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W zwigzku z narastajgcym problemem zachorowari ludzi na borelioze (choro-
be z Lyme) podjeto prébe oceny zakazenia kleszczy Ixodes ricinus przez Borrelia
burgdorferi s.I. w dwoch réznych biotopach lesnych. Badania prowadzono wiosng
i latem 1996 roku w Lasku Bielanskim w Warszawie i w Dziekanowie LeSnym
k. Warszawy. Zbadano tacznie 162 kleszcze metodg immunofluorescencji posred-
niej (IEA). Zakazenie kleszczy Borrelia burgdorferi s.I. wynosito $rednio 19,2%
w Lasku Bielanskim oraz 31% w Dziekanowie Lesnym. W prébach DNA izo-
lowanego z pojedynczych kleszczy wykazano zakazenie 4 gatunkami Borrelia:
B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. garinii oraz grupg kretkéw VS116. Przedstawio-
ne wyniki wskazujg na wysokie ryzyko zakazenia B. burgdorferi s.I. w parkach
i lasach podmiejskich, gdzie endemicznie wystepujg kleszcze I. ricinus.

Borrelia burgdorferi, kretek z grupy Spirochetae jest etiologicznym czynnikiem
boreliozy (choroby z Lyme) u ludzi. Kretki te sg przenoszone przez kleszcze z rodzaju
Ixodes. W Europie gtownym wektorem dla B. burgdorferi jest do$¢ powszechnie
wystepujacy Ixodes ricinus (2). Z wczesniejszych badan prowadzonych w Polsce
wynika, ze w rejonach endemicznych dla 1. ricinus od 15 do 20% badanych kleszczy
jest zakazonych B. burgdorferi (10, 12, 15).

W Polsce, mimo iz w ostatnich latach zauwaza si¢ staty wzrost zachorowan ludzi na
borelioze, nie dokonuje sie wlasciwej oceny srodowiskowych uwarunkowan pojawiania
sie tej choroby. Nie sg objete doktadnymi badaniami biotopy lesne i parki, atrakcyjne
tereny rekreacyjne i turystyczne, czesto odwiedzane przez ludzi. Nie jest réwniez poznany
stopien zakazenia kleszczy i ich udziat w transmisji tego patogenu w tych srodowiskach.
W zwigzku z tym, podjeto prébe oceny ekstensywnos$ci zakazenia B. burgdorferi sensu
lato (s.l.) oraz okreslenie genogatunkéw Borrelia w wybranych populacjach kleszczy
I. ricinus wystepujacych w Warszawie, w Lasku Bielanskim oraz w otulinie Kampino-
skiego Parku Narodowego, w Dziekanowie LeSnym.

* Praca byta czesciowo finansowana z grantu KBN Nr 6P04C04713.



432 E. Sinski, S.G.T. Rijpkema Nr 4

MATERIAL | METODY

Kleszcze |I. ricinus odtawiano metodg flagowania w okresie wiosennym i letnim
1996 roku, w dwdéch wybranych lesnych biotopach w Dziekanowie Lesnym k. War-
szawy i w Lasku Bielanskim w Warszawie. W kazdym z tych biotopéw flagowano po
3 powierzchnie stanowigce ok. 100 m2. W celu okreslenia ekstensywnosci zakazenia
kleszczy B. burgdorferi s.I. stosowano metode immunofluorescencji posredniej (IFA)
z wykorzystaniem swoistych przeciwciat kroliczych anty B-31. Preparaty do badan
IFA sporzadzano z zywych nienapitych kleszczy. Robiono rozmazy z kleszczy roz-
gniatanych pojedynczo w dotkach na szkietkach do immunofluorescencji. Roz-
mazy utrwalano w acetonie przez 20 min. Pierwsze przeciwciato (surowice kroliczg
anty B-31) rozcieficzano 1:100, drugie przeciwciato znakowane FITC (surowice kozy
anty krélicze 1gG) rozcieficzano 1:150. Inkubacje prowadzono w komorze wilgotnej;
pierwszg przez 20 min, drugg przez 30 min w ciemnosci. Preparaty ptukano w PBS
pH 7,3. Preparaty przeglagdano w mikroskopie Olympus AX70, pod immersja, przy
powiekszeniu 400 X, uzywajac filtru 490 fim. Kazdorazowo prowadzono bada-
nia kontrolne z surowicg dodatnig (krolik anty B-31) oraz z surowicg kroliczg
ujemng w kolejnych rozcienczeniach od 40 do 1280, uzywajac wzorcowy antygen
Lyme-Spot IF firmy bioMerieux, Francja. Przy uzyciu tej metody zbadano igcznie
162 kleszcze, w tym: 56 nimf, 57 samic i 49 samcow.

Metodg tanicuchowej reakcji polimerazowej (nested PCR) wg Rijpkema i wsp. (7)
badano 20 samic . ricinus zebranych w Dziekanowie Le$nym w maju 1996 r. Klesz-
cze przeznaczone do badan metodg PCR przechowywano w 70% alkoholu etylowym.
W celu okre$lenia genogatunkéw Borrelia zmienny region pomiedzy 5S rRNA i 23S
RNA (Schwartz i wsp. (9)) byt amplifikowany w PCR (Saiki i wsp. (8)) i fragmen-
towany przy uzyciu Dral. W skrécie, reakcje PCR prowadzono w objetosci 25 /T
0,625 jednostki polimerazy Tag DNA (Amplitag, Perkin Elmer, Roche Molecular
System, New Jersey), bufor Saiki z dodatkiem 3 mM MgCI2, 200 /M neukleotydow
(dATP, dCTP, dGTP i dTTP), po 5 pmol startera 5SC (5-GGG AGA GTA GGT
TAT TGC CAG GG-3") i 23SN (5-CCA TAG ACT CTT ATT ACT TTG ACC-3’)
oraz 10 ng genomowego DNA. Reakcje przeprowadzono w termocyklerze Hybuid
Omnigene TR3 SM2, Biozym (Holandia). Wstepna denaturacje prowadzono przez
3 min w 94°C, po ktdrej nastepowato 25 cykli w temperaturach: 94°C przez 1 min.,
57°C przez 1 min., 72°C przez 1 min. Produkt PCR by} precypitowany w etanolu
i trawiony z Dral (Boehringer Mannheim, Niemcy). Fragmenty DNA byly analizo-
wane w 4% zelu agarozowym (FMC Bioproducts, Maine).

WYNIKI

Liczbe kleszczy odtawianych i badanych oraz $rednie warto$ci zakazenia kleszczy
B. burgdorferi s.I. w poszczegélnych miesigcach, w obu badanych biotopach lesnych,
obrazujg tabele i Il. Dane te wskazuja, ze zakazenie kleszczy z Dziekanowa Le$nego
Srednio wynosito 31%, natomiast z Lasku Bielafskiego 19,2%. Kleszcze pochodzace
z Dziekanowa LesSnego byly znacznie czesciej zainfekowne B. burgdorferi s.l. niz
kleszcze pochodzace z Lasku Bielarskiego. Natomiast na terenie Lasku Bielariskiego
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Tabela |I. Liczba kleszczy Ixodes ricinus badanych i zakazonych przez B. burgdorferi s.I. w dwaoch
réznych biotopach lesnych.

odtawiano trzykrotnie wiecej (tacznie 120 sztuk wszystkich form rozwojowych) klesz-
czy w porownaniu z Dziekanowem Lesnym (42 sztuki).

Poréwnanie wynikdw zakazenia kleszczy B. burgdorferi s.I. wykrywanych meto-
dami IFA i PCR, jak rowniez procent identyfikowanych genogatunkdw przedstawia
tabela 111. Przy uzyciu metody IFA wykazano zakazenie u 5 na 16 (31,2%) badanych
kleszczy, natomiast w PCR u 7 na 20 (35%) badanych kleszczy. Metodg PCR
wykazano w badanych prébach DNA obecno$¢ 4 genogatunkéw Borrelia: B. burg-
dorferi s.s., B. afzelii, B. garinii oraz grupe kretkéw VS116. W prébach DNA domi-
nowaty sekwencje genomu charakterystyczne dla B. garinii i VS116 (28,6% i 42,8%).
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DYSKUSJA

Rozprzestrzenienie i ekologia I. ricinus, najbardziej pospolitego kleszcza w Polsce,
jest znana od szeregu lat (11). ROwniez dobrze wiadomo, ze ten gatunek kleszcza
moze wystepowac w parkach miejskich oraz innych biotopach lesnych na obrzezach
wielkich miast. Jednakze, do tej pory mato jest danych dotyczacych oceny stopnia
ryzyka zakazenia przez B. burgdorferi s.l. w tych biotopach czesto uczeszczanych
przez ludzi. Stosunek kleszczy zakazonych B. burgdorferi s.I. do badanych w obu
biotopach leSnych byt wysoki i wynosit srednio 19,2% dla Lasku Bielanskiego i 31%
dla Dziekanowa Le$nego. Wyniki te, jak i inne wczesniejsze badania (9, 14) wskazujg
na to, ze /. ricinus, najczesciej wystepujacy w Polsce gatunek kleszcza z rodzaju
Ixodes, moze miec istotne znaczenie w szerzeniu sie zakazen B. burgdorferi.

Mato poznane bylo dotychczas zréznicowanie kretkow B. burgdorferi s.l. na ga-
tunki typowe dla ptakéw (B. garinii) i gryzoni (B.afzelii) u kleszczy w badanych
biotopach lesnych. Dotychczas przy uzyciu technik molekularnych scharakteryzowa-
no w Europie trzy odrebne genogatunki, tj. B. burgdorferi sensu stricto (s.s.) B. garinii
i B. afzelii (1). Strle i wsp. (13) okre$laja te organizmy jako odrebne gatunki. Wymie-
nione gatunki sg traktowane tgcznie jako B. burgdorferi s.l., a liczne gatunki dziko-
zyjacych ssakow i ptakow sg naturalnym rezerwuarem dla tych bakterii. B. afzeliijest
gatunkiem stwierdzanym u gryzoni (Rodentia), a wsrdd nich u leSnych myszowatych
(Muridae) (4). B.garinii w Europie wystepuje u ptakdéw z rodziny drozdowatych
(Turdidae) i trznadlowatych (Emberizidae) (3).

Przedstawione badania PCR wskazujg na wystepowanie w biotopie leSnym od-
rebnych gatunkéw Borrelia w obrebie B. burgdorferi s.l. Analiza taka moze mie¢
istotne znaczenie, gdyz bardzo zréznicowane objawy kliniczne boreliozy coraz czes-
ciej przypisuje sie poszczegolnym gatunkom B. burgdorferi sl. (3, 6, 14). Dlatego,
w celu nalezytej oceny epidemiologii boreliozy istnieje potrzeba dalszych badan nad
zoonotycznym rezerwuarem poszczeg6lnych gatunkéw B. burgdorferi s.l., ktdre jak
wiadomo moga by¢ przyczyng réznej patogenezy tej choroby u ludzi.

Zbyt mata liczba przebadanych kleszczy nie pozwala na ocene wihasciwej eksten-
sywnosci zakazenia B. burgdorferi w badanych biotopach. Jednakze, przedstawione
wyniki wskazujg na to, iz kleszcze 1. ricinus wystepujgce w parkach i lasach podmiej-
skich, ktore ze wzgledu na swoje walory rekreacyjne sg czesto uczeszczane przez
ludzi, moga by¢ zrédiem zakazeri B. burgdorferi s.I.

E. Sinski, S.G.T. Rijpkema

PREVALENCE OF BORRELIA BURGDORFERI S.L. INFECTION IN IXODES RICINUS
AT URBAN AND SUBURBAN FOREST HABITATS

SUMMARY

The aim of this preliminary study was to estimate the risk of infection of Ixodes ricinus ticks by
the agent of Lyme disease - Borrelia burgdorferi s.I. (Acari: Ixodidae).Ticks were collected from the
vegetation during May - August 1996 at two different forest habitats: Dziekandw Les$ny near
Warsaw and Lasek Bielanski in Warsaw. Prevalence of B. burgdorferi infection of the nymphs and
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adults ticks was assessed by indirect immunofluorescence and polymerase chain reaction (PCR). Tick
occurrence during time of sampling was greater in Lasek Bielanski than in Dziekanéw Lesny. In both
forest habitats ticks were infected with B. burgdorferi s.I., and prevalence of infection ranged from
19,2% in Lasek Bielanski to 31% in Dziekanow Le$ny. Four species of B. burgdorferi s.I. were
identified in the ticks: B. burgdorferi s.l., B. garinii, B. afzelii and group VS116. This study shows that
suburban forest and urban park habitats where 1. ricinus is present are risk areas of human infection
with Lyme disease spirochaetes.
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