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Metodq tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) dokonano oceny za-
infekowania kretkami Borrelia burgdorferi sensu lato w populacji 233
kleszczy Ixodes ricinus odlowionych z terenow rekreacyjnych wojewddz-
twa Slgskiego (okolice Tarnowskich Gor i Zabrza) w latach 2001-2003.
Obecnosé¢ B. burgdorferi s.I. wykryto w 33 (14,2%) kleszczach.
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WSTEP

Czynnikiem etiologicznym boreliozy z Lyme sa kretki Borrelia burgdorferi — mikro-
aerofilne Gram-ujemne bakterie z rodziny Spirochetaceae (1). Rezerwuarem tych bakterii
sa rozne gatunki ssakow i ptakow. Przenoszone sg przez kleszcze z rodzaju Ixodes. Na
terenic Polski gléwnym wektorem jest kleszcz pospolity Ixodes ricinus (L.) (2). Czlowiek
ulega zakazeniu przez uklucie zakazonego kleszcza, jezeli kleszcz przyczepiony jest do
skory przez okres 24-48 godzin (3).

Stwierdzenie obecnosci bakterii w organizmie czlowieka zakazonego jest mozliwe
dzigki zastosowaniu badania PCR (z ang. Polymerase Chain Reaction — reakcja lancucho-
wa polimerazy). Technika ta znalazla takze zastosowanie do wykrycia B. burgdorferi sen-
su lato w kleszczach (4). Do charakterystyki B. burgdorferi oprocz w/w metody stosowane
sa rowniez inne techniki z zakresu biologii molekularnej, takie jak, RFLP (Restriction Frag-
ment Lenght Polymorphism — polimorfizm dlugosci fragmentow restrykcyjnych) (5), reak-
cja RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA — losowa amplifikacja polimorficznych
fragmentdw DNA) (6), PFGE (Pulsed— Field Gel Electrophoresis) — elektroforeza w zmien-
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nym polu elektrycznym (7), sekwencjonowanic DNA (8), jak réwniez analiza profili pla-
zmidowych (9) oraz hybrydyzacja (10). Metody te znajduja coraz szersze zastosowanie
w diagnostyce i genotypowaniu szczepow B. burgdorferi ze wzgledu na ich wysoka czu-
los¢, swoistos¢ oraz krotki czas wykonania. Maja one przewage nad badaniami serologicz-
nymi, ktérych standaryzacja jest trudna, poniewaz stosowane testy moga by¢ przygotowy-
wane w oparciu o rézne genogatunki B. burgdorferi.

W Polsce w ostatnich latach wzroslo zainteresowanie chorobami przenoszonymi przez
kleszcze. Wykrycie obecnosci kretkow B. burgdorferi w kleszczach odlowionych z okre-
slonego terenu jest o tyle wazne, ze na tej podstawie mozna uznac ten obszar za region
endemiczny. Ponadto istotne jest rowniez okreslenie odsetka zakazonych kleszczy — jed-
nego z parametréw indeksu ekologicznego. Umozliwia to oszacowanie ryzyka zakazenia
na danym terenie (11). W Polsce odsetek zakazonych kleszczy wynosi od 0,77% do 58%
(12, 13). Jednak na wielu rekreacyjno-turystycznych terenach brakuje oceny stopnia ryzy-
ka zakazenia przez B. burgdorferi s.1. Dlatego tez w niniejszej pracy dokonano oceny za-
kazenia B. burgdorferi s.1. w populacjach kleszczy Ixodes ricinus pochodzacych z r6znych
terendéw rekreacyjnych wybranych regionow wojewddztwa slaskiego w latach 2001-2003.

MATERIAL | METODY

Zbadano tacznie 233 kleszcze, ktére zebrano metoda flagowania w okresie wiosenno-
letnim w latach 2001-2003. Za teren badan obrano osiem fragmentéw obszarow lesnych
(las lisciasty i mieszany) wojewodztwa slaskiego o powierzchni ok. 1000 m? nalezacych do
powiatu tarnogérskiego (Krupski Mlyn, Zielona, Lubliniec, Tarnowskie Gory, Swierkla-
niec, Tworog, Zbrostawice) i kompleksu lesnego Gliwice. W roku 2001 przebadano
85 kleszczy (14), w 2002 — 114, a w roku 2003 — 34 kleszcze (tab. I).

Do izolacji bakteryjnego DNA z kleszczy zebranych w latach 2002-2003 uzyto zesta-
wu Genomic DNA Prep Plus (A&A Biotechnology, Gdynia, Polska). Proces izolacji prze-
prowadzono zgodnie z zalaczonym protokoltem. Do detekcji kretkow B. burgdorferi s.1.
zastosowano metod¢ PCR. Amplifikowano fragment genu fla, kodujacego bialko rzg¢sko-
we flagelling. Startery zastosowane do reakcji, BFL1: 5°- GCT CAATAT AAC CAA ATG
CAC ATG -3’ oraz BFL2: 5°-CAA GTC TAT TTT GGA AAG CAC CTAA- 3°, Pracownia
Syntezy Oligonukleotydow Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie (15), byly
komplementarne do wszystkich znanych sekwencji genu fla B. burgdorferi s.1.

W sklad mieszaniny reakcyjnej przygotowywanej w objetosci 25 pl wchodzily:
12,5 pl PCR Master Mix, 2-krotnie st¢zony (Promega, USA); 2.5 pl kazdego ze starterow
o stezeniu 10 uM; 5 ul DNA; 2,5 ul sterylnej, dejonizowanej wody (Eppendorf, Niemcy).
Reakcja PCR odbywala si¢ w termocyklerze typu Mastercycler Personal (Eppendorf, Niem-
cy) i skladala si¢ z nastgpujacych etapdéw: denaturacja wstgpna w 94°C przez 2 min, na-
stepnie 40 cykli obejmujacych denaturacje w 94°C przez 30 sekund, przylaczanie starte-
réow w 60°C przez 60 sekund, wydtuzanie w 72°C przez 60 sekund; Koncowe wydluzanie
w 72°C przez 60 sekund.

Jako kontrol¢ dodatnia zastosowano wzorcowy DNA B. burgdorferi s.1. (DNA — Gdansk,
Polska), z kolei kontrola negatywna byla mieszanina reakcyjna, do ktérej zamiast DNA
dodawano sterylng, dejonizowana wode¢ (Eppendorf, Niemcy). Produkty reakcji PCR roz-
dzielano na 2% zelu agarozowym barwionym bromkiem etydyny (1%, Serva, Niemcy)
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przy napieciu 100V przez okolo 1,5 h (Sigma Maxi Horizontal Gel Electrophoresis model
SHU 20, Sigma — Aldrich, Niemcy). Wielko$¢ amplifikowanego fragmentu wynosila
442 pary zasad. Jako wzorca mas czasteczkowych uzyto markera wielkosci DNA M1
(pUC19/MspI) (DNA — Gdansk, Polska). Zele analizowano w promieniach §wiatla UV
przy uzyciu transiluminatora (BTX-20M, CBS Scientific, USA), a nast¢pnie fotografowa-
no (Kodak Digital Science 1D Image Analysis Software, Eastman Kodak, USA).

WYNIKI

W badaniach prowadzonych na terenic powiatu tarnogorskiego i kompleksu lesnego
Gliwice w latach 2001-2003 na 233 badanych kleszczy I. ricinus u 14,2% wykryto obec-
no$¢ DNA B. burgdorferi s.1 (tab. I).

W roku 2001 na 85 badanych kleszczy zakazonych B. burgdorferi bylo 14 (16,5%),
w 2002 na 114 zakazonych bylo 15 (13,2%), a w 2003 na 34 kleszcze zakazenie stwierdzo-
no u 4 (11,8%). W badanym okresie zebrano tacznie 129 samic, 76 samcoéw oraz 28 nimf.
Odsetek zakazonych poszczegdlnych stadidow rozwojowych 1. ricinus ksztaltowal si¢ na-
stepujaco: w 2001 1. stwierdzono 26,8% zakazonych samic, 22,2% samcow i 5,6% nimf;
w 2002 r.: 14,7% samic, 9,7% samcow i az 12,5% nimf; a w 2003 r.: 21,4% samic, 5,6%
samcow oraz 0% nimf,

Poréwnujac trzyletni okres badan, najwyzszy odsetek kleszczy zakazonych B. burg-
dorferi s.1. stwierdzono wsrdd samic (16,3%), nieco nizszy u samcow (13,2%), a wyraznie
najnizszy u nimf (7,1%). W 2002 r. obserwowano znaczni¢ nizszy procent zakazonych
samic, natomiast nimfy zakazone byly w wyzszym procencie niz w pozostalych latach.

Tabela I. Wystepowanie kretkow Borrelia burgdorferi sensu lato w réznych stadiach rozwo-
jowych kleszezy Ixodes ricinus w latach 2001-2003
Table I. Occurrence of spirochetes Borrelia burgdorferi sensu lato in different development
stages in Ixodes ricinus ticks in 2001-2003
Stadium rozwojowe )
- mf Ogolem
Lata samice samce v
K K K K
. % . % t % t %
7 6 1 14
2001 40 26,8% 27 22.2% 18 5,6% 83 16,5%
11 3 1 15
2002 7 14,7% 3 9,7% 8 12,5% 14 13,2%
3 1 0 4
2003 14 21,4% 18 5,6% 2 0% 34 11,8%
21 10 2 33
Razem| 1291 1630, | 70 132% | 28 71% | B3] 140%

n — liczba zebranych kleszczy

K/% — liczba i1 odsetek zakazonych kleszczy

n — number of collected ticks

K/% — number and percentage of infected ticks
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501,489 bp
404 bp
331bp
242 bp
190 bp
147 bp
111, 110 bp

Sciezka 1 — kontrola negatywna

Sciezka 2 — kontrola pozytywna

Sciezka 4, 8, 9 — produkty amplifikacji fragmentu genu fla (strzatki wskazujg produkty wielkosci
442 par zasad)

Sciezka 3, 5, 6, 7 — brak produktu amplifikacji fragmentu genu fla

Sciezka 10 — wzorzec wielkosci DNA - M1

Lane 1 — negative control

Lane 2 — positive control

Lane 4, 8, 9 — amplification products of fla gene fragment (arrow indicates products of 442 bp size)
Lane 3, 5, 6, 7 — absence of amplification products of fla gene fragment

Lane 10 — DNA - M1 size marker

Rye. 1. Zel agarozowy z rozdzielonymi produktami amplifikacji fragmentu genu fla
Fig. 1. Agarose gel with separated amplification products of fla gene fragment

Na wszystkich badanych terenach stwierdzono kleszcze zakazone kretkami B. burg-
dorferi. Wyjatkowo wysoka ckstensywnoscia zakazenia I. ricinus charakteryzowaly si¢
tereny rekreacyjne w Swierklancu (45%) oraz tereny lesne w okolicach Zielonej (37%).
Natomiast najnizszy stopien zainfekowanych kleszczy stwierdzono w Tarnowskich Go6-
rach (5,7%).

Rycina 1 przedstawia rozdzial elektroforetyczny na zelu agarozowym produktow am-
plifikacji DNA izolowanego z kleszczy. Obecnos$¢ w zelu produktu reakcji PCR wielkosci
442 par zasad swiadczy o pozytywnym wyniku testu (probki 4, 8, 9).

DYSKUSJA

W zwiazku z narastajacym problemem epidemiologicznym, jaki stanowi borelioza
z Lyme, duzego znaczenia nabiera ocena $rodowiskowych uwarunkowan pojawiania si¢
tej choroby w réznych regionach kraju.

Na terenie Polski kleszcze 1. ricinus wykazuja zréznicowany stopien zakazenia B. burg-
dorferi, wahajacy si¢ w szerokich granicach 0,77-58% (12,13). Najnizsza ekstensywnos¢
zakazenia I. ricinus wynoszaca tylko 0,77% (koszalinskie, krosnienskie, suwalskie) podala
Tylewska-Wierzbanowska i wsp. (12). W wojewodztwie olsztyfiskim stopien zakazenia klesz-
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czy B. burgdorferi oceniono na 11-35% (16). Natomiast na terenach rekreacyjnych Trdj-
miasta stwierdzono 10,5% zakazenia. Najwyzszy poziom infekcji obserwowano u samcow
18,9%, nizszy u samic 14,9%, a najnizszy u nimf 8,2% (17). Badania nad prewalencja
zakazenia kleszczy I. ricinus kretkami B. burgdorferi s.1. w latach 1998-2001 na Pojezie-
rzu Mazurskim wykazaly sezonowa réznice zainfekowania kleszczy: 11,7% wiosna, a 2,6%
jesienia. Najwyzszy odsetek zakazonych kleszczy (22,8%) stwierdzono ws$rdd samic,
a odsetek zarazonych samcow wynosil 13%, nimf 10,5%, a larw 7,4% (18). Badania Wo-
deckiej i Sawczuk (19) prowadzone w latach 1998-2001 (metodq PCR) i Humczewskiej
i wsp. (20) w latach 1996-1998 (metoda IFA), w pdlnocno-zachodniej Polsce wykazaly
w badanych populacjach kleszczy zakazenie B. burgdorferi wynoszace 4,4% oraz 10-19%.
Michalik i Rejmenciak (21) wykazali w okolicach Poznania (metoda IFA) $rednia eksten-
sywno$¢ zakazenia kleszczy wynoszaca 22% (20,5% nimf, 23,8% samcow i 31,0% samic).

Dane z poludniowo-wschodnich regionow Polski (wojewddztwo zamojskie, krakow-
skie, suwalskie i katowickie) wykazaly, ze odsetek postaci dojrzalych kleszczy zakazonych
kretkami wynosit okoto 4%, a larw az do 58,3% (13). Badania prowadzone w 1996 roku na
Slasku wykazaly najwyzszy odsetek zakazonych kleszczy w lasach kolo Mikolowa (17,8%
samcow i 12,7% samic) i najnizszy na obszarze Wojewodzkiego Parku Kultury i Wypo-
czynku w Katowicach (5% samcdéw i 2,9% samic) (22). W pdzniejszym doniesieniu Petko
(23) podaje, ze liczba zakazonych kleszczy wahala si¢ od 4,0-15,0%. W naszych bada-
niach uzyskali$my podobny stopien zakazenia kleszczy, wynoszacy 14,2%. Natomiast ba-
dania Stanczak i wsp. (24), prowadzone réwniez na terenie Katowic, wykazaly bardzo
wysoki procent (37,5%) zainfekowanych kleszczy.

WNIOSKI

Wilgotne lasy lisciaste i mieszane o bogatym poszyciu wystepujace na badanych przez
nas terenach rekreacyjnych wojewddztwa $laskiego tworza ekosystem, ktory zapewnia
dogodne warunki siedliskowe dla rozwoju kleszczy I. ricinus. Czgstotliwos¢ kontaktow
ludzi z kleszczami na tych terenach jest znaczna, a stwierdzony przez nas stopien zainfeko-
wania kleszczy pozwala wysuna¢ wniosek, ze istnicje zwigkszone ryzyko zakazenia kret-
kami Borrelia.
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PRESENCE OF SPIROCHETES OF BORRELIA BURGDORFERI SENSU LATO
IN IXODES RICINUS TICKS IN THE RECREATIONAL AREA
OF TARNOWSKIE GORY AND ZABRZE DISTRICTS IN 2001-2003

SUMMARY

Borrelia burgdorferi sensu lato is an aethiological factor of borreliosis. Borrelia spirochete is
transmitted to humans by ticks. The aim of the study was to estimate the spirochetes B. burgdorferi
s.1. infection in Ixodes ricinus ticks by using PCR analysis of the flagellin gene fragment. The study
was carried out in 2001-2003 in recreational areas of the Silesian Region in Poland (Tarnowskie
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o)

Gory and Zabrze administrative districts). In the 233 ticks analysed the DNA of B. burgdorferi s.1.
was detected in 33 (14,2%) cases. Further comparison of spirochetes infection percentages in ticks
during the three consecutive vegetation seasons was made.

The investigation of B. burgdorferi s.1. detection in tick populations of recreational and ende-

mic areas is important for the evaluation of the risk of infection.
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