
lato zastosowano zestaw diagnostyczny PCR — Borrelia (DNA — Gdansk II).
Detekcja oparta byla na amplifikacji fragmentu genu kodujacego flagelline.
Zastosowano startery reakcji specyficzne do sekwencji DNA w obrebie genu
kodujacego biatko wici: starter BFL1 — 5° GCT CAA TAT AAC CAA ATG CAC
ATG 3 oraz starter BFL.2 - 5° CAA GTC TAT TTT GGA AAG CAC CTA A 3".

Mieszanina do reakcji PCR zawierata: 20 pl Master Mix (primery, bufor, woda
dest., jony MgCl,); 2,5 ul mieszaniny nukleotydéw dNTPs (2mM); 0,5 pl polime-
razy termostabilnej Delta 2 oraz 2,0 pul badanego DNA. W kazdej serii badan
przeprowadzono kontrole dodatnig z wzorcowym DNA Borrelia burgdorferi sensu
lato oraz kontrol¢ ujemng (jalowa woda destylowana). Reakcja PCR przebiegala
w termocyklerze firmy Eppendorf typu Mastercykler Personal (Hamburg, Niemcy)
1 obeymowala 40 cykli z denaturacjg DNA w 93°C przez 30 sekund, przylaczeniem
starterow w 52°C przez 60 sekund 1 wydluzeniem w 72°C przez 60 sekund.

Produkty reakcji rozdzielano w 2% zelu agarozowym z bromkiem etydyny. Jako
wzorca mas czasteczkowych uzyto markera wielkosci DNA M1 (DNA Gdansk).
Analiz¢ produktow reakcji PCR przeprowadzano przy uzyciu transiluminatora i fo-
togratowano. Wielkos¢ amplifikowanego fragmentu wynosita 442 pary zasad.

WYNIKI I DYSKUSJA

Na podstawie analizy danych epidemiologicznych mozna przypuszczaé, ze
borelioza staje si¢ narastajgcym problemem zdrowotnym takze wsréd mieszkancow
powiatu tarnogérskiego.

Na 85 badanych kleszczy u 14 (16,5%) wykryto obecnos¢ DNA Borrelia
burgdorferi sensu lato. Odsetek zakazonych samic i samcéw wynosit odpowiednio
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26,.8% 1 22.2%, a nimf 5,6% (Tabela 1). Wysoka ekstensywnoscig zakazenia
kleszczy charakteryzowaly si¢ tereny rekreacyjne oraz lasy komunalne w
Swierklancu (50%), a najmniejsza najblizsze okolice Tarnowskich Gor (7,7%).

Tabela 1. Wystepowanie kretkow Borrelia burgdorferi sensu lato w r6znych stadiach rozwojowych
Ixodes ricinus

Stadia rozwojowe Liczba analizowanych Liczba zakazonych Odsetek zakazonych
osobnik6w kleszczy

Larwy 0 0 0,0%

Nimfy 18 1 5,6%

Samce 27 6 22.2%

Samice 40 7 26,8%

Razem 85 14 16,5%

Rysunek 1 przedstawia rozdziat elektroforetyczny na zelu agarozowym produk-
téw ampifikacji DNA izolowanego z 9 kleszczy. Obecnos¢ w zelu produktu reakcji
PCR wielkosci 442 par zasad Swiadczy o pozytywnym wyniku testu (probki 4, 5, 7,
10). Zastosowana przez nas technika tarficuchowej reakcji polimerazowej DNA
(PCR) pozwala na selektywng amplifikacj¢ wybranych regionéw genu flagelliny
w warunkach in vitro (Kur 1 wsp. 1996).

Rys. 1. Elektroforeza w zelu agarozowym DNA Borrelia burgdorferi sensu lato w 1zolatach kleszczy
Ixodes ricinus.1 — kontrola negatywna, 2—10 — produkty amplifikacji, 11 — marker wielkosci DNA M1,
12 — kontrola pozytywna, s — strzatki wskazujg prazki obrazujace produkty reakcji PCR wielkosci 442
par zasad

Badania obecnosci kretkéw Borrelia burgdorferi sensu lato w kleszczach Ixodes
ricinus prowadzone w Polsce i innych krajach wykazujg duze zr6znicowanie Czgs-
tosci wystepowania zakazonych kleszczy. Najnizsza ekstensywnos¢ zakazenia
kleszczy w Polsce, 0,77% (koszaliniskie, krosnienskie, suwalskie), podata
Tylewska-Wierzbanowska i wsp. (1996). W wojewddztwie olsztynskim w 1993
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roku stopien zakazenia kleszczy oceniono na 11-35% (Wegner i Stariczak 1995).
Badania larw Ixodes prowadzone na Mazurach w latach 1992-1994 wykazaty 3,5%
zakazenia Borrelia burgdorferi sensu lato (Sifiski i wsp.1998). Na terenie
Biatowieskiego Parku Narodowego zakazenie kleszczy wynosilo 14,3%
(Chodynicka 1 wsp. 1995). Na terenach wojewd6dztwa biatostockiego w 1994 bada-
nia wykazaty 4-15,6% zakazonych kleszczy (Wegner i Stariczak 1995). W wojew-
6dztwie zamojskim, krakowskim, suwalskim i katowickim odsetek postaci
dojrzatych kleszczy zakazonych kretkami wynosit ok. 4% a larw do 58,3% (Sinski
1 wsp. 1994). Natomiast badania Stariczak i wsp. (1999) na terenie Katowic
wykazaty wysoki procent (37,5%) zainfekowanch kleszczy Ixodes ricinus.

W badaniach prowadzonych przez Wegner i wsp. (1997) w okolicach Tréjmiasta
w latach 1994-1995 metoda immunofluorescencji posredniej (IFA) stwierdzono
10,5% zakazenia populacji kleszczy. Najwyzszy poziom infekcji obserwowano
u samcow 18,9%, nizszy u samic 14,9%, a najnizszy u nimf 8,2%. Badania prowad-
zone przez Michalika 1 Rejmenciaka (1998) w okolicach Poznania z zastosowaniem
metody 1mmunofluorescencji (IFA) wykazaly, ze s$rednia ekstensywnos¢
zakazonych kleszczy wynosi 22,0% (w tym 20,5% nimf, 238% samcéw i 31.0%
samic). Na terenach lesnych woj. szczeciniskiego procent zakazenia kleszczy
wynosit 12,57% (Skotarczak i Wodecka 1998). Badania prowadzone w 1996 roku
przez Pet'ko i wsp. (1997) na Slasku wykazaty najwyzszy odsetek zakazonych
Kleszczy w lasach z okolic Mikotowa (17,8% samcéw i 12,7% samic) i najnizszy
na obszarze Wojewo6dzkiego Parku Kultury i Wypoczynku w Katowicach (5% sam-
cow 1 2,9% samic). W p6zZniejszym doniesieniu, obejmujacym réwniez dane z in-
nych regionéw Polski poludniowo-wschodniej, Pet'ko (2002) podaje, ze liczba
zakazonych kleszczy wahata sie od 4,0 do 15,0%.

Jenek 1 Glazaczow (1996) metoda PCR na terenie Wielkopolski wykryli DNA
Borrelia burgdorferi u 24,5% kleszczy. W péZniejszej pracy Jenek i Siuda (1997)
dokonali analizy DNA Borrelia burgdorferi, réwniez metoda PCR, z kolekcji
muzealnej kleszczy zebranych w latach 1948-1987 na terenie Wielkopolski.
Obecnos¢ kretkow stwierdzono tylko w 5,6% populacji kleszczy, przy czym pro-
centowy udzial zakazonych nimf byl wyzszy i wynosit 21,4%. Natomiast w bada-
niach przeprowadzonych przez Nowosada i wsp. 1999 metoda PCR u kleszczy
zebranych w lasach komunalnych Poznania (w latach 1997-1998) stwierdzono
wystgpowanie Borrelia burgdorferi sensu lato u 22,6% badanej populacji kleszczy,
w tym stopien zakazenia nimf i samcow byt najwiekszy (25,6% i1 27,3%), a larw
najmniejszy (5,0%). Nie jest to zgodne z doniesieniami innych autoréw z terenu
Polski, gdzie Srednia ekstensywnos¢ zakazenia jest wyzsza u samcOw i samic niz
u nimf, co potwierdzajg réwniez nasze badania. Duze zréznicowanie czestosci wys-
tgpowania Borrelia burgdorferi wsréd kleszczy zalezy nie tylko od warunkéw
srodowiskowych i czasu zebrania kleszczy, ale takze od metody wykrywania bak-
teril. Przykiadem na to jest praca Staiczak i wsp. (1997), ktérzy wykazali, ze
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w zaleznosci od doboru rodzaju primeréw uzyskiwali 45,5% lub 27,3% zakazonych
kleszczy. W przedstawionej pracy postuzylismy si¢ starterami BFL1/BFL2 dla genu
fla, podobnymi do primeréw uzytych przez Stariczak i wsp. 1997 w przypadku
wiekszego odsetka wynikow dodatnich.

Geograficzne rozmieszczenie kleszczy Ixodes jest ograniczone do umiarkowa-
nej strefy klimatycznej pétkuli pétnocnej. Udzial zakazonych kleszczy bardzo rézni
sie pomiedzy poszczegblnymi rejonami Europy i swiata, (Mrozek-Budzyn 1999).
Na terenach endemicznego wystepowania boreliozy w USA, odsetek kleszczy za-
razonych przez Borrelia burgdorferi ocenia si¢ na 61%. Natomiast w Niemczech
zarazenie kleszczy na terenach endemicznego wystgpowania boreliozy oceniono na
35% (Pfister i Weber 1991), a na pozostatych terenach 3-26% nimf 1 11-34% w sta-
dium dojrzalym. W Szwajcarii zarazenie kleszczy wynosito 5-34%, w Szwec)i
w stadium nimfy 7-15% i 3-23% u imago. Najnizszy procent zarazenia wykazano
na Litwie 0,5-4% u nimf 1 9-12% u imago (Prokopowicz 1995). Na Biatorusi zara-
zenie Ixodes ricinus wynosito 14,4-57,5% (Trofimov 1 wsp. 1995).

Przedstawione wyniki wskazuja na to, ze kleszcze Ixodes ricinus wystgpujgce
w okolicach powiatu tarnogérskiego mogg by¢ Zrédlem zakazen Borrelia burgdor-
feri sensu lato.

WNIOSKI

(1) Kleszcze Ixodes ricinus wystepujace na zalesionych, rekreacyjnych terenach
powiatu tarnogérskiego sg nosicielami kretkow Borrelia burgdorferi sensu lato.

(2) Najwieksze zagrozenie zakazenia cztowieka boreliozg z Lyme wystgpowato
w lasach graniczacych ze Swierklaricem.
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