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Oceniono metoda fafncuchowej reakcji polimerazy (PCR) wystepowanie czyn-
nika etiologicznego choroby z Lyme - kretkéw Borrelia burgdorferi sensu lato
- w 298 kleszczach Ixodes ricinus odtowionych z 7 stanowisk na terenie Wielko-
polski. Obecnos¢ kretkow stwierdzono w 73 (24,5%) kleszczach.

Kleszcze I. ricinus jako wektor i rezerwuar kretkow Borrelia burgdorferi sensu
lato, czynnika etiologicznego kretkowicy kleszczowej (boreliozy z Lyme, choroby
z Lyme), wielonarzadowej, przewlektej, o fazowym przebiegu choroby u ludzi, od-
grywaja kluczows role w epidemiologii tej choroby (5, 14). Sg one w Polsce pospolite
i szeroko rozpowszechnione (13). Réwniez na terenie Wielkopolski znane sg liczne
stanowiska kleszczy tego gatunku (13).

Ocena obecnosci kretkow B. burgdorferi w kleszczach odtowionych na okreslo-
nym terenie jest bardzo wazna (5). Daje bowiem podstawe do uznania tego obszaru,
w razie wykrycia kretkdw wywotujacych chorobe z Lyme w kleszczach, za region
endemiczny (17). Rdwnie wazne jest okreslenie odsetka zakazonych kleszczy, jednego
z parametrow indeksu ekologicznego pozwalajacego okresli¢ ryzyko nabycia infekcji
na danym terenie (11). Kretki B. burgdorferi mozna wykrywa¢ w kleszczch technikg
immunofluorescencji posredniej (6), jak rowniez przy uzyciu czulej i swoistej metody
- fancuchowej reakcji polimerazy (PCR) (4, 7, 8).

Poniewaz borelioza staje sie narastajgcym problemem zdrowotnym i epidemiolo-
gicznym, dotyczacym réwniez Wielkopolski, podjeto probe wstepnej oceny zakazenia
na tym terenie kleszczy I. ricinus kretkami B. burgdorferi sensu lato, wykorzystujgc
test PCR (4) oparty na amplifikacji swoistej dla kretkow B. burgdorferi chromo-
somalnej sekwencji DNA (9, 10), potaczony z hybrydyzacjg ze swoistg sondg DNA
wyznakowang digoksygening (4).

* Praca cze$ciowo finansowana przez Komitet Badan Naukowych
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MATERIAL | METODY

Nimfy i postaci doroste kleszczy z gatunku I. ricinus (Linnaeus, 1758) zbierano
przy pomocy flanelowej ptachty w okresie od maja do wrzesnia w latach 1994-1995.
Lokalizacje stanowisk z ktdrych zebrano kleszcze oraz liczebno$¢ poszczeg6inych
grup podano w tabeli. Po oznaczeniach systematycznych kleszcze przechowywano
w temp. suchego lodu do momentu badania.

Tabela 1. Czesto$¢ wystepowania kretkow Borrelia burgdorferi sensu lato w kleszczach Ixodes
ricinus zebranych z réznych stanowisk na terenie Wielkopolski

* 5réznych stanowisk w lasach komunalnych miasta

DNA z kleszczy izolowano po uprzednim rozgnieceniu kleszcza w 20 /11 jatowej
wody dest. przy uzyciu rodanku guanidyny w obecnosci krzemionki (1).

Reakcje amplifikacji prowadzono w termocyklerze Mastercycler (Eppendorf, Ham-
burg, Niemcy) uzywajac starterow BOR1 i BOR2 (BOR1 :5-CCA ACT TTA TCA
AAT TCT GC-3’;BOR2:5-CCA AAT ACA GAA AAA TCG CTT-3) (4). Pietnascie
[A ekstraktu DNA z badanej prébki dodawano do 10 "1 mieszaniny odczynnikow.
Stezenie koncowe odczynnikéw uzytych w reakcji amplifikacji byto nastepujace: 200 /nM
kazdego z czterech dezoksyrybonukleotydotréjfosforandéw (dezoksyadenozynotrdjfosfo-
ran, dezoksytymidynotréjfosforan, dezoksyguanozynotrdjfosforan i dezoksycytozyno-
tréjfosforan); 1uM kazdego ze starterdw; 10 mM Tris-HCI pH 8.4; 50 mM KC1; 2 mM
MgCl2; 0.001% wi/v zelatyna; 20 U/ml polimeraza DNA (AmpliTag, Perkin Elmer Cetus
Corp., Norwalk, CT, USA). Reakcja obejmowata, po wstepnej denaturacji przez 5 min.,
35 cykli: temp. 92°C - 15 sek., temp. 55°C - 1min. 15 sek., temp. 72°C - 1min. 15 sek.
oraz koncowa synteze w 72°C przez 10 min. Produkt PCR rozdzielano elektroforetycznie
w 3% zelu agarozowym z bromkiem etydyny oraz po przeniesieniu na btone Hybond
(Southern-blot) hybrydyzowano z sondg DNA wyznakowang digoksygening (Dig).
Sonde otrzymano metodg ,,gniazdowego PCR” (nested PCR) na matrycy DNA
wyizolowanego ze szczepu B. burgdorferi B31, uzywajac dwdch par starterw i mieszani-
ny znakujacej zawierajgcej dUTP-Dig (4). Kazda seria reakcji obejmowata oprécz préb
badanych kontrole dodatnig (amplifikacja DNA wyizolowanego ze szczepu B. burgdor-
feri B31) oraz kontrole ujemng (zamiast DNA dodawano wode).
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WYNIKI

Badaniom poddano 298 kleszczy, w tym 24 nimfy, 156 samic i 122 samcow,
zebranych z 7 stanowisk (jedno z tych stanowisk - Poznan - obejmowato faktycznie
5 réznych lokalizacji w lasach komunalnych w granicach administracyjnych miasta).
Obecno$¢ DNA B. burgdorferi stwierdzono w 73 (tj. 24,5%) przebadanych Klesz-
czach. Sposrod 24 nimf tylko 2 (8,3%) bylo zakazonych kretkami. Natomiast obec-
nos$¢ B. burgdorferi stwierdzono u 28,8% samic i 22,0% samcOw. Czestos$¢ zakazenia
poszczegblnych populacji byta rézna i wahata sie od 11,5% do 46,8%.

OMOWIENIE

Badania obecnosci kretkéw B. burgdorferi sensu lato w kleszczach Ixodes ricinus
prowadzone sg w wielu krajach (3), réwniez w Polsce (12, 15, 16). Z badan Wegner
i wsp. (15) z zastosowaniem metody immunofluorescencji posredniej wynika, ze
czestos¢ zakazenia kleszczy kretkiem B. burgdorferi w woj. olsztyfiskim w roku 1993
wynosita 11,5%, a na niektorych stanowiskach dochodzita do 35,7%. Prowadzone
przez ten sam zespot i takg samg metodg badania na terenie woj. biatostockiego
w roku 1994 wykazaty obecno$¢ kretkow u 8,8% kleszczy (16). Natomiast w bada-
niach Siriskiego i wsp. (12) prowadzonych tg samg technikg na kleszczach zebranych
na wielu stanowiskach w woj. woj. zamojskim, krakowskim, suwalskim i katowickim,
odsetek zakazonych kleszczy wahat sie od 4% do 58,3%. Ogotem u przebadanych
191 kleszczy, B. burgdorferi stwierdzono w 15,1% przypadkow (12).

Czestos¢ wystepowania zakazonych przez B. burgdorferi kleszczy w innych kra-
jach europejskich jest zréznicowana: zakazonych jest 11-34% postaci dojrzatych
w roznych rejonach Niemiec, 5-34% w Szwajcarii, 3-23% w Szwecji, 9-12% na
Litwie (3).

Zastosowana w niniejszej pracy metoda pozwala na wykrycie 50 do 100 kretkow
przy analizie reakcji w zelu agarozowym i 5 do 10 kretkow przez hybrydyzacje ze
swoistg sondg znakowang digoksygening (4). Degeilh i wsp. (2) analizujgc te samg
populacje kleszczy odtowionych w pin.-zach. Francji (Bretania) metoda immunof-
luorescencji posredniej i metodg PCR stosowang w tej pracy, stwierdzili wieksza
czutos¢ PCR w wykrywaniu B. burgdorferi w kleszczach. Mimo to otrzymane wyniki
sg poréwnywalne z wynikami cytowanymi powyzej i wskazujg na takg samg czestos¢
zakazenia kleszczy kretkami B. burgdorferi na obszarze Wielkopolski jak w innych
rejonach Polski.

Ze wzgledu na brak doktadnego rozeznania sytuacji epidemiologicznej boreliozy
z Lyme w Polsce, dla jej wiasciwej oceny niezbedne sg dalsze badania. W najblizszej
Przysztosci przedstawione powyzej wyniki uzupelnione zostang o analize czestosci
Woystepowania poszczeg6lnych gatunkéw kretkdw wywotujacych chorobe z Lyme
w kleszczach 1. ricinus.

Panu doc. dr hab. Andrzejowi Szkaradkiewiczowi dziekujemy za dyskusje nad
Maszynopisem niniejszej pracy.
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AN EVALUATION OF BORRELIA BURGDORFERI SENSU LATO
SPIROCHAETES DISTRIBUTION IN IXODES RICINUS TICKS COLLECTED
IN SELECTED REGIONS OF WIELKOPOLSKA MACROREGION
BY POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR) METHOD

SUMMARY

Ixodes ricinus ticks (total n=298: 24 nymphs, 156 females and 112 males) collected from
vegatation at 7 different sites were examined individually for the presence of Borrelia burgdorferi
sensu lato spirochaetes. Detection of spirochaetes was carried out by polymerase chain reaction
(PCR) using primers complementary to chromosomal sequence. Borreliae were evident in 73 (24,5%)
examined ticks. Females were infected in 28,8%, males in 22,0% and nymphs in 8,3%. Infection rate
in tick population in particular investigated sites differed, however. The highest one - 46,4% - was
calculated for ticks collected in Konin province and the lowest one - 11,5 % - for ticks collected at
site in Gorzéw province.
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