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Zbadano 1580 kleszczy pochodzacych z terem catej Polski, w kierunku zaka-
zenia Borrelia burgdorferi i Coxiella burnetii. Kleszcze te nalezaty do gatunkow:
Ixodes ricinus, Dermacentor reticulatus, Argas reflexus i zostaly zebrane z roslin
badz zdjete ze skory ludzi i zwierzat. Stosujac test tancuchowej reakcji polimerazy
(PCR) wykryto obecno$¢ B. burgdorferi w 12 kleszczach |I. ricinus (0,77%)
pochodzacych z wojewddztw: koszalinskiego, krosnienskiego i suwalskiego i zaka-
zenie C.bumetii w 3 kleszczach tego samego gatunku (0,19%) w wojewodz-
twie kieleckim i tarnobrzeskim.

Rozprzestrzenienie kleszczy zakazonych Borrelia burgdorferi i Coxiella burnetii
jako rezerwuaru i wektora gorgczki Q oraz boreliozy z Lyme na terenie Polski nie jest
znane. W ostatnich latach rozpoczeto w niektdrych rejonach kraju badania oceniajg-
ce czestos¢ wystepowania wsrod kleszczy zakazenia kretkami B. burgdorferi. Na pod-
stawie otrzymanych wynikéw wykazano, ze odsetek zakazonych kleszczy na terenie
wojewodztwa olsztynskiego wynosi 11,5%—33,0%, w wojewddztwie biatostockim
4,0%-19,6%), a w potudniowej Polsce, w rejonie Zamoscia, Krakowa, Katowic do-
chodzi do 58,3% (2, 7, 10). Przedmiot tych badan stanowity gtéwnie kleszcze od-
towione z roslin. Natomiast wsrod osobnikow pasozytujacych na dzikich zwierzetach,
w wojewoOdztwie suwalskim stwierdzono zakazenie u 3,5% larw kleszczy zerujacych
na gryzoniach i u 3,2% kleszczy usunietych ze skéry jeleni i dzikow (9).

Obecnos$¢ ognisk naturalnych gorgczki Q, wystepowanie zakazonych gryzoni
i kleszczy stwierdzano w wojewo0dztwie olsztynskim, biatostockim, suwalskim (1).
Szczepy C. burnetii wyizolowano z kleszczy pochodzacych z wojewddztwa leszczyn-
skiego, odtowionych w bliskim sgsiedztwie fermy bydta, w ktérej stwierdzono maso-
we zakazenia wsrod zwierzat (8).

* Praca finansowana przez KBN w ramach projektu badawczego nr 6 6025 92 03
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MATERIAL | METODY

Kleszcze zhierano w roznych rejonach kraju w nastepujacy sposob:

- z rodlin: traw, krzewdéw, mechanicznie zdejmujac je przy pomocy szorstkiego
materiatu;

- ogtoszono w wydawanych przez Zaktad Epidemiologii PZH ,,Meldunkach
0 zgtoszonych zachorowaniach” apel do pracownikow Stacji Sanitarno-Epidemiolo-
gicznych i lekarzy o przesytanie za posrednictwem Wojewddzkich Stacji Sanitarno-
-Epidemiologicznych do Panstwowego Zaktadu Higieny, kleszczy wyjetych ze skory
ludzi i zwierzat, podajac doktadng date, miejsce (miejscowosé, gmina, krotki opis
terenu) oraz okolicznosci ich znalezienia.

Okre$lano gatunek i stadium rozwojowe odtowionych kleszczy. Kazdego z nich
przecinano wzdtuz na dwie czesci. Pierwszg z nich rozcierano i otrzymany materiat
stosowano do testow: immunofluorescencji posredniej i tancuchowej reakcji polime-
razy (PCR). Drugg cze$¢ zamrazano w -30°C do dalszych badan.

Test immunofluorescencji posredniej. Materiat otrzymany po roztarciu kleszcza
stosowano jako antygen. Po naniesieniu na szkietko podstawowe i utrwaleniu w ace-
tonie, inkubowano z ludzka surowica zawierajgca przeciwciata dla B. burgdorferi,
a nastepnie z immunosurowicg przeciw ludzkim immunoglobulinom, znakowang
izotiocyjanianem fluoresceiny (DAKO, Dania). Jako kontrole swoistosci reakcji prze-
prowadzano rownolegle inkubacje materiatu z kazdego badanego kleszcza z ludzka
surowicg normalng, nie zawierajgcg przeciwciat dla B. burgdorferi.

Test tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) (6, 12). DNA z badanego materiatu
izolowano w $rodowisku zasadowym stosujgc substancje chelatujace (Chelex R 100).
Badane probki gotowano przez 20 min w 20% roztworze tego odczynnika. Reakcje
tancuchowa polimerazy przeprowadzano w 5 /J1 otrzymanego ekstraktu dodajac
po 5 pmol odpowiednich starteréw, 100 mM dATP, dCTP, dGTP i dTTP (Behringer
Mannheim Biochemicals), 3 /1 MgCI2 i 5 /N buforu Taq (Perkin Elmer) oraz
0,7 U Ampli Taq polimerazy (Perkin Elmer). Do kazdej serii badan wigczano
kontrole ujemng i dodatnig. Reakcje amplifikacji przeprowadzano w nastepujacych
warunkach:

- w celu wykrycia zakazenia B. burgdorferi - 30 cykli z denaturacja DNA
w 95°C przez 30 sekund, przyfgczeniem starterow w 55°C przez 30 sekund i wy-
diuzeniem w 72°C przez 60 sekund. Poszukiwano fragmentu DNA B. burgdorferi
kodujgcego 16S rRNA.

- w celu wykrycia zakazenia Coxiella burnetii - 35 cykli z denaturacjg w 95°C
przez 35 sekund, przytgczeniem starteréw w 50°C przez 60 sekund i polimeryzacja
w 72°C przez 120 sekund. Poszukiwano sekwencji DNA charakterystycznej dla genu
SOD C. burnetii;

Produkty amplifikacji identyfikowano przeprowadzajac elektroforeze w 1% zelu
agarozowym.
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WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Od 1993 do 1995 roku zebrano z terenu catej Polski 1580 sztuk kleszczy. W tym:
144 sztuk kleszczy odtowiono z roslin na wybranych stanowiskach (tabela 1), pozo-
state 1388 zebrano od ludzi i zwierzat i przesiano do naszej pracowni. Nalezaly
one do gatrunku Ixodes ricinus, Dermacentor reticulatus i Argas reflexus. Kleszcze
pierwszego z w/w gatunkéw pochodzity z catego terenu Polski, drugi znaleziono
w wojewddztwach ciechanowskim, olsztyriskim oraz suwalskim i trzeci gatunek
w wojewOdztwie tarnowskim.

WSsSrod kleszczy gatunku 1. ricinus zebrano 1346 sztuk postaci dojrzatych, w tym
931 samic i 360 samcOw oraz 279 nimf, z gatunku D. reticulatus - 5 dojrzatych samic
i 5 samcow oraz 1 dojrzatg samice z gatunku A. reflexus.

Tabela |I. Liczba kleszczy odtowionych z roslin.

Wszystkie kleszcze nalezaty do gatunku Ixodes ricinus
F - dojrzata samica

M - dojrzaty samiec

N - nimfa

Liczbe odtowionych kleszczy (powyzej 10 sztuk) w poszczeg6lnych wojewodz-
twach przedstawia tabela 1l. Ponadto pojedyncze kleszcze (razem 48 sztuk), nalezgce
do gatunku Ixodes ricinus, pochodzity z wojewodztwa bielskiego (1 sztuka), elblas-
kiego (6 szt.), gdanskiego (1 szt.), gorzowskiego (5 szt.), piotrkowskiego (5 szt.),
przemyskiego (3 szt.), rzeszowskiego (4 szt.), sieradzkiego (1 szt.), tarnobrzeskiego
(5 szt.), torunskiego (4 szt.), wtoctawskiego (3 szt.), wroctawskiego (8 szt.) i zielono-
gorskiego (2 szt.).

Test immunofluorescencji posredniej (IF) stosowano poczagtkowo jako badanie
wstepne. Stosujac ten test zbadano 32 kleszcze. Wynik dodatni reakcji immuno-
fluorescencji uzyskano z materiatem pochodzacym od 27 sztuk. Jednoczesnie, dodat-
nig reakcje stwierdzono roéwniez w badaniach kontrolnych, z surowicg normalng
w 24 probkach. Zaden wynik dodatni IF nie zostat potwierdzony dodatnim wynikiem
PCR. W zwigzku z tym, w dalszych badaniach zaniechano stosowania tego testu jako
badania przesiewowego.
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Tabela Il. Liczba kleszczy zebranych od ludzi i zwierzat
w poszczegélnych wojewddztwach.

Zakazenie kleszczy B. burgdorferi. Na 1580 zbadanych kleszczy, wynik dodatni
testu PCR uzyskano z materiatem pochodzacym z 12 kleszczy. Obecnos¢ DNA
B. burgdorferi stwierdzono tylko w kleszczach Ixodes ricinus, w tym w 10 dojrzatych
samicach i 2 samcach. Pochodzity one z wojewddztwa krosnienskiego, koszalinskiego
i suwalskiego. Zakazone kleszcze zostaty usuniete ze skory tudzi, zwierzat domowych
i dzikich (tab. Ill, 1V, V). Nie stwierdzono zakazenia B. burgdorferi w kleszczach
D. reticulatus. Nie wykryto réwniez zakazenia B. burgdorferi w kleszczach I. ricinus
odtowionych z roslin.
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Tabela Ill. Kleszcze Ixodes ricinus zakazone Borrelia burgdorferi w wojewdédztwie koszalifiskim.

Zakazenie kleszczy Coxiella burnetii. Na podstawie dodatniej reakcji PCR zaka-
zenie C. bumetii stwierdzono w 3 z 1580 zbadanych kleszczy nalezgcych do gatunku
I. ricinus. Pochodzity one z wojewo6dztwa kieleckiego i tarnobrzeskiego (tab. VI).
W wojewddztwie kieleckim zakazony kleszcz zostat wyjety ze skory cztowieka, ktory
wczesniej przebywat na terenie miejskiego cmentarza w Kielcach. Wszystkie kleszcze
pochodzace z wojewddztwa tarnobrzeskiego (5 sztuk) wyjete zostaty ze skory psa.
W dwdch z nich stwierdzono obecno$¢ C. bumetii.

Kleszcze zakazone B. burgdorferi znaleziono w wojewodztwie koszalinskim, z ktérego
pochodzity pierwsze w petni udokumentowane przypadki boreliozy z Lyme (3) oraz
z terendéw gdzie wczesniej stwierdzano obecnos¢ zakazonych kleszczy (wojewodztwo
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Tabela VI. Liczba kleszczy Ixodes ricinus zakazonych Coxiella burnetii.

F - dojrzata samica

suwalskie) (10), jak réwniez z terenu Bieszczad gdzie u pracownikéw lesnych stwier-
dzano znamienne poziomy przeciwciat swoistych dla B. burgdorferi (4). W$rod zbada-
nych 1580 kleszczy, zakazenie B. burgdorferi stwierdzono w 12 (0,77%) i C. burnetii
w 3 kleszczach (0,19%).

W Swietle wynikéw wczesniejszych badan prowadzonych na terenie Polski przez
innych autoréw zwraca uwage stwierdzany przez nas niski odsetek zakazonych ldesz-
czy. Réznica ta wigze si¢ prawdopodobnie z inng niz dotychczas stosowano, metoda
zbierania kleszczy, a w przypadku poszukiwania B. burgdorferi rdwniez innymi meto-
dami wykrywania zakazenia. W naszych badaniach, w kleszczach zebranych z roz-
nych rejonow kraju, a w poszczeg6lnych wojewddztwach z wielu gmin, jako metode
stwierdzenia zakazenia zastosowano technike PCR wykrywajgcg materiat genetyczny
B. burgdorferi i C. bumetii.

Kleszcze zbierane przez indywidualnych badaczy pochodzg zwykle z ograniczonego
terenu, ktérego powierzchnia uzalezniona jest w duzym stopniu od indywidualnych
predyspozycji i mozliwosci fizycznych zbierajgcego i odtowione osobniki stanowig
ograniczong populacje. W zwigzku z tym, w takich przypadkach, znalezienie zakazonych
kleszczy moze $wiadczy¢ raczej o wykryciu ogniska i nie moze by¢ podstawg do oceny
czestosci wystepowania zakazenia na terenie danego wojewodztwa czy gminy.

Cytowane na wstepie dane dotyczace odsetka kleszczy zakazonych B. burgdorferi
wykorzystywaly wyniki testu immunofluorescencji (IF) zastosowanego do wykrycia
w badanym materiale komorek bakteryjnych i w niektorych przypadkach oparte bytly
na wynikach badan przeprowadzonych na 3-12 kleszczach (7, 11). Jak wynika z na-
szych badan, test IF jest bardzo mato swoisty i nie moze by¢ podstawg do oceny
zakazenia B. burgdorferi.

Kleszcze zakazone C. bumetii pochodzity z wojewo6dztw, w ktérych dotychczas nie
byly odnotowane przypadki gorgczki Q u ludzi i zwierzagt domowych. W Kielcach
zakazony kleszcz znaleziony zostat na terenie miasta. Natomiast u zadnego kleszcza
pochodzacego z terenu, na ktorym rejestrowano epidemie lub ogniska gorgczki Q u ludzi
i bydta nie wykryto obecnosci C. bumetii (8, 9). Obecnie, coraz czesciej badacze w wielu
krajach zwracajg uwage na niewielkie znaczenie kleszczy jako rezerwuaru i zrodia
zakazenia C. bumetii zwierzat domowych i ludzi (5). Uwaza sie, ze krazenie tego
drobnoustroju w $rodowisku moze wystepowac niezaleznie od obecnosci kleszczy.

Kleszcze jako wektor i rezerwuar B. burgdorferi i C. bumetii mogg zakaza¢ zwie-
rzeta i ludzi jak i ulec zakazeniu pijac krew zakazonych zwierzat. Przyktadem jednego
i drugiego kierunku krazenia zakazenia sg kleszcze zdjete z psow w tarnobrzeskim
i kros$nienskim. W pierwszym przypadku ws$rdd 5 kleszczy pasozytujgcych na psie
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tylko u dwu z nich stwierdzono zakazenie C. burnetii. W drugim przypadku, wszyst-
kie 7 kleszczy wyjetych ze skéry psa bylo zakazonych B. burgdorferi, co moze wska-
zywacé, ze zrodtem ich zakazenia byt pies.

WNIOSKI

1. W celu przeprowadzenia systematycznych badan oceniajgcych czestos$¢ wy-
stepowania kleszczy zakazonych B. burgdorferi konieczna jest standaryzacja metod
badawczych.

2. Zakazone B. burgdorferi kleszcze wystepujg na terenie Polski (wojewddztwa:
koszalifiskie, krosniefskie i suwalskie) i mogg by¢ zrodtem zakazenia dla ludzi i zwierzat.

3. Wystepowanie kleszczy zakazonych C. burnetii na terenach, na ktérych nie
rejestruje sie zachorowan na gorgczke Q moze wskazywa¢ na niewielkg role tych
stawonogow jako rezerwuaru i wektora tego zakazenia.
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TICKS AS A RESERVOIR OF COXIELLA BURNETII
AND BORRELIA BURGDORFERIIN POLAND

SUMMARY

The aim of performed studies was to recognize the distribution of Coxiella burnetii and Borrelia
burgdorferi infected ticks in Poland. The 1580 ticks infesting animals and humans were collected in
different parts of the country. They belonged to Ixodes ricinus, Dermacentor reticulatus and Argas
reflexus species. Presence of B. burgdorferi and C. burnetii DNA in ticks has been sought with
polymerase chain reaction test (PCR). B. burgdorferi bacteria have been detected in 12 /. ricinus ticks
(0,77%). Infected ticks were collected in Koszalin, Krosno and Suwatki voivodships. C. burnetii
bacteria were found in 3 ticks from Kielce and Tarnobrzeg voivodships (0,19%). Obtained results
indicate existance of natural reservoirs and vectors of C. burnetii and B. burgdorferi in Poland. Since
Q fever have not been recognized in central Poland until recently it can suggest diffusion of the
C. burnetii reservoir to new regions. Presence of infected ticks in distant regions reflects wide distribu-
tion of these microorganisms all over the country.
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