36 DOI: dx.doi.org/10.21521/mw.6718 Med. Weter. 2023, 79 (1), 36-43

Praca oryginalna Original paper

Molekularna identyfikacja Borrelia burgdorferi,
Anaplasma phagocytophilum, Francisella tularensis
| Goxiella burnetii w kleszczach w wybranych
rejonach Polski wschodniej]*

MARCIN WEINER', MALGORZATA TOKARSKA-RODAK?,
PATRYCJA TEODOROWICZ?, ANNA PANCZUK?

'Wydziat Nauk Technicznych, 2Wydziat Nauk o Zdrowiu, Akademia Bialska Nauk Stosowanych im. Jana Pawia II,
ul. Sidorska 95-97, 21-500 Biata Podlaska
3Centrum Badan nad Innowacjami, ul. Sidorska 107, 21-500 Biata Podlaska

Otrzymano 30.06.2022 Zaakceptowano 18.09.2022

Weiner M., Tokarska-Rodak M., Teodorowicz P., Panczuk A.

Identification of Borrelia burgdorferi, Anaplasma phagocytophilum, Francisella tularensis
and Coxiella burnetii in ticks from selected regions of north-eastern Poland

Summary

Tick-borne diseases (TBD) are an increasing health problem for humans, pets, and livestock. It is closely
related to the increasing frequency of ticks. The aim of the study was to identify Borrelia burgdorferi, Anaplasma
phagocytophilum, Francisella tularensis, and Coxiella burnetii in ticks from selected regions of north-eastern
Poland. The material for molecular tests were ticks belonging to two species: Dermacentor reticulatus (meadow
tick) and Ixodes ricinus (common tick), collected in the period from July 2020 to June 2021. The studies were
performed on arachnids collected mostly from the ground (90.4%), as well as removed from dogs (8.4%) and
humans (1.2%). The genetic material was amplified by PCR in the multiplex PCR variant (B. burgdorferi and
A. phagocytophilum) and single PCR (F. tularensis, C. burnetii). Only 9 out of 500 ticks tested showed genetic
material indicating infection with the above-mentioned microorganisms (1.8%). D. reticulatus ticks dominated
in this group. The highest number of ticks, that is seven D. reticulatus and one I ricinus, were infected with
B. burgdorferi. Only one 1. ricinus tick (0.3%) and one D. reticulatus tick (0.2%) carried genetic material of
A. phagocytophilum. In the latter case, it was a co-infection with B. burgdorferi. Tests on ticks showed a low
degree of infection with B. burgdorferi and A. phagocytophilum bacteria (1.8%) and no genetic material of
E tularensis or C. burnetii. On the other hand, one D. reticulatus tick was coinfected with B. burgdorferi and
A. phagocytophilum (0.2%). The low percentage of infected I ricinus ticks may have been due to the small
number of specimens examined, which in turn resulted from the fact that D. reticulatus was the dominant tick
species in the research area.

Keywords: Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorferi, Coxiella burnetii, Francisella tularensis, ticks, PCR

Choroby przenoszone przez kleszcze (Tick-borne
diseases, TBD) stanowig coraz wigkszy obszar zain-
teresowania weterynaryjnej ochrony zdrowia publicz-
nego, wynikajacy z rosngcej czgstosci wystgpowania
kleszczy. Wzrost ten przypisuje si¢ wielu czynnikom,
w tym zmianom klimatu oraz urbanizacji i modyfikacji
siedlisk bytowania kleszczy (15, 17). Do niedawna
glowne siedliska kleszczy obejmowaty Igki i tereny
lesne. Kleszcze sg jednak przyktadem gatunkow, ktore

* Badania wykonano w ramach realizacji projektu z Funduszu Rozwoju Nauki
Panstwowej Szkoly Wyzszej im. Papieza Jana Pawta II w Biatej Podlaskiej pt.
,Badania molekularne w kierunku patogenow przenoszonych przez kleszcze”
(PB_25_2020).

przystosowujg si¢ do nowych warunkéw, stad coraz
czesciej spotyka sie je na obszarach miejskich 1 pod-
miejskich, takich jak parki miejskie lub lasy podmiej-
skie (17, 19, 32, 34). Sytuacja ta zwigksza ryzyko
ekspozycji na kleszcze i ewentualne zakazenie prze-
noszonymi przez nie patogenami ludzi oraz zwierzat.

Zaréwno w Europie, jak i w Stanach Zjednoczonych
najczestsza chorobg przenoszong przez kleszcze jest
borelioza. Czynnikiem etiologicznym tej choroby sg
specyficzne genogatunki Gram-ujemnych kretkow
z kompleksu Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.)
(25, 39). Wsrdd obecnie opisywanych genogatunkow
dominujacymi patogenami boreliozy w Europie sa:
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B. afzelii, B. garinii, B. bavariensis (dawniej B. garinii
OspA typ 4) oraz B. burgdorferi (B. burgdorferi sensu
stricto) (39). Obraz kliniczny boreliozy jest bardzo
zroznicowany. Charakterystycznym objawem skor-
nym choroby jest rumien wedrujacy, ktory pojawia
si¢ kilka dni lub tygodni po poktuciu przez zakazo-
nego kleszcza. Zmiana zazwyczaj zaczyna si¢ jako
czerwona plamka lub grudka i rozszerza si¢ w ciagu
dni do tygodni z centralnym przejasnieniem lub bez.
W Europie najczgsciej obserwowang pozaskorna po-
stacig boreliozy jest neuroborelioza, objawiajaca SIQ
u dorostych pacjentdow w postaci zapalenia opon mo-
zgowo-rdzeniowych (39). Zakazenia tymi bakteriami
stwierdzane sg rowniez u wielu gatunkow zwierzat
wolno zyjacych, domowych oraz towarzyszacych,
w tym przede wszystkim u pséw, kotow, koni, bydta
oraz jeleniowatych; wystepujg one rowniez wsrod pta-
koéw, ktore odgrywaja istotng rolg w rozprzestrzenianiu
si¢ zakazonych kleszczy na nowe obszary (46). U psow
obserwowano: goraczke, brak apetytu, osowialos¢ oraz
kulawizny, ktorych wystapienie poprzedzone moze
by¢ ztym samopoczuciem trwajacym od kilku dni do
kilku miesigcy. Z kolei kulawizny moga wystepowac
kilka dni, samoistnie ustgpowac, ale takze nawracac
po kilku tygodniach (39, 46). Nalezy zauwazy¢, iz
w wigkszosci przypadkow psy przechodzg zakazenie
B. burgdorferi bezobjawowo (9, 24, 46).

Anaplasma phagocytophilum jest niewielkg we-
wnatrzkomorkowa bakterig Gram-ujemna, wykazujaca
tropizm do granulocytow obojetnochtonnych. Nalezy
ona do rodziny Anaplasmataceae, rz¢du Rickettsiales
(21). Rezerwuarem A. phagocytophilum sg mate gry-
zonie, zwierzeta dzikie (w szczegolnosci jeleniowate),
zwierzeta towarzyszace (psy, koty) oraz hodowlane
(gtownie bydlo 1 konie) (29). Drobnoustrdj ten jest
czynnikiem anaplazmozy granulocytarnej (Human
Granulocytic Anaplasmosis, HGA). Do zakazenia
A. phagocytophilum wsrdd ludzi dochodzi najcze-
sciej w wyniku poktucia przez zakazone kleszcze, ale
mozliwe jest takze zakazenie perinatalne lub podczas
transfuzji krwi (29). Pomimo czgstego stwierdzania
obecnosci 4. phagocytophilum u kleszczy pochodza-
cych od roznych gatunkéw zwierzat w Europie, rzadko
zglaszane sg kliniczne przypadki HGA. Nie jest jasne,
czy odzwierciedla to czestos¢ wystepowania zakazen
u ludzi w Europie, czy tez choroba jest niedodiagnozo-
wana lub niedostatecznie zglaszana (26). W wiekszosci
przypadkow zakazenia A. phagocytophilum maja prze-
bieg bezobjawowy lub z mato charakterystycznymi
objawaml obejmujacymi: goraczke, bol glowy, bol
migsni i bol stawow (2, 40) Zrbznicowanie objawow
klinicznych wystepuje réwniez u zwierzat. U koni
obserwowane sg: goraczka, anoreksja, apatia, obrzeki
konczyn i wybroczyny. Objawami u psoéw sg: goraczka,
apatia, kulawizny oraz anoreksja. U kotow dominujg-
cymi objawami sg: anoreksja, przeczulica, zapalenie
spojowek, bole migsni i stawow, kulawizny oraz brak
wlasciwej koordynacji ruchowej (40).
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Tularemia i goragczka Qto kolejne zoonozy, ktorych
wystapienie u zwierzat i czlowieka moze wigzac si¢
z transmisjg czynnikodw bakteryjnych przez zakazone
kleszcze. Czynnikiem etiologicznym tularemii jest we-
wnatrzkomorkowa, Gram-ujemna bakteria Francisella
tularensis. Choroby u ludzi wywotujg dwa z czterech
podgatunkow: F. tularensis ssp. tularensis wystgpujaca
w Ameryce Potnocnej 1 F tularensis ssp. holarctica
stwierdzana na obszarze poétkuli poéinocnej, choc jej
obecno$¢ potwierdzono w ostatnich latach rowniez
na pélkuli potudniowej (13). Rezerwuarem F. tula-
rensis sg przede wszystkim gryzonie (m.in.: myszy,
szczury, nornice), zaj¢czaki i inne dzikie zwierzeta,
tj.: wiewiorki, bobry, tasice, lisy, a takze zwierzeta
hodowlane — koty, psy, konie, owce, §winie, oraz ptaki
1 ryby. Na zakazenie bakterig F. tularensis podatne sg
gatunki zwierzat domowych — najbardziej psy 1 koty
— dlatego w celu zmniejszenia ryzyka rozprzestrze-
niania si¢ choroby ze zwierzecia na czlowieka, zaleca
si¢ ograniczenie do minimum kontaktu z chorymi
1 martwymi przedstawicielami tych gatunkow (20).
Patogen moze pozostawac przez dtugi okres w glebie,
wodzie i ciatach martwych zwierzat, a istotnym jego
rezerwuarem sg mate gryzonie (28, 49). Do zakazenia
czlowieka dochodzi w wyniku kontaktu z zakazonymi
zwierzetami, ale rowniez droga pokarmowg poprzez
spozycie skazonego, n1edogotowanego migsa lub
skazonej wody oraz drogg wziewng (wdychanie ska-
zonego pyhu glebowego lub suchej $cidtki roslinne;j).
Bakterie mogg by¢ przenoszone rowniez przez kilka
gatunkoéw kleszczy oraz much (13, 28). Podgatunek
F. tularensis ssp. holarctica, w zalezno$ci od wrot
zakazenia, moze wywota¢ rézne postaci choroby, tj.:
gruczotowa, wrzodowo-gruczotows, ustno-gardtowa,
jelitowa, oczng 1 oddechowa, a objawom cz¢sto towa-
rzyszy powiekszenie miejscowych weztdw chtonnych
oraz goraczka. U czesci pacjentow dochodzi do po-
wiktan w postaci zapalenia pluc lub zapalenia opon
moézgowo-rdzeniowych (13). Z danych literaturowych
wynika, ze tularemia jest chorobg stwierdzang stosun-
kowo rzadko, jednakze szerokie spektrum objawdow
klinicznych 1 wielopostaciowo$¢ sprawiaja, ze liczba
potwierdzonych przypadkéw choroby jest niedosza-
cowana (28).

Czynnikiem etiologicznym goraczki Q jest Coxiella
burnetii, wewnatrzkomorkowa bakteria nalezaca do
kregu nowo pojawiajacych si¢ chorob zakaznych, okre-
slanych jako ,,emerging” (4). Rezerwuarem C. burnetii
sa zwierzeta wolno zyjace (mate ssaki, ptaki, jelenie,
sarny, niedzwiedzie, zubry, dziki) oraz zwierzgta do-
mowe (bydto, konie, owce, kozy). Gtownym zrédtem
zakazenia cztowieka sg chore zwierzgta i produkty
pochodzenia zwierzgcego, migdzy innymi surowe
mleko. Bakterie moga by¢ obecne w zwtokach padtych
zwierzat, jak rowniez w lozysku, moczu 1 odchodach
(3, 4, 45, 49). Opisywane sg dwie formy C. burnetii:
posta¢ wielkokomoérkowa (the large-cell variant, LCV)
oraz posta¢ matokomorkowa (the small-cell variant,



38

SCV) (4, 12, 36). Formy
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Tab. 1. Sekwencje oligonukleotydéw wykorzystane w reakcjach PCR

SCV sa stabilne w srodowi- ifi i

sku Ze\?vne;trznym, wykazujg | VYK patogen Amp";:: o am;ﬁ?lf:rl\f:hp) Sekwse;acrit: r(‘,5’—3’) PiSmlennictwo
oporno$¢ na wiele czynni- ) 5S rRNA (rrfA) GAGTTCGCGGGAGAGTAGGTTATT

kow fizycznych oraz che- | B-burgdorferis.l. o cun ig) 485 TCAGGGTACTTAGATGGTTCACTT M
micznych (12). Najezestsza GCTGAATGTGGGGATAATTTAT

droga zakazenia jest droga | A. phagocytophilum | 16S rRNA 641 (20)
inhalacyjna, jednak uktucia ATGGCTGCTTCCTTTCGGTTA

przez zakazone stawonogi, | e i 128 GCTGTATCATCATTTAATAAACTGCTG )
gltownie kleszcze, stano- TTGGGAAGCTTGTATCATGGCACT

wig réwniez istotng droge ) CAACCCTGAATACCCAAGGA

W transmisji patogenu (49). C. burnetii ORF-MST 397 GAAGCTTCTGATAGGCGGGA (22)

Wiele gatunkow kleszczy
jest rezerwuarem i wektorem C. burnetii, a transmisja
bakterii odbywa si¢ transstadialnie i transowarialnie
(4). Bakteri¢ izolowano z kleszczy twardych (okoto
40 gatunkow) 1 kleszczy migkkich (14 gatunkow)
ale takze pluskiew, much i roztoczy (12). W ponad
polowie przypadkéw goraczka Q przebiega u ludzi
bezobjawowo. Najczestszymi objawami klinicznymi
ostrej postaci choroby sg: goraczka, bol glowy, bole
migéni 1 stawow, kaszel, a w niektorych przypadkach
roéwniez atypowe zapalenie ptuc przebiegajace u nie-
ktérych pacjentdw z ostrag niewydolnoscig oddechowa,
zapalenie watroby, zapalenie mig¢$nia sercowego lub
limfocytarne zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych.
W postaci przewlektej gorgczka Q objawia si¢ dopiero
po kilku miesigcach lub latach od zakazenia w po-
staci zapalenia wsierdzia, najczesciej u pacjentow ze
wspohstmejqcyml Zaburzemaml zastawek, zapalenia
naczyfi u pacjentow ze wspolistniejgcymi tqtmakann
lub protezami naczyniowymi. Niewykluczone, zZe
liczba przypadkéw tej choroby w Polsce moze by¢
niedoszacowana (4).

Celem pracy byta ocena stopnia zakazenia kleszczy
Borrelia burgdorferii s. 1., Anaplasma phagocytophi-
lum, Francisella tularensis oraz Coxiella burnetii.

Material i metody

Material i obszar badan. Material do badan molekular-
nych stanowito 500 kleszczy zebranych w okresie od lipca
2020 r. do czerwca 2021 r. Badania przeprowadzono na
pajeczakach zebranych w wiekszosci z podtoza (90,4%),
z psow (8,4%), jak rowniez zdjetych z ciata czlowieka
(1,2%). Kleszcze byty dostarczane przez osoby zamiesz-
kujace wybrane rejony Polski wschodniej po uprzednim
ogtoszeniu w $rodkach masowego przekazu o mozliwosci
ich bezptatnego przebadania w kierunku chorob odklesz-
czowych. Identyfikacje kleszczy celem okreslenia gatun-
ku, plci, stadium rozwojowego przeprowadzono zgodnie
z kluczem opracowanym przez Cisak i wsp. (6). Do czasu
wykonania badan kleszcze przechowywano w pojedyn-
czych probowkach typu Eppendorf zawierajacych 70%,
etanol w temp. 5-6°C.

Izolacja DNA. Izolacj¢ DNA z tkanek kleszczy wyko-
nano przy uzyciu kolumienkowego zestawu Syngen DNA
Mini Kit, przy obecno$ci DNA na poziomie 5-50 pg. [1o§¢
i jakos¢ wyekstrahowanego materiatu genetycznego oce-
niano spektrofotometrycznie. Wyizolowane DNA przecho-

wywano w temp. 2-8°C do 4 tygodni, lub w —20°C przez
dtuzszy czas.

Amplifikacja DNA. Amplifikacji materiatu genetycz-
nego dokonano, przeprowadzajac reakcje¢ PCR w trzech
wariantach: Multipleks PCR (B. burgdorferi i A. phago-
cytophilum), PCR (F. tularensis) oraz PCR (C. burnetii),
gdzie do kazdego z nich zastosowano odpowiednie startery
(tab. 1). Wszystkie reakcje przygotowano, wykorzystujac
gotowy zestaw odczynnikéw StartWarm HS-PCR mix
(A&A Biotechnology). Reakcje prowadzono w automa-
tycznym termocyklerze gradientowym SensQuest. Catko-
wita objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej w kazdym przypadku
wynosita 25 pl. Przy jednoczesnej detekcji B. burgdorferi
1 A. phagocytophilum dodano 12,5 pl standardowej i go-
towej do uzycia mieszaniny zawierajgcej rekombinowang
Taq DNA polimerazg, bufor PCR, chlorek magnezu oraz
nukleotydy; po 2 pl dwoch starterow dla B. burgdorferi; po
2,5 pl dwoch starteréw dla 4. phagocytophilum oraz 3.5 ul
wody wolnej od nukleaz. Reakcje PCR prowadzono przy
nastepujacych ustawieniach termocyklera: 2 min denaturacji
wstepnej w 95°C, 40 cykli po 35 sek kazdy odpowiednio
w 94°C, w 55°Ciw 72°C, nastepnie 1 cykl etapu koncowe-
go wydhuzania w 72°C przez 3 min. Do oddzielnej detekcji
F tularensis oraz C. burnetii przygotowana mieszanina
reakcyjna zawierata: po 2 pl starterow; 12,5 ul StartWarm
2 x PCR Master Mix i 3,5 pl wody wolnej od nukleaz.
Probowki umieszczano w termocyklerze, a program dla
F. tularensis ustawiano na nast¢pujace parametry: 1 cykl
denaturacji wstepnej w 94°C przez 2 min 30 sek, nastepnie
40 cykli, odpowiednio, denaturacji w 94°C przez 30 sek,
przylaczania starterow w 56°C przez 1 min 20 sek, synte-
zy nici DNA w 72°C przez 1 min. oraz 1 cykl koncowego
etapu wydtuzania tancucha w 72°C przez 10 min. Z kolei
warunki reakcji PCR w przypadku C. burnetii obejmowaty
denaturacj¢ wstepna przez 2 min w 95°C, nastepnie po 30
cykli w 95°C (30 sek), w 55°C (60 sek), w 74°C (60 sek),
koncowe wydtuzanie tancucha odbylo sie¢ w 72°C przez
10 min.

Wizualizacja produktéw PCR. Rozdzial specyficznych
amplikonow DNA przeprowadzono za pomoca elektrofore-
zy zelowej (1,5% agaroza). Fragmenty DNA wykrywano za
pomoca barwnika do wizualizacji kwasoéw nukleinowych
GreenDNA Gel Stain (Syngen) oraz transiluminatora UV.
Wielko$¢ produktow PCR okreslano wykorzystujac marker
wielkosci DNA 100-1000 pz. (A&A Biotechnology).

Analiza danych. Dane procentowe obliczono z wykorzy-
staniem formularza Microsoft Excel 365. Ocene zaleznosci
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samiec samica
Dermacentor reticulatus

samiec samica
Ixodes ricinus

Ryec. 1. Budowa morfologiczna samicy i samca Ixodes ricinus
i Dermacentor reticulatus

pomiedzy obszarem pozyskania kleszczy, przynalezno$cia
gatunkowg oraz zidentyfikowanymi patogenami przeana-
lizowano przy uzyciu testu chi-kwadrat przy poziomie
istotnosci P < 0,05 (Statistica 7,0).

Wyniki i oméwienie

Na $wiecie zidentyfikowano ponad 880 gatunkéw
kleszczy, z czego na samym kontynencie europejskim
wystepuje ok. 60 gatunkow (23). W Polsce spoty-
kanych jest ok. 20 gatunkow, w szczego6lnosci sg to
kleszcze z rodzaju Ixodes spp. oraz Dermacentor spp.,
ale sezonowo moga pojawiaé si¢ rowniez nalezace do
rodzaju Amblyomma spp. (5). W epidemiologii cho-
rob odkleszczowych w Polsce najwigksze znaczenie
maja kleszcze twarde z gatunku Ixodes ricinus oraz
Dermacentor reticulatus. Ich aktywno$¢ odnotowy-
wana jest sezonowo — najwieksze nasilenie przypada
wczesng wiosng (kwiecien, maj), nieco mniejsze wcze-
sna jesienig (wrzesien, pazdziernik), jednakze stopnio-
we ocieplenie klimatu sprawia, ze obserwowane s3 juz
od lutego do listopada (51). Identyfikacja gatunkowa
zebranych kleszczy wykazata, ze w grupie 500 osob-
nikéw dorostych zdecydowang wigkszo$¢ (n = 464),
tj. 92,8% stanowily kleszcze z gatunku Dermacentor
reticulatus (kleszcz lakowy). Stwierdzono u tego
gatunku 271 samic oraz 193 samce. Drugim ziden-
tyfikowanym gatunkiem byl Ixodes ricinus (kleszcz
pospolity) (n=36), w obrebie ktorego zidentyfikowano
20 samic oraz 16 samcow (ryc. 1, tab. 2 oraz tab. 3).
Najwiecej kleszczy zebrano w powiatach bialskim
(n =263) oraz wtodawskim (n = 54).

Badania molekularne kleszczy przeprowadzone
w kierunku B. burgdorferi, A. phagocytophilum,
F tularensis 1 C. burnetii wykazaty wyniki dodatnie
jedynie u9 z 500 zbadanych kleszczy (1,8%).
W grupie tej dominowaty kleszcze nalezace
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M 384 386 K-

Ryc. 2. Obraz elektroforetyczny produktéw PCR w kierun-
ku obecno$ci markerow molekularnych B. burgdorferi oraz
A. phagocytophilum

Poszczegdlne $ciezki: M — marker masy molekularnej; K+, —
kontrola dodatnia reakcji w kierunku B. burgdorferi; K+, —kon-
trola dodatnia reakcji w kierunku 4. phagocytophilum; probki
nr43,46,48,51,91, 92 —infekcja B. burgdorferiu D. reticulatus;
probka nr 53 —koinfekcja B. burgdorferi oraz A. phagocytophilum
u D. reticulatus; probka nr 384 — infekcja 4. phagocytophilum
u D. reticulatus; probka nr 386 — infekcja B. burgdorferiu I ri-
cinus; K——H,O (kontrola ujemna)

Tab. 2. Liczba, ple¢ oraz gatunek analizowanych kleszczy

Liczba kleszczy
I. ricinus D. reticulatus

razem
F M razem F M razem
19 14 33 210 158 368 401
1 2 3 58 31 89 92
0 0 0 3 4 7 7
20 16 36 271 193 464 500

Objasnienia: F — ple¢ zenska, M — ple¢ megska

Tab. 3. Zakazenia B. burgdorferi, A. phagocytophilum, F. tularensis
i C. burnetii wsréd zbadanych kleszczy

do gatunku D. reticulatus, a stosunek zain-

fekowanych samic do samcow wynosit 4: 5. Liczba zakazonych kleszczy (%)
Wiekszos$¢ zakazonych kleszczy (n = 6) zo- Patogen 1. riginus D. reticulatus razem
stata zebranych z podloza, pozostata czes$¢ F|M| raem | F | M | razem
(n = 3) pochodzita od psow. B. burgdorferi 01 [103% | 3 | 3 |6013%) | 7(1.4%)

W wyniku przeprowadzonych badafi mo- | 5 000 aphitum 0| 1[103% | 0 |0 0| 1(0,2%)
lekularnych stwierdzono najwiecej wynikow )

. . ;. ; F. tularensis 0|0 0 0 0 0 0
dodatnich w kierunku obecnosci markerow y
molekularnych B. burgdorferi, ktore stwier- | G- burnetii Ul i U L .
dzono u 7 kleszczy D. reticulatus i jednego | Koinfekcja
1. ricinus (ryc. 2) B. burgdorferi 0|0 0 1| 0 [1(0,2%) | 1(0,2%)
’ ye. 2). . .. A. phagocytophilum

W Polsce borelioza oraz tularemia i go- |

rqczka Q pOdlegajE} ObOWiE}ZkOWi Zglaszania Liczba zbadanych kleszczy | 20 | 16 36 2711 | 193 464 500
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zgodnie z Ustawg o zapobieganiu oraz zwalczaniu
zakazen i chorob zakaznych u ludzi (47). W 2019 r.
stwierdzono 20 630 przypadkéw boreliozy (zapadal-
no$¢ 53,7 na 100 tys.), w tym 1843 w wojewodztwie lu-
belskim (zapadalnos$¢ 87,3 na 100 tys.) (10). W 2020 .
zarejestrowano 12 934 przypadki (zapadalno$¢ 33,7 na
100 tys.), z czego 784 w woj. lubelskim (zapadalno$¢
37,3na 100 tys.) (11). Obserwowane w 2020 r. znaczne
spadki liczby rejestrowanych zachorowan, zarowno
w Polsce, jak i w wojewddztwie lubelskim, niewat-
pliwie zwigzane sg z zaistnialg pandemig COVID-19
(27,30). W przypadku tularemii w 2019 r. stwierdzono
w Polsce 21 przypadkow zachorowania (zapadalno$é¢
0,055 na 100 tys.) w tym 1 w woj. lubelskim (10),
za$ w 2020 5 przypadkoéw (zapadalnos¢ 0,013 na 100
tys.) z czego 2 w woj. lubelskim 1 2 w woj. podlaskim
(11). W 2020 r. nie stwierdzono w Polsce przypadkow
gorgczki Q (11), zas w 2019 r. odnotowano 4 przypad-
ki (zapadalnos¢ 0,010 na 100 tys.), z czego 3 w woj.
podlaskim (10).

Wojcik-Fatla i wsp. (51) dokonali analizy wystepo-
wania B. burgdorferi spp. u kleszczy z gatunku Ixodes
ricinus w wojewodztwie lubelskim 1 zaobserwowali
znaczacy wzrost zakazen, poréwnujac do siebie lata
2008-2009 oraz 2013-2014, w ktorych stwierdzono,
odpowiednio, 6,0% 1 15,3% wynikéw dodatnich.
Badania dotyczace wystepowania wybranych patoge-
now u kleszczy nalezacych do gatunku D. reticulatus
wykonane w latach 2011-2013 wykazaty obecno$¢
B. burgdorferiu 1,6% zbadanych kleszczy, a A. pha-
gocytophilum u 1,1% (50). Inne wyniki wskazuja na
obecno$¢ B. burgdorferi zaledwie u 0,7% D. reticu-
latus zebranych w latach 2018-2020 z psow w pot-
nocno-wschodniej cze$ci woj. lubelskiego (Polska
wschodnia). A. phagocytophilum stwierdzano czesciej
—u 13 sposrod 152 zbadanych D. reticulatus (8,6%)
(31). W badaniach Roczen-Karczmarz i wsp. (35),
przeprowadzonych w latach 2015-2017 wsrdd klesz-
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czy z potudniowo-wschodniej Polski zaobserwowano
znacznie wyzsze odsetki zakazen. Obecnos¢ DNA
B. burgdorferi 1 A. phagocytophilum stwierdzono,
odpowiednio, u25,4% 132,6% kleszczy I. ricinus oraz
wsrod 22,8% 1 30,4% kleszezy D. reticulatus. W ba-
daniach Galeziowskiej i wsp. (14) analizie poddano
510 kleszczy pozyskanych od ludzi z ré6znych czesci
Polski. Ogotem zakazenie B. burgdorferi stwierdzono
wsrdd 15,30%, a co czwarty zainfekowany kleszcz
pochodzit z regionow wschodnich (26,92%). Z badan
wynika, ze zakazenie kleszczy B. burgdorferi w czesci
potudniowo-wschodniej makroregionu lubelskiego
miesci si¢ w zakresie 3-11% (46), za§ w Polsce cen-
tralnej 1 potnocnej ok. 6% (7) 1 ok. 5-13% (38). Wyniki
badan powyzszych autorow odbiegaja od rezultatow
uzyskanych w badaniach wtasnych, gdzie infekcje
B. burgdorferi zaobserwowano jedynie u 0,3% prze-
badanych kleszczy 1. ricinus (1/36) oraz 1,5% kleszczy
D. reticulatus (7/464), przy czym w jednym z kleszczy
D. reticulatus stwierdzono koinfekcje B. burgdorferi
1 A. phagocytophilum.

Badania molekularne w niniejszej pracy, w kierun-
ku obecnos$ci materialu genetycznego 4. phagocyto-
philum, wykazaty jego obecnos$¢ u jednego kleszcza
1 ricinus (0,3%) oraz jednego D. reticulatus (0,2%)
(ryc. 2). Nalezy zaznaczy¢, ze w przypadku D. reticu-
latus byta to koinfekcja z B. burgdorferi (tab. 3 1 4).

Z danych literaturowych wynika, ze wektorami
A. phagocytophilum s3 gtdéwnie kleszcze z rodzajow
Ixodes (I. ricinus, 1. scapularis, 1. pacificus, 1. per-
sulcatus), Dermacentor spp., Haemophysalis spp.
oraz Rhipicephalus spp., jednakze ich wystepowanie
uzaleznione jest od kontynentu (32). Na podstawie
réznicy w sekwencjach genu groEL zidentyfikowano
cztery ekotypy, podzielone na osiem klastrow, u r6z-
nych gatunkéw kleszezy i kregowcow. Ekotyp I ma
najszerszy zakres zywicieli i wystepuje u zwierzat
gospodarskich, pséw, kotow, koni i dzikich gatunkow,

Tab. 4. Obszar pozyskania poszczegélnych gatunkow kleszczy oraz zidentyfikowane na tym obszarze drobnoustroje u nich

B. burgdorferi

Zidentyfikowane drobnoustroje
u kleszezy z gatunku /. ricinus

Zidentyfikowane drobnoustroje
u kleszezy z gatunku D. reticulatus

A. phagocytophilum | B. burgdorferi | A. phagocytophilum

wystepujace
Obszar pozyskania kleszczy Gatunek kleszcza
1. ricinus D. reticulatus

Powiat bialski (23°9’E, 51°58’N) 26 237
Powiat siemiatycki (22°51’E, 52°25'N) 1 0
Powiat wtodawski (23°33’E, 51°33’'N) 7 47
Powiat radzyriski (22°37°E, 51°46°N) 0 31
Powiat parczewski (22°52’E, 51°38°N) 0 51
Powiat tgczynski (22°52’E, 51°18°N) 0 3
Gmina Trzcianne (22°41°E, 53°21°N) 1 46
Gmina Poswietne (22°50’E, 52°55’N) 1 14
Gmina Biatowieza (23°52’E, 52°42°N) 0 6
Gmina Narew (23°32’E, 52°55°N) 0 23
Powiat otwocki (21°16°E, 52°07°N) 0 6

1 1 2* 1*

(=)
(—)
|
|
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Objasnienia: * — wynik dodatni w kierunku 4. phagocytophilum jako koinfekcja u kleszcza D. reticulatus z B. burgdorferi
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w tym zwierzat migsozernych, malych ssakow, dzi-
kéw 1 innych zwierzat kopytnych. Ekotyp I odgrywa
rowniez wiodaca role w epidemiologii HGA. Ekotyp
I wykrywany jest gldwnie u saren i sporadycznie u in-
nych gatunkow, ekotyp III jest powigzany z matymi
ssakami, zwlaszcza gryzoniami, a ekotyp IV wyste-
puje gtéwnie u ptakow (18). Z badan molekularnych
wykonanych w wojewodztwie lubelskim w latach
2018-2019 wynika, ze wyniki dodatnie w kierunku
Anaplasma phagocytophilum stwierdzono w probkach
tkankowych pochodzacych od 26 z 424 zbadanych
saren (6,13%). Co wigcej, analiza ﬁlogenetyczna
uzyskanych wynikow wykazata odmienny niz opisane
wczesniej ekotyp, a sarny mogg stanowi¢ rezerwuar
anaplazmozy dla kleszczy wystepujacych w tym
rejonie (45). W badaniach wlasnych, ze wzgledu na
ich pilotazowy charakter i niewielka liczbe wynikow
dodatnich oraz srodowiskowe pochodzenie wigkszosci
probek, ocena przynalezno$ci do okre§lonego ekotypu
nie zostata wykonana. We wcze$niejszych badaniach
wykonanych w Polsce stwierdzono 23 na 861 (2,7%)
zakazen A. phagocytophilum, natomiast zjawisko ko-
infekcji A. phagocytophilum byto nizsze 1 wynosito
6 na 861 (0,7%) (8). Badania wykonane na terenie
Polski (Pomorze) wykazaty, ze wsrod 1619 zbadanych
kleszczy I. ricinus wyniki dodatnie w kierunku 4. pha-
gocytophilum stwierdzono u 0,54% (23).

Zarowno w odniesieniu do B. burgdorferi, jak
1 A. phagocytophilum, stwierdzone bardzo niskie od-
setki zakazonych kleszczy 1. ricinus moga wynikac
zmatej grupy badawczej (36 kleszczy). Zastanawiajace
sg natomiast niskie odsetki zakazen kleszczy D. reticu-
latus, odbiegajace od innych badan z tej czgsci Polski.
Sytuacja ta moze wynika¢ z innych lokalizacji zbioru
kleszczy 1sugeruje duze lokalne zré6znicowanie w stop-
niu zakazenia kleszczy D. reticulatus. Generalnie, wy-
niki dodatnie w kierunku B. burgdorferi stwierdzono
jedynie w 3 na 11 analizowanych regionow. Najwigcej
wynikow dodatnich stwierdzono w powiecie otwockim
(n = 3) wsérdd 6 zbadanych kleszczy D. reticulatus.
W powiecie bialskim, skad pochodzita najwicksza
liczba kleszczy (n = 263), stwierdzono trzy wyniki
dodatnie w kierunku B. burgdorferi oraz 2 w kierunku
A. phagocytophilum, przy czym w jednym przypadku
dotyczylo to zjawiska koinfekcji. W drugim co do licz-
by zebranych kleszczy obszarze, tj. powiecie wtodaw-
skim, dwa wyniki dodatnie w kierunku B. burgdorferi
stwierdzono tylko u kleszczy D. reticulatus (tab. 4).

W badaniach wtasnych nie stwierdzono wystepowa-
nia C. burnetii u zadnego z 500 zbadanych kleszczy.
Z danych literaturowych wynika, ze w naturalnym
srodowisku wektorem C. burnetii sa kleszcze, ktore
posilajac si¢ krwig zainfekowanego zwierzgcia w cza-
sie bakteriemii, same zostaja zakazone i przenosza
patogeny na zwierzeta lub ludzi. Kleszcze przekazuja
patogeny rowniez transowarialnie. Kleszcz zakazony
C. burnetii staje si¢ nosicielem bakterii, a najwigcksza
predylekcje odnotowuje si¢ u samic oraz w §linie

4

kleszczy, najmniejszg za$ u ich larw (44). Sposrod
1200 kleszczy I. ricinus zebranych w latach 2011-2013
na terenie Polski potudniowo-wschodniej 15,9% byto
zakazonych C. burnetii. Te same badania wykazaty
znaczne zroznicowanie odsetka zakazonych kleszczy
w roznych rejonach woj. lubelskiego (7,5-32,5%)
(41). Natomiast badania Bielawskiej-Drozd wykazaty,
ze w poéinocno-zachodnim regionie Polski odsetek
kleszczy zakazonych C. burnetii wahat si¢ od 0,45%
do 3,45% (3).

W badaniach wiasnych, analogicznie jak w przypad-
ku C. burnetii, nie stwierdzono F. tularensis u zadnego
z 500 zbadanych kleszczy.

Z danych literaturowych wynika, ze kleszcze /. rici-
nus moga by¢ zainfekowane pateczkami F. tularensis
na kazdym etapie swego rozwoju, jednakze samica
tego pajeczaka nie przekazuje bakterii wszystkim
ztozonym przez siebie jajom. Patogen nie wystepuje
w $linie kleszczy (19, 42). W zaleznosci od lokalizacji,
wektorem zakazen F. tularensis moga by¢ kleszcze
z rodzaju Dermacentor spp. (D. andersoni, D. reti-
culatus, D. marginatus, D. variablinis), Ixodes spp.
(L ricinus, I. tranguliceps), Amblyomma americanum
1 Haemaphysalis concinna (51). Badania Bielawskiej-
Drézd wykazaty, ze w péinocno-zachodnim regionie
Polski odsetek kleszczy zakazonych F. tularensis
wynosit 0,49% (3). Wykonane wczes$niej na terenie
wojewodztwa lubelskiego badania wykazaly, ze na
530 kleszczy nalezacych do gatunku D. reticulatus
wyniki dodatnie w PCR uzyskano w 0,2%, natomiast
w przypadku 861 kleszczy I. ricinus nie uzyskano
ani jednego wyniku dodatniego (50). Na terenie
wojewodztwa lubelskiego u funkcjonariuszy Strazy
Granicznej stwierdzono wyniki dodatnie w kierun-
ku F tularensis oraz powigzano je z charakterem
stuzby tych funkcjonariuszy (patrolowy charakter
stuzby, czeste poktucia przez kleszcze) (42). Z tego
wzgledu podjeto probe poszukiwania tego patogenu
u kleszczy na wybranych obszarach Polski wschod-
niej. Brak wynikow dodatnich u zebranych kleszczy
a dodatnich u funkcjonariuszy moze stanowi¢, ze to
inne niz kleszcze zwierzgta moga stanowi¢ wektory
zakazen lub tez, ze liczba przebadanych pajeczakoéw
byla zbyt mata. Kirczuk i wsp. przeprowadzili bada-
nia w kierunku F tularensis na 1619 kleszczach na
Pomorzu, gdzie réwniez nie uzyskano zadnego wyniku
dodatniego (23).

W wyniku prowadzonych badan witasnych zaob-
serwowano zjawisko koinfekcji, tj. jednoczesnego
wystepowania zakazenia kleszczy dwoma patogena-
mi. Z danych literaturowych wynika, ze najczesciej
wystepujacymi koinfekcjami jest B. burgdorferi
1 A. phagocytophilum lub B. burgdorferi i wirusem
kleszczowego zapalenia moézgu (Tick-borne ence-
phalitis virus, TBEV). Z opublikowanych danych
wynika, ze przy koinfekcjach nie nalezy wykluczac¢
rowniez innych patogendw bedacych czynnikami
etiologicznymi chorob odkleszczowych, np.: tula-
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remii, gorgezki Q, babeszjozy czy tez bartonelozy.
Koinfekcje mogg skutkowac zaostrzeniem si¢ prze-
biegu zakazenia oraz znacznie utrudni¢ rozpoznanie
choroby oraz jej rekonwalescencje. Z drugiej strony,
pierwotne zakazenie patogenem utrudnia zakazenie
drugim — istnieje mozliwos¢ spowolnienia infekc;ji
jednego czynnika w czasie infekcji drugiego (reakcja
krzyzowa B. burgdorferii A. phagocytophilum —w tym
przypadku reakcja immunologiczna na obecno$¢ biatek
antygenowych B. burgdorferi jest bardziej intensywna
niz w przypadku zaistnienia zakazenia z udziatem jed-
nego czynnika epidemiologicznego) (12, 43).

Badania molekularne kleszczy wykazaty niski sto-
pien ich zakazenia bakteriami B. burgdorferii A. pha-
gocytophilum (1,8%) oraz brak obecno$ci materiatu
genetycznego F. tularensis 1 C. burnetii. Jednoczes$nie
w przypadku jednego kleszcza D. reticulatus stwier-
dzono koinfekcje B. burgdorferii A. phagocytophilum
(0,2%). Niski odsetek zakazonych kleszczy I. ricinus
moze wynika¢ z niewielkiej liczebno$ci przebadanych
osobnikdow, to z kolei wynika z faktu, ze zdecydowa-
nym gatunkiem kleszcza na zbadanym obszarze byt
D. reticulatus. Z kolei niewielka liczba stwierdzonych
zakazen wsrdd kleszezy D. reticulatus w zestawieniu
z badaniami innych autorow moze sugerowac duze
lokalne zréznicowanie w stopniu zakazenia tego ga-
tunku kleszczy.
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