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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 Babl 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 Goleniéw 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

Zarazenlia spowodowane przez pirpolazmy z rodzaju Babesia najprawdopodob-
niej towarzyszyly cztowiekowi i zwierzgtom gospodarskim od niepamietnych cza-
sow. Plerwsze wzmianki na temat babesiozy pochodzg prawdopodobnie z Biblii.
z Ksiggi Wyjscia, w ktdrej jedna z egipskich plag opisywana jest jako ,,straszliwa
zaraza”, powodujgca pomor bydta. W 1888 roku Vicotr Babes badajac w Rumunii
chore bydlo, jako pierwszy zaobserwowat w erytrocytach tych zwierzat komoérki
gruszkowatego ksztaltu. Uznal je za czynnik etiologiczny hemoglobinurii u bydta,
zaklasyfikowal do bakterii 1 nazwal Haematococcus bovis. W 1893 roku Kilborne
1 Smith wtrgty w krwinkach czerwonych chorych zwierzat sklasyfikowali jako pier-
wotniaki Babesia bedace czynnikiem etiologicznym gorgczki teksariskiej u bydta.

'Praca zostala wykonana w ramach grantu finansowego przez KBN Nr 6P04C 00120.
" Wyniki tych badan zostaly przedstawione podczas I1-go Ogélnopolskiego Sympozjum ,,Czlowiek
1 srodowisko przyrodnicze Pomorza Zachodniego”, Szczecin-Eukecin, 15-17 listopada 2001
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Pierwszy opisany i zdiagnozowany przypadek ludzkiej babesiozy wywolane]
przez B. bovis w Europie pochodzi z 1957; wystgpit on u rolnika na terenach bytej
Jugostawii (Boustani i Gelfand 1996, Homer i wsp. 2000). W Polsce, jak dotad opi1-
sano pojedynczy przypadek ludzkiej babesiozy importowanej (Humiczewska 1 Ku-
zna-Grygiel 1997).

Obecnie wiadomo, ze rodzaj Babesia liczy ponad 100 gatunkow patogennych
dla szerokiego spektrum zwierzat kregowych w tym i cztowieka. Nieformalnie pier-
wotniaki rodzaju Babesia dzieli si¢ na podstawie wielkosci trofozoitu na mate (1-
2,5 um srednicy) oraz duze (3-5 um). Ten podziat jest zgodny z klasyfikacjq filoge-
netyczng oparta na poréwnywaniu sekwencji genéw dla malej podjednostki rybo-
somu pierwotniakéw Babesia, ktéra zalicza male i duze trofozoity Babesia do dwu
roznych grup.

Czynnikiem etiologicznym ludzkiej babesiozy sg zasadniczo dwa gatunki: B.
microti i B. divergens. Pierwszy z nich, pasozyt gryzoni zaliczany do matych Babe-
sia (okoto 2 um), wystepuje gléwnie w Ameryce Péinocnej i jest odpowiedzialny
za wiekszosé przypadkéw chorobowych. W Europie natomiast giownym czynni-
kiem chorobowym jest B. divergens, pasozyt bydta. Jednakze badania ostatnich lat
sugeruja obecno$¢ gatunku B. microti réwniez w Europie. W Polsce badania doty-
czg gléwnie rezerwuaru B. microti (Karbowiak i Siriski 1994, Karbowiak 1 wsp.
1999, Sinski 1999), ale podejmowane sg proby takze oszacowania wystgpowania
pierwotniakéw obu gatunkéw u kleszczy Ixodes ricinus (Skotarczak 1 Cichocka
2001a, b; Kuzna-Grygiel i wsp. 2002; Skotarczak 1 wsp. 2002, 2003). Badania te
wykazaly, ze pierwotniaki B. divergens, jak 1 B. microti obecne sg u tych roztoczy
i stanowia potencjalne zagrozenie dla zdrowia ludzi. Szczegdlnie obecnosC tego
drugiego gatunku zaprzecza sztucznemu podziatowi wystgpowania gatunkow cho-
robotworczych dla cztowieka w Europie 1 Ameryce Poinocne.

Na terenie Europy gléwnym wektorem B. microti jest kleszcz pospolity I rici-
nus (Homer 1 wsp. 2000).

W niniejszej pracy przebadano grupe kleszczy I ricinus na obecnos¢ DNA
B. microti. Oszacowano ilosciowy i procentowy stopieil zarazenia poszczegolnych
stadiow rozwojowych 1. ricinus przez B. microti w dwu kolejnych latach z podzia-
lem na dwa sezony i na dwéch wybranych terenach w wojewodztwie zachodniopo-
morskim, jako kontynuacje wczesniejszych naszych badan (Skotarczak 1 Cichocka

2001a, b; Skotarczak 1 wsp. 2002).

MATERIAL | METODY

Materialem do badan byly kleszcze z lat 1999 1 2000, uzyskane z zalesionych te-
renéw w pétnocno-zachodniej cze¢sci Polski, tj. z Puszczy Goleniowskiej 1 Pobiero-
wa. Miejsca te sa uznawane za rekreacyjne, czgsto odwiedzane przez turystow
i zbieraczy runa lesnego. Odlowu 1. ricinus dokonywano w okresie dwoch szczy-
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tow sezonowej aktywnosci tych kleszczy: wiosenno-letnim (maj-lipiec) i letnio-je-
siennym (sierpien-pazdziernik). Kleszcze zbierano w ich naturalnym srodowisku
metoda flagowania. U zebranych osobnikéw okreslono pte¢ i stadia rozwojowe.
Wyniki odtowu kleszczy z obu lat z uwzglednieniem miejsca, okresu zbioru, pici
1 stadiow rozwojowych zamieszczono w Tabelach 1 1 2.

[zolacj¢ DNA B. microti przeprowadzono metodg amoniakalng wedtug Guy 1
Stanek (1991). Markerem genetycznym zastosowanym w wykrywaniu DNA tego
pasozyta metodg PCR byl fragment genu 18S rDNA, kodujacy rRNA dla matej
podjednostki rybosomu. Uzyto primeréw Babl i Bab4 (oczekiwana dtugosé pro-
duktu powinna wynies¢ 238 pz; Persing i wsp. 1992, Persing 1993). Warunki PCR
opisaliSmy we wczesniejszych pracach (Skotarczak i Cichocka 2001a: Skotarczak
1 wsp. 2002, 2003). Jako kontrole pozytywng zastosowano DNA B. microti izolo-
wanego z merozoitow uzyskanych z krwi mysiej, dzigki uprzejmosci profesora E.
Sifskiego z Uniwersytetu Warszawskiego. W reakcji PCR uwzgledniono takze kon-
trolg negatywng. Produkty taficuchowej reakcji polimerazy rozdzielano w czasie

elektroforezy w 2,5% zelu agarozowym barwionym bromkiem etydyny i uwidacz-
niano w Swietle UV.

ibd KN KF

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

WYNIKI

W roku 1999 zebrano acznie z obu miejsc 716 kleszczy I. ricinus, w tym 464
z terenow Puszczy Goleniowskiej i 252 z Pobierowa. DNA B. microti (fragmenty
dtugosci okolo 238 pz; Rys. 1) wykryto u 59 (12,7%) z 464 I. ricinus z okolic Go-
leniowa. Najwyzszy odsetek zarazenia B. microti na tym obszarze stwierdzono u sa-
mic (40,4%), a najmniejszy u larw (5,7%). W Pobierowie odsetek infekcji wynidst
5,6% (14 z 252). Najwigcej bylo zarazonych samcéw (24,2%), a najmniej nimf
(3,7%). Ogdlny odsetek zarazenia z dwich miejsc wynosit 10,2% (Tabela 1).
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- W roku 2000 zebrano z dwéch terenow 419 osobnikéw I. ricinus. Na 209 kle-

szczy odlowionych z terenéw Goleniowa zaden nie okazat si¢ nosicielem B. micro-
ti. Natomiast wsréd 210 L ricinus zebranych w okolicach Pobierowa odsetek zara-
zenia wynidst 1,4% (3 osobniki zarazone). Ogélny procent infekcji 1. ricinus z obu
terendow w roku 2000 wynidst 0,7% (Tabela 2). |

DYSKUSJA

Rezerwuarem B. microti w Europie w srodowisku naturalnym sg gryzonie, mig-
dzy innymi nornica ruda Clethrionomys glareolus 1 mysz lesna Apodemus flavicol-
lis (Sinski 1999). Natomiast dla B. divergens rezerwuarem jest bydto rogate. Wspol-
nymi wektorami dla obu gatunkéw Babesia jest kleszcz pospolity [xodes ricinus
(Prokopowicz 1995, Pruthi i wsp. 1995, Gorenflot 1 wsp. 1998).

W USA wiekszos$¢ przypadkéw ludzkiej babesiozy jest wywolywana 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-
padkow tej jednostki (White 1 wsp. 1998). Ostatnio notuje si¢ zarazenia gatunkami
podobnymi do B. microti tj. WA1, CA11MOI (zgodnosc¢ genetyczna 99,8%; Krau-
se 1 wsp. 1998). W USA wektorem piroplazm sg kleszcze I. scapularis 1 1. pacifi-
cus, a rezerwuarem biala 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 gltéwnie przez B. divergens. 5a-
dzi sie, ze skala problemu jest zdecydowanie wigksza, a choroba jest diagnozowa-
na tylko w bardzo malym stopniu. Wigkszos¢ przypadkéw europejskich odnotowa-
no we Francji — 10, na Wyspach Brytyjskich — 6, a takze w Hiszpanii, Szwec]i,
Szwajcarii, Belgii, bylej Jugostawii (Gorenflot 1 wsp. 1998, Homer 1 wsp. 2000).
Zarazenia piroplazmami Babesia stwierdza si¢ takze w Chinach, Egipcie, Meksy-
ku, Potudniowej Afryce i na Tajwanie (Shih i wsp. 1997, Gorenflot 1 wsp. 1998).

Parametrami okreslajacymi sytuacje epidemiologiczng w zakresie chorob odkle-
szczowych jest stopieri zakazenia kleszczy oraz wystgpowanie przeciwciat w gru-
pie os6b tzw. zwigkszonego ryzyka. W Polsce proby oceny sytuacji epidemiolo-
gicznej w zakresie babesiozy polegajace na wykrywaniu Babesia w kleszczach 1
ricinus, gtéwnych wektoréw tych patogenéw w Europie, sg prowadzone od kilku
lat. Takie badania, wykonywane w Katedrze Genetyki Uniwersytetu Szczeciiskie-
g0 (Skotarczak i Cichocka 2001a, b; Skotarczak 1 wsp. 2002, 2003,) oraz w Kate-
drze Biologii i Parazytologii Lekarskiej Pomorskiej Akademii Medycznej w Szcze-
cinie (Kuzna-Grygiel i wsp. 2002) wykazaly, ze Pomorze Zachodnie jest terenem
endemicznym dla Babesia jak réwniez dla Borrelia burgdorferi sensu lato 1 Ehrli-
chia (Skotarczak i Wodecka 1998, Skotarczak 2000, Wodecka 1 Skotarczak 2000,

Skotarczak 1 Rymaszewska 2001).
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Tabela 1. Ekstensywnos¢ (%) zarazenia kleszczy I. ricinus przez B. microti na terenie Puszczy Goleniowskiej 1 Pobierowa w roku 1999
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Tabela 2. Ekstensywnos¢ (%) zarazenia kleszczy I. ricinus przez B. microti na terenie Puszczy Goleniowskiej 1 Pobierowa w roku 2000
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W prezentowanej pracy starano si¢ oszacowaé wystepowanie pasozytniczych
pierwotniakéw B. microti we wszystkich stadiach rozwojowych kleszczy 1. ricinus
w dwoch sezonach, w ktérych wykazuja one najwigkszg aktywnos¢. Badania prze-
prowadzono na reprezentatywnej prébie kleszczy i pod uwage brano wszystkie sta-
dia rozwojowe I. ricinus. Badania z roku 1999 wykazaty ogdlne zarazenie kleszczy
przez B. microti rz¢du 10,7%. Bylo ono wyzsze na terenie Puszczy Goleniowskie
(12,7%), niz na terenie Pobierowa (5,6%). Poziom zarazenia byl wyzszy wiosng
(15.5% w Goleniowie i 9,8% w Pobierowie) niz jesienig (odpowiednio 8,1%
i 2,1%). Z literatury wynika, ze zarazenie kleszczy pierwotniakami z rodzaju Babe-
sia moze sie waha¢ od 5% do 20% (Melandez i Forlano 1996, Armstrong 1 wsp.
1998, Cen-Aguilar i wsp. 1998, Duh i wsp. 2001). Wczesniejsze badania kleszczy
(Skotarczak i Cichocka 2001a), zebranych z miejskich zalesionych terenow miasta
Szczecina wykazaly podobne zarazenie, ktére wynosito 13,3%. Duh 1 wsp. (2001)
podaja, ze na 135 przebadanych kleszczy (doroste i nimfy), 13 (10,3%) zawierato
material genetyczny Babesia sp. Armsrtrong i wsp. (1998) podajg zarazenie kle-
szczy rzedu 14,4%.

W naszych badaniach, wyniki zakazenia kleszczy z roku 2000 sg stabo porow-
nywalne z wynikami z roku poprzedniego, gdyz laczne zarazenie wyniosto 0,7%.
i bylo znacznie nizsze niz w roku poprzednim. Na 419 przebadanych osobnikow /.
ricinus, tylko u trzech wykryto DNA B. microti. Nizsze zarazenie I. ricinus przez B.
microti mozna thumaczy¢ rzeczywistym mniejszym wystepowaniem pierwotniakow
w kleszczach.

Rozpoznanie kliniczne pacjentéw zarazonych pierwotniakami z rodzaju Babesia
czesto nastrecza wiele trudnosci (Cichocka i Skotarczak 2001). Jednym z podsta-
wowych badan jest obserwacja mikroskopowa rozmazu krwi obwodowej barwionej
metoda Giemsy. W obrazie mikroskopowym pierwotniaki te obserwuje si¢ jako for-
my gruszkowatego ksztattu wielkosci 1-2,5 um czesto ukladajgce si¢ w zarazonych
erytrocytach w tzw. krzyz maltaiski. Merozoity obserwuje si¢ takze poza krwinka-
mi (Kadtubowski i Kurnatowska 1999). Nie jest to jednak metoda zbyt doktadna.
Wewnatrzkomérkowe formy Babesia moga by¢ mylone z pierwotniakami z rodza-
ju Plasmodium, a przy niskim poziomie parazytemii mogg po prostu zostac przeo-
czone i da¢ wynik falszywie ujemny. W diagnostyce serologicznej najczgscie) sto-
suje sie test immunofluorescencji posredniej (IFA). Uzyskanie miana réwnego lub
wyzszego od 1: 64 uznaje si¢ za seropozytywnos¢, a miano rowne lub wyzsze niz
1:256 wskazuje na ostra posta¢ choroby. Wadami metody sg brak szybkiego wykry-
cia patogenu u pacjenta (wtedy, gdy wystepuje tzw. cisza immunologiczna — brak
przeciwcial w pierwszych dniach po zarazeniu) oraz niemoznos¢ okreslenia czy
przeciwciala sa wynikiem niedawnego kontaktu z pierwotniakami, czy duzo
wczesniejszego (Homer i wsp. 2000). Wydaje si¢, ze metoda tancuchowej reakeyi
polimerazy rozwigze wszystkie problemy w diagnostyce babesiozy.
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WNIOSKI

(1) Badane tereny Pomorza Zachodniego (Puszcza Goleniowskia 1 lasy w okoli-
cach Pobierowa) sg endemiczne dla B. microti.

(2) Ryzyko zarazenia B. microti na badanych terenach jest wyzsze wiosna niz
jesieniy.

(3) Najwieksze ryzyko zarazenia stwarza kontakt z samicami /. ricinus.
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