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Oceniono metodg tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) wystepowanie czyn-
nika etiologicznego choroby z Lyme - kretkdw Borrelia burgdorferi sensu lato
-w 51 kleszczach Ixodes ricinus odtowionych z 21 stanowisk - gtdwnie na terenie
Wielkopolski - w latach 1948-1987. Obecnos¢ kretkdw stwierdzono w 3 (5,56%)
kleszczach.

Kleszcze I. ricinus jako wektor i rezerwuar kretkow Borrelia burgdorferi sensu lato,
czynnika etiologicznego kretkowicy kleszczowej (boreliozy z Lyme, choroby z Lyme),
czesto wielonarzadowej, przewleklej, o fazowym przebiegu i nie do konca rozpoznanej
etiopatogenezie (8) choroby u ludzi, odgrywajg kluczowg role w epidemiologii tej
choroby (4, 10). Sg one w Polsce pospolite i szeroko rozpowszechnione (7). Réwniez
na terenie Wielkopolski znane sg liczne stanowiska kleszczy tego gatunku (7).

Wstepna ocena zakazenia kretkami B. burgdorferi sensu lato kleszczy 1. ricinus na
tym terenie, dokonana w oparciu o metode PCR z wykorzystaniem oligonukleoty-
dowych starterdw rozpoznajagcych chromosomalng sekwencje swoistg dla kretkow
B. burgdorferi sensu lato wykazata, ze od 11,5 do 46,8% kleszczy jest zakazonych
kretkami (3).

W niniejszej pracy dokonano analizy obecnosci DNA kretkéw B. burgdorferi
sensu lato w kleszczach ze znajdujacej sie obecnie w posiadaniu katedry Biologii
i Parazytologii Slaskiej Akademii Medycznej w Katowicach muzealnej kolekcji klesz-
czy zebranych gtdéwnie na terenie Wielkopolski w latach 1948-1987 przez prof. Jana
Rafalskiego z Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu.

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

Analizowana kolekcja liczyta 58 kleszczy: 14 larw, 16 nimf i 28 postaci dorostych
(17 samic, 11 samcOw) z gatunku |I. ricinus (Linnaeus, 1758) zebranych w latach
1948-1987 w 21 miejscach, ktorych lokalizacje podano w tabeli I. Kleszcze przecho-
wywano w alkoholu. Do badan metodg PCR wykorzystano 51 kleszczy; odrzucono
7 samic ze wzgledu na nadmierne opicie krwig.

Tabela |. Wystepowanie kretkdw B. burgdorferi sensu lato w kleszczach I. ricinus z kolekcji
muzealnej

* kleszcze nie badane

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

Reakcje amplifikacji prowadzono w termocyklerze Mastercycler (Eppendorf,
Hamburg, Niemcy) uzywajac starteréow BOR1 i BOR2 (BORI:5-CCA ACT TTA
TCA AAT TCT GC-3’; BOR2: 5-CCA AAT ACA GAA AAA TCG CTT-3)).
Pietnascie u\ ekstraktu DNA z badanej prébki dodawano do 10 //T mieszaniny odczyn-
nikéw. Stezenie koncowe odczynnikéw uzytych w reakcji amplifikacji bylo naste-
pujace: 200 /iM kazdego z czterech dezoksyrybonukleotydotrojfosforanow (dezoksy-
adenzynotréjfosforan, dezoksytymidynotrojfosforan, dezoksyguanozynotrojfosforan
i dezoksycytozynotréjfosforan); 1/iM kazdego ze starterow; 10 mM Tris-HCI pH 8.4;
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50 mM KC1; 2 mM MgCI2; 0.001% w/v zelatyna; 20 U/ml polimeraza DNA
(AmpliTaq, Perkin Elmer Cetus Corp., Norwalk, CT, USA). Reakcja obejmowata,
po wstepnej denaturacji przez 5 min., 35 cykli: temp. 92°C - 15 sek., temp. 55° - 1 min.
15 sek., temp. 72°C - 1 min. 15 sek. oraz koricowg 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. Kazda seria reakcji obejmowata oprécz
préb badanych kontrole dodatnig (amplifikacja DNA wyizolowanego ze szczepu
B. burgdorferi B31) oraz kontrole ujemng (zamiast DNA dodawano wodg).

WYNIKI

Badaniom poddano 51 kleszczy, w tym 14 larw, 16 nimf i 28 postaci dorostych
(17 samic, 11 samcéw) zebranych z 21 stanowisk. Obecnos¢ DNA B. burgdorferi
stwierdzono w 3 (tj. 3,56%) przebadanych kleszczach. Wszystkie trzy zakazone klesz-
cze, w stadium nimfy, pochodzity z tego samego miejsca - terenéw rekreacyjnych na
Golecinie w Poznaniu. Dwie zakazone kretkami nimfy zebrane zostaty w czerwcu
1952 roku (zebrano 3 larwy i 7 nimf), jedna w sierpniu 1987 (zebrano 2 nimfy).

OMOWIENIE

Badania obecnosci kretkow B. burgdorferi sensu lato w kleszczach Ixodes ricinus
prowadzone w Polsce (3, 5 6, 11, 12) i innych krajach (2), wskazuja, ze czestos¢
wystepowania zakazonych kleszczy jest zroznicowana. W roznych rejonach Niemiec
zakazonych jest od 11 do 34% postaci dojrzatych, w Szwajcarii - 5-34%, w Szwecji
- 3-23%, na Litwie - 9-12% (4). Z badan Wegner i wsp. (11) prowadzonych metodg
immunofluorescencji posredniej wynika, ze czestos¢ zakazenia kleszczy kretkiem
B. burgdorferi w woj. olsztyriskim w roku 1993 wynosita Srednio 11,5%, a na nie-
ktérych stanowiskach dochodzita do 35,7%. Prowadzone przez ten sam zespot i takg
samg metodg badania na terenie woj. biatostockiego w roku 1994 wykazaty obecnosé
kretkéw u 8,8% kleszczy (12). Natomiast w badaniach Sinskiego i wsp. (6) prowa-
dzonych ta 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%. Ogoétem u przebadanych 191 kleszczy, B. burgdorferi
stwierdzono w 15,1% przypadkéw (6). Pet'ko i wsp. (5) stwierdzili na terenie Kato-
wic i Mikotowa (Gérny Slask) oraz w péinocno-zachodniej czesci wojewodztwa
tarnowskiego, ze liczba zakazonych kretkami dorostych kleszczy wahata sie od 4,0 do
15,0% z 791 zbadanych okazéw. Tylewska-Wierzbanowska i wsp. (9) analizujac
metodg PCR obecno$¢ kretkow B. burgdorferi w 1580 kleszczach zebranych na tere-
nie calej Polski stwierdzili obecno$¢ kretkow tylko w 12 (0,77%) kleszczach. Przy-
czyng znalezienia kretkow Bb w tak matej liczbie kleszczy moze by¢ ograniczenie
analizy produktu PCR tylko do techniki elektroforetycznej. Jak wynika z obserwacji
wiasnych, produkt PCR nie zawsze wystepuje w ilosciach dajacych sie uwidocznié
w zelu agarozowym i niezbedna jest jego detekcja przez hybrydyzacje ze swoistg
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sondg. Nie bez znaczenia wydaje sie tez metoda pozyskiwania kleszczy do badan
(w wiekszosci byly to pojedyncze kleszcze przesytane do PZH).

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki otrzymano badajgc kleszcze zebrane
w sposob podobny jak kleszcze analizowane przez Wierzbanowska i wsp. (9). Z reguty
byty to pojedyncze okazy. Tylko w 7 przypadkach liczebno$¢ zebranych na jednym
stanowisku kleszczy byta wieksza niz 3 okazy. Z wczesniejszych badan wynika, ze
Srednio ok. 25% kleszczy moze by¢ na terenie Wielkopolski zainfekowanych kret-
kami wywotujgcymi borelioze z Lyme (3). Zdecydowanie nizszy odsetek zakazonych
kleszczy z kolekcji muzealnej nie jest w naszej opinii odbiciem rzeczywistej czestosci
wystepowania kretkow Bb w kleszczach.
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OCCURENCE OF BORRELIA BURGDORFERI SENSU LATO SPIROCHAETES
IN IXODES RICINUS TICKS FROM MUSEUM COLLECTION EVALUATED
BY POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR) METHODS

SUMMARY

Ixodes ricinus ticks (total n=51:14 larvae, 16 nymphs, 17 females and 11 males) collected at
21 different sites during 1948-1987 were examined individually for the presence of Borrelia burgdor-
feri sensu lalo spirochaetes. Detection of spirochaetes was carried out by polymerase chain reaction
(PCR) using primers complementary to chromosomal sequence. Borreliae were found in 3 (3,56%)
examined ticks (nymphs) collected at the same site (two in June, 1952 and one in August, 1987). The
low number of infected ticks found in this investigation do not reflects real infection rate in tick
population.
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