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Wykaz uzywanych skrétow

ACA

EID
EM
HGA
HGE
IMMIT
KZM
LB

LM
OIP
PCR
SF
SFG
s.l.

S.S.
TBD
TIBOLA

acrodermatitis chronica atrophicans - przewlekte zapalenie zanikowe skoéry
konczyn

emerging infectious diseases — rozwijajace si¢ choroby infekcyjne i inwazyjne
erythema migrans — rumien wedrujacy

human granulocytic anaplasmosis — ludzka anaplazmoza granulocytarna
human granulocytic ehrlichiosis — ludzka ehrlichioza granulocytarna
Instytut Medycyny Morskiej i Tropikalne;j

odkleszczowe zapalenie mézgu

Lyme borreliosis — borelioza z Lyme

lymphocytic meningoradiculitis

odczyn immunofluorescencji posredniej

polymerase chain reaction — polimerazowa reakcja tahcuchowa

spotted fever — goraczki plamiste

spotted fever group — grupa goraczek plamistych

sensu lato

sensu stricto

tick-borne diseases — choroby odkleszczowe

tick-borne lymphadenopathy — odkleszczowa limfadenopatia



AUTOREFERAT ROZPRAWY HABILITACYJNEJ
1. WPROWADZENIE

Badania nad hematofagicznymi stawonogami i ich rola w przenoszeniu transmisyjnych
zoonoz zapoczatkowano w Zaktadzie Parazytologii Tropikalnej Instytutu Medycyny Morskie;j
i Tropikalnej (IMMIiT) w Gdyni (od 2003 r. wtaczonego w struktury Akademii Medyczne;j
w Gdansku jako Migdzywydziatowy IMMIT) juz na przetomie lat 40. 1 50. ubiegtego wieku.
Wiazaty si¢ one poczatkowo z wystepujaca po II Wojnie Swiatowej epidemia rodzimej mala-
rii na Wybrzezu oraz pojawianiem si¢ przypadkow tularemii u ludzi w okolicach Szczecina
i licznych przypadkéw odkleszczowego zapalenia mézgu (KZM) w okolicach Puszczy Bia-
towieskiej 1 Kartuz k. Gdanska. Badania dotyczyly poznania wystgpowania naturalnych
ognisk tych choréb na ww. terenach i szczegétowego opracowania ich biocenozy. Dzigki 6w-
czesnym pracownikom naukowym, prof. Jadwidze Lachmajer, doc. Barbarze Skierskiej
i prof. Zofii Wegner, m.in. doktadnie poznano réwniez wystgpowanie, biologi¢ i ekologi¢
komaréw z podrodzin Anophelinae (wektorujacych malari) i Culicinae na r6znych obszarach
Polski, opracowano pierwszy wykaz wystgpowania i rozmieszczenia gatunkéw kleszczy
(Ixodidae) na terenie naszego kraju, a w warunkach laboratoryjnych zbadano rolg nietypo-
wych wektoréw, tj. niektérych gatunkéw pchel, komaréw, kleszczy (Argas reflexus) i rozto-
czy (Dermanyssidae), w utrzymywaniu 1 rozprzestrzenianiu wirusa KZM. Wykazano wow-
czas podatno$¢ danego gatunku stawonoga na zakazenie tym wirusem, zdolnos$¢ przekazywa-
nia go krggowym zywicielom oraz mozliwo$¢ przekazywania go w obrgbie samych stawono-
géw droga transstadialng i transowarialna. Prace te nalezaly wowczas do priorytetowych
w Europie Srodkowe;.

Przez wiele lat IMMIT w Gdyni byt jedyna placéwka naukowo-badawcza w Polsce tak
kompleksowo zajmujaca si¢ badaniami stawonogéw hematofagicznych o znaczeniu medycz-
nym. Prowadzone od 1993 r., z udziatem autorki, prace stanowity naturalng kontynuacje
wczesniej rozpoczgtych badan 1 koncentrowaly si¢ na wszechstronnym poznaniu roli wybra-
nych gatunkéw Ixodidae w epidemiologii tzw. ,,rozwijajacych si¢ choréb infekcyjnych i in-
wazyjnych” (EID — , emerging infectious diseases”) na terenie Polski. Badania te zaowoco-
waty licznymi publikacjami, wykazujacymi istotny udzial kleszczy w naturalnej transmisji
etiologicznych czynnikéw takich nowo zdiagnozowanych choréb odzwierzgcych, jak borelio-
za z Lyme, ludzka anaplazmoza granulocytarna, babeszjoza, czy goraczki plamiste.

Prezentowana rozprawa habilitacyjna jest catosciowym podsumowaniem badan prowa-
dzonych w latach 1993-2004, ktére stanowia pionierski wktad w poznanie epidemiologii roz-
wijajacych si¢ choréb zakaznych. Autorka rozprawy habilitacyjnej w badaniach tych uczest-
niczyla albo jako gléwny wykonawca albo tez nimi kierowata. Integralna czgscia rozprawy sa
zalaczone kserokopie opublikowanych 8 prac (P1 — P8). Sze$¢ z nich (P1 — P6) zawiera in-
formacje o pierwszym w Polsce wykryciu w kleszczach Ixodes ricinus kr¢tkdw Borrelia
burgdorferi sensu lato (s.1.) 1 riketsji Anaplasma phagocytophilum oraz potwierdza udziat
tych stawonogéw w przenoszeniu pasozytniczych pierwotniakéw Babesia microti, a takze
informacje o ekstensywnosci zakazenia kleszczy ww. patogenami 1 ich rozprzestrzenieniu na
terenach objgtych badaniami. Najszersze badania przeprowadzono w péinocnych i péinocno-
wschodnich rejonach Polski 1 uwzgledniono w nich, istotne z punktu widzenia epidemiologii
EID przenoszonych przez kleszcze, infekcje/inwazje mieszane jednocze$nie dwoma lub trze-
ma patogenami. W dwdch ostatnich pracach (P7 — P8), rowniez pionierskich dla naszego kra-
ju, wykazano wystgpowanie w rodzimych kleszczach riketsji z grupy goraczek plamistych



(SFG - spotted fever group), tj. Rickettsia helvetica u I. ricinus oraz Rickettsia sp. RpA4,
z genogrupy R. massiliae, w populacjach D. reticulatus.

Opublikowane prace, bedace podstawa rozprawy habilitacyjnej, sa wynikiem badan pro-
wadzonych w ramach trzech grantéw wlasnych finansowanych przez Komitet Badan Nauko-
wych oraz w ramach dziatalno$ci statutowej Akademii Medycznej w Gdansku:

1. Grant nr 4 S401 057 04: ,,Badania nad wystgpowaniem naturalnych ognisk boreliozy
z Lyme na wybranych terenach Polski”.

Kierownik: prof. dr hab. n. przyr. Zofia Wegner
Gtéwny wykonawca: dr n. przyr. Joanna Stanczak
Okres realizacji: 01.04.1993 — 31.03.1996

2. Grant nr 6 PO4C 037 10: ,,Genotypowanie szczepdw Borrelia burgdorferi sensu lato wy-
stgpujacych w kleszczach (Ixodidae), pochodzacych z naturalnych ognisk boreliozy z Ly-
me w Polsce”.

Kierownik: dr n. przyr. Joanna Stanczak
Okres realizacji: 1.04.1996 — 31.03.1999

3. Grant nr 6 PO4C 047 17: ,,Badania nad wystgpowaniem naturalnych ognisk ludzkiej ehrli-
chiozy i babesiozy na terenie pétnocno-wschodniej Polski, ze szczegdlnym uwzglednie-
niem kleszczy (Ixodidae) jako wektorow infekcji 1 inwazji”.

Kierownik: dr n. przyr. Joanna Stanczak
Okres realizacji: 01.07.1999 — 30.06.2002

4. Badania statutowe ST-24 AMG (2004 — 2006)
Badania epidemiologiczne nad wystgpowaniem stadiéw dyspersyjnych pasozytéw w §ro-
dowisku naturalnym oraz patogenéw chordb transmisyjnych w stawonogach.

Kierownik: prof. dr hab. Przemystaw Myjak
Wykonawca: dr n. przyr. Joanna Stanczak
Okres realizacji: 01.01.2004 — 31.12.2006



1.1. Opublikowane prace bedace podstawa rozprawy habilitacyjnej:

P1.

P2.

P3.

P4.

Ps.

Pé6.

P7.

P8.

Wegner Z, Stanczak J, Racewicz M, Kruminis-L.ozowka W, Kubica-Biernat B. Oc-
currence of Borrelia spirochaetes in ticks (Acari, Ixodidae) collected in the forest areas
in Olsztyn province (north central Poland). Bull Inst Mar Trop Med Gdynia,
1993/1994, 44/45: 51-59. KBN =5

Stanczak J, Racewicz M, Kubica-Biernat B, Kruminis-Lozowska W, Dabrowski J,
Adamczyk A, Markowska M. Prevalence of Borrelia burgdorferi sensu lato in Ixodes
ricinus ticks (Acari, Ixodidae) in different Polish woodlands. Ann Agric Environ Med,
1999, 6: 127-132. IF = 1,051, KBN =9

Stanczak J, Kubica-Biernat B, Racewicz M, Kruminis-f.ozowska W, Kur J. Detection
of three genospecies of Borrelia burgdorferi sensu lato in Ixodes ricinus ticks col-
lected in different regions of Poland. Int J Med Microbiol, 2000, 290: 559-566. IF =
2,667, KBN =12

Stanczak J, Racewicz M, Kruminis-f.ozowska W, Kubica-Biernat B. Coinfection of
Ixodes ricinus (Acari: Ixodidae) in northern Poland with the agents of Lyme borrelio-
sis (LB) and human granulocytic ehrlichiosis (HGE). Int J Med Microbiol, 2002, 291,
Suppl. 33: 198-201. IF = 2,667, KBN = 12

Grzeszczuk A, Stanczak J, Kubica-Biernat B, Racewicz M, Kruminis-t.ozowska W,
Prokopowicz D. Human anaplasmosis in north-eastern Poland: seroprevalence in hu-
mans and prevalence in Ixodes ricinus ticks. Ann Agric Environ Med, 2004, 11: 99-
103.IF = 1,051, KBN =9

Stanczak J, Gabre RM, Kruminis-Lozowska W, Racewicz M, Kubica-Biernat B.
Ixodes ricinus as a vector of Borrelia burgdorferi sensu lato, Anaplasma phagocyto-

philum and Babesia microti in urban and suburban forests. Ann Agric Environ Med,
2004, 11: 109-114. IF = 1,051, KBN =9

Stanczak J. The occurrence of spotted fever group (SFG) rickettsiae in Ixodes ricinus
ticks (Acari: Ixodidae) in northern Poland. Ann N York Acad Sci, 2006, 1078: 512-514.
IF = 1,971, MNiSW = 24

Stanczak J. Detection of spotted fever group (SFG) rickettsiae in Dermacentor reticu-
latus (Acari: Ixodidae) in Poland. Int J Med Microbiol, 2006, 296, S1: 144-148. IF =
2,667, MNiSW = 20

Laczna punktacja: IF = 13,125, KBN/ MNiSW = 100
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2.  WSTEP

We wstepie do rozprawy habilitacyjnej doktadnie scharakteryzowano dwa gatunki klesz-
czy, I ricinus 1 D. reticulatus, ktére stanowily material badawczy oraz szeroko oméwiono
biologig 1 epidemiologig tzw. ,,rozwijajacych si¢ choréb infekcyjnych i1 inwazyjnych”, ktérych
etiologiczne czynniki wykryto w populacjach tych kleszczy. W kolejnych rozdziatach przed-
stawiono cel 1 metody badan oraz oméwiono wyniki badan wiasnych na tle piSmiennictwa
krajowego i europejskiego. Cato$¢ konczy podsumowanie, wnioski, wykaz piSmiennictwa
oraz streszczenie w jgz. polskim 1 angielskim.

2.1. Kleszcze (Acari, Ixodida, Ixodidae)

Kleszcze naleza do niebezpiecznych stawonogdéw zagrazajacych zdrowiu ludzi i zwierzat.
Pod wzgledem réznorodnosci czynnikéw patogennych, ktére moga przenosi¢ ustgpuja miej-
sca jedynie komarom. Sa wektorami rozmaitych gatunkéw wiruséw, riketsji, bakterii oraz
pierwotniakdw wywotujacych infekcje i inwazje majace zazwyczaj cigzki przebieg i nierzad-
ko konczace sie Smiercia.

W Polsce, sposrdd kleszczy wilasciwych (Ixodidae), zwanych réwniez kleszczami twar-
dymi, gatunkiem pospolitym i najczesciej atakujacym ludzi, a tym samym majacym najwigk-
sze znaczenie medyczne, jest kleszcz pospolity Ixodes (Ixodes) ricinus (Linnaeus, 1758)
(tab. 1). Ten liczny i szeroko rozprzestrzeniony w naszym kraju gatunek jest zywicielsko nie-
swoisty, moze wigc atakowa¢ wszystkich dostgpnych dla siebie zywicieli. Wylggajace si¢
z jaj larwy oraz kolejne stadium rozwojowe — nimfy preferuja jednak mate (np. drobne owa-
dozerne 1 gryzonie lesne) i sredniej wielkosSci ssaki (np. zajace, lisy), a takze ptaki, za ktorych
posrednictwem moga by¢ tez przenoszone na znaczne odlegltosci. Natomiast doroste osobniki
pasozytuja zazwyczaj na dzikich i domowych, lub hodowlanych zwierzgtach srednich (dziki,
psy, owce) i duzych rozmiaréw (zwierzyna ptowa, bydto domowe). Cztowiek moze by¢ ata-
kowany przez wszystkie aktywne stadia rozwojowe I. ricinus, gtéwnie jednak przez nimfy
i samice. Po pobraniu krwi pasozyt odpada od zywiciela i chowa si¢ w $ciotke. Postacie mio-
dociane tam linieja, przeksztalcajac si¢ w nastgpne stadium rozwojowe, natomiast samice
produkuja i sktadaja jaja (Srednio ok. 2500 sztuk), po czym gina. Catkowity okres rozwoju
osobniczego I. ricinus w naszych warunkach klimatycznych trwa 1,5 — 4 lat. Sezonowa ak-
tywnos$¢ tego kleszcza rozpoczyna si¢, w zalezno$ci od temperatury, w koncu marca lub na
poczatku kwietnia 1 trwa zazwyczaj do listopada. Cechuja ja przewaznie dwa szczyty: wio-
senny, wyzszy, w maju i jesienny, nizszy, we wrze$niu. Wéwczas tez najczesciej dochodzi do
kontaktéw kleszczy z ludzmi i, w konsekwencji uklucia przez zakazonego stawonoga, moze
mie¢ miejsce transmisja patogenu/patogendw. W miesiacach letnich notuje si¢ spadek aktyw-
nych form I. ricinus. W naszym kraju gatunek ten bytuje w siedliskach o wilgotnosci wzgled-
nej ok. 80-100%. Sporadycznie zatem wystgpuje w lasach sosnowych na piaszczystym podto-
zu 1w borach szpilkowych bez poszycia, a takze na moczarach i torfowiskach, natomiast
gtéwnie zasiedla lasy liSciaste i mieszane [83]. Coraz czg$ciej znajduje réwniez dogodne wa-
runki rozwoju w biotopach lesnych na obrzezach miast, a takze w lasach i parkach miejskich,
gdzie czgstotliwos¢ jego kontaktéw z ludzmi tym samym wzrasta.
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Tabela 1. Systematyka wystgpujacych w Polsce gatunkéw kleszczy o duzym znaczeniu epidemiologicznym wg
Siudy [84] (systematyka uproszczona).

Typ: Arthropoda von Siebold et Stannius, 1945 - stawonogi
Gromada: Arachnida Lamarck, 1801 — pajgczaki
Podgromada: Acari Latreille, 1795 — roztocze
Rzad: Ixodida (Sundevall, 1833) Van Der Hammen, 1968 — kleszcze
Rodzina: Argasidae Murray, 1877 — obrzezki, kleszcze migkkie
Rodzaj: Argas Latreille, 1796
Gatunek: Argas (Argas) reflexus (Fabricius, 1794)
A. (A.) polonicus Siuda, Hoogstrall, Clifford et Wassef, 1979
Rodzina: Ixodidae Murray, 1877 — kleszcze wtasciwe, kleszcze twarde
Rodzaj: Ixodes Latreille, 1795
Gatunek: Ixodes (Ixodes) ricinus (Linnaeus, 1758)
L (1) persulcatus Schulze, 1930
L. ( Exopalpiger) trianguliceps Birula, 1895
L. (Pholeoixodes) hexagonus Leach, 1815
Rodzina: Amblyommidae — kleszcze wlasciwe, kleszcze twarde
Rodzaj: Dermacentor Koch, 1844
Gatunek:  Dermacentor (Dermacentor) reticulatus (Fabricius, 1794)
Rodzaj: Haemaphysalis Koch, 1844
Gatunek:  Haemaphysalis (Aboimisalis) punctata Canestrini et Fanzago, 1877
H. (Haemaphysalis) concinna Koch, 1844

W przeciwienstwie do 1. ricinus, zasieg wystgpowania kleszcza takowego, Dermacentor
(Dermacentor) reticulatus (Fabricius, 1794) (tab. 1), jest ograniczony do pdtnocno-
wschodnich 1 wschodnich potaci kraju. Jednak w swoich siedliskach wystgpuje on powszech-
nie, a w okresach wzmozonej aktywnosci wiosennej i jesiennej moze by¢ nawet liczniejszy
niz kleszcz pospolity. Bytuje przede wszystkim w zadrzewionych lub zakrzewionych doli-
nach rzek 1 strumieni, na torfowiskach niskich i w bagnistych lasach mieszanych, na polanach
i takach $rédlesnych, a takze na porgbach oraz zakrzewionych pastwiskach. D. reticulatus jest
gatunkiem pozagniazdowo-norowym, o tréjzywicielowym cyklu rozwojowym. Mtodociane
osobniki wystepuja w norach i korytarzach nor drobnych ssakéw, a ich zywicielami sa gtow-
nie nornikowate. Zywicielami postaci dorostych sa éredniej i duzej wielkosci ssaki dzikie
(m.in. kroliki, zajace, dziki, sarny, jelenie, fosie) oraz bydto domowe [83]. Poniewaz jednak
gatunek ten rzadko atakuje ludzi, uwaza sig, ze nie stanowi on w Polsce istotnego zagrozenia
dla ich zdrowia. Nie znaczy to jednak, iz powinno si¢ lekcewazy¢ jego znaczenie medyczne,
poniewaz D. reticulatus wystgpuje na zywicielach, na ktérych chetnie pasozytuje rowniez 1.
ricinus i ten fakt ma istotne znaczenie epidemiologiczne. Moze bowiem dochodzi¢ do wspot-
zerowania (co-feeding) obu gatunkéw na jednym zywicielu. Dzigki temu mozliwa jest trans-
misja patogenéw z zakazonych osobnikéw kleszczy pospolitych, stuzacych jako dawcy (do-
nors) do pasozytujacych obok nich kleszczy takowych, bedacych biorcami (recipients). Tym
samym D. reticulatus moze peini¢ role w podtrzymywaniu naturalnego krazenia chorobo-
tworczych mikroorganizméw, zwlaszcza, ze zasiedla on licznie tereny o endemicznym wy-
stgpowaniu wielu choréb transmisyjnych.

Cykl rozwojowy kleszcza takowego jest zasadniczo jednoroczny, ale w rzadkich przypad-
kach moze trwa¢ dwa lata. W ciagu roku wystepuja dwa okresy aktywnosci gtodnych form
dorostych — wiosenny (marzec — czerwiec), ze szczytem w kwietniu i jesienny (sierpien —
listopad), ze szczytem w pazdzierniku. Postacie mtodociane maja jeden okres aktywnos$ci od
czerwca do wrzesnia, ze szczytem w lipcu dla larw oraz w sierpniu dla nimf.
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2.2. Epidemiologia choréb odkleszczowych

Nowo rozpoznawane w ostatnich latach choroby odkleszczowe (TBD - tick-borne dise-
ases) ludzi sa transmisyjnymi zoonozami, ktérych czynniki etiologiczne utrzymywane sa
w naturalnym cyklu obejmujacym kleszcze oraz zwierzgta dzikie i/lub hodowlane. W przy-
padku kazdej z nich jeden lub kilka gatunkéw kleszczy moze pelni¢ rolg przenosicieli patoge-
nu i dla kazdej istnieje jedno lub kilka zoonotycznych zrédet zakazenia (rezerwuaréw). W or-
ganizmach tych zwierzat odbywa si¢ namnazanie czynnikéw chorobotwdérczych i1 w efekcie
rozwija si¢ systemowa bakteriemia, wiremia lub parazytemia umozliwiajaca bezposrednia
transmisje patogenéw do wektora. Zrédto zoonotyczne nalezy odrézni¢ od znacznie
liczniejszej grupy kregowcdw, ktére cho¢ takze sa zywicielami kleszczy, to jednak nie wyka-
zuja objawOw systemowej bakteriemii i nie s zdolne do bezposredniego zakazenia wektora.
Zwierzgta te, nazywane amplifikatorami, utrzymuja jednakze lokalne populacje kleszczy na
wysokim poziomie zaggszczenia 1 tym samym ulatwiaja krazenie patogendw w naturze.

W naturalnym ognisku choroby wystepuje pionowa i pozioma transmisja patogendow.
Transmisja pionowa zachodzi w obrgbie populacji kleszczy 1 wiaze si¢ z przekazem transsta-
dialnym mikroorganizméw z jednego stadium rozwojowego na kolejne, np. z zainfekowane;j
larwy na nimfg, a nastgpnie na posta¢ dorosta oraz przekazem transowarialnym z samicy na
potomstwo. Oba rodzaje transmisji wystepuja w przypadku riketsji SFG i krgtkow B. burg-
dorferi s.1., dzigki temu kleszcze pelnig rolg nie tylko wektorow, ale i rezerwuaréw tych pato-
genow. Natomiast w przypadku A. phagocytophilum i B. microti nie dochodzi do przekazu
transowarialnego, dlatego tez kleszcze sa tu jedynie przenosicielami infekcji/inwazji.

Krazenie patogenéw w ptaszczyznie poziomej odbywa si¢ pomigdzy kleszczami a zwie-
rzgtami, bedacymi rezerwuarem patogenu. Kleszcze, ktore ulegaja zakazeniu/zarazeniu pod-
czas biorczego ssania krwi na zainfekowanym zywicielu, po transmisji transstadialnej przeka-
zuja je wrazliwemu zywicielowi podczas kolejnego pobierania krwi. Cztowiek, ktéry nie jest
wlasciwym zywicielem kleszczy, jedynie przypadkowo bywa wilaczony w cykl rozwojowy
zaréwno kleszcza jak 1 patogenu, 1 ulega zakazeniu i/lub zarazeniu.

Infekcyjno$¢ zwierzat rezerwuarowych, poziom zainfekowania kleszczy oraz zageszcze-
nie zywicieli sa najwazniejszymi czynnikami determinujacymi epidemiologi¢ choréb od-
kleszczowych.

2.3. Transmisyjne zoonozy odkleszczowe zaliczane do tzw. ,,rozwijajacych si¢
chorob infekcyjnych i inwazyjnych’ (EID - ,,emerging infectious diseases”)

2.3.1. Borelioza z Lyme (LB — Lyme borreliosis) (kretkowica kleszczowa) jest jedna
z najwazniejszych i najszerzej rozprzestrzeniona choroba transmitowana przez kleszcze, kto-
rej zoonotycznym zrodlem sa drobne gryzonie lesne, natomiast wektorami kleszcze z rodzaju
Ixodes. Czynnikiem etiologicznym LB sa Gram-ujemne kretki Borrelia burgdorferi (Spiro-
chaetales, Spirochaetaceae), ktére po raz pierwszy zostaty wyizolowane w 1981 r. w Stanach
Zjednoczonych z kleszczy I. dammini/scapularis, a w 1984 r. opisane jako nowy gatunek
[9, 47]. Obecnie uwazany jest on za kompleksowy, obejmujacy 11 gatunkéw genomowych
[101, 55] (tab. 2).
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Tabela 2. Gatunki genomowe z kompleksu Borrelia burgdorferi sensu lato.

Borrelia burgdorferi sensu stricto
Borrelia garinii
Borrelia afzelii

Borrelia valaisiana
Borrelia lusitaniae
Borrelia japonica
Borrelia andersoni
Borrelia tanukii
Borrelia turdii

Borrelia bissetti

Borrelia sinica

Co najmniej trzy z nich: B. burgdorferi sensu stricto (s.s), B. afzelii i B. garinii, sa patoge-
niczne dla ludzi i zwyczajowo to wiasnie te gatunki okresla si¢ mianem B. burgdorferi s.l.,
Wszystkie wystgpuja w Europie. Wywolywana przez nie przewlekta zoonoza moze rozwijac
si¢ latami 1 doprowadzi¢ do trwatych zmian narzadowych. W jej fazowym przebiegu mozna
wyréznié trzy nastgpujace po sobie okresy, z ktérych I, wczesny, charakteryzuje si¢ zazwy-
czaj wystgpowaniem lokalnych zmian skérnych — rumieni (EM — erythema migrans). W mia-
re uptywu czasu nastgpuje krwiopochodny wysiew kretkéw do innych organéw, a obraz kli-
niczny choroby jest powiazany z narzadowym umiejscowieniem zmian. W tym II okresie
najbardziej typowym objawem jest neuroborelioza (LM — lymphocytic meningoradiculitis),
ale moze dochodzi¢ réwniez do zmian w sercu, narzadach wzroku i ruchu. Po Kkil-
ku/kilkunastu miesiacach lub latach, w III okresie, dolegliwosci stawowe, neurologiczne
1 skorne przybieraja charakter przewlekty, a najbardziej typowa zmiang jest acrodermatitis
chronica atrophicans (ACA), prowadzaca stopniowo do zaniku skéry. Zazwyczaj pierwszym
objawem zakazenia kazdym z trzech ww. patogenicznych gatunkéw kretkow jest wystapienie
EM. W dalszym przebiegu schorzenia, B. burgdorferi s.s. zwiazana jest gtdwnie z zapaleniem
stawow, B. garinii wystgpuje przede wszystkim u pacjentéw z LM, natomiast B. afzelii naj-
czesciej towarzyszy ACA.

W Europie stwierdzono ponadto wystgpowanie B. valaisiana i B. lusitaniae, ktérych pa-
togeniczno$¢ wzgledem czlowieka nie zostata jeszcze w petni wykazana i wymaga dalszych
badan.

W Polsce pierwsze zdiagnozowane przypadki boreliozy z Lyme zostaly opisane w 1987 r.
u pacjentéow na Pomorzu Zachodnim [46]. Odnotowane zachorowania potwierdzily, sugero-
wang juz wczesniej, koniecznos¢ podjecia badan nad wystgpowaniem naturalnych ognisk LB
w naszym kraju, ze szczegdlnym uwzglednieniem kleszczy I. ricinus jako potencjalnych wek-
toréw kretkéw B. burgdorferi s.l.

2.3.2. Ludzka anaplazmoza granulocytarna (HGA — human granulocytic anapla-
smosis), poczatkowo znana jako ludzka ehrlichioza granulocytarna (HGE - human granulocy-
tic ehrlichiosis), jest wywotywana przez niewielkich rozmiaréw (0,5 do 1,5 um) Gram-
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ujemne bakterie z obrebu a-Proteobacteria, rzedu Rickettsiales, rodziny Anaplasmataceae,
bedace obligatoryjnymi, wewnatrzkomoérkowymi pasozytami biatych krwinek. Zakazaja
przede wszystkim granulocyty obojetnochtonne, neutrofile, i replikuja si¢ w wakuolach we-
wnatrz ich cytoplazmy tworzac tzw. morule. Swiadczy to o unikatowych zdolnoéciach adap-
tacyjnych i mechanizmach patogenetycznych tych bakterii, umozliwiajacych im przezycie
w komorkach uktadu odpornosciowego, petniacych zasadnicza rolg w odpowiedzi immunolo-
gicznej skierowanej wtasnie przeciwko takim mikroorganizmom.

HGA zostata opisana po raz pierwszy w Stanach Zjednoczonych w 1994 r. [4, 11]. Do-
ktadny taksonomiczny status jej czynnika etiologicznego, wyizolowanego dwa lata pdzniej
1 nazywanego poczatkowo ,.czynnikiem HGE”, ostatecznie okreslono dopiero w 2001 r.
Woéwczas, wraz ze zbieznymi genowo patogenami o znaczeniu weterynaryjnym (Ehrlichia
phagocytophila i1 E. equi), ,,czynnik HGE” przeniesiono z rodzaju Ehrlichia do rodzaju Ana-
plasma jako jeden wspdlny gatunek Anaplasma phagocytophilum comb. nov. [19].

W Ameryce Pétnocnej, Europie 1 Azji A. phagocytophilum krazy w naturalnym cyklu
przenoszona przez rézne gatunki kleszczy z rodzaju Ixodes. Za zrédto zakazenia uwazane sa
drobne gryzonie, ale coraz czgsciej pod uwage bierze si¢ rowniez duze dzikie ssaki, gtéwnie
jeleniowate, ze wzgledu na wystgpujaca u nich dlugotrwata infekcje o subklinicznym prze-
biegu.

Do zakazenia czlowieka dochodzi na skutek uklucia przez zainfekowanego kleszcza. Po
przeniknigciu skory, bakterie rozprzestrzeniaja si¢ droga naczyn chionnych i krwionosnych,
atakujac komorki docelowe uktadu krwiotwoérczego oraz siateczkowo-$rédblonkowego.

Kliniczny obraz HGA jest zr6znicowany i moze mie¢ przebieg od tagodnego do cigzkie-
0. Sredni okres wylggania choroby, wg réznych zrédet, wynosi 7-11 dni (od 5 do 11-21 dni),
natomiast czas jej trwania od kilku dni do 2-3 tygodni, jednakze, przy braku odpowiedniego
leczenia, moze przedtuzyc¢ si¢ nawet do 2-3 miesigcy. We wstepnym okresie choroba objawia
si¢ ztym samopoczuciem i zmgczeniem (94% przypadkéw), goraczka (> 39°C) (92%), bolami
migsni (77%) 1 glowy (75%), rzadziej stawéw, dreszczami i nadmiernym poceniem si¢. Po
kilku dniach moga wystapi¢ nudno$ci, wymioty, biegunka oraz béle brzucha, prowadzace do
utraty masy ciata. Powyzszym objawom moze réwniez towarzyszy¢ kaszel polaczony z napa-
dowa dusznoscia, zwiazany z zapaleniem ptuc, a niekiedy zaburzenia §wiadomosci. Stosun-
kowo rzadko (6% przypadkéw), przede wszystkim u dzieci, pojawia si¢ plamkowo-grudkowy
lub wybroczynowy rumien [5, 20]. Nalezy jednak bra¢ réwniez pod uwagg mozliwo$¢ wysta-
pienia innych objawéw skornych, jak np. zespolu Sweeta — neutrofilowej dermatozy charakte-
ryzujacej si¢ m.in. tkliwymi, rumieniowymi, pseudopecherzowymi zmianami skérnymi,
prawdopodobnie bedacymi wynikiem aktywacji neutrofili juz przez niewielka liczbe¢ komérek
A. phagocytophilum [36]. W przypadkach bardzo cigzkich moze wystapi¢ zespdt wykrzepia-
nia wewnatrznaczyniowego. W badaniach laboratoryjnych obserwuje si¢ trombocytopenig
(71%), leukopeni¢ (49%), anemig (37%) oraz podwyzszony poziom aminotransferaz (71%)
[20]. Ok. 40% pacjentéw jest poddawanych hospitalizacji, trwajacej srednio 6 dni, a 17%
wymaga intensywnej opieki medycznej [5]. Wykryta wczesnie i leczona, ludzka anaplazmoza
granulocytarna nie powoduje powiktan, jednak pdzne rozpoznanie i podjgcie leczenia moze
by¢ bezposrednia przyczyna $mierci, zwlaszcza u oséb starszych, lub zgonéw z powodu in-
fekcji/inwazji oportunistycznych [2, 37]. W zwiazku z tym $miertelnoS¢ wg réznych zrodet
wynosi 1-5%. Wyniki badan seroepidemiologicznych sugeruja ponadto, ze wiele przypadkéw
zakazen A. phagocytophilum jest nierozpoznanych.

Pierwsze kliniczne przypadki HGA w Polsce zdiagnozowano w roku 2000 [98].
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2.3.3. Babeszjoza jest kolejna zoonoza przenoszona przez kleszcze, wywotywana przez
pierwotniaki z rzedu Piroplasmida, rodziny Babesiidae, rodzaju Babesia, bgdacych obligato-
ryjnymi pasozytami erytrocytow. Jedna z najczgstszych inwazji wsrod dziko zyjacych 1 ho-
dowlanych zwierzat na caltym $wiecie, przyciaga coraz zywsze zainteresowanie klinicystow
rowniez jako rozwijajaca sig¢ choroba ludzi. Sposréd ok. 100 znanych gatunkéw Babesia spp.,
dwa: B. microti, pasozyt drobnych gryzoni i B. divergens, pasozyt bydlgcy, wywotuja gros
inwazji u ludzi. Ponadto, w Stanach Zjednoczonych notowano pojedyncze przypadki klinicz-
ne bedace skutkiem zarazenia pacjentéw dotychczas nienazwanymi gatunkami piroplazm
typu WA-1 (od ,,Washington 1), CA-1 (od ,,California 1) 1 MO-1 (od ,,Missouri 1) [38, 40,
67, 72], a w Europie typu EU1 (od ,,European Union 1) [39].

Na naszym kontynencie pierwszy, Smiertelny, przypadek ludzkiej babeszjozy opisano
w 1957 r. w dawnej Jugostawii [87]. Od tego czasu odnotowano ponad 30 dalszych przypad-
kow, z ktorych wigkszos¢ byta wywotana przez B. divergens, a zaledwie dwa przez B. microti
[42]. W USA choroba ta znana jest od 1966 r., a liczba zachorowan, ktérych przyczyna jest
przede wszystkim inwazja B. microti, przekroczyta 400. Kliniczny obraz babeszjozy w Ame-
ryce Péinocnej i Europie nieco rézni si¢ od siebie. Na naszym kontynencie jej przebieg jest
zwykle bardziej gwaltowny 1 cigzszy. Charakteryzuje si¢ m.in. ztym samopoczuciem, zmg-
czeniem, dreszczami, mdto$ciami, bélami glowy i brzucha, utrata wagi, zéttaczka, zaburze-
niami emocjonalnymi. Temperatura ciala moze sigga¢ 40°C. Najczgstszym klinicznym obja-
wem jest wewnatrznaczyniowa hemoliza z hemoglobinurig oraz niewydolnos¢ nerek. W prze-
biegu choroby parazytemia wynosi od 1% do 80% zarazonych krwinek. Do grupy
podwyzszonego ryzyka zalicza si¢ osoby po splenektomii, w$réd ktérych, w razie zachoro-
wania, Smiertelnosc¢ sigga 50% [28, 29].

W naturze kleszcze zarazaja si¢ B. divergens w stadium samicy, ktéra nastgpnie przekazu-
je inwazj¢ transowarialnie na potomstwo, natomiast do zarazenia B. microti dochodzi podczas
pasozytowania mtodocianych stadiow rozwojowych (larwy, nimfy) i wiaze si¢ z tansstadialna
transmisja pasozytow, przy czym dochodzi tylko do jednej transmisji: z larwy na nimf¢ lub
z nimfy na posta¢ dorosta.

Dotychczas w Polsce nie notowano rodzimych przypadkéw ludzkiej babeszjozy.

2.3.4. Goraczki plamiste (SF - sported fever) wywotywane sa przez drobne (0,3-0,5 x
0,8-2,0 um), Gram-ujemne riketsje (rzad Rickettsiales, rodzina Rickettsiaceae, rodzaj Rickett-
sia, grupa goraczek plamistych — SFG ,,spotted fever group”), bedace obligatoryjnymi paso-
zytami wewnatrzkomorkowymi. Sa one przede wszystkim przenoszone przez kleszcze twar-
de, bedace zarazem wektorami i rezerwuarami riketsji, podczas gdy kregowce, w tym czto-
wiek, sg ich zywicielami przypadkowymi. Gtéwnymi objawami zakazenia riketsjami z grupy
goraczek plamistych sa bole glowy i goraczka. W wigkszosci przypadkéw obserwowane sa
plamiste wykwity skérne, ktérym czasami towarzyszy nekrotyczna grudka (strup). W patoge-
nezie, cecha charakterystyczna jest umiejscowienie i namnazanie si¢ riketsji w komorkach
srodbtonka drobnych naczyn wtosowatych, ktéry ulega zniszczeniu na skutek efektu cytotok-
sycznego. Pociaga to za soba wytworzenie rozsianych wielonarzadowych zmian typu vasculi-
tis, ktére sa umiejscowione w drobnych naczyniach skory, ptuc, serca, nerek i mézgu, a takze
w innych narzadach wewnetrznych. Uszkodzenie nabtonka naczyn prowadzi do ogniskowej
martwicy, do tworzenia si¢ naciekow wokot tych naczyn i do zwolnienia przeptywu krwi
w naczyniach wlosowatych. Powoduje to przechodzenie osocza przez $ciany naczyh i po-
wstawanie obrzgkéw okotonaczyniowych. Niedokrwienie i niedotlenienie prowadza do uszko-
dzenia narzadéw 1 uktadéw, m.in. osrodkowego uktadu nerwowego, nerek, nadnerczy, czy mig-
$nia sercowego. Moze rowniez doj$¢ do zespotu wykrzepiania wewnatrznaczyniowego [21].
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Tabela 3. Riketsje z grupy goraczek plamistych wystgpujace w Europie i wywotywane przez nie choroby ludzi.

Patogeniczne dla czlowieka

Rickettsia conori s.s. goraczka $rédziemnomorska

Rickettsia akari* wysypka riketsjowa

Rickettsia slovaca odlkeszczowa limfadenopatia (TIBOLA)
Rickettsia sibirica syberyjski dur kleszczowy

Rickettsia helvetica nienazwana riketsjoza

Rickettsia mongolotimonae nienazwana riketsjoza

Uznawane obecnie za niepatogeniczne dla czlowieka

Rickettsia massiliae
Rickettsia rhipicephali
Rickettsia monacenis sp. nov.
Candidatus Rickettsia kotlanii

* przenoszona przez drobne roztocze

Sposréd znanych obecnie ok. 30 gatunkéw riketsji SFG, co najmniej 13 jest uwazanych za
patogeniczne dla cztowieka, w tym 6 w Europie (tab. 3). Pozostale byly dotychczas izolowane
jedynie ze stawonogdéw i czgsto sa traktowane jako niechorobotwoércze. Jednakze w ostatnich
latach, np. R. slovaca zostata jednoznacznie okreslona jako etiologiczny czynnik odkleszczo-
wej limfadenopatii (TIBOLA — tick-borne lymphadenopathy). Chorobg t¢ charakteryzuje
m.in. wystgpowanie nekrotycznej zmiany skornej oraz rumien w miejscu uktucia kleszcza
(przewaznie na glowie 1 karku), ktérym towarzysza wyraznie powigkszone i bolesne wezty
chtonne. Natomiast R. helvetica uznano za czynnik kolejnej ludzkiej riketsjozy o objawach
perimyocarditis (zapalenia migsnia sercowego) [60], sarcoidozy [61] i grypopodobnej, ostrej
choroby goraczkowej [25, 26].

W Polsce do chwili obecnej nie zdiagnozowano zachorowan na goraczki plamiste, bedace
wynikiem uktucia przez zakazonego kleszcza.



17

3. CELBADAN

Do najwazniejszych czynnikéw determinujacych epidemiologi¢ choréb odkleszczowych
zalicza si¢ zakazenie zwierzat rezerwuarowych, poziom prewalencji patogenéw w popula-
cjach kleszczy oraz zaggszczenie zywicieli tych ektopasozytéw. Dlatego tez celem prezento-
wanych badan, prowadzonych w latach 1993-2004, byto przede wszystkim:

1) wykazanie, czy w rodzimych populacjach dwéch gatunkéw Ixodidae — 1. ricinus
i D. reticulatus wystepuja etiologiczne czynniki choréb zaliczanych do EID: bore-
liozy z Lyme, ludzkiej anaplazmozy grnulocytarnej, babeszjozy oraz goraczek
plamistych, stanowiacych zagrozenie zdrowia ludzi;

2) okreslenie, jak ksztaltuje si¢ prewalencja poszczegélnych gatunkéw patogendw
w populacjach kleszczy;

3) okreslenie terendw wystgpowania naturalnych ognisk wspomnianych choréb na te-
renie kraju, a szczegdlnie na jego pétnocnych i pétnocno-wschodnich obszarach;

4) okreslenie ryzyka wystapienia infekcji/inwazji, w tym mieszanych, u ludzi ekspo-
nowanych na ataki kleszczy.

4. MATERIAL I METODY
4.1. Zbior Kleszczy

Kleszcze odtawiano na wytypowanych stanowiskach lesnych péinocnej, pdéinocno-
wschodniej, wschodniej i potudniowej Polski. Miejsca zbioru 1. ricinus byty zlokalizowane
gtéwnie w lasach lisciastych i mieszanych: wokét miejsc piknikowych i parkingéw lesnych,
wzdtuz drég i $ciezek lesnych oraz na obrzezach lasow, natomiast D. reticulatus na torfowi-
skach niskich, na polanach i takach §rédlesnych, a takze na porgbach oraz zakrzewionych
pastwiskach, a wigc wszedzie tam, gdzie kontakt kleszczy z ludzmi byt najbardziej prawdo-
podobny. Odlowu dokonywano w okresach aktywnosci kleszczy (kwiecien — pazdziernik)
ogOlnie przyjeta do tego celu metoda ,,flagowania” niskiej roslinnosci 1 $ciétki flanelowa fla-
ga o powierzchni 1m”. W laboratorium zebrane kleszcze segregowano wg gatunku i stadium
rozwojowego. Do badan metoda immunofluorescencji posredniej (OIP) uzywano zywych
osobnikéw, podczas gdy do badan z zastosowaniem techniki polimerazowej reakcji tancu-
chowej (PCR) kleszcze konserwowano w 70% alkoholu etylowym.

4.2. Odczyn immunofluorescencji posredniej (OIP)

OIP stosowano w latach 1993 — 1999 do detekcji kretkéw B. burgdorferi s.l., z uzyciem
poliklonalnych kroliczych przeciwcial przeciw B. burgdorferi, szczep 1 B 29 (PAB 1 B 29)
oraz kozich przeciwcial przeciwkréliczych znakowanych FITC [6, 80].



18

4.3. Polimerazowa reakcja tancuchowa (PCR)

Izolacji DNA poszukiwanych patogenéw z kleszczy dokonywano metoda amoniakalna
[77]. Amplifikacji wybranych fragmentéw genéw dokonywano z zastosowaniem opubliko-
wanych lub wiasnych starter6w reakcji specyficznych rodzajowo lub gatunkowo.

Do amplifikacji DNA B. burgdorferi s.l. stosowano parg¢ oligonukleotydow FL6 1 FL7
[69] specyficznych do fragmentu genu fla kodujacego biatko wici, wysoce konserwatywnego
w obrgbie tego kompleksowego gatunku. Nastgpnie detekcji trzech patogenicznych gatunkow
B. burgdorferi s.l. dokonywano technika nested PCR, z zaprojektowanymi przez zesp6t wlasny-
mi starterami reakcji wewngtrznej: BB1/BB2, BA1/BA2 i BG1/BG3, specyficznymi odpo-
wiednio dla B. burgdorferi s.s., B. afzelii 1 B. garinii. DNA A. phagocytophilum wykrywano
przy uzyciu starteréw EHR 521 1 EHR 747, amplifikujacych fragment genu 16S rDNA tego
gatunku riketsji [65], podczas gdy DNA B. microti z zastosowaniem zewngtrznych starteréw
babl 1 bab4 oraz wewngtrznych bab2 1 bab3 (nested PCR) amplifikujacych fragment genu
kodujacego mate podjednostki rybosomalnego RNA (SS-rDNA) [66]. DNA riketsji SFG wy-
krywano amplifikujac, przy pomocy starterow Rp.Cs.877p. 1 Rp.Cs.1258n, fragmenty genu
gltA, kodujacego syntaze cytrynianowa, ktéry zawiera zakonserwowane regiony wystgpujace
u wszystkich znanych gatunkéw z rodzaju Rickettsia [75] oraz przy pomocy starterow SLO1F
i SLOIR - pary oligonukleotydéw specyficznych do fragmentu genu ompA, kodujacego ze-
wngtrzne biatko powierzchniowe rOmpA tych drobnoustrojow.

W kazdej reakcji stosowano wilasciwe kontrole pozytywne oraz kontrolg negatywna (po-
dwdjnie destylowana wodg). Wszystkie reakcje przeprowadzano w termocyklerach GeneAmp
PCR System 2400 lub 9700 (Applied Biosystem, USA, dawniej Perkin Elmer).

4.4. Detekcja specyficznego produktu reakcji PCR i analiza otrzymanych
sekwencji

Detekcje specyficznych produktéw PCR przeprowadzano na drodze elektroforezy na
1,5% lub 2% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny wobec wzorcéw masowych
DNA.

Analizy sekwencji uzyskanych produktéw PCR dokonywano za pomoca automatycznego
sekwenatora ABI Prism 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystem, USA) wg protokotu
producenta. Uzyskane sekwencje poréwnywano ze zdeponowanymi w banku genéw (Gen-
Bank) za pomoca programu NCBI BLAST.
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5.  WYNIKI BADAN I ICH OMOWIENIE NA TLE
PISMIENNICTWA KRAJOWEGO I EUROPEJSKIEGO

5.1. Borrelia burgdorferi sensu lato w kleszczach Ixodes ricinus

Wyniki pierwszych w Polsce badan nad wystepowaniem B. burgdorferi s.1. w popula-
cjach I ricinus, prowadzonych w pierwszej potowie lat 90. ubieglego wieku, przedstawiono
w pracy P1. Obecnos¢ kretkow u nimf 1 postaci dorostych kleszczy, zebranych z roslinnosci
na lesnych stanowiskach dawnego woj. olsztynskiego oraz ze zwierzyny townej, wykryto
wowczas przy zastosowaniu OIP. Ogdlny poziom infekcji u gtodnych osobnikéw wynosit
11,5% (n=192/1666), ale na poszczegdlnych 35 stanowiskach badawczych wahat si¢ od 0%
do 35,7%. Uzyskane rezultaty wykazaty, ze na badanym terenie B. burgdorferi krazy w natu-
ralnym cyklu, a jej gléwnym wektorem jest 1. ricinus oraz potwierdzily, ze istnieja tam ogni-
ska boreliozy z Lyme, w tym ze znacznym ryzykiem wystapienia zachorowan u ludzi.

W prowadzonych réwnolegle badaniach, rowniez z udzialem autorki, dokonano takze
pierwszej w kraju izolacji kretkéw z I. ricinus metoda hodowli na podtozu BSK-H (Sigma)
[15]. Wyizolowany szczep 1 BF 5 reagowat pozytywnie zarowno z ww. przeciwcialami poli-
klonalnymi, jak i monoklonalnymi przeciwcialami specyficznymi rodzajowo (MAB 9724)
1 gatunkowo (MAB: H 53321 11 G 1), co wéwczas pozwolito na jednoznaczne zidentyfiko-
wanie tego szczepu jako B. burgdorferi. Jednoczesny brak reakcji z monoklonalnymi prze-
ciwcialami MAB H 3TS umozliwit zakwalifikowanie go do serogrupy II, zgodnie z dwcze-
snym systemem serotypowania.

Rezultaty ww. badan byly zgodne z wynikami uzyskiwanymi w tamtych latach réwniez
w innych krajach europejskich [22, 31, 49, 62] i potwierdzaty rolg I. ricinus jako przenosicie-
la B. burgdorferi s.1. w Europie.

Do konca lat 90. XX w. wspomniane powyzej oraz kolejne prace badawcze, przy znacza-
cym wspétudziale lub prowadzone przez autorke, wnioslty istotny wkiad w poznanie rozprze-
strzenienia B. burgdorferi s.1. w populacjach kleszcza pospolitego w Polsce. Najintensywniej-
sze badania byly prowadzone na terenach pétnocno-wschodniej i pétnocnej Polski, 1 z tego
obszaru pochodza najbardziej szczegdétowe dane. Odtowiono tam z roslinnosci i przebadano
odczynem immunofluorescecji posredniej ogétem 15.830 nimf i dorostych 1. ricinus. Kretki
wykryto odpowiednio u 6,5% i 8,8% kleszczy pochodzacych z dawnego woj. gdanskiego
1 biatostockiego [102, 103, 104]. Natomiast w pracy P2, opr6cz wykazania nowych ognisk
boreliozy z Lyme na terenie woj. biatostockiego i olsztynskiego, gdzie zakazenie kleszczy
wynosito odpowiednio 4,1% 1 10,3%, oraz krakowskiego (15,5%) 1 katowickiego (37,5%),
wykryto kolejne: w woj. stupskim (9,1% zakazonych kleszczy), elblaskim (13,2%), bydgo-
skim (7,4%) 1 lubelskim (11,3%), potwierdzajac tym samym, ze B. burgdorferi jest rozprze-
strzeniona w populacjach kleszczy na terenie calego kraju. Bylo to mozliwe m.in. dzigki
wprowadzeniu do badan techniki PCR, w ktérej do amplifikacji zastosowano parg¢ starterow
FL6 i FL7, specyficznych do fragment genu fla kr¢tkow z tego kompleksowego gatunku. Po-
zwolita ona na detekcj¢ DNA bakterii rowniez w materiale zakonserwowanym w alkoholu,
podczas gdy w przypadku OIP antygen musiat by¢ sporzadzany z zywych kleszczy, z ktérych
cze$¢ nie przezylaby transportu z odlegtych stanowisk ich odlowu do laboratorium IMMiT
w Gdyni.
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Nalezy tu zaznaczy¢, ze w pracach nr P1 — P3 notowano zawsze znacznie wyzszy odse-
tek zakazonych dorostych postaci kleszczy (18,8% — 22,9%) w poréwnaniu do nimf (4,7% —
7,6%).

W $lad za IMMIT w Gdyni, badania nad wystgpowaniem B. burgdorferi w rodzimych po-
pulacjach kleszczy podjely i inne krajowe osrodki naukowe. Pozwolity one na wykrycie
ognisk boreliozy z Lyme na terenach centralnej Polski [82], Pomorza Zachodniego [8, 106],
Wielkopolski [56, 63] oraz Matopolski i Slaska [68]. Ogétem, na podstawie przeanalizowa-
nych danych z pismiennictwa mozna stwierdzi¢, ze w Polsce poziom zakazenia I. ricinus
krgtkami z kompleksu B. burgdorferi waha si¢ od 0 do 58,3% [90]. Wyniki te sa zgodne
z uzyskiwanymi w innych krajach europejskich, gdzie ogélny odsetek gtodnych kleszczy za-
infekowanych kretkami réwniez sigga do 58%, przy czym poziom zakazenia postaci mtodo-
cianych, tj. larw 1 nimf (odpowiednio od O — 11% oraz 2 — 43%) jest zazwyczaj nizszy anizeli
form dorostych (3 — 58%) [44].

W tym samym czasie autorka wraz z zespotem, droga hodowli oraz PCR 1 analizy dtugich
fragmentéw restrykcyjnych (LRFP - large restriction fragment pattern), wykazata po raz
pierwszy w Polsce obecno$¢ w rodzimych kleszczach trzech patogenicznych gatunkéw kret-
kéw, tj. B. burgdorferi s.s., B. afzelii i B. garinii [91]. Jak wida¢ z pracy P3, wkrétce do ba-
dan wprowadzono technik¢ nested-PCR, z zaprojektowanymi przez zesp6t wlasnymi starte-
rami reakcji wewnetrznej: BB1/BB2, BA1/BA2 i BG1/BG3, specyficznymi odpowiednio dla
ww. gatunkow, ktora pozwolita na ich bezposrednie wykrywanie w kleszczach 1 tym samym
uniknigcie zmudnej i dtugotrwalej izolacji bakterii z tych stawonogéw metoda hodowli. W
wyniku stwierdzono, ze wszystkie trzy gatunki kraza w naturalnych cyklach na badanych ob-
szarach kraju (p6étnocnych, pétnocno-wschodnich, potudniowo-wschodnich, potudniowych).
Ogodtem odnotowano nieznaczna przewage zakazen B. afzelii (47,1%) nad B. burgdorferi s.s.
(39,2%) oraz B. garinii (33,3%), cho¢ w zaleznosci od regionu, odsetek kleszczy zainfekowa-
nych poszczegdlnymi gatunkami genomowymi byt zmienny. Ten ich nierdwnomierny rozktad
w Polsce zostal odnotowany réwniez przez innych autoréw. Np. na terenie Pomorza Zachod-
niego zdecydowanie dominuje B. burgdorferi s.s. (96%) [107]. Takze dane z pozostatych kra-
jow europejskich wskazuja, ze geograficzne rozprzestrzenienie r6znych gatunkéw z komplek-
su B. burgdorferi s.1. nie jest rOwnomierne [12, 48, 58, 94, 105].

Oprécz gatunkéw patogenicznych, w naszym kraju stwierdzono réwniez wystgpowanie B.
valaisiana [82] i B. lusitaniae [108]. Nie okreslono jeszcze ostatecznie ich potencjatu choro-
botwdrczego, istnieja jednak coraz liczniejsze dowody na to, ze przynajmniej pierwszy z nich
rowniez moze by¢ przyczyna wystapienia klinicznych objawéw boreliozy u ludzi, poniewaz
B. valaisiana 1zolowano z bioptatéw skérnych pobranych od pacjentéw z EM, ACA, neuro-
borelioza i zapaleniem stawow [79].

5.2. Anaplasma phagocytophilum w Kleszczach Ixodes ricinus

Wyniki pierwszych polskich badan dotyczacych wystgpowania A. phagocytophilum
w rodzimych kleszczach I. ricinus zostaty przedstawione przez autorkg w 2000 r. na VIII Eu-
ropean Multicolloquium of Parasitology w Poznaniu [92]. Réwnolegle zaprezentowano rezul-
taty badan wtasnych nad prewalencja przeciwciat przeciw czynnikowi HGA (wéwczas HGE)
w grupie ludzi eksponowanej na ataki kleszczy [34]. Uzyskane rezultaty potwierdzaty zatoze-
nie, ze w naszym kraju istnieja naturalne ogniska ludzkiej anaplazmozy granulocytarnej i ze
chorobg t¢ nalezy zaliczy¢ do odkleszczowych EID. Rok pdzniej opisano pierwsze zdiagno-
zowane kliniczne przypadki HGA w naszym kraju [98].
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W pracach P4 — P6, bazujac na wynikach kolejnych badan molekularnych (PCR), wyka-
zano zakazenie A. phagocytophilum populacji 1. ricinus z terenu pdéinocnej i pdinocno-
wschodniej Polski. U kleszczy zebranych na stanowiskach zlokalizowanych na Pojezierzu
Mazurskim, w okolicach Biategostoku i w Puszczy Biatowieskiej ogdlny odsetek zainfeko-
wanych osobnikéw wynosit 8,7%, a w woj. pomorskim siggal 19,2%. Obserwowano jednak
znaczne réznice w ekstensywnosci zakazenia kleszczy pochodzacych z réznych stanowisk
badawczych, od 0% az do 38,5%. Najczesciej obecnos¢ A. phagocytophilum notowano u sa-
mic (21,3% — 47,6%) 1 samcow (4,2% — 8,6%). Natomiast poziom zakazenia nimf byt znacz-
nie nizszy wynosit i 1,4 — 2,1%, co wskazywalo na istotng rol¢ zwierzat Srednich i/lub du-
zych rozmiaréw, jako gléwnych rezerwuaréw riketsji w naszym kraju. Jej potwierdze-
niem moze by¢ niedawne wykrycie, przy wspoétudziale autorki, A. phagocytophilum we krwi
jeleniowatych w Wielkopolsce [57]. Tendencj¢ wzrostu poziomu zakazenia w miar¢ rozwoju
kleszczy zaobserwowano juz we wczesniejszych badaniach prowadzonych z udzialem autor-
ki, zar6wno na wspomnianych wyzej obszarach Polski [33] oraz w srodkowo-wschodnie;j
czesci kraju, gdzie poziom zakazenia ogétu przebadanych kleszczy wynosit 13,1% [97]. Na-
tomiast na Pomorzu Zachodnim notowana czgstotliwos$¢ zakazen 1. ricinus przez A. phagocy-
tophilum byta znacznie nizsza (1,4 — 4,5%) [85, 86]. W innych krajach europejskich odsetek
kleszczy — nosicieli czynnika HGA, réwniez jest zmienny i wynosi, przyktadowo, od 1,3 —
4,1% w Szwajcarii i Niemczech [53, 71] do ok. 24% we Wtoszech i Hiszpanii [14, 64] oraz
ok. 30% w Butgarii [12].

Niewiele jeszcze wiadomo o wystgpowaniu A. phagocytophilum na rekreacyjnych zale-
sionych obszarach miejskich i/lub podmiejskich — srodowiskach, gdzie ekspozycja ludzi na
ataki kleszczy bywa najczestsza. W Polsce tg lukg informacyjna czg¢sciowo wypetnity bada-
nia, ktérych wyniki przedstawiono w pracy P6. Przeprowadzono je w lasach wokoét 1 na tere-
nie dzielnic mieszkaniowych Gdanska, Gdyni i Sopotu. Specyficzne potozenie Tréjmiasta,
ktorego rozrost ogranicza z jednej strony Zatoka Gdanska, sprawilo jego ekspansj¢ na zale-
sione wzgdrza morenowe, gdzie coraz czesciej lokalizowane sa nowe osiedla mieszkaniowe,
co pociaga za soba wzmozony kontakt ich mieszkancéw z kleszczami. Badania wykazaty, ze
L. ricinus wystgpuje tam licznie, a najwyzsze zakazenie ogélu odtowionych osobnikéw —
19,2%, wystgpowato w obrebie Gdanska. Na zadrzewionych terenach Gdyni wynosito 11,7%,
a Sopotu 5,1% zbadanych kleszczy. Odsetek samic 1. ricinus, u ktérych wykryto A. phagocy-
tophilum siggal nawet ponad 47%. W zwiazku z tym prawdopodobienstwo wystapienia infek-
cji u ludzi jest tam podwyzszone.

Warto podkresli¢, ze badania wykonane z udzialem autorki wykazaty obecno$¢ czynnika
HGA (GenBank acc. no. DQ006828) u ponad 23% oraz ok. 10% I. ricinus zebranych ze sko-
ry pacjentéw zglaszajacych si¢ do Akademii Medycznej w Bialymstoku [32] i Akademii Me-
dycznej we Wroctawiu [95]. Natomiast wyniki badan seroepidemiologicznych, przedstawione
przez autork¢ w pracy PS5, jak réwniez w innych publikacjach z jej udzialem [33, 35] oraz
dane jeszcze niepublikowane (Stahczak i wsp.), potwierdzaja znaczng czgstotliwos¢ wyste-
powania zakazen A. phagocytophilum u ludzi. Obecnos$¢ przeciwcial przeciw tej riketsji
u 0s6b w rézny sposob eksponowanych na kleszcze, w tym zawodowo zwiazanych z gospo-
darka lesna, stwierdzano u 0% — 32,4% badanych. Ten znaczny odsetek os6b seropozytyw-
nych, przy jednoczesnej niewielkiej liczbie klinicznych przypadkéw [35, 98], potwierdza, ze
w naszym kraju, podobnie jak w innych krajach europejskich [1, 7, 27, 99], HGA ma zazwy-
czaj przebieg skapoobjawowy lub bezobjawowy. By¢ moze jest to zwiazane z mozliwoscia
wystgpowania dwoch wariantéw A. phagocytophilum [54], z ktérych jeden jest patogeniczny
dla ludzi, a drugi wprawdzie wywotuje odpowiedZz immunologiczng organizmu, ale nie rozwi-
ja objawéw choroby. Oba te warianty moglyby by¢ przenoszone przez I. ricinus, ale réznityby
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si¢ zrédtem zoonotycznym. Obecnie autorka jest zaangazowana w badania, w ramach wspol-
nego grantu MNiSW, prowadzone na Uniwersytecie A. Mickiewicza w Poznaniu, majace na
celu m.in. genotypowanie riketsji A. phagocytophilum izolowanych z réznych krggowcow
(ptaki, drobne ssaki lesne, jeleniowate), co pozwolitoby na ewentualne zweryfikowanie ww.
hipotezy.

5.3. Babesia microti w Kleszczach Ixodes ricinus

Badania przedstawione w pracy P6 wniosty nowe informacje dotyczace wystgpowania B.
microti w populacjach I. ricinus w Polsce. Przeprowadzono je na kleszczach zebranych na
lesnych obszarach Tréjmiasta. Technika PCR wykryto DNA tego pasozyta (fragment genu
SS-rDNA) u 2,4% ogétu nimf i dorostych form kleszczy, w tym u 4,3% samcoéw, 3% samic
oraz 1,3% nimf. Ten ok. 3-krotny wzrost zakazenia dorostych kleszczy w poréwnaniu do
nimf potwierdzat, ze, podobnie jak w przypadku B. burgdorferi, rezerwuarem zoonotycznym
B. microti sa gtéwnie drobne ssaki. W badaniach innych polskich autoréw, wystgpowanie
tego gatunku pierwotniaka dotychczas wykazano wtasnie u nornicy rudej (Clethrionomys
glareolus), myszy le$nej (Apodemus flavicollis), polnika burego (Microtus agrestis), polnika
péinocnego (M. oeconomus) oraz polnika zwyczajnego (M. arvalis) [3, 50, 51, 81].

W Tréjmiescie najwyzszy poziom infekcji (3,1%) notowano na stanowiskach zlokalizo-
wanych w obszarze Gdanska, podczas gdy w Sopocie i Gdyni wynosit on odpowiednio 2,6%
11,5%. Wyniki te wskazuja, ze mieszkancy terendw przylesnych oraz osoby odwiedzajace
lasy w celach rekreacyjnych sa potencjalnie narazani na inwazj¢ B. microti na skutek uktucia
przez zainfekowane kleszcze.

Niewiele jeszcze wiadomo o wystgpowaniu naturalnych zarazen B. microti w populacjach
L. ricinus na naszym kontynencie, a piSmiennictwo na ten temat jest skape. Do niedawna
uwazano, Ze W przenoszeniu tego pasozyta najistotniejsze znaczenie ma 1. trianguliceps, ga-
tunek bytujacy w gniazdach gryzoni [73, 74]. Poniewaz kleszcz ten jedynie sporadycznie ata-
kuje ludzi, wptywaloby to na znikoma liczb¢ zachorowan wywotanych inwazja tego pierwot-
niaka. Jednak niedawne badania laboratoryjne wykazaty, ze réwniez 1. ricinus jest jego kom-
petentnym wektorem [30]. Dotychczas w Europie stwierdzono wystgpowanie B. microti
u 7,5% przebadanych kleszczy tego gatunku w Stowenii [18] i u ok. 4%, a w Szwajcarii [24].
W naszym kraju, na Pojezierzu Mazurskim odnotowano zarazenie 0,6% odtowionych 1. rici-
nus [81], podczas gdy na Pomorzu Zachodnim byto ono wielokrotnie wyzsze, bo siggajace do
13,3% [86]. Ponadto zakazone kleszcze odnotowano w r6znych kompleksach lesnych na te-
renie woj. pomorskiego (0,2%), kujawsko-pomorskiego (5,5%) oraz podlaskiego (7,9%)
(Stanczak i wsp. dane jeszcze niepubl.). Przytoczone powyzej wyniki prac polskich autoréw
swiadcza, ze B. microti rozprzestrzeniona jest w populacjach 1. ricinus na calym obszarze
péinocno-zachodniej, péinocnej i péinocno-wschodniej Polski, z przewaga zakazen wsréd
form dorostych.

Dotychczas w Polsce nie wykryto zarazenia B. microti u ludzi. By¢ moze przyczyna takiej
sytuacji jest np. fakt, ze pierwotniaki tego gatunku powszechnie pasozytujace u gryzoni z ro-
dzaju Microtus w potnocno-wschodniej Polsce, nie sa szczepem zoonotycznym [81]. Z dru-
giej jednak strony, wykrycie przeciwcial przeciw B. microti u 1,8 — 5,4% ludzi eksponowa-
nych na kleszcze w pewnych regionach Niemiec [45, 96], u 1,5% w Szwajcarii [24] i 1,4%
w poéinocno-wschodniej Polsce [100], potwierdza wysuwane sugestie, ze w Europie do kon-
taktow ludzi z tym pierwotniakiem dochodzi czgsciej niz dotychczas sadzono.
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5.4. Riketsje z grupy goraczek plamistych (SFG) w kleszczach Ixodes ricinus
i Dermacentor reticulatus

W Polsce, pierwsze doniesienia o wystgpowaniu w kleszczach Ixodidae riketsji SFG, nie
nalezacych do gatunku R. slovaka, autorka zaprezentowata w 2004 r. na XX Zjezdzie Pol-
skiego Towarzystwa Parazytologicznego w Warszawie [89, 93].

Bardziej szczeg6towe badania, bedace przedmiotem pracy P7, kontynuowano na materia-
le wyizolowanym z I. ricinus (n=560) odtowionych w lasach woj. pomorskiego. Amplifikacja
fragmentu genu glrA, kodujacego syntazg cytrynianowa, wykazata obecnos¢ DNA Rickettsia
sp. u 2,9% og6tu kleszczy, przy czym poziom infekcji u samic i samcéw (10,5% i 11,8%) byt
znacznie wyzszy niz u nimf (1,6%). Na podstawie analizy sekwencji uzyskanego produktu
PCR (GenBank acc. no. DQ 672603) stwierdzono, ze wykazywata ona 99% homologi¢ do
zgloszonych w banku genéw sekwencji R. helvetica (GenBank acc. no. AJ427878 1 U59723).
Swiadczytoby to o tym, ze riketsje SFG wykryte w rodzimych I. ricinus naleza do tego wta-
$nie gatunku. W chwili oddawania pracy do druku bylto to pierwsze doniesienie 0 wystgpo-
waniu R. helvetica w Polsce. Jednoczes$nie jest to wazna informacja dotyczaca zasiggu wyste-
powania tego gatunku w Europie. Dotychczas byt on notowany m.in. w Szwajcarii [10],
Szwecji [59], Stowenii [70], Butgarii [12] i Hiszpanii [23], a odsetek zakazonych kleszczy
siggal od utamkoéw do ponad 40%. Jak juz wspominano, R. helvetica moze by¢ przyczyna
riketsjozy u ludzi.

Zatozonym celem badah prezentowanych w pracy P8 byla detekcja R. slovaka w klesz-
czach z gatunku D. reticulatus. Riketsja ta jest etiologicznym czynnikiem TIBOLA i poten-
cjalnie moze zagraza¢ zdrowiu ludzi w naszym kraju. Wprawdzie za gtdwnego jej przenosi-
ciela w Europie uznaje si¢ D. marginatus, gatunek zasadniczo w Polsce nie wystepujacy, ale
doniesienia z terenu Wegier [76], Rosji 1 Kazachstanu [88] wskazywaty, ze 1 D. reticulatus
odgrywa role w krazeniu R. slovaca w naturze. Badaniami technika PCR obj¢to ok. 280 doro-
stych form kleszczy tego gatunku, odtowionych na terenie woj. podlaskiego, stosujac startery
specyficzne do fragmentu genu gltA riketsji. Pozytywne wyniki uzyskano w przypadku 40,7%
osobnikow. Odsetek zakazonych samic (41,7%) byl nieznacznie wyzszy w poréwnaniu do
samcow (36,4%), a poziom zainfekowania D. reticulatus na poszczegdlnych z pigciu stano-
wisk badawczych wahat si¢ od 20% do 55%.

Dalsze badania z zastosowaniem starteréw amplifikujacych fragment genu ompA i analiza
otrzymanych sekwencji wykazaly, ze Rickettsia sp. wystgpujaca w badanych D. reticulatus
nie nalezata do gatunku R. slovaka, lecz byta w 98,8% zblizona genowo do szczepu RpA4,
stwierdzonego po raz pierwszy u kleszczy tego gatunku w Rosji 1 nalezacego do genogrupy
R. massiliae [78]. Dotychczas w Polsce nie bylo zadnych doniesien o wystepowaniu riket-
sji SFG, w tym z tej genogrupy, w populacjach D. reticulatus. Obecnie prowadzone sa
badania nad doktadnym ustaleniem przynaleznos$ci taksonomicznej wykrytych riketsji, a uzy-
skane sekwencje fragmentéw gendéw gltA i ompA zgloszono do banku gendéw (GenBank
DQO010406 1 010407). Ciekawym wydaje si¢ zaobserwowany wysoki odsetek zainfekowa-
nych D. reticulatus. W Niemczech szczep RpA4, ktéry wykryto tam niedawno, notowano
u 19 — 33% samcéw oraz samic tego gatunku [16]. Na podstawie powyzszych danych mozna
stwierdzi¢, ze Rickettsia sp. szczep RpA4, jest w Europie szeroko rozprzestrzeniony. Jego
patogenicznos¢ wzgledem cztowieka nie zostata jeszcze poznana, ale wydaje sig, ze powinien
on zosta¢ dopisany do listy patogenéw transmitowanych przez kleszcze jako potencjalnie za-
grazajacy zdrowiu ludzi w Polsce.
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5.5. Koinfekcje wystepujace w kleszczach Ixodes ricinus

Wazna informacja, wynikajaca z prac P1-P6 jest wspotwystgpowanie omawianych po-
wyzej gatunkéw mikroorganizmow nie tylko w obrebie populacji . ricinus z r6znych terendw
kraju, ale przede wszystkim w organizmie pojedynczego kleszcza. Czgstokro¢ (26,8%) u form
dorostych notowano infekcje mieszane dwoma, tj. B. burgdorferi s.s. 1 B. afzelii; B. burgdor-
feri s.s. 1 B. garinii; B. afzelii i B. garinii, a nawet trzema gatunkami kr¢tkdw z obrebu
B. burgdorferi s.l. (praca P3). Wykazano réwniez mozliwos$¢ wystapienia u 1. ricinus koin-
fekcji A. phagocytphilum i B. burgdorferi s.l. (8,3 — 16,7% ), A. phagocytophilum i B. microti
(2,0%), a takze B. microti i B. burgdorferi s.1. (0,3%) (prace P4 i P6).

Wyniki te sa zgodne z doniesieniami innych autoréw europejskich i wskazuja, ze zjawisko
koinfekcji zaréwno réznymi gatunkami kr¢tkdw z obregbu B. burgdorferi s.l. [12, 13, 43, 58],
jak i odmiennymi gatunkami patogendéw [12, 17, 41, 52, 86] jest u I. ricinus zjawiskiem po-
wszechnym.

Stwierdzone koinfekcje moga by¢ nastgpstwem:

a) poziomej transmisji patogenéw - pomigdzy kleszczami a ich zywicielami - wewnatrz
naturalnego ogniska choroby,

b) pokarmowych preferencji I. ricinus, ktory jest kleszczem tréjzywicielowym,

c) pionowej transmisji mikroorganizméw w obrgbie populacji kleszczy z jednego sta-
dium rozwojowego na kolejne (transmisja transstadialna), wiaczajac w to przekaz
transowarialny, w wyniku ktérego larwy juz od poczatku moga by¢ zainfekowane jed-
nym lub kilkoma gatunkami riketsji, bakterii i/lub pierwotniakow.

Mozliwo$¢ wystepowania w kleszczu dwu lub wigcej patogendw sprawia, ze u cztowieka,
na skutek pojedynczego uktucia kleszcza, rowniez moze dojs¢ do wystapienia infekcji/inwazji
mieszanych, ktérych przebieg jest wowczas dtugotrwaty i znacznie cigzszy.
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6. PODSUMOWANIE

W toku wieloletnich badan, bgdacych m.in. przedmiotem niniejszej rozprawy habilitacyj-
nej, prowadzonych konsekwentnie od poczatku lat 90. XX w., stwierdzono po raz pierwszy
wystgpowanie w Polsce nowo poznanych bakterii tj. krgtkéw z obrebu B. burgdorferi s.1., A.
phagocytophilum i R. helvetica, b¢dacych etiologicznymi czynnikami odkleszczowych tzw.
,rozwijajacych si¢ choréb infekcyjnych i inwazyjnych” (EID - ,.emerging infectious dise-
ases”): boreliozy z Lyme, ludzkiej anaplazmozy granulocytarnej oraz nienazwanej jeszcze
ludzkiej riketsjozy, jak rdéwniez potencjalnie chorobotwoérczej Rickettsia sp. RpA4
z genogrupy R. massiliae. Potwierdzono jednocze$nie, ze przenosicielami ww. patogenicz-
nych gatunkow, a takze potencjalnie chorobotworczych dla ludzi pierwotniakéw B. microti,
sa kleszcze pospolite z gatunku 1. ricinus, w populacjach ktérych sa one rozprzestrzenione na
terenie catego kraju. Natomiast Rickettsia sp. RpA4, z genogrupy R. massilaiae, wektorowana
jest przez D. reticulaus. Ekstensywno$¢ zakazenia/zarazenia kleszczy, w zaleznosci od terenu
badan 1 gatunku patogenu, moze sigga¢ od kilku do kilkudziesigciu procent, bedac przy tym
zazwyczaj wyzsza u form dorostych niz u postaci mtodocianych. Wykazano ponadto, ze na-
turalne ogniska EID wystepuja czesto w bliskim sgsiedztwie cztowieka, co skutkuje
zwigkszeniem czgstotliwosci wzajemnych kontaktéw kleszczy i ludzi, i tym samym mozliwo-
sci transmisji chorobotworczych mikroorganizméw do organizmu cztowieka. Czgsto przy tym
obserwowane jednoczesne wystepowanie w pojedynczych kleszczach dwu lub wigcej ga-
tunkéw patogenow moze by¢ przyczyna wystapienia koinfekcji i/lub koinwazji u ludzi. Na-
lezy przy tym pamigtac, ze w wielu przypadkach, ze wzgledu na drobne rozmiary pasozytuja-
cych larw 1 nimf, uktucia tych form rozwojowych kleszczy moga pozosta¢ niezauwazone.

Bardzo istotnym sygnalem ostrzegawczym dla lekarzy jest wykrycie w rodzimych
populacjach kleszczy 1. ricinus i D. reticulatus riketsji z grupy SF. Zakazenie R. helvetica,
nie rozpoznane lub Zle zdiagnozowane i nie leczone, moze skutkowa¢ nawet Smiercia pacjen-
ta. Do potencjalnie patogenicznych nalezy zaliczy¢ rowniez szczep RpA4, ze znaczna czgsto-
tliwoscia notowany w populacjach D. reticulatus. Cho¢ wystgpowania tego gatunku kleszcza
jest ograniczone przede wszystkim do obszaréw Polski potozonych na wschdéd od linii Wisty
i Sanu, i rzadko atakuje on ludzi, nie mozna lekcewazy¢ jego roli epidemiologicznej w utrzy-
mywaniu naturalnych ognisk choréb transmisyjnych w przyrodzie i przenoszeniu tych choréb
na ludzi.

Wyniki badan, prowadzonych zgodnie z tendencjami §wiatowymi dotyczacymi EID prze-
noszonych przez kleszcze, stanowia istotny wktad w poznanie epidemiologii tych choréb
w naszym kraju, a tym samym Europie. Sa réwniez cenna wskazéwka dla klinicystow 1 moga
by¢ pomocne w opracowaniu strategii profilaktycznych zmierzajacych do ograniczenia ryzy-
ka wystapienia odkleszczowych zoonoz u ludzi.
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WNIOSKI

Na terenie Polski wektorem B. burgdorferi s.l., A. phagocytophilum, R. helvetica i B.
microti, bgdacych etiologicznymi czynnikami EID zagrazajacych zdrowiu ludzi, tj.
boreliozy z Lyme, ludzkiej anaplazmozy granulocytarnej, nienazwanej jeszcze ludz-
kiej riketsjozy oraz babeszjozy, jest kleszcz pospolity 1. ricinus.

Obecnos¢ ww. patogenéw w populacjach I. ricinus na badanych terenach pétnocne;,
p6tnocno-wschodniej, centralnej i potudniowej Polski $wiadczy o wystgpowaniu tam
licznych naturalnych ognisk choréb przez nie wywotywanych.

Obserwowana na niektérych terenach wysoka ekstensywno$¢ zakazenia I. ricinus

kretkami B. burgdorferi 1 riketsjami A. phagocytophilum, siggajaca nawet do kilku-

dziesigciu procent, sprawia, ze prawdopodobienstwo wystapienia infekcji u ludzi
w nastgpstwie uktucia kleszcza jest tam znaczne, tym bardziej, ze 1. ricinus chgtnie
atakuje czlowieka we wszystkich swoich aktywnych stadiach rozwojowych.

Kleszcz takowy D. reticulatus jest na terenie Polski przenosicielem potencjalnie cho-
robotwoérczego gatunku Rickettsia sp. RpA4, nalezacego do genogrupy R. massiliae,
co sugeruje, ze nalezy zwrdci¢ wigksza uwage na rolg tego gatunku kleszcza w epi-
demiologii EID.

Wykryte w kleszczach riketsje SFG moga by¢ przyczyna wystgpowania u ludzi gora-
czek, uznawanych obecnie za goraczki o nieznanej etiologii.

Mozliwo$¢ zakazenia kleszcza dwoma lub trzema gatunkami patogenéw jednoczesnie
moze by¢ przyczyna wystapienia koinfekcji i/lub koinwazji rowniez u ludzi. Sugeruje
to potrzebg stosowania u pacjentow zglaszajacych poklucie przez kleszcze, lub zdra-
dzajacych objawy jednej z choréb odkleszczowych, diagnostyki réznicujacej umozli-
wiajacej rozpoznanie infekcji i/lub inwazji o réznej etiologii.

Wiedza o rozprzestrzenieniu 1. ricinus w potaczeniu z oszacowaniem ekstensywnosci
zakazenia/zarazenia populacji tych kleszczy réznymi patogenami zagrazajacymi
zdrowiu cztowieka moze by¢ przydatna przy zapobieganiu transmisji EID i diagnozo-
waniu tych choréb.

Wyniki badan wskazuja na konieczno$¢ zintensyfikowania dziatan majacych na celu
informowanie ludzi o mozliwosciach zabezpieczania si¢ przed atakami kleszczy,
o konsekwencjach zerowania tych ektopasozytéw na czlowieku oraz prawidtowych
sposobach ich usuwania ze skory w celu zapobiezenia ewentualnej infekcji/inwazji,
a takze o prawidlowym zabezpieczeniu usunigtego kleszcza do badan laboratoryjnych
oraz o koniecznosci zglaszania si¢ poktutych oséb do lekarza.
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9. STRESZCZENIE

Celem badan, prowadzonych latach 1993 — 2004, bylo: 1) wykazanie, czy w rodzimych
populacjach dwoch gatunkéw Ixodidae — I ricinus i D. reticulatus wystgpuja etiologiczne
czynniki odkleszczowych chor6b zaliczanych do EID, zagrazajacych zdrowiu ludzi w naszym
kraju; 2) okreslenie jak ksztaltuje si¢ prewalencja poszczegdlnych gatunkéw patogendw
w populacjach kleszczy; 3) okreslenie terendw wystgpowania naturalnych ognisk odkleszczowych
EID na terenie kraju, a szczegdlnie na jego péinocno-wschodnich obszarach; oraz 4) okreslenie
ryzyka wystapienia infekcji/inwazji, w tym mieszanych, u ludzi eksponowanych na ataki kleszczy.

Kleszcze odtawiano standardowa metoda ,,flagowania” roslinnosci na wytypowanych te-
renach lesnych pétnocnej, péinocno-wschodniej, centralnej i potudniowej Polski. Detekcji
patogenéw dokonywano poczatkowo metoda OIP, a nast¢pnie przy zastosowaniu techniki
PCR 1 nested PCR, z zastosowaniem odpowiednich, w tym wiasnych, starteréw reakcji specy-
ficznych rodzajowo i gatunkowo, z analiza sekwencji wybranych produktéw amplifikacji.

Ogoétem przebadano 7368 I. ricinus 1 285 D. reticulatus. W wyniku stwierdzono po raz
pierwszy w Polsce wystgpowanie w populacjach kleszczy patogenicznych kretkow B. burg-
dorferi s.]. oraz riketsji A. phagocytophilum 1 R. helvetica, bgdacych etiologicznymi czynni-
kami, odpowiednio, boreliozy z Lyme, ludzkiej anaplazmozy granulocytarnej oraz nienazwa-
nej jeszcze ludzkiej riketsjozy, a w populacjach D. reticulatus potencjalnie patogenicznych
dla cztowieka Rickettsia sp. RpA4, z genogrupy R. massiliae. Potwierdzono réwniez role
1. ricinus w przenoszeniu pasozytniczych pierwotniakow B. microti.

W zaleznosci od terenu badan i gatunku mikroorganizmu, odsetki zakazonych/zarazonych
kleszczy byly zmienne i zazwyczaj wyraznie wyzsze u dorostych niz mtodocianych form 1.
ricinus. Na najlepiej zbadanych terenach pdétnocnej i pétnocno-wschodniej Polski, eksten-
sywnoS$¢ zakazenia tych kleszczy kretkami B. burgdorferi s.1. wahata si¢ od 6,5% do 11,5%,
podczas gdy na potudniu kraju, w okolicach Krakowa i Katowic, wynosita odpowiednio
15,5% 1 37,5%. W obrgbie tego kompleksowego gatunku kretkéw ogétem obserwowano nie-
znaczng przewage infekcji B. afzelii (47,1%) nad B. burgdorferi s.s. (39,2%) oraz B. garinii
(33,3%), cho¢ odsetki kleszczy zakazonych poszczegdlnymi genogatunkami byly zmienne
w zaleznosci od terenu objetego badaniami. Riketsje A. phagocytophilum ogétem wykryto
u8,7% - 19,2% I. ricinus, a R. helvetica 1 B. microti odpowiednio u 2,9% 1 2,4% przebada-
nych kleszczy. U D. reticulatus zaobserwowano wysoka ekstensywno$¢ zarazenia Rickettsia
sp. RpA4 (40,7%).

Wyniki badan potwierdzily, ze na badanych obszarach istnieja liczne naturalne ogniska
choréb odkleszczowych zaliczanych do EID, a ich wystgpowanie zwiazane jest z rozmiesz-
czeniem populacji I ricinus 1 D. reticulatus w Polsce. Prawdopodobienstwo zakaze-
nia/zarazenia ludzi w wyniku ataku zainfekowanego kleszcza na niektérych terenach moze
by¢ wysokie, zwtaszcza w przypadku LB i HGA. Czgsto obserwowane, wazne z epidemiolo-
gicznego punktu widzenia, zjawisko koinfekcji kleszczy réznymi gatunkami patogenéw moze
by¢ przyczyna wystapienie infekcji i/lub inwazji mieszanych takze u ludzi. Sugeruje to po-
trzebg stosowania diagnostyki réznicujacej u wszystkich pacjentéw zglaszajacych si¢ na ba-
dania po poktuciu przez kleszcze, lub zdradzajacych objawy jednej z choréb odkleszczowych.
W celach profilaktycznych powinno si¢ podja¢ kroki zmierzajace do informowania ludzi
o mozliwo$ciach zabezpieczania si¢ przed atakami kleszczy, o konsekwencjach zerowania
tych ektopasozytoéw oraz prawidtowych sposobach ich usuwania i przechowywania do badan
laboratoryjnych oraz o koniecznosci zgtaszania si¢ poktutych oséb do lekarza.
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10. SUMMARY

The presence of ticks (Ixodidae) may lead to establish foci of different zoonoses that may
affect human health, therefore the aims of studies conducted in 1993 — 2004 were as follows:
a) to make a survey of the occurrence of the etiologic agents of the “emerging infectious dis-
eases” (EID) in I. ricinus and D. reticulatus population from various parts of Poland; b) to
estimate the infection level of ticks with different pathogenic micro-organisms; c) to deter-
mine the areas of the occurrence of natural foci of diseases; d) to evaluate the risk of acquiring
infection, including mixed multipathogenic infections, as a result of a single tick bite.

Questing nymphs and adults of 1. ricinus and D. reticulatus ticks were collected succes-
sively by flagging lower vegetation in the different forested areas, mainly in the northern and
north-eastern parts of Poland. Ticks were investigated for the presence of pathogenic micro-
organisms by the indirect immunofloorescence assay (IFA) and the polymerase chain reaction
(PCR, nested PCR) using genus and species specific primers, followed by the analysis of the
chosen positive products of amplification.

A total of 7368 I. ricinus and 285 D. reticulatus were examined. As a result, for the first
time in Poland, the occurrence of B. burgdorferi s.1., A. phagocytophilum and R. helvetica, the
etiologic agents of Lyme borreliosis, human granulocytic anaplasmosis and yet unnamed hu-
man rickettiosis, respectively, were detected in I. ricinus population, while potentially patho-
genic Rickettsia sp. RpA4 of R. massiliae genogroup was found in D. reticulatus. Moreover,
demonstration of B. microti-infected specimens confirmed recent findings that I. ricinus is
involved in circulation of this protozoan in Europe.

The infection level in ticks varied from a few up to several dozens percents, depending on
the pathogen and the area investigated, being usually higher in adult than in nymphal ticks.
Overall, 6.5% - 37.5% of I. ricinus were infected with B. burgdorferi s.1. Among the spiro-
chete-infected ticks, B. afzeli was the most prevalent (47.1%), followed by B. burgdorferi s.s.
(39.2%) and B. garinii (33.3%), however geographic distribution of these genospecis in Po-
land seemed to be not uniform. The prevalence of A. phagocytophilum infection in I. ricinus
ranged from 8.7% to 19.2% while B. microti and R. helvetica were detected in 2.9% and 2.4%
ticks, respectively. Moreover, Rickettsia sp. RpA4 was noted in 40.7% D. reticulatus.

The results obtained confirm the presence of numerous natural foci of EID transmitted by
ticks in Poland. A risk of acquiring infection, especially with B. burgdorferi s.l. and A.
phagocytophilum, in some areas should be considered as high. The phenomenon of mixed
infection seems to be frequent in 1. ricinus and may lead to concurrent infection in humans as
a consequence of a single tick bite. Thus, physicians should consider the possible co-infection
with different pathogens for those who declare a tick bite and/or develop LB or flu-like symp-
toms. More attention should be paid to the problem and health authorities should take preven-
tive steps, first of all by providing information and advice to people on methods of avoiding
tick attacks, on recognising attached ticks and their proper removal.



