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STRESZCZENIE

Celem pracy bylo stwierdzenie, czy kleszcze wy-
stepujace w parkach miejskich Warszawy sa zakazone
chorobotwoérczymi dla cztowieka bakteriami, takimi
jak: Borrelia burgdorferi sensu lato, Rickettsia spp,
i Coxiella burnetii. Zebrano 244 kleszcze Ixodes rici-
nus w Lazienkach Krolewskich, w Parku Sowinskiego,
Parku Ujazdowskim, Parku Fort Bema i na Polach
Mokotowskich. W celu wykrycia poszukiwanych
bakterii zastosowano technike PCR. Wykazano, ze
6,1% kleszczy z parkow Warszawy jest zakazonych B.
burgdorferi sensu lato i 2,9% Rickettsia spp. Analiza
wynikow sekwencjonowania wykazata w badanych
kleszczach obecnos$¢ bakterii B. burgdorferi sensu
stricto 1 R. helvetica.

Stowa kluczowe: Ixodes ricinus, Borrelia burgdor-
feri, Rickettsia spp., Coxiella burnetii, parki miejskie
Warszawy

WSTEP

W Polsce stwierdzono wystgpowanie 19 gatunkow
kleszczy (1). Najbardziej rozpowszechnionym gatun-
kiem w Polsce jest /. ricinus. Preferuje on stanowiska
o $redniej 1 duzej wzglednej wilgotnosci powietrza od
80 do 100% w lasach lisciastych, mieszanych z silnie
rozwinigtym podszyciem i runem, obrzezach lasow,
Iakach $rédlesnych i pastwiskach w poblizu laséw. Ze
wzgledu na niewielka ruchliwo$¢ obserwuje si¢ ich
koncentracj¢ w okolicach $ciezek, ktorymi podazaja
potencjalni zywiciele. Mtodociane formy /. ricinus
wystepuja w miejscach duzego zageszczenie drobnych
kregowcow, gtownie myszy lesnych i nornic. Coraz
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czesciej notuje si¢ ich obecno$¢ w obrebie miast (parki,
prywatne ogrody) i terenéw uprzemystowionych gdzie
ryzyko zakazenia poszczegdlnymi patogenami staje
sie porownywalne do biotopoéw lesnych (2). Sg one
potencjalnym wektorem i zrédtem zakazenia takimi
drobnoustrojami chorobotworczymi dla cztowieka jak:
Borrelia burgdorferi sensu lato, Rickettsia spp., Coxiella
burnetii, Anaplasma phagocytophilum, Bartonella spp.,
Francisella tularensis, Babusia microti, wirus nalezacy
do rodziny Flaviviridae (2, 3).

Najczestszg zoonozg przenoszong przez kleszcze
jest borelioza z Lyme. Wedtug danych NIZP-PZH zapa-
dalnos$¢ w 2009 roku na t¢ chorobg w Polsce wynosita
27,1 na 100 000 mieszkancéw (4). Czynnikiem etiolo-
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gicznym zakazenia jest gatunek B. burgdorferi sensu
lato, w obrebie ktorego wyrdzniono 7 genogatunkow
chorobotworczych dla cztowieka: B. burgdorferi sensu
stricto, B. afzelii, B. garinii, B. bissetti, B. spielmanii,
B. lusitaniae, B. valaisiana (5).

Bakterie Rickettsia sp. to obligatoryjne wewnatrz-
komorkowe pasozyty, wywotujace choroby nazywane
goraczkami plamistymi (ang spotted fever group SFG).
Naterenie Polski wykrywane sg R. raoultii wystepujace
w kleszczach I. ricinus 1 Dermacentor reticulatus, R.
helvetica w 1. ricinus oraz R. slovaca w D. reticulatus
(6). W badaniach przeprowadzonych u pracownikow
lesnych przeciwciata dla riketsji przenoszonych przez
kleszcze wykryto u 14,7% badanych (7).

C. burnetii jest czynnikiem etiologicznym goraczki
Q. Jest to zoonoza wystepujaca we wszystkich strefach
geograficznych i klimatycznych (8). Badanie przepro-
wadzone w Polsce w roku 1996 wykazato obecnos¢ C.
burnetiiu 0,19% kleszczy Ixodes ricinus z wojewoddztw
kieleckiego i tarnobrzeskiego (9).

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie gatunkow
kleszczy wystepujacych w parkach miejskich Warszawy
oraz wykrycie w nich bakterii chorobotworczych dla
cztowieka, takich jak: B. burgdorferi sensu lato, Ricket-
tsia sp. z grupy goraczek plamistych oraz C. burnetii.

MATERIAL I METODY

Wybrano 5 parkow w lewobrzeznej czesci War-
szawy: Lazienki Krolewskie (powierzchnia 76 ha),
Pola Mokotowskie (68 ha), Park Sowinskiego (8,3 ha),
Park Ujazdowski (5,7 ha) oraz Park Fort Bema (22 ha).
Wybrane miejsca sg oddalone od siebie o okoto 4 km,
oprocz Lazienek Krolewskich i Parku Ujazdowskiego,
ktore dzieli odlegtos¢ 1 km. Kleszcze zbierano z ro-
slinno$ci metoda flagowania na losowo wyznaczonych

obszarach parkéw miejskich w okresie od kwietnia do
potowy pazdziernika 2009 i 2010 roku.

Na podstawie cech morfologicznych oznaczano
gatunek, stadium rozwojowe i pte¢ poszczegolnych
osobnikéw. Do czasu dalszych analiz przechowywano
je zamrozone w -18°C.

Po rozmrozeniu, kleszcze osuszano na ligninie,
nastgpnie cigto i inkubowano w 120 pl 0,7 M NH,OH,
w temperaturze 100°C, w termomikserze (Comfort,
Eppendorf AG, Hamburg) przez 20 minut. Po inku-
bacji, obnizano temperature do 70°C i odparowywano
amoniak. Po odparowaniu uzupetiano zawiesing do 50
ul sterylng woda i mieszano przez 5 minut. Nastepnie
wirowano w wirowce (Eppendorf 5415R) przez 10 min
przy obrotach 13,5 g. Po wirowaniu okoto 50 pul super-
natantu przenoszono do jalowych probowek. Materiat
zamrazano do czasu dalszych analiz (10, 11).

Lancuchowa reakcje polimeryzacji (PCR) prze-
prowadzano w termocyklerze (MiniCycler MJ Rese-
arch) przy uzyciu odpowiednich starterow (tabela I).
W celu wykrycia obecnosci DNA Borrelia burgdorferi
w kleszczach, wykorzystano pary starterow OA149,
0OA319 oraz R1, R2. Kontrole dodatnig stanowito DNA
B. burgdorferi sensu stricto. Do wykrycia obecnosci
DNA Rickettsia spp. wykorzystano startery RpCS.409d,
RpCS.1258n. Réznicowanie gatunkow, w préobach,
z ktorych uzyskano amplifikaty, przeprowadzono
z wykorzystaniem starterow Rr190-70, Rr190-701
oraz Rr17.61p, Rr17.492n. Kontrole dodatnie reakcji
stanowito DNA R. conori, R. slovaca 1 R. helvetica
(szczepy z kolekcji NIZP-PZH). Obecnos¢ DNA C.
burnetii wykrywano stosujac par¢ starterow COX-F,
COX-R. Kontrole dodatnig stanowito DNA C. burnetii
szczep Henzerling.

Rozdziat produktéw reakcji PCR prowadzono na
2,5% zelu agarozowym przez 40 minut przy napigciu
110 V i natezeniu 400A. Po rozdziale elektrofore-

Tabela I. Wykrywanie bakterii chorobotworczych dla cztowieka w kleszczach z parkow miejskich Warszawy technikg PCR.
Sekwencje starterow reakcji PCR stosowanych w wykrywaniu B.burgdorferi, Rickettsia spp. i Coxiella burnetii

Table 1.

Detection of bacteria pathogenic for human in municipal parks in Warsaw by PCR strategy. Sequences of PCR

primers used to detect B.burgdorferi, Rickettsia spp. and Coxiella burnetii

Bakteria Fragment amplifikowanego genu | Wielko$¢ produktu | Nazwa startera | Sekwencja nukleotydowa startera Pozy(ja literatury
Borrelia burgdorferi | OspA - gen biatka 170 pz 0A 149 5'-TTATGAAAAAATATTTATTGGGAAT-3" | (12)
sensu lato btony zewnetrznej 0A319 5'-CTTTAAGCTCAAGCTTGTCTACTGT-3
rrf(5S)-rrl(239) 250 pz Rrf 5'-(TG (GA GTT CGC GGG AGA-3 (13)
55/23S rRNA Rrl 5'-TCCTAG GCATTC ACCATA-3'
Rickettsia spp. gltA- gen syntazy cytrynianu 850 pz Rp(S.409d 5'-CCT ATG GCT ATT ATG CTT GC-3' (14)
Rp(S.1258n 5'-ATT GCA AAA AGT ACA GTG AACA-3
OmpA — gen biatka 630 pz Rr190-70 5'- ATG GCG AAT ATTTCT CCA AAA -3 | (15)
btony zewnetrznej Rr190-701 5'- GTT CCGTTA ATG GCA GCATCT -3
17 kDa biatko 435 pz Rr17.61p 5'- GCTCTT GCA ACTTCT ATGTT -3/ (16)
Rr17.492n 5'- CATTGT TCG TCA GGT TGG (G -3
Coxiella burnetii Is1111a — gen transpozonu 295 pz (OX-F 5- GTCTTA AGG TGG GCT GCGTG - 3 (17)
(0X-R 5'— (CCCGA ATCTCATTG ATCAGC - 3




Nr 4

Kleszcze zakazone bakteriami chorobotwoérczymi dla cztowieka

579

tycznym, zel barwiono w roztworze bromku etydyny.
Wyniki odczytywano przy wykorzystaniu systemu do
dokumentacji zeli firmy Kucharczyk.

Produkty reakcji PCR sekwencjonowano na sekwe-
natorze ABI Prism 377 DNA Sequencer (Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA). Otrzymane sekwencje
odczytywano przy pomocy programu FinchTV, a na-
stepnie sprawdzano chromatogramy w celu ich ewentu-
alnego skorygowania. Poréwnywano je z sekwencjami
znajdujacymi si¢ w bazie danych GenBank poprzez
zastosowanie algorytmu BLAST (ang. Best Local Ali-
gnment Searching Tool). Za pomocg programu ClustalX
2.0 porownywano sekwencje (ang. alignment), w celu
stwierdzenia ewentualnych réznic (polimorfizmy).

WYNIKI

Lacznie zebrano 244 kleszcze w 4 z 5 badanych
parkoéw miejskich. Nie znaleziono kleszczy na terenie
Parku Fort Bema (tab. II i III). Wszystkie kleszcze
nalezaly do gatunku /. ricinus. Najwigkszg liczbg 228
kleszczy zebrano w Lazienkach Krolewskich. Doroste
osobniki stanowity 82,8% z wszystkich stadiow rozwo-
jowych zebranych kleszczy na obszarze parkow.

DNA B. burgdorferi sensu lato wykrytou 15 (6,1%)
dorostych kleszczy, w tymu 13 (5,7%) na terenie Lazie-
nek Kroélewskich, u jednego na Polach Mokotowskich
iujednego w Parku Ujazdowskim (tab. II). Nie stwier-
dzono zakazonych larw i nimf. Ze wzgledu na matlg ilo§¢

produktu PCR (stabe prazki) zsekwencjonowano tylko
jeden fragment zamplifikowanego genu 5S/23S rRNA
kleszcza z terenu Lazienek Krolewskich. Otrzymana
sekwencja nukleotydowa wykazata 100% zgodnosci
z sekwencjg B. burgdorferi sensu stricto szczepu CA8
(accesion no. GQ247742).

DNA Rickettsia spp. (fragment genu gltA) wy-
kryto u 7 (%) kleszczy, w tym u 3 nimf i 4 dorostych
osobnikéw zebranych w Lazienkach Kroélewskich.
Fragment genu kodujacego antygen 17 kDa uzyskano
w 4 probkach, z czego 2 zsekwencjonowano. Uzyskane
sekwencje Rickettsia spp. pochodzg z 2 kleszczy w sta-
dium nimfy. Sekwencje nukleotydowe z otrzymanych
produktow PCR wykazaty 100% identyczno$¢ z se-
kwencjg GU292313 R. helvetica.

Nie stwierdzono zakazenia kleszczy bakterig C.
burnetii oraz zakazen mieszanych, tj. wiecej niz jednym
mikroorganizmem.

DYSKUSJA

Stwierdzono wystepowanie tylko jednego gatunku
kleszczy I. ricinus na terenach czterech z pigciu bada-
nych parkoéw miejskich. Najbardziej reprezentatywna
byta grupa 228 kleszczy zebranych w Lazienkach Kro-
lewskich. Zaobserwowano wyrazne skupisko kleszczy
w czgsci parku przylegajacej do ulicy Aleje Ujazdow-
skie. Lazienki Krolewskie wg wczesniej opracowane]
skali zagrozen atakami kleszczy na miejskich terenach

Tabela II Kleszcze zakazone Borrelia burgdorferi s.l. wykryte na terenach parkow miejskich Warszawy
Table II. Ticks infected with Borrelia burgdorferi s.1. detected in municipal parks of Warsaw

Park Liczba odtowionych kleszczy Liczha (%) zakazonych kleszczy
Wszystkie ) Doroste Wszystkie . Doroste
st;ldia Larwy Nimfy Samce Samice st;ldia Larwy Nimfy Samce Samice
tazienki Krolewskie 228 1 28 121 78 13(5,7) 0 0 6(5,0) 7(9,0)
Park Sowiriskiego 4 2 0 0 0 0 0 0
Pola Mokotowskie 2 0 0 1(50,0) 0 0 0 1(50,0)
Park Ujazdowski 10 6 0 1 1(10,0) 0 0 0 1(100)
Fort Bema 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Razem 244 9 33 121 81 15(6,1) 0 0 6(5,0) 9(11,1)
Tabela III Kleszcze zakazone Rickettsia spp. wykryte na terenach parkéw miejskich Warszawy
Table III  Ticks infected with Rickettsia spp. detected in municipal parks of Warsaw
Park Liczba odtowionych kleszczy Liczba (%) zakazonych kleszczy
Wszystkie ) Doroste Wszystkie . Doroste
Staydia Larwy Nimy Samce Samice st:dia Larwy Nimy Samice Samice
tazienki Krélewskie 228 1 28 121 78 7(3,1) 0 3(10,7) 3(2,5) 1(1,3)
Park Sowinskiego 4 2 0 0 0 0 0 0 0
Pola Mokotowskie 2 0 0 0 2 0 0 0 0 0
Park Ujazdowski 10 6 3 1 0 0 0 0 0
Fort Bema 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Razem 244 9 33 121 81 7(2,9 0 3(9,1) 3(2,5) 1(1,2)
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rekreacyjnych zostaly sklasyfikowane jako obszar, na
ktoérym nie wystepuja kleszcze (18). Znaczaca rdznica
migdzy poprzednimi i aktualnymi wynikami moze by¢
spowodowana przez to, ze badajacy ten park skupili si¢
na innych jego czesciach. Nie mozna tez wykluczy¢,
ze kleszcze pojawity si¢ na tym terenie pdzniej, po
czasie pierwszych badan. Uzyskane wyniki nalezatoby
weryfikowac powtarzajac badania w kolejnych latach.

Odsetek kleszczy zakazonych B. burgdorferi sensu
lato w parkach Warszawy wynidst 6,1%. Nie stwierdzo-
no zakazen larw czy nimf. Uzyskane wyniki sa zblizone
do otrzymywanych przez innych badaczy, w innych
rejonach Polski. W badaniach w miejscowosciach Da-
browa i Zwierzyniec stwierdzono, ze 4,3 % kleszczy
1. ricinus zakazonych byto tymi kretkami, w Putawach
3,4%, w Parczewie 11,4% (21). W badaniach z okolic
Tarnowskich Gor i Zabrza stwierdzono, iz najwigkszy
odsetek kleszczy zakazonych B. burgdorferi sensu
lato byt wsrod samic (16,3%), nieco nizszy u samcoOw
(13,2%), a najnizszy u nimf (7,1%) (22). W lesie Oso-
bowieckim we Wroctawiu 12,5% nimf, 29,41% samic
120% samcéw kleszczy gatunku /. ricinus zakazonych
byto B. burgdorferi sensu lato (20). Odsetek kleszczy 1.
ricinus zakazonych B. burgdorferi sensu lato zebranych
w Tréjmiescie wynosit odpowiednio 12,9% w Gdansku,
5,1% w Sopocie i 13,7% w Gdyni. Srednie zakazenie
samic kleszczy w Trojmiescie wynosito 24,3%, sam-
coOw 13,7% a nimf 7% (23). W warszawskim Lasku
Bielanskim §rednie zakazenie B. burgdorferi sensu lato
wynosito 19,2%, a w Dziekanowie Lesnym 31% (24).
W badaniu tym stwierdzono wystgpowanie czterech
genogatunkow: B. burgdorferi sensu stricto (14,2%), B.
afzelii (14,2%), B. garinii (28,6%) oraz grupe¢ kretkow
VS116 (42%).

Roéznicowanie gatunkdéw Rickettsia spp. wyka-
zalo w parkach Warszawy obecno$¢ w kleszczach R.
helvetica. Nie stwierdzono natomiast R. raoultii. We
wczesniejszych badaniach kleszczy zebranych z okolic
Warszawy stwierdzono, ze 23,4% osobnikoéw zakazo-
nych bylto R. raoultii, a 2,8% R. helvetica. R. helvetica
wykryta zostala rowniez w wojewodztwie pomorskim,
gdzie 2,9% kleszczy bylo zakazonych, w wojewodztwie
swictokrzyskim - 8,5% kleszczy i w Biatowiezy - 2,8%
kleszczy (25, 6).

Na terenach parkéw miejskich Warszawy okoto
9% kleszczy jest zakazonych réznymi drobnoustrojami
chorobotworczymi.

PODSUMOWANIE [ WYNIKI

Prezentowane wyniki oraz wczesniej uzyskane
przez innych badaczy wskazuja, ze I. ricinus bgdacy
najpospolitszym gatunkiem kleszcza w Polsce moze
mie¢ istotne znaczenie w szerzeniu si¢ zakazen B.

burgdorferi sensu lato 1 Rickettsia spp. na terenach
miejskich. Badania monitorujace krazenie tych bakterii
w $srodowisku oraz rozprzestrzenienie ich rezerwuaru
i wektora na terenach miejskich powinny by¢ okresowo
powtarzane, w celu okreslenia zagrozenia tymi choroba-
mi mieszkancow miasta, a zwlaszcza okreslonych grup
zawodowych. Nalezy zwroci¢ uwage na udziat w tych
procesach cztowieka, wptywajacego na srodowisko
poprzez pielggnacje zieleni miejskiej, gospodarke od-
padami i zagospodarowanie przestrzenne. Odpowiednie
dziatania mogg doprowadzi¢ do ograniczenia wzrostu
populacji kleszczy i gryzoni, ktore stanowia wazny
element w procesie szerzenia si¢ chorob przenoszonych
przez kleszcze, co spowoduje zmniejszenie ryzyka za-
kazenia i zachorowania na choroby przenoszone przez
kleszcze.
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