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I.  IMIE I NAZWISKO

Angelina Wojcik-Fatla

Il. POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE

16.04.2009 — Uniwersytet Medyczny w Lublinie, I Wydziat Lekarski z Oddzialem
Stomatologicznym — uzyskanie stopnia doktora nauk medycznych w zakresie biologii
medycznej, ze specjalno$cia akarologia stosowana

Tytut rozprawy doktorskiej: Wspotwystepowanie trzech patogenow (Borrelia
burgdorferi, Anaplasma phagocytophilum i Babesia microti) u kleszczy Ixodes ricinus
w makroregionie lubelskim (wyr6zniona rozprawa doktorska)

03.06.2002 — Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Biologii i
Nauk o Ziemi, uzyskanie tytutu magistra biologii, specjalizacja biochemia

Tytul pracy magisterskiej: Zmiany aktywnosci lipazy zewnatrzkomoérkowej z Alternaria
sp. w zalezno$ci od warunkow hodowli

1. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU
W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH

01.04.2004 — nadal, Instytut Medycyny Wsi im. Witolda Chodzki w Lublinie

20.04.2015 - nadal, Zaktad Biologicznych Szkodliwo$ci Zdrowotnych
I Parazytologii — Kierownik Zakladu, Adiunkt

01.01.2012-20.04.2015 - Zaktad Chorob Odzwierzgcych — Kierownik
Zakladu, Adiunkt

01.05.2010-31.12.2011 — Samodzielna Pracownia Choréb Odzwierzecych —
Kierownik Samodzielnej Pracowni, Adiunkt

05.11.2009-30.04.2010 — Pracownia Aerobiologii i Alergologii w Zaktadzie
Biologicznych Szkodliwosci Zawodowych — Kierownik Pracowni, Adiunkt
04.11.2009-30.04.2011 — Zaktad Biologicznych Szkodliwosci Zawodowych —
Adiunkt

01.11.2005-03.11.2009 — Zaktad Biologicznych Szkodliwos$ci Zawodowych —
Asystent

01.04.2004-31.10.2005 — Zaktad Biologicznych Szkodliwosci Zawodowych —
Stanowisko inzynieryjno-techniczne
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V. WSKAZANIE OSIAGNIECIA WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2
USTAWY Z DNIA 14 MARCA 2003 R. O STOPNIACH NAUKOWYCH |
TYTULE NAUKOWYM ORAZ O STOPNIACH | TYTULE W ZAKRESIE
SZTUKI (DZ. U. NR 65, POZ. 595 ZE ZM.)

a. Tytul osiagni¢cia naukowego:

Rola kleszczy Ixodes ricinus i Dermacentor reticulatus jako rezerwuaru i wektora

wybranych patogenow w aspekcie zagrozenia zdrowia mieszkancow Polski
Wschodniej.

b. Wykaz publikacji stanowiacych osiagnigcie naukowe:

1. Wajcik-Fatla A., Zajac V., Sawczyn A., Cisak E., Dutkiewicz J.: Babesia spp. in
questing ticks from eastern Poland: prevalence and species diversity. Parasitol Res
2015, 114: 3111-3116.

IF=2.098; 30 pkt. MNiSW/KBN

2. Wojcik-Fatla A., Zajac V., Sawczyn A., Cisak E., Sroka J., Dutkiewicz J:
Occurrence of Francisella spp. in Dermacentor reticulatus and Ixodes ricinus ticks
collected in eastern Poland. Ticks Tick Borne Dis 2015, 6(3): 253-257.

IF=2.718; 30 pkt. MNiSW/KBN

3. Wojcik-Fatla A., Cisak E., Zajac V., Sroka J., Sawczyn A., Dutkiewicz J.: Study on
tick-borne rickettsiae in eastern Poland. I. Prevalence in Dermacentor reticulatus
(Acari: Amblyommidae). Ann Agric Environ Med 2013, 20(2): 276-279.

IF=0; 30 pkt. MNiSW/KBN

4. Wajcik-Fatla A., Bartosik K., Buczek A., Dutkiewicz J.: Babesia microti in adult
Dermacentor reticulatus ticks from eastern Poland. Vector Borne Zoonotic Dis
2012, 12(10): 841-843.

IF=2.277; 30 pkt. MNiSW/KBN

5. Wajcik-Fatla A., Zajac V., Cisak E., Sroka J., Sawczyn A., Dutkiewicz J.:
Leptospirosis as a tick-borne disease? Detection of Leptospira spp. in Ixodes ricinus
ticks in eastern Poland. Ann Agric Environ Med 2012, 19(4): 656-659/

(IF=3,060; 25 pkt. MNiSW/KBN

6. Waojcik-Fatla A., Cisak E., Zajac V., Zwolinski J., Dutkiewicz J.: Prevalence of tick
borne encephalitis virus in Ixodes ricinus and Dermacentor reticulatus ticks
collected from the Lublin region (eastern Poland). Ticks Tick Borne Dis 2011, 2(1):
16-19.

IF=2,370; 0 pkt. MNiSW/KBN

7. Wajcik-Fatla A, Zajac V, Knap J. P, Dutkiewicz J: Hantavirus DNA not detected in
Ixodes ricinus ticks. Ann Agric Environ Med 2011, 18:446-447.

IF=2.311; 25 pkt. MNiSW/KBN
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8. Sroka J., Szymanska J., Wéjcik-Fatla A.: The Occurence of Toxoplasma gondii and
Borrelia burgdorferi sensu lato in Ixodes ricinus ticks from east Poland with the use
of PCR. Ann Agric Environ Med 2009, 16(2): 313-3109.
IF=1,538; 27 pkt. MNiSW/KBN

Y.aczny IF publikacji wchodzacych w sklad osiagnigcia naukowego: 16,372
Y.aczna liczba punktow MNiSW/KBN: 197

C. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

1.  Wprowadzenie

a. Wstep

Na terenach wschodniej Polski wystepuja gldéwnie dwa gatunki kleszczy, ktore
sa uwazane za najwazniejszy rezerwuar i wektor roznych patogenow. Pierwszy z nich —
Ixodes ricinus — kleszcz pospolity, jest najczgsciej wystepujacym gatunkiem kleszcza w
Polsce. Ixodes ricinus pelni role kompetentnego wektora wielu patogendéw
niebezpiecznych zardwno dla ludzi jak i zwierzat. Kleszcze glownie tego gatunku,
zwlaszcza w dorostym stadium rozwojowym, atakuja ludzi, co zwigksza ryzyko nabycia
chordb transmisyjnych

Drugim najpowszechniej spotykanym gatunkiem kleszczy jest Dermacentor
reticulatus, ,.kleszcz takowy’, ktory licznie wystepuje we wschodnich czgs$ciach Polski,
ale zaznacza si¢ wyrazna tendencja do migracji tego gatunku na tereny zachodnie kraju.
Jego rola, jako wektora 1 rezerwuaru patogendéw odkleszczowych, jest mniej poznana w
porownaniu do kleszczy Ixodes ricinus. Kontrowersyjna pozostaje rowniez zdolno$é
tego gatunku do atakowania nie tylko zwierzat ale takze i ludzi. Ostatnie badania
prowadzone w Polsce wschodniej i centralnej wykazaty, ze u ludzi czgséciej zdarzaty sig
poktucia przez kleszcze z gatunku D. reticulatus niz przez I. ricinus.

Biorac pod uwage wzrastajaca ilos¢ zachorowan na boreliozg¢ z Lyme oraz inne
choroby odkleszczowe, badania nad rola tych dwoch gatunkéw kleszezy jako
rezerwuaru 1 wektora roznorodnych patogenow we wschodniej Polsce, spetniaja wazna
role w aspekcie zdrowia publicznego 1 choréb zawodowych.

b. Rola kleszczy Ixodes ricinus jako wektora i rezerwuaru wybranych
patogenow w Swietle wspolczesnej literatury
Ixodes ricinus (Linnaeus, 1758) jest najczgstszym gatunkiem kleszczy zar6wno
w Polsce jak i w Europie. Kleszcze te bytuja gldownie w lasach mieszanych i liSciastych
0 bogatym poszyciu i duzym zaggszczeniu ich zywicieli — drobnych gryzoni (gléwnie
myszy lesnych 1 nornic), ktéore sa podstawowymi gatunkami zywicielskimi
miodocianych form Ixodes ricinus. Kleszcze Ixodes ricinus odgrywaja kluczowa role
jako wektor i rezerwuar licznych patogenéw, w tym rowniez gatunkow drobnoustrojow
0 znaczeniu medycznym i epidemiologicznym. Ixodes ricinus jest rezerwuarem i
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wektorem licznych wirusow, bakterii i pierwotniakow, m. in. wirusa kleszczowego
zapalenia mézgu (TBE), wirusa choroby skokowej owiec (LI), krymsko-kongijskiej
goraczki krwotocznej (CCHF), wirusow z grupy Uukuniemi i Kamerowo, a takze
bakterii: Rickettsia slovaca, Coxiella burnetii, Borrelia burgdorferi s.l., Anaplasma
phagocytophilum,  Salmonella  enteritidis, Francisella tularensis, Listeria
monocytogenes i Brucella melitensis. Jest on takze wektorem pierwotniakow z rodzaju
Theileria i Babesia spp. (Buczek 2004).

c. Rola kleszczy Dermacentor reticulatus jako wektora i rezerwuaru
wybranych patogenow w §wietle wspoélczesnej literatury

Dermacentor reticulatus (Fabricius, 1794) — kleszcz takowy, wystepuje w
klimacie umiarkowanym w dwoch glownych sferach: zachodniej (kraje Europy
zachodniej) oraz wschodniej (od Polski wschodniej po rejony Syberii). Wedlug wielu
autoréw w ostatnich latach zasi¢g wystgpowania tego gatunku wyraznie si¢ powigksza.
Na obszarze Polski D. reticulatus pojawia si¢ gtownie w czgSci wschodniej, pétnocno-
wschodniej 1 centralnej, oraz na kilku stanowiskach usytuowanych w czg$ci zachodnie;.
Najczgsciej wystgpuje w zakrzewionych dolinach rzek i strumieni, podmoktych lasach
mieszanych oraz pastwiskach. Gatunek ten nalezy do pasozytow pozagniazdowych,
polifagicznych z trojzywicielowym cyklem rozwoju. Dermacentor reticulatus odgrywa
wazna role¢ jako rezerwuar i/lub wektor patogenow wywolujacych choroby ludzi 1
zwierzat, takich jak: kleszczowe zapalenie mozgu, omska goraczka krwotoczna,
choroby wywotane przez riketsje z grupy goraczek plamistych (SFGR) (R. conorii, R.
slovaca), goraczka Q (Coxiella burnetii), tularemia (Francisella tularensis), tyfus
(Salmonella spp.), listerioza (Listeria monocytogenes). Do pozostatych jednostek
chorobowych naleza choroby, ktérych czynnikiem etiologicznym sa pierwotniaki, jak
np. babeszjoza u bydla (wywolywana przez Babesia bigemina i Babesia bovis),
babeszjoza u pséw (wywolywana przez Babesia canis) czy teilerioza u bydta
(wywotywana przez Theileria annulata) (Siuda 2006).

2. Cel osiagni¢cia naukowego

Glownym celem osiagnigcia naukowego byto okreslenie wystgpowania 8
wybranych patogenéw w kleszczach z gatunku Ixodes ricinus i Dermacentor reticulatus
zebranych z terenu makroregionu lubelskiego (wschodnia Polska), wskazujac tym
samym potencjalng rol¢ kleszczy jako wektora i rezerwuaru chorobotwdrczych
mikroorganizmow. Wybrane patogeny (wirus kleszczowego zapalenia mozgu, Borrelia
burgdorferi sensu lato, Babesia spp.) wystgpujace u obu gatunkéw moga powodowac
jedne z najwazniejszych choréb odkleszczowych. W przypadku patogendow o innych
znanych drogach szerzenia sig, takich jak Leptospira spp. czy Toxoplasma gondii,
potencjalna rola kleszczy w ich transmitowaniu nadal wymaga naukowego
potwierdzenia. Wystepowanie wybranych czynnikow patogennych w badanych
kleszczach przedstawiono w 8 podrozdziatach, w ktorych przedstawiono najwazniejsze

str. 5



dr n. med. A. Wojcik-Fatla — zalqcznik nr 2

wyniki badan wtasnych, stosowane metody badawcze oraz wnioski, w odniesieniu do
badan uzyskanych przez innych autorow.

3. Wystepowanie wybranych patogenow w Kkleszczach Ixodes ricinus i
Dermacentor reticulatus zebranych z terenu makroregionu lubelskiego
(wschodnia Polska) ze szczegolnym uwzglednienie roli kleszczy jako ich
wektora i rezerwuaru

3.1. Wystepowanie Babesia spp. w kleszczach Ixodes ricinus i Dermacentor
reticulatus
[Publikacje nr 1i 4]

Do rodzaju Babesia, typ Apicomplexa, rodzina Babesiidae, naleza pasozytnicze
wewnatrzkomorkowe pierwotniaki, namnazajace si¢ w komorkach erytrocytow
ludzkich 1 zwierzgcych, przenoszone przez kleszcze (Ixodidae). Pierwotniaki sa
czynnikiem etiologicznym babeszjozy ludzkiej i zwierzecej, choroby o cigzkim
przebiegu prowadzacej do anemii, hiperbilirubinemii, hemoglobinurii oraz powaznych
uszkodzen narzadéw wewngtrznych. Do najwazniejszych pasozytow wywotujacych
choroby u zwierzat hodowlanych naleza: B. bigemina, B. bovis i B. divergens u bydta
oraz B. canis u psow. Ludzka babeszjoza zaliczana jest co tzw. chordb typu ,,emerging”
(nowo pojawiajacych si¢ choréb zakaznych), gdzie w Ameryce Pdinocnej rocznie jest
stwierdzanych ok. 1,000 przypadkow, wywolywanych gléwnie przez B. microti
(Hildebrandt i Hunfeld 2014). Choroba, wywotana przez patogen, transmitowany
gtownie na tych terenach przez kleszcze z gatunku Ixodes scapularis, moze mie¢
przebieg tagodny z asymptomatycznymi objawami lub ostry, czesto konczacy sig
zgonem. W Europie do roku 2010 opisano tylko 3 przypadki kliniczne babeszjozy
ludzkiej wywotanej przez B microti. Kolejnych 50 zachorowan odnotowano w
przypadku schorzen wywolanych glownie przez B. divergens i w mniejszym stopniu
przez B. venatorum u osob z obnizona odpornoscia (Hildebrandt i Hunfeld 2014).
Liczba klinicznych przypadkow babeszjozy spowodowanej przez B. microti w Europie
stanowi zatem niewielki odsetek zachorowan w porownaniu do Ameryce Potnocnej, a
powody takiej rozbiezno$ci pozostaja niewyjasnione. Pierwsze dwa przypadki
babeszjozy w Polsce zostaty opisane przez Welc-Faleciak 1 wsp. (2010), jako koinfekcje
klinicznej boreliozy, gdzie sekwencja nukleotydowa wyizolowanego z krwi
pierwotniaka wykazywata 98.9% homologii do B. divergens lub B. venatorum.

Ixodes ricinus jest uwazany za gtowny wektor Babesia w Europie, podczas gdy
rola innych potencjalnych wektorow jak np. Dermacentor reticulatus czy Ixodes
persulcatus, jest stabo poznana. Potwierdzona zostala rola kleszczy Dermacentor
reticulatus jako wektora pierwotniakow z gatunku Babesia stanowiacych czynnik
etiologiczny babeszjozy (piroplazmy) u bydta, koni i psow: B. bovis, B. bigemina, B.
caballi, B. canis, Theileria (Babesia) equi. Jak dotad nie wykazano zwiazku kleszczy z
gatunku D. reticulatus z ludzka babeszjoza, powodowana przez B. microti czy B.
divergens. Dotychczas obecno$¢ Babesia microti potwierdzono jedynie w stadiach
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milodocianych kleszczy Dermacentor reticulatus — u larw (11.8%) i nimf (4.0%) (Welc-
Falgciak 1 wsp. 2008). Natomiast zarowno w Polsce, jak 1 w innych panstwach nie
wykazano obecnosci B. microti u postaci dorostych D. reticulatus — gatunku kleszcza,
ktéry moze réwniez zerowac na ludziach.

Celem prezentowanych publikacji bylo poszerzenie wiedzy odnosnie roli
kleszczy jako rezerwuaru i wektora pierwotniakéw z gatunku Babesia we wschodniej
Polsce. Celem pierwszej pracy opublikowanej w 2012 roku bylo ustalenie, czy Babesia
microti moze wystepowa¢ w postaciach dorostych kleszczy z gatunku Dermacentor
reticulatus, podczas gdy kolejne badania opublikowane w 2015 roku miaty okresli¢
wystgpowanie i roznorodnos¢ gatunkowa pierwotniakow w kleszczach D. reticulatus i
. ricinus zebranych na terenie makroregionu lubelskiego (Polska Wschodnia).

W pierwszych badaniach (Wojcik-Fatla i wsp. 2012) przebadano ogdtem 468
kleszczy D. reticulatus (298 samic i 170 samcow), zebranych z wegetacji na terenach
lesnych pigciu stanowisk Lubelszczyzny. Obecnos¢ DNA B. microti w Kkleszczach
potwierdzono stosujac technike nested-PCR zwigkszajac tym samym czuto$¢ reakcji i
otrzymujac w efekcie wysoce swoisty produkt koncowy. Jako markera genetycznego w
celu wykrycia DNA Babesia microti uzyto fragmentu genu kodujacego mata
podjednostke rybosomy RNA (SS-rDNA), najczgsciej wykorzystywanego w badaniach
molekularnych i diagnostycznych, dotyczacych pierwotniakow z rodzaju Babesia.

Sposrod 468 przebadanych osobnikow zarazenie pierwotniakiem B. microti

stwierdzono u 21 kleszczy (4.5%). Obecno$¢ pierwotniaka potwierdzono u 15 z 298
samic (5.0%) 1 u 6 ze 170 samcow (3.5%). Nie odnotowano istotnych statystycznie
roéznic pomigdzy oznaczonymi odsetkami zarazen dla samcow 1 samic (p>0.05). Analiza
sekwencyjna prob dodatnich otrzymanych z kleszczy Dermacentor reticulatus
potwierdzita 97-99% homologii ze znanymi sekwencjami dla B. microti: AB366158.1
(99% homologii do Babesia microti gene for 18S ribosomal RNA, szczep: Miinich) i
EU882727.1 (97-98% homologii do genu Babesia microti 18S ribosomal RNA,
wyizolowanego z kleszczy Ixodes ricinus).
Przeprowadzone badania potwierdzily po raz pierwszy wystgpowanie B. microti w
postaciach dorostych kleszczy z gatunku D. reticulatus, ktorych zywicielem sa gtownie
duze zwierzeta dzikie 1 hodowlane (bydlo, jelenie, tosie), ale moze nim by¢ rowniez
cztowiek. Cochez et al. (2012) w swoich badaniach prowadzonych w Belgii na grupie
282 osobnikach dorostych kleszczy, nie potwierdzil wystgpowania Babesia spp. u D.
reticulatus. Do czasu opublikowania naszych wynikow badan, Ixodes ricinus byt
uwazany za jedyny mozliwy gatunek kleszcza bedacy wektorem B. microti w Europie.
W Polsce odsetek zarazen kleszczy |. ricinus pierwotniakiem miesci si¢ w granicach 3-
15.3% (Skotarczak 1 wsp. 2002, Stanczak 1 wsp. 2004). Wyniki badan wlasnych
sugeruja, ze rowniez D. reticulatus moze by¢ potencjalnym wektorem B. microti,
czynnika etiologicznego ludzkiej babeszjozy.

Kolejne badania dotyczace tego zagadnienia (Wojcik-Fatla i wsp. 2015)
przeprowadzono na grupie 853 kleszczy Ixodes ricinus (271 nimf, 268 samcow, 314
samic) i 582 kleszczy Dermacentor reticulatus (241 samcow i 341 samic), zebranych z
wegetacji na terenach 5 stanowisk lesnych w makroregionie lubelskim (Polska
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wschodnia). Identyfikacje¢ poszczegdlnych gatunkow Babesia spp. oparto na technice
PCR i sekwencjonowaniu. Amplifikacje przeprowadzono z uzyciem primeréw
komplementarnych do fragmentu genu kodujacego mata podjednostek rybosomu (18S
rRNA) (Hilpertshauser i wsp. 2006). Rodzaj Babesia spp. obejmowal nastepujace
mozliwe do identyfikacji gatunki: B. divergens, B. bigemina, B. major; B. venatorum; B.
canis; B. odocoilei; B. ovata; B. motasi and B. crassa oraz B. divergens i B. venatorum.
Identyfikacj¢ B. microti wykonano wedlug metody opisanej w poprzedniej publikacji
(Wojcik-Fatla i wsp. 2012).

Ogoélem czestotliwos¢ wystepowania szczepéw Babesia w kleszczach Ixodes
ricinus zebranych z terenow Polski wschodniej oznaczono na poziomie 4.6%.
Zidentyfikowano trzy gatunki Babesia, z ktorych najczesciej wystgpujacym okazat si¢
gatunek B. microti (2.8%). Z kolei B. venatorum, B. divergens oraz niezidentyfikowany
gatunek Babesia potwierdzono odpowiednio u 1.2%, 0.2% i 0.3% zbadanych kleszczy.
Tym samym gatunek B. microti stanowit 61.5% wszystkich prob dodatnich wsrod
kleszczy 1. ricinus, B. venatorum — 25.7 %, B. divergens — 5.1%, i niezidentyfikowany
gatunek Babesia — 7.7%. Nie stwierdzono istotnych statystycznie zalezno$ci pomigdzy
odsetkami zarazef a miejscem zbioru kleszczy (yx?=1.885, P=0.390), podobnie jak
zalezno$ci od stadium rozwojowego kleszczy (X2=4.874, P=0.087).

Zarazenie kleszczy z gatunku D. reticulatus Babesia spp. okreslono na poziomie
2.7%. Zidentyfikowano dwa wystgpujace w tej grupie gatunki pierwotniaka. Odsetek
zakazen kleszczy B. microti wyniost 2.1%, natomiast B. canis stwierdzono u 0.7%
zbadanych osobnikow. Tym samym odsetek zakazen B. microti stanowit 75%
wszystkich prob dodatnich, a B. canis — 25%. U jednej samicy stwierdzono koinfekcjg
B. canis z B. microti. Czgstos¢ wystgpowania poszczegdlnych gatunkow Babesia nie
byla zalezna statystycznie od miejsca zbioru kleszczy (x°=0.463, P=0.793). Znaczaca
statystycznie okazata si¢ zalezno$¢ odsetka zarazen w przypadku samic i samcow
(P=0.0954). Znaczaca okazata si¢ réwniez roznica w odniesieniu do réznorodnosci
gatunkowej Babesia wystepujacej wérdd kleszezy I. ricinus i D. reticulatus (P<0.05).

Sekwencjonowaniu 1 analizie sekwencyjnej poddano 54 proby dodatnie (w tym
jedna probe ze stwierdzona koinfekcja). W 24 probach z kleszczy 1. ricinus
potwierdzono wysoka zgodnos¢ homologiczna do B. microti (numery akcesyjne:
KMO051833.1, KM051836.1). B. venatorum potwierdzono w 10 probach (numery
akcesyjne: JQ929917.1, KM244044.1). Dwie proby zostaly zidentyfikowane jako B.
divergens (numery akcesyjne: KC465977.2, AY572456.1). W przypadku trzech prob
nie udalo si¢ zidentyfikowac¢ gatunku Babesia spp. W wigkszosci prob dodatnich
otrzymanych z kleszczy D. reticulatus analiza sekwencyjna potwierdzita 100%
homologii otrzymanych sekwencji do B. microti (numery akcesyjne: AB085191.1,
AB366158.1). Trzy proby zostaly zidentyfikowane jako B. canis (numery akcesyjne:
AY072926.1, KM111283.1). W przypadku jednego izolatu, gdzie stwierdzono
koinfekcje, sekwencjonowanie potwierdzitlo obecno$¢ B. canis i B. microti
(odpowiednio numery akcesyjne: AY072926.1 i AB085191.1).

Prezentowane wyniki dotyczace wystgpowania Babesia u 4.6% kleszczy Ixodes
ricinus na obszarze Lubelszczyzny potwierdzaja, ze w Polsce istnieje ryzyko nabycia
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babeszjozy na drodze poktucia przez kleszcze z tego gatunku, ktory jest kompetentnym
wektorem pasozyta. B. microti wyraznie dominuje wsrod badanej populacji kleszczy
stanowiac 61.5% wszystkich identyfikowanych gatunkéw Babesia. Poza kilkoma
wyjatkami, Ixodes ricinus powszechnie wystepujacy we wschodniej Europie (tacznie z
terytorium Polski) jest gtownie wektorem B. microti, podczas gdy w Europie centralnej
1 zachodniej u kleszczy identyfikowano na og6t B. venatorum. Uwaza sig, ze terytorium
Niemiec moze by¢ obszarem wspolnym dla réwnorzednego wystgpowania w
kleszczach B. microti i B. venatorum i/lub B. divergens. Taka prawidlowo$¢ moze
wyjasnia¢ fakt wystgpowania B. microti u gryzoni na poziomie 10-20% w Europie
Wschodniej, co stanowi znacznie wyzszy odsetek w poréwnaniu do panstw Europy
Zachodniej. W konsekwencji determinuje to wystgpowanie B. microti u kleszczy na
tych wtasnie obszarach (Sinski i wsp. 2006). Prezentowane wyniki potwierdzaja
poprzednie badania prowadzone na terenach makroregionu lubelskiego (Wojcik-Fatla i
wsp. 2006).

Czestos¢ wystgpowania Babesia spp. w kleszczach D. reticulatus oznaczono na
poziomie 2.7%, co daje wynik nizszy niz odsetek zarazen stwierdzony u . ricinus.
Podobnie jak w przypadku 1. ricinus, réowniez u D. reticulatus najczesciej
wystepujacym gatunkiem pierwotniaka jest B. microti. Jak dotad jedynymi badaniami
na obecnos$¢ B. microti u dorostych kleszczy D. reticulatus zebranych z wegetacji byty
badania przeprowadzone przez nasz zespot (Wojcik-Fatla i wsp.2012), gdzie
stwierdzony odsetek zarazen wynidst 4.5%. Prezentowane wnioski stanowig pierwsze
potwierdzenie uprzednich wynikéw badan, mimo uzyskanego nizszego odsetka zarazen.
Powtarzajace si¢ wyniki badan wiasnych potwierdzaja mozliwa role D. reticulatus jako
wektora ludzkiej babeszjozy, wymaga to jednak dalszych badan eksperymentalnych. Z
kolei oznaczony odsetek zarazen kleszczy B. canis (0.7%) —waznego czynnika
etiologicznego babeszjozy u psow, potwierdza rolg tego gatunku kleszcza jako wektora
tego pierwotniaka. Ponadto, zgodne jest to réwniez z innymi badaniami, gdzie we
wschodniej czgsci Polski stwierdzano babeszjoze u psow czesciej niz w innych rejonach
kraju (Adaszek i wsp.2011).

Dominacja B. microti wérod wszystkich zidentyfikowanych gatunkow Babesia
spp. jest zgodna z typowym schematem rdéznorodno$ci gatunkowej Babesia we
wschodniej Europie. Badania potwierdzaja, ze populacja kleszczy 1. ricinus w
makroregionie lubelskim jest wektorem co najmniej trzech gatunkow Babesia spp., z
ktorych B. microti stanowi najwigksze zagrozenie dla zdrowia ludzi, oraz wystgpowanie
co najmniej dwoch gatunkow u D. reticulatus. Podsumowujac, mieszkancy Polski
wschodniej, zwlaszcza terendow zalesionych, moga ulec zarazeniu pierwotniakiem z
rodzaju Babesia, w wyniku poktucia przez kleszcze z gatunku I. ricinus — gtéwnego
wektora czynnika etiologicznego ludzkiej babeszjozy, jak rowniez przez kleszcze D.
reticulatus — ktorego potencjalna rola w transmisji patogenu wymaga jeszcze dalszego
potwierdzenia, natomiast przeprowadzone badania nie wykluczaja takiej mozliwosci.
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3.2. Wystepowanie Francisella tularensis i Francisella-like endosymbionts (FLES)
w kleszczach Ixodes ricinus i Dermacentor reticulatus
[Publikacja nr 2]

Francisella tularensis (F. tularensis) nalezy do tlenowych bakterii Gram-
ujemnych i jest czynnikiem etiologicznym tularemii — choroby odzwierzgcej o
szczegblnie duzej zakazno$ci. Rezerwuarem pateczek F. tularensis sa zwierzgta
kregowe, gldwnie zajace 1 drobne gryzonie. U ludzi przebieg kliniczny tularemii moze
przybiera¢ rézne postacie (m.in. posta¢ wrzodziejaco-weztowa, oczno-we¢zlowa,
anginowa, plucna i trzewna), czgsto o bardzo cigzkim przebiegu i dajace zte rokowania.
Zachorowania pojawiaja si¢ sporadycznie 1 wystgpuja najczesciej na potkuli poétnocnej,
wlaczajac Ameryke Potnocna, Europg 1 Azje. W obrebie gatunku Francisella wyrdznia
si¢ trzy podgatunki: F. tularensis, F. holarctica i F. mediasiatica. Do zakazenia
tularemia u ludzi dochodzi najczgsciej na skutek kontaktu z krwiopijnymi stawonogami
(kleszcze, moskity, gzy) oraz z zakazonymi zwierzgtami (gldwnie z zajacami i
krolikami) lub produktami zanieczyszczonymi ich wydalinami. Do infekcji moze
rowniez doj$¢ na drodze aerogennej (poprzez wdychanie zainfekowanego aerozolu) lub
poprzez spozywanie wody zakazonej bakteriami F. tularensis (Carvalho i wsp. 2014).
W ostatnich latach w Europie odnotowano wzrost liczby zachorowah na tularemi¢ w
wyniku wykrywania nowych ognisk endemicznych tej choroby. Gtéwnym wektorem F.
tularensis sa kleszcze nalezace do gatunkéw: Amblyomma, Dermacentor,
Haemaphysalis, Ixodes i Ornithodoros.

Wiele gatunkéw kleszczy jest réwniez rezerwuarem bakterii  blisko
spokrewnionych z Francisella tularensis — Francisella-like endosymbionts (FLES).
Wiasciwosci patogenne FLEs sa jak dotad nierozpoznane, mimo ze stwierdzono u nich
obecnos¢ sekwencji homologicznych do genow iglC i mglA bioracych udziat w
patogenezie zakazen F. tularensis (Machado-Ferreira i wsp. 2009). Francisella-like
endosymbionts namnazaja si¢ wewnatrzkomorkowo. Wykazano rowniez ich zdolnos$¢
do transmisji transowarialnej. Obecno$¢ FLEs w rdéznych gatunkach kleszczy
potwierdzono na czterech kontynentach (Scoles 2004). W Europie jak dotad FLEs
wyizolowano z kleszczy Dermacentor reticulatus na Wegrzech, we Francji i w
Niemczech, natomiast w Bulgarii bakterie wykryto dodatkowo u kleszczy z gatunkow
Hyalomma marginatum marginatum, Hyalomma aegyptium i Rhipicephalus
sanguineus. Do chwili obecnej brak jest doniesien naukowych odno$nie zakazen tymi
patogenami na terenach endemicznych Polski.

Celem pracy byto zbadanie kleszczy z gatunkow Ixodes ricinus i Dermacentor
reticulatus na obecno$¢ bakterii Francisella tularensis, jak rowniez zbadanie
potencjalnej roli kleszczy jako rezerwuaru Francisella-like endosymbionts (FLES) na
terenie makroregionu lubelskiego (wschodnia Polska).

Ogotem przebadano 530 kleszczy Dermacentor reticulatus i 861 kleszczy Ixodes
ricinus zebranych z wegetacji na czterech wybranych stanowiskach wojewodztwa
lubelskiego. W celu identyfikacji DNA Francisella wykonano reakcje PCR w oparciu o
amplifikacj¢ fragmentow genow 16S rRNA (rrs) i tul4. Dodatkowo, proby pozytywne
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byty przebadane na obecno$¢ fragmentu genu IpnA kodujacego fragment lipoproteiny
17 kDA. Fragment genu IpnA o dtugosci 233 pz. jest rekomendowany jako wilasciwy
marker genetyczny w celu odroznienia F. tularensis od FLES. Sposrod badanych
kleszczy Dermacentor reticulatus tylko u jednej samicy udato si¢ potwierdzi¢ obecnosé
bakterii Francisella tularensis podtyp holarctica (numer akcesyjny: CP007148), co
stanowito 0,2% wszystkich przebadanych osobnikéw tego gatunku. Z kolei Francisella-
like endosymbionts (FLES) stwierdzono u ponad polowy kleszczy Dermacentor
reticulatus  (50,4%). Stwierdzono rOwniez istotna statystycznie  zalezno$¢
wystepujacych zakazen FLEs odnos$nie miejsca zbioru kleszczy (P=0.008) oraz pici:
samice Dermacentor reticulatus byty czesciej zakazone niz samce (P=0.0034). Nie
stwierdzono zakazen F. tularensis u kleszczy Ixodes ricinus. Obecno$¢ Francisella-like
endosymbionts (FLEs) potwierdzono jedynie u 0,8% przebadanych osobnikéw. Infekcje
FLE kleszczy tego gatunku byly zalezne od stadium rozwojowego. Nie potwierdzono
zakazen u nimf, a jedynie u samic i samcow.

Analiza sekwencyjna 30 losowo wybranych prob dodatnich kleszczy Ixodes
ricinus i Dermacentor reticulatus w kierunku zakazen FLEs potwierdzita 100%
homologii z sekwencja nukleotydowa genu tul4 (GenBank accession no. EU126640)
szczepu FLE wykrytego u D. reticulatus na Wegrzech (Sréter-Lancz i wsp. 2009).
Analiza sekwencyjna potwierdzita rowniez 100% homologii ze znanymi sekwencjami
genu IpnA (numery akcesyjne: FN686808-FN686813, FN686815, FN686816,
HM629449 i KJ477082) oraz 100% homologii z sekwencjami genu rrs (numery
akcesyjne: JX561116, JQ942365, HQ705173 i EU234535).

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja na znikomy wudziat zar6wno
Kleszczy D. reticulatus jak i I. ricinus w krazeniu bakterii F. tularensis w srodowisku
naturalnym na terenach Polski wschodniej. Z drugiej strony badania wlasne
potwierdzaja wysoki odsetek zakazen kleszczy D. reticulatus patogenami Francisella-
like endosymbionts (FLEs) o nieznanej patogenezie, ktorych obecno$¢ w kleszczach
wykryto rowniez w innych krajach europejskich. Po raz pierwszy udato sig¢ potwierdzic¢
infekcje bakteriami FLEs u Kkleszczy Ixodes ricinus. Wedlug aktualnej wiedzy,
prowadzone badania nad zakazeniami kleszczy F. tularensis podtyp holarctica i
Francisella-like endosymbionts (FLEs) byly pierwszymi w Polsce. Rowniez po raz
pierwszy w Polsce wykryto F. tularensis u Dermacentor reticulatus.

3.3. Wystepowanie Rickettsia spp. w kleszczach Dermacentor reticulatus
[Publikacja nr 3]

Rickettsia spp. nalezy do matych Gram-ujemnych bakterii przenoszonych przez
rézne stawonogi, takie jak kleszcze, pchty i wszy. Bakterie Rickettsia spp.
transmitowane przez kleszcze w wigkszosci naleza do grupy goraczek plamistych
(Spotted Fever Group Rickettsiae —SFGR). W Eurazji licznie identyfikowane w ciagu
ostatniej dekady gatunki tych wewnatrzkomorkowych bakterii zostaty uznane za tzw.
patogeny typu ,.emerging”. Do grupy tej zaliczy¢ mozemy takie gatunki jak Rickettsia
helvetica, R. raoultii, R. slovaca, R. conorii, R. felis, R. sibirica, R. monacensis, R.
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massiliae, R. hoogstraalii, R. japonica. U ludzi moga powodowaé wystepowanie
goraczek plamistych, objawow grypopodobnych, limfadenopatig, perimyocarditis oraz
wielu innych zaburzen. Za glowny wektor Rickettsia spp. w Europie uwazany jest
gatunek kleszcza — Ixodes ricinus, podczas gdy Dermacentor reticulatus, a takze kilka
innych gatunkéw kleszczy (Dermacentor marginatus, Rhipicephalus sanguineus,
Haemaphysalis punctata, Haemaphysalis sulcata) jest wskazywanych jako wektor
dodatkowy.

Celem prezentowanej pracy bylo okreslenie prewalencji Rickettsia spp. w
kleszczach z gatunku Dermacentor reticulatus w rejonach Polski wschodniej. Do badan
zebrano z wegetacji 528 osobniki na 7 stanowiskach makroregionu lubelskiego, ktore
przebadano na obecno$¢ fragmentu DNA Rickettsia spp. metoda tancuchowej reakcji
polimerazy (PCR). W reakcji amplifikacji zastosowano primery komplementarne do
fragmentu genu kodujacego syntaz¢ cytrynianowa (gItA). Analizg filogenetyczng nowo
zidentyfikowanej sekwencji nukleotydowej (ktora zostala umieszczona w bazie
GeneBank pod numerem akcesyjnym JX402775) przeprowadzono za pomoca
oprogramowania MEGA (v. 5). Drzewo filogenetyczne zostalo skonstruowane z
wykorzystaniem algorytmu Neighbor-Joining.

Z 528 dorostych osobnikow Dermacentor reticulatus u 280 (53.0%) wykryto
obecno$¢ Rickettsia spp. Odsetki zakazen zaré6wno u samic jak i samcow byty wysokie i
na zblizonym poziomie (odpowiednio: 52.5% 1 53.8%). Stwierdzono zaleznos¢
czgstosci wystgpowania zakazen w zaleznosci od miejsca zbioru ((P<0.001), co moze
sugerowa¢ ogniskowy charakter dystrybucji identyfikowanej bakterii. Analiza
sekwencyjna prob dodatnich w kierunku Rickettsia spp. potwierdzita 100% homologii
produktow amplifikacji z sekwencja czgSci cdc genu syntazy cytrynianowej (gltA):
Rickettsia raoultii szczep Khabarovsk (numer akcesyjny: DQ365804) i szczep Marne
(numer akcesyjny: DQ365803). Jedna sekwencja wykazywata mniejsza homologig
(99%) z sekwencja R. raoultii i zostala zdeponowana w GenBank jako blisko
spokrewniona z R. raoultii pod numerem akcesyjnym JX402775.

Wiyniki przeprowadzonych badan wskazuja na czgste wystgpowanie Rickettsia
raoultii w kleszczach D. reticulatus zebranych z wegetacji w makroregionie lubelskim,
siggajace 50%. Taki rezultat potwierdza wystepowanie naturalnych ognisk tych bakterii
na terenie wschodniej Polski. Badania wlasne pozostaja w zgodzie z badaniami innych
naukowcow, gdzie na terenie Polski potnocno-wschodniej u kleszczy z gatunku D.
reticulatus wystgpowanie Rickettsia raoultii potwierdzono u 56,7% osobnikow
(Chmielewski 1 wsp. 2009). Réwniez w badaniach Stanczak (2006a) 40.7% kleszczy
nalezacych do tego gatunku bylo zainfekowanych gatunkami bakterii z grupy SFGR. Z
kolei wystgpowanie bakterii SFGR u kleszczy I. ricinus oznaczono na nizszym
poziomie, gdzie odsetek zakazen miescit si¢ w granicach 2,9-18,2% (Staficzak 2006b).

W przedstawionej pracy analiza sekwencyjna potwierdzita homologi¢
uzyskanych sekwencji do Rickettsia raoultii na poziomie 99-100% co pozwala
zaklasyfikowa¢ badane izolaty do tego gatunku. Gatunek ten, nalezacy do grupy SFGR,
opisano wspolnie z Rickettsia slovaca jako czynnik etiologiczny zespotu chorobowego
TIBOLA (tick-borne lymphadenopathy), znanego réwniez pod nazwa DEBONEL
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(Dermacentor-borne necrosis, erythema and lymphadenopathy) lub SENLAT (scalp
eschar and neck lymphadenopathy after tick bite) (Rieg i wsp. 2011). Ostatnio w Polsce
Switaj i wsp. (2012) opisali kliniczny przypadek riketsjozy wywotanej przez R. raoultii.
W zwiazku z powyzszym D. reticulatus powinien by¢ brany pod uwage jako
potencjalny wektor i rezerwuar Rickettsia raoultii, zwlaszcza ze wzgledu na duza
czestotliwo$¢ wystgpowania tych bakterii u kleszczy, co stwarza ryzyko wystapienia u
ludzi choréb o obrazie klinicznym odpowiadajacym przypadkom TIBOLA.

3.4. Wystepowanie Leptospira spp. w kleszczach Ixodes ricinus
[Publikacja nr 5]

Do rodzaju Leptospira naleza bakterie zaliczane do cienkich ruchomych
kretkow, gtownie zasiedlajacych kanaliki nerkowe gryzoni, ale rowniez innych zwierzat
dzikich 1 hodowlanych. Do zakazenia cztowieka dochodzi najczesciej przez uszkodzona
skorg, btony sSluzowe i1 spojowki w przypadku kontaktu z moczem, jak réwniez
bezposredniego kontaktu z tkankami zakazonych zwierzat. Gloéwnym rezerwuarem
kretkow Leptospira sa gryzonie, ktore wraz z moczem wydalaja bakterie do srodowiska,
przez co do zakazenia ludzi i1 zwierzat moze dojs¢ na drodze kontaktu z
zakontaminowana woda i1 gleba. W zalezno$ci od wielu czynnikdéw, choroba moze mie¢
przebieg tagodny z grypopodobnymi objawami; w ostrej postaci choroby przewazaja
objawy uszkodzen wielu narzadéw. Leptospiroza jest uznawana za jedna z najbardziej
rozpowszechnionych zoonoz na §wiecie. Sytuacja ta jest S$ciSle zwiazana z
postegpujacymi zmianami klimatycznymi, czgstszymi przypadkami pojawiania powodzi,
cyklondw, co znacznie zwigksza ryzyko rozprzestrzeniania si¢ tej bakterii (Vijayachari i
wsp. 2008).

Do chwili obecnej ukazato si¢ tylko kilka doniesien dotyczacych transmisji
kretkow Leptospira przez kleszcze. Ponad 50 lat temu Burgdorfer (1959) udowodnit
eksperymentalnie transmisj¢ Leptospira pomona przez kleszcze z gatunku Dermacentor
andersoni i Amblyomma maculatum, podczas gdy naukowcom z Kazachstanu
(Krepkogorskaya i Rementsova 1957) udalo si¢ wyizolowaé 2 szczepy Leptospira
grippotyphosa z kleszczy Dermacentor marginatus. Prezentowana praca przedstawia
aktualny stan wiedzy w odniesieniu do zakazen kleszczy Ixodes ricinus kretkami
Leptospira spp., ze wzgledu na rolg tego gatunku kleszcza jako siedliska réznorodnych
patogendéw oraz udziatu w ich transmisji.

Celem pracy bylo przebadanie kleszczy Ixodes ricinus na obecno$¢ bakterii
Leptospira spp. Badania byly prowadzone na terenach rolniczych dwoch gmin:
Wilkowa — obszaru objetego powodzia oraz Dabrowy — stanowiska kontrolnego, ktore
nie zostalo dotknigte powodzia. Ogotem przebadano 836 kleszczy Ixodes ricinus
zebranych w czasie dwoch sezonéw wegetacyjnych wiosna/lato w latach 2011-2012, z
czego 540 osobnikoéw zebrano z terenéw popowodziowych 1 296 z terendow
kontrolnych. Badania przeprowadzono metoda nested-PCR w celu wykrycia
fragmentow DNA Leptospira spp. Dodatkowo przeprowadzono badania w kierunku
zakazen kleszczy innymi krgtkami — Borrelia burgdorferi sensu lato, w celu
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wykluczenia wystapienia wynikow falszywie dodatnich pomiedzy obydwoma
gatunkami bakterii. Do identyfikacji DNA Leptospira spp. wykorzystano jako marker
genetyczny fragment genu kodujacego lipo proteing LipL32, podczas gdy fragment
genu fla kodujacego biatko wici (flageling) zostal wykorzystany jako marker
genetyczny do identyfikacji DNA dla gatunku zbiorowego Borrelia burgdorferi sensu
lato.

Ogoétem odsetek zakazen przebadanych kleszczy Ixodes ricinus w Kkierunku
Leptospira spp. wyniost 10.5%. Znacznie wyzsze odsetki zakazen stwierdzono u nimf
(16.9%) w poroéwnaniu do osobnikow dorostych- samcow i samic (odpowiednio 7.1% i
7.9%) (P<0.01). Czgstos¢ wystgpowania DNA Leptospira spp. w kleszczach byla
zdecydowanie wigksza wsrod osobnikow zebranych z terenéw popowodziowych niz z
terenow kontrolnych (odpowiednio 15.6% vs. 1.4%, P<0.0001). Nie wykryto istotnych
statystycznie korelacji pomigdzy wystepowaniem Leptospira spp. i Borrelia burgdorferi
s.l. u badanych kleszczy, co jednoczesnie potwierdza prawidtowa detekcje bakterii z
rodzaju Leptospira spp. i wyklucza wystepowanie falszywie pozytywnych reakcji
krzyzowych z DNA B. burgdorferi s.1.

Podsumowujac, prezentowana praca przedstawia po raz pierwszy wyniki badan
nad wystgpowaniem Leptospira spp. w kleszczach nalezacych do gatunku Ixodes.
Wnhioski wynikajace z publikacji wskazuja na mozliwa transmisj¢ tego patogenu przez
kleszcze Ixodes ricinus, co moze mie¢ ogromne znaczenie w kontek$cie badan
epidemiologicznych. Jednocze$nie nie neguje si¢ glownego sposobu transmisji
Leptospira poprzez kontakt z moczem zakazonych gryzoni. Natomiast udziat kleszczy
w transmisji patogenu moze okazac¢ si¢ mozliwa alternatywna droga rozprzestrzeniania
si¢ bakterii, co wyjasnialoby pojawianie si¢ nietypowych przypadkow leptospirozy w
réznych czeéciach $wiata. Szczegdlnie czgste wystgpowanie Leptospira spp. w
kleszczach z terenéw popowodziowych moze sugerowac potencjalng rolg gatunku
Ixodes ricinus w podtrzymywaniu krazenia leptospiroz w Srodowisku na terenach
zalewowych. Mozliwa jest rowniez rola kleszczy jako rezerwuaru kretkow
umozliwiajacego ich przetrwanie w okresach poprzedzajacych kolejne powodzie.

3.5. Wystepowanie wirusa kleszczowego zapalenia mézgu w kleszczach Ixodes
ricinus i Dermacentor reticulatus
[Publikacja nr 6]

Czynnikiem etiologicznym kleszczowego zapalenia mozgu — KZM (ang. Tick-
borne encephalitis TBE), zwanego rowniez wczesnoletnim lub wiosenno-letnim
zapaleniem mozgu i opon mézgowo-rdzeniowych, jest wirus kleszczowego zapalenia
moézgu nalezacy do rodziny Flaviviridae. Tereny endemiczne wystgpowania KZM
obejmuja obszary centralnej 1 wschodniej Europy si¢gajac po rejony Azji wschodnie;j.
W krajach europejskich zakazenie wirusem kleszczowego zapalenia mézgu i opon
mozgowo-rdzeniowych jest jedna z najbardziej niebezpiecznych i potencjalnie
$miertelnych infekcji centralnego uktadu nerwowego. Wystgpowanie zakazen wirusem
KZM jest $cisle zwiazane z jego rezerwuarem, ktory stanowia okre$lone gatunki
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kleszczy twardych z rodziny Ixodidae (np. Ixodes ricinus, Ixodes persulcatus,
Dermacentor reticulatus, Haemaphysalis inermis). Wystgpowanie naturalnych ognisk
endemicznych wirusa KZM jest mozliwe dzigki krazeniu patogenu pomigdzy jego
wektorem (kleszcze) a rezerwuarem, ktéry stanowia zwierzgta krggowe — gldwnie
gryzonie. Polska jest jednym z krajow o zlokalizowanych obszarach endemicznych
wystgpowania wirusa KZM, m.in. na podstawie badan nad detekcja wirusa w
kleszczach. W oparciu 0 metody z zakresu biologii molekularnej (m.in. nested-PCR i
real-time PCR) dystrybucja patogenu w kleszczach byta oznaczana w wielu krajach
europejskich.

Celem badan przedstawionych w publikacji byto okreslenie prewalencji wirusa
kleszczowego zapalenia mézgu w kleszczach na terenie makroregionu lubelskiego.
Ogotem przebadano 875 kleszczy z gatunku Ixodes ricinus (270 samic, 240 samcow,
365 nimf) oraz 148 kleszczy z gatunku Dermacentor reticulatus (97 samic oraz 51
samcow). Kleszcze zbierano w ciagu dwoch sezonéw wegetacyjnych od kwietnia do
wrzesnia w latach 2008-2009, metoda flagowania. Obszar badan obejmowal gléwnie
lasy lisciaste i mieszane w 9 wybranych rejonach wojewodztwa lubelskiego. Kleszcze I.
ricinus badano w pulach, natomiast osobniki D. reticulatus byly badane pojedynczo.
Wyizolowane RNA przepisywano na cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji. Do
identyfikacji wirusa kleszczowego zapalenia mdzgu zastosowano tancuchowa reakcje
polimerazy (PCR) — nested PCR, wedlug modyfikacji wlasnej opartej na metodzie
opisanej przez Schrader 1 Siiss (1999). Jako marker genetyczny przy identyfikacji
wirusa zastosowano fragment terminalnego regionu niekodujacego (5°-terminal
noncoding region). Proby dodatnie w reakcji nested-PCR byly poddane analizie
sekwencyjnej.

Ogotem odsetek zakazen kleszczy Ixodes ricinus wirusem KZM wynidst 1,6%, z
uwzglednieniem minimalnego wskaznika zakazenia (ang. MIR- minimum infection
rate). Najwyzsze odsetki zakazen stwierdzono w dwodch badanych rejonach
usytuowanych w bliskiej odlegtosci od miasta Lublin (odpowiednio 4.3% 1 2.0%). Na
pozostatych terenach minimalny wskaznik zakazenia kleszczy miescit si¢ w granicach
od 0% do 1.4%. Sposréd wszystkich przebadanych osobnikéw najbardziej zakazone
okazaly si¢ samice (2,2%). Nieco nizszy odsetek zakazen stwierdzono u samcow (1,7%)
i najnizszy dla nimf (1,1%). Na podstawie przeprowadzonej analizy statystycznej nie
wykazano istotnej zaleznosci pomigdzy odsetkami zakazen a miejscem zbioru kleszczy,
a takze ich stadium rozwojowym.

Zdecydowanie wyzszy odsetek zakazen wirusem KZM stwierdzono wsrod
kleszczy D. reticulatus, gdzie na 148 przebadanych osobnikow 16 bylo dodatnich
(10,8%). Nie odnotowano istotnych réznic pomiedzy zakazeniami wsrod samcoOw i
samic (odpowiednio: 10,3% 1 11,8%). Z kolei stwierdzono istotne statystycznie roznice
w odsetkach zakazen na poszczegdlnych stanowiskach (P=0,006), gdzie procent
wynikow dodatnich miescit si¢ w zakresie od 0% do 14,3%.

Analiza sekwencyjna prob pozytywnych otrzymanych zaréwno z kleszczy I.
ricinus jak i D. reticulatus potwierdzita 96-100% homologii amplifikatow ze znanymi
sekwencjami wirusa KZM: GQ266392 (TBEV szczep AS33), FJ572210 (TBEV szczep
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Salem), U39292 (TBEV szczep Hypr), U27495 (TBEV szczep Neudoerfl). W analizie
sekwencyjnej nie stwierdzono roznic pomiedzy izolatami otrzymanymi z kleszczy |I.
ricinus i D. reticulatus.

Uzyskane wyniki badan nad dystrybucja wirusa kleszczowego zapalenia mozgu

w kleszczach 1. ricinus koreluja z wynikami badan przeprowadzonymi w Niemczech.
Odsetek zakazen wirusem KZM wsérdd 9189 kleszezy 1. ricinus na terenach
potudniowo-zachodnich Niemiec miescit si¢ w granicach od 0% do 2.3% (Oehme i
wsp. 2002). Z kolei w Szwajcarii uzyskano znacznie wyzsze odsetki zakazen (14,3%),
gdzie stwierdzono wystepowanie u kleszczy wirusa KZM podtypu zahodnio-
europejskiego (Western European TBEV subtype) na terenach endemicznych kraju
(Casati i wsp. 2006). Z kolei odsetek zakazen stwierdzony dla kleszczy D. reticulatus w
przedstawionej pracy jest znacznie wyzszy w poréwnaniu do kleszczy |. ricinus, nawet
przy uwzglednieniu minimalnego wskaznika zakazenia. Wyniki badan wskazuja na
wazna rol¢ kleszczy D. reticulatus w transmisji wirusa KZM, co dowodzily juz
wczesniejsze badania prowadzone przez Katin (1996) na terenach zachodniej Syberii (w
rejonie Tyumen). Wyizolowano woéwczas 25 szczepéw KZM z roéznych stadiow
rozwojowych kleszczy D. reticulatus. Eksperymentalnie dowiedziono rowniez, ze
istnieje mozliwo$¢ transmisji transowarialnej wirusa KZM w cyklu zyciowym tego
gatunku kleszcza.
Do chwili obecnej istnieje niewielka liczba naukowych doniesien dotyczacych roli
kleszczy D. reticulatus w epidemiologii kleszczowego zapalenia mdzgu na terenach
centralnej Europy. Wystepowanie wirusa KZM udato si¢ potwierdzi¢ u 0,33% kleszczy
D. reticulatus na terenach endemicznych poéinocno-wschodniej Polski (Kondrusik i wsp.
2010). Na podstawie dostgpnej wiedzy naukowej, uzyskane wyniki badan nad
infekcjami D. reticulatus wirusem KZM (powyzej 10%) sa jak dotad jednymi z
najwyzszych w Europie centralnej, co moze potwierdzaé potencjalng rolg tego gatunku
kleszczy jako wektora wirusa KZM. Potwierdzaja to rowniez dane epidemiologiczne
dotyczace przypadkéw klinicznych kleszczowego zapalenia mozgu, z ktorych
wigkszos¢ jest odnotowywana na terenach endemicznych o duzym zasiggu
wystepowania kleszczy D. reticulatus.

Wyniki badan prezentowane w publikacji pozwalaja stwierdzi¢ wystgpowanie
terenéw endemicznych kleszczowego zapalenia mézgu we wschodniej Polsce na terenie
makroregionu lubelskiego, jak rowniez potwierdzaja potencjalne wystgpowanie tego
typu obszar6w w innych rejonach Polski, ze wzgledu na rozpowszechnienie D.
reticulatus.

3.6. Wystepowanie hantawirusow w kleszczach Ixodes ricinus
[Publikacja nr 7]

Hantawirusy naleza do jednoniciowych RNA wirusow, przynaleznych do
rodziny Bunyaviridae. Infekcje wywotane przez hantawirusy (HDV) stanowia
narastajacy problem zdrowotny i okreslane sa mianem “emerging infectious diseases” —
nowo pojawiajacych si¢ chorob zakaznych. W Eurazji rozpowszechnione sa dwie
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postacie choroby: 1) goraczka krwotoczna z zespotem nerkowym (HFRS) wywolywana
przez wirusy: Hantaan (HTNV), Dobrava (DOBV) oraz Seoul (SEOQV), gdzie
$miertelno$¢ sigga nawet 20%, oraz 2) epidemiczna nefropatia (NE) o znacznie
fagodniejszym przebiegu, ktora wywotuja wirusy Puumala (PUUV) i and Saaremaa
(SAAV). W ostatnich latach pierwszy przypadek infekcji wywotanej przez hantawirusy
w Polsce odnotowano w rejonie Karpat w poludniowej czg$ci kraju. Ogodtem
odnotowano 13 potwierdzonych serologicznie przypadkow klinicznych zakazen
hantawirusami, z czego 10 miato symptomy schorzenia typu HFRS wywotanych
wirusem DOBV i 2 o charakterze NE wywotanych wirusem PUUV (Nowakowska i
wsp. 2009).

Rezerwuarem i1 wektorem hantawirusow sa male gryzonie, a infekcje u ludzi
pojawiaja si¢ najczgSciej na drodze inhalacji poprzez wdychanie powietrza
zanieczyszczonego odchodami zwierzecymi. Niemniej jednak rozwazane sg inne drogi
zakazenia wlaczajac m.in. transmisj¢ wirusa przez krwiopijne stawonogi, takie jak
kleszcze 1 roztocza (Houck i wsp. 2001). Biorac pod uwage wyniki badan Knapa i wsp.
(2010), w ktorych stwierdzono obecno$¢ przeciwcial przeciw hantawirusom na
poziomie 2.5% wsrod pracownikow lesnictwa Roztoczanskiego Parku Narodowego we
wschodniej Polsce, zatozono, ze istnieje mozliwo$¢ transmisji wirusa przez kleszcze z
gatunku Ixodes ricinus. Wedlug dostgpnej mi wiedzy, nie prowadzono dotychczas
badan nad mozliwym udzialem kleszczy zaréwno z gatunku I. ricinus jak i D.
reticulatus w przenoszeniu hantawirusow.

Ogotem na obecnos$¢ hantawirusow przebadano 174 kleszcze z gatunku Ixodes
ricinus (104 nimfy, 36 samcoéw i 34 samice), zebrane z wegetacji na terenie
Roztoczanskiego Parku Narodowego we wschodniej Polsce — rejonu gdzie we
wczesniejszych badaniach uzyskano seropozytywne wyniki u osdb zamieszkujacych 1
pracujacych na tym obszarze. Kleszcze zbierano metoda flagowania w obrgbie lasow
lisciastych i mieszanych metoda flagowania. Kleszcze przechowywano do czasu
dalszych oznaczen zywe lub mrozono je w temp. -80 °C. Pojedyncze osobniki
miazdzono w ciekltym azocie i homogenizowano, a nastgpnie zawieszano w buforze
zawierajacym izotiocyjanian guanidyny (GITC) hamujacy dziatanie RNaz. Catosciowe
RNA zostato wyizolowane przy uzyciu zestawow kolumienkowych do izolacji RNA z
tkanek (RNeasy Mini Kit, Qiagen). Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT-PCR) zostata
przeprowadzona z uzyciem kitu komercyjnego QuantiTect Reverse Transription kit
(Qiagen). Reakcje PCR oparto na amplifikacji fragmentu genu segmentu S i L, wedtug
metodyki opisanej przez Arai i wsp. (2008).

W przebadanych kleszczach Ixodes ricinus nie stwierdzono obecnosci RNA
hantawiruso6w. Pomimo uzycia dwoch specyficznych primerow komplementarnych do
dwoch réznych segmentéw (S 1 L) wyniki dodatnie uzyskano jedynie dla kontroli
pozytywnych. W zwiazku z powyzszym, nie potwierdzono hipotezy o mozliwym
udziale kleszczy w transmisji hantawirusow. W celu gruntownego wykluczenia
kleszczy jako wektorow, nalezatoby kontynuowa¢ badania na znacznie wigkszej licznie
osobnikdw. Roéwniez pozniejsze badania nad wystgpowaniem hantawirusow w
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kleszczach z gatunku Dermacentor reticulatus nie potwierdzity obecnosci wiruséw u
przebadanych osobnikéw (Wojcik-Fatla i wsp. 2013).

3.7. Wystepowanie Borrelia burgdorferi sensu lato w kleszczach Ixodes ricinus
[Publikacje nr 5. 8]

Kretki nalezace do kompleksu Borrelia burgdorferi sensu lato (s. 1) sa
przenoszone gtownie przez kleszcze z rodzaju Ixodes i powoduja borelioze —
wielonarzadowa chorobg, ktora nalezy do najpowszechniej wystepujacej choroby
odkleszczowej w polnocnej czegsci globu. Aktualnie znanych jest 19 genogatunkéw w
obrebie kompleksu B. burgdorferi s. 1., z ktorych co najmniej 9 (B. burgdorferi sensu
stricto, B. afzelii, B. garinii, B. valaisiana, B. spielmanii, B. bavariensis, B. bissettii, B.
finlandensis, B. carolinensis, i B. lusitaniae) wystepuje w Europie. Najwazniejsze pod
wzgledem patogennym dla cztowieka sa trze genogatunki, wywolujace odmienne i
najpowazniejsze w skutkach objawy chorobowe charakterystyczne dla boreliozy z
Lyme (LB): B. burgdorferi sensu stricto wywolujacy posta¢ stawowa, B. garinii —
wywotujacy neuroborelioz¢ i B. afzelii — zwiazany glownie z objawami skornymi
(zanikowe zapalenie skory, chtoniak limfatyczny skory) (Rauter i Hartung 2005).

Wedlug niektoérych autoréw liczba przypadkéw boreliozy w Europie ma
tendencj¢ wzrostowa. Takie wnioski potwierdzaja oficjalne statystyki prowadzone w
Polsce przez Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego-Panstwowy Zaktad Higieny, w
ktorych liczba zachorowan wzrosta z 8,225 w 2008 roku do 13,875 w roku 2014
(Meldunki o zachorowaniach na choroby zakazne, zakazeniach 1 zatruciach w Polsce,
Warszawa 2008-2014). Jedna z przyczyn obecnej sytuacji epidemiologicznej boreliozy
moze by¢ wzrastajaca liczba zainfekowanych krgtkami Borrelia kleszczy I. ricinus —
gatunku najpowszechniej wystgpujacego w Polsce 1 Europie oaz begdacego
kompetentnym wektorem i rezerwuarem bakterii. Proba potwierdzenia tej tezy byty
badania na obecnos¢ DNA B. burgdorferi s.I w kleszczach I. ricinus, ktorych wyniki
przedstawiono w dwoch publikacjach.

Celem prezentowanych publikacji bylo okreslenie roli kleszczy Ixodes ricinus
jako potencjalnego wektora i rezerwuaru kretkow B. burgdorferi s.I. w makroregionie
lubelskim (wschodnia Polska). Celem zatozonym w pierwszej publikacji z 2009 roku
[publikacja 8] byto okreslenie czgstosci zakazenia kleszczy |. ricinus kretkami Borrelia
w ramach ich przynaleznosci do kompleksu B. burgdorferi s.I. w latach 2007-2009,
podczas gdy w kolejnej publikacji z 2012 roku [publikacja 5] oznaczono prewalencj¢
oraz roznorodno$¢ genogatunkowe wykrytych bakterii w kleszczach, zebranych na
terenie Lubelszczyzny w latach 2011-2012.

Pierwsze badania [publikacja 8] przeprowadzono na grupie 715 osobnikow I.
ricinus (295 nimf, 212 samcéw i 208 samic), zebranych na 4 stanowiskach
makroregionu lubelskiego w latach 2007-2008 metoda flagowania. Detekcje fragmentu
DNA Borrelia wykonano metoda PCR z wykorzystanie primeréw komplementarnych
do fragmentu genu fla kodujacego biatko wici kretka, specyficznego dla gatunku
zbiorowego B. burgdorferi s.I (Wodecka i Skotarczak 2000).
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Ogodtem odsetek zakazen kleszczy I. ricinus B. burgdorferi s.1. wyniost 12.7%.
Wystepowanie zakazen bylo w znaczacy sposob zalezne od miejsca zbioru, a takze od
stadium rozwojowego kleszczy. Odsetek infekcji stwierdzony dla nimf (7.1%) byt
wyraznie nizszy w poréwnaniu do samcow (13.7%, P=0.0143) i samic (19.7%,
P<0.0001). Na podkreslenie zasluguje fakt, ze otrzymane wyniki byly co najmniej
dwukrotnie wyzsze od wynikow otrzymanych we wczesniejszych badaniach
prowadzonych na terenie wojewodztwa lubelskiego w latach 2005-2006, gdzie odsetek
zakazen wyniost 5.4% (Cisak i wsp. 2000).

W kolejnych badaniach [publikacja 5] przebadano ogoétem 836 kleszczy I.
ricinus (266 nimf, 280 samcow i 290 samic) zebranych z wegetacji na dwoch
stanowiskach makroregionu lubelskiego w latach 2011-2012. W pierwszym etapie
badan kleszcze przebadano na obecno$¢ fragmentu DNA B. burgdorferi s.l. stosujac
jako marker genetyczny gen fla (Wodecka i Skotarczak 2000). W drugim etapie, proby
dodatnie zostaly oznaczone do genogatunku metoda nested-PCR, z uwzgl¢dnieniem
trzech z nich, szczegdlnie patogennych dla czlowieka, tj. Borrelia garinii, Borrelia
afzelii i Borrelia burgdorferi sensu stricto. Detekcj¢ B. burgdorferi s.l. oraz
poszczegolnych genogatunkéw prowadzono rownolegle z detekcja Leptospira spp. w
kleszczach, w celu wykluczenia wystapienia reakcji krzyzowych mogacych da¢ wyniki
falszywie dodatnie przy oznaczaniu obydwu gatunkow kretkow.

Srednia prewalencja B. burgdorferi s.I. w kleszczach I. ricinus zostata okre$lona
na poziomie 24.3%, dajac tym samym dwukrotnie wyzszy wynik niz miato to miejsce w
pierwszych badaniach. Wykazano rowniez znaczace roéznice w zakazeniach kleszczy
odnos$nie miejsca ich zbioru. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic biorac pod
uwagg stadium rozwojowe . ricinus. W badanych materiale stwierdzono wystgpowanie
genogatunkowych infekcji mieszanych na niemal identycznym poziomie co infekcji
pojedynczym genogatunkiem (12.1% vs. 12.2%). Biorac pod uwagg zar6wno
pojedyncze jak 1 mieszane infekcje, najczg$ciej wystgpujacym genogatunkiem okazat
si¢ genogatunek Borrelia burgdorferi sensu stricto (15.6%). Mniejsza liczba kleszczy
zakazona byla Borrelia garinii (11.5%), natomiast genogatunkiem najrzadziej
wystepujacym okazat si¢ Borrelia afzelii (9.7%). Wyniki oznaczen genogatunkowym
potwierdzaja rezultaty z lat 2005-2006, gdzie B. burgdorferi sensu stricto rowniez
okazal si¢ najpowszechniej wystgpujacym genogatunkiem w makroregionie lubelskim
(Cisak et al. 2006). Pewnym ograniczeniem przy poréwnywaniu wynikow badan obu
prac jest fakt, ze kleszczy nie zbierano doktadnie na tych samych stanowiskach.

Podsumowujac, wyraznie zaznaczona jest tendencje wzrostowa zakazen
kleszczy . ricinus kretkami Borrelia, od 12.7% w 2009 roku do 24.3% w roku 2012
(P<0.0001). Obserwowane zjawisko zdecydowanie zwigksza ryzyko zachorowan na
boreliozg, gldéwnie wsrdd osob pracujacych, zamieszkujacych badz przebywajacych
rekreacyjnie na terenach lesSnych makroregionu lubelskiego. Wyniki badan wtasnych
pozostaja takze w zgodzie z obserwowanych wzrostem liczby stwierdzanych
przypadkow boreliozy w oficjalnych statystykach.
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3.8. Wystepowanie Toxoplasma gondii w kleszczach Ixodes ricinus
[Publikacja nr 8]

Toxoplasma gondii jest obligatoryjnym wewnatrzkomérkowym pasozytniczym
pierwotniakiem w obrebie typu Apicomplexa, rodziny Sarcocystidae. Zywicielem
ostatecznym pierwotniaka sa kotowate, podczas gdy zywicielem posrednim jest wiele
innych gatunkéw ssakow i ptakow , u ktorych stwierdzono powszechne wystgpowanie
T. gondii. U ludzi pasozyt wywotuje toksoplazmoze, ktéra zazwyczaj ma przebieg
bezobjawowy, ale w niektorych przypadkach moze by¢ przyczyna powaznych powiktan
zdrowotnych. Najniebezpieczniejsza postacia choroby jest toksoplazmoza wrodzona,
kiedy zarazenie plodu nastgpuje w wyniku przekazania T. gondii przez tozysko,
powodujac zmiany w osrodkowym uktadzie nerwowym (m.in. padaczke, niedorozwoj
umystowy i1 psychomotoryczny, zwapnienia srédczaszkowe, rozlegte uszkodzenie gatki
ocznej). Powazny problem kliniczny stanowia réwniez nieliczne przypadki
toksoplazmozy ocznej, neurotoksoplazmozy i toksoplazmozy rozsianej, zwtaszcza u
0sOb z obnizona odpornos$cia (np. w trakcie terapii immunosupresyjnej czy chorzy na
AIDS) (Dubey 1 Beattie 1988). Wyrdzniane sa trzy gtowne genotypy (I, II 1 III)
odpowiedzialne za wigkszo$¢ infekcji u ludzi.

Transmisja T. gondii droga pokarmowa (przez spozycie surowego migsa
zawierajacego cysty pasozyta, czy wody i1 zywnoS$ci zanieczyszczone] przez kocie
odchody zawierajace oocysty T. gondii) jest uwazana za podstawowa przyczyng
pierwotnych infekcji. Jednakze ta droga nie wyjasnia do konca powszechnego
wystgpowania tego pierwotniaka u réznorodnych zywicieli, takich jak roslinozerne
ssaki, dzikie gryzonie i ptaki, ktore nie Zywia si¢ surowym migsem i nie maja kontaktu
z kocimi odchodami. Z tego powodu w dawniejszych badaniach zaktadano istnienie
alternatywnych drog szerzenia si¢ T. gondii, m.in. przez uszkodzona skorg czy
transmisj¢ pierwotniaka przez zywiace si¢ krwia stawonogi, gtownie kleszcze (Gidel i
Provost 1965).

W Polsce Deryto i wsp. (1978) udowodnili eksperymentalnie transmisje
pierwotniakow Toxoplasma gondii przez nimfy kleszczy z gatunku Ixodes ricinus, gdzie
w badaniach mikroskopowych stwierdzono obecno$¢ tachyzoitow i bradyzoitow T.
gondii w tkankach nimf i samic. Przypuszczalna rola kleszczy 1. ricinus jako
potencjalnego wektora T. gondii zostata potwierdzona badaniami molekularnymi w
2003 roku, gdzie DNA pierwotniaka stwierdzono u 2 z 92 kleszczy |. ricinus (2.2% )
zebranych z terenéw lesnych makroregionu lubelskiego. W kolejnych badaniach w
2008 roku okreslono rowniez wystgpowanie T. gondii u kleszczy zebranych w
potnocno-zachodniej Polsce, gdzie odsetek zarazen wyniost 12.7% (Sroka 1 wsp. 2008).

Celem pracy byto okreslenie prewalencji T. gondii w Kleszczach z gatunku I.
ricinus zebranych z terenéw Lubelszczyzny (wschodnia Polska) na wigkszej grupie
osobnikéw niz miato to miejsce w 2003 roku. Ogodtem przebadano 715 osobnikow
zebranych z wegetacji na 4 stanowiskach lesnych w latach 2007-2009. Detekcji DNA
dokonano na podstawie amplifikacji fragmenu genu B1 (35-fold-repetitive gene B1) w
rekacji nested-PCR wedlug metodyki opisanej przez Grigg i Boothroyd (2001).
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Identyfikacje genotypu (I i II/lub/IIl) wyizolowanego T. gondii przeprowadzono na
podstawie analizy RFLP stosujac enzymy restrykcyjne Eco721 1 Xhol. Probki dodatnie
sekwencjonowano w Pracowni Sekwencjonowania DNA 1 Syntezy Oligonukleotyddéw
Instytutu Biochemii i Biofizyki-PAN w Warszawie. Otrzymane sekwencje
nukleotydowe poréwnano z wykorzystaniem oprogramowania BLAST z sekwencjami
zamieszczonymi w GenBank na serwerze NCBI (National Center for Biotechnology
Information, Bethesda, Maryland, USA).

Ogoétem odsetek kleszczy I. ricinus dodatnich w kierunku T. gondii wynidst
12.6%. Najwigkszy odsetek zarazen stwierdzono u samic (23.5%), nizszy u samcow
(13.2%) i najnizszy u nimf (4.4%). Czgsto$¢ wystgpowania T. gondii u samic byla
istotnie statystycznie wyzsza w porownaniu do samcéw (P=0.0066) i nimf (P<0.0001).
Istotna statystycznie byla rowniez zaleznos$¢ czgstosci infekceji w zalezno$ci od miejsca
zbioru (P=0.007). Analiza RFLP/PCR udowodnita, ze najczgsciej identyfikowanymi
typami wérdd szczepow T. gondii byty: typ I patogenny dla czlowieka (45.5% prob
dodatnich) oraz typ atypowy ,,A” (45.5%). Pozostale 0.9% stanowit typ II/III
potencjalnie patogenny dla czlowieka. Analiza sekwencyjna potwierdzita 100%
homologii wykrytych sekwencji do sekwencji genu B1 Toxoplasma gondii.

Stwierdzony w prezentowanych badaniach odsetek wystgpowania T. gondii w
kleszczach 1. ricinus byt znacznie wyzszy niz w badaniach z lat ubiegtych (2003 i
2008), zaro6wno na Lubelszczyznie jak i na terenach pdinocno-zachodniej Polski.
Wyniki otrzymanych badan moga wskazywac¢ na potencjalna rolg kleszczy w transmisji
pierwotniaka, zwlaszcza ze najwyzsze odsetki stwierdzono u samic, ktore najczesciej
zeruja na wigkszych zwierzgtach 1 ludziach. Zauwazone istotne roznice w dystrybucji
zakazonych kleszczy w odniesieniu do miejsc zbioru, potwierdzaja ogniskowy
charakter dystrybucji tego pierwotniaka w $rodowisku z wyrazna tendencja wzrostowa
na terenach o wysokiej wilgotnosci (np. obszary wokot jezior Pojezierza Leczynsko-
Wilodawskiego). Otrzymane wyniki pozostaja rowniez w zgodzie z wysokim odsetkiem
wynikéw seropozytywnych w kierunku T. gondii wsrdd lesnikow z rejonu lubelskiego
(68.8%) otrzymanym w testach aglutynacji bezposredniej. Niemniej jednak uzyskane
wyniki badan wilasnych powinny by¢ interpretowane z duza ostrozno$cia. Istnieje
potrzeba eksperymentalnego potwierdzenia stawianych zatozen, zwlaszcza ze
niektorym autorom nie udalo si¢ wyizolowa¢ T gondii z kleszczy zbieranych z
wegetacji, ani potwierdzi¢ do§wiadczalnie transmisji pierwotniaka przez te stawonogi.

Podsumowujac wyniki wlasnych do§wiadczen, mozna zalozy¢, ze na niektorych
obszarach makroregionu lubelskiego, zwlaszcza w okolicach jezior i innych zbiornikow
wodnych, istnieje potencjalne ryzyko nabycia toksoplazmozy w wyniku poktucia przez
kleszcze 1. ricinus. To stwierdzenie wymaga jednak dalszego potwierdzenia na drodze
badan eksperymentalne i badan epidemiologicznych.
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Whnioski

Kleszcze z gatunku Ixodes ricinus i Dermacentor reticulatus wystepujace na
obszarze makroregionu lubelskiego (Polska Wschodnia) sa wektorem i rezerwuarem
réznorodnych patogendw, wlaczajac gatunki bakterii i pierwotniakéw nie zaliczane
jak dotad do patogenoéw typowo odkleszczowych, stwarzajac tym samym nowe
zagrozenie dla zdrowia populacji zamieszkujacej te tereny.

Obydwa gatunki kleszczy (I. ricinus i D. reticulatus) wystepujace na obszarze
makroregionu lubelskiego sa zainfekowane pierwotniakiem Babesia microti (od
2.7% do 4.6%), co wskazuje na mozliwe ryzyko zachorowan na babeszjozg¢ w
wyniku poktucia prze kleszcze. Po raz pierwszy potwierdzono wystgpowanie
pierwotniaka B. microti u dorostych osobnikow D. reticulatus.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja na niskie ryzyko zachorowan na
tularemi¢ w wyniku poktucia przez kleszcze. U ponad potowy dorostych osobnikow
kleszczy D. reticulatus stwierdzono wystgpowanie bakterii blisko spokrewnionych z
Francisella tularensis, nazwanych Francisella-like endosymbionts (FLES) —
mikroorganizméw o nieznanej jak dotad patogenezie

Ponad potowa (53.0%) kleszczy z gatunku D. reticulatus wystgpujacych na
obszarze makroregionu lubelskiego jest zakazona Rickettsia raoultii, patogenem
zaliczanym do grupy riketsji wywotujacych goraczki plamiste (SFGR), co wskazuje
na potencjalng role D. reticulatus jako czynnika etiologicznego odkleszczowych
goraczek plamistych o obrazie klinicznym zespotu chorobowego TIBOLA (tick-
borne lymphadenopathy).

Po raz pierwszy stwierdzono wystgpowanie w kleszczach z gatunku Ixodes ricinus
kretkow Leptospira spp. (10.5%), co sugeruje mozliwa role kleszczy jako
rezerwuaru i wektora tych bakterii na terenach endemicznych. Dotychczas za
rezerwuar Leptospira uwazane byly wyltacznie gryzonie, ktorych zakazony mocz
wydalany do $rodowiska stanowi bezpos$rednia przyczyna zakazen ludzi i zwierzat.
Ryzyko infekcji wirusem kleszczowego zapalenia mozgu (TBVE) na terenach
Lubelszczyzny wydaje si¢ by¢ zwiazane z pokluciem przez kleszcze gltownie z
gatunku Dermacentor reticulatus, u ktorych stwierdzony odsetek zakazen (na
poziomie 10.8%) jest znaczaco wigkszy w poréwnaniu do odsetka stwierdzonego u
kleszczy Ixodes ricinus (1.6%).

Kleszcze z gatunku Ixodes ricinus nie wydaja sie petnié¢ roli wektora i rezerwuaru
hantawirusow.

Zakazenie kregtkami Borrelia burgdorferi sensu lato transmitowanymi przez
kleszcze z gatunku Ixodes ricinus stanowi najwigksze zagrozenie zachorowan na
borelioz¢ dla zdrowia oséb zamieszkujacych tereny makroregionu lubelskiego,
gdzie prowadzono badania. Liczba zainfekowanych kleszczy Ixodes ricinus
znaczaco si¢ podwoita w ciagu trzech lat (P<0.0001), osiagajac w 2012 roku poziom
24.3%.

Stwierdzono znaczacy odsetek kleszczy Ixodes ricinus zarazonych Toxoplasma
gondii (12.6%), pierwotniakiem szeroko rozpowszechnionym w S$rodowisku,
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ktorego transmisja odbywa si¢ gléwnie na drodze pokarmowej. Uzyskane wyniki
wskazuja na potencjalna role kleszczy, jako rezerwuaru i wektora toksoplazmozy,
co wymaga jednak prowadzenia dalszych badan.
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V. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-
BADAWCZYCH

Glowne kierunki badawcze w mojej pracy naukowej dotycza epidemiologii,
etiopatogenezy i diagnostyki choréb odzwierzecych w aspekcie narazenia zawodowego
i zagrozenia dla populacji wiejskiej, ze szczegdlnym uwzglednieniem chordb
transmisyjnych przenoszonych przez kleszcze oraz choréb wywotywanych przez
pasozytnicze pierwotniaki.

W ramach kierowanych przeze mnie dwodch grantow naukowych oraz kilku
projektéw, gdzie bylam gléwnym wykonawca, wspdlnie z zespotem prowadzitam
badania naukowe odnosnie roli kleszczy z gatunkéw Ixodes ricinus i Dermacentor
reticulatus jako wektora i rezerwuaru patogenéw odkleszczowych oraz pierwotniakow,
wirusOw 1 bakterii, ktorych transmisja przez te stawonogi nie byta okreslona. Dzigki
metodom biologii molekularnej udato si¢ potwierdzi¢ wystgpowanie w kleszczach I.
ricinus (12.6%) pierwotniaka Toxoplasma gondii, a w p6zniejszych badaniach z 2014
roku rowniez u D. reticulatus (3.2%) (Wojcik-Fatla i wsp. 2015a). Prowadzono rowniez
badania nad wystepowaniem Bartonella spp. w kleszczach I. ricinus, gdzie stwierdzono
obecno$¢ DNA bakterii u 1.7%. badanych osobnikow (Zajac 1 wsp. 2015) oraz
Anaplasma phagocytophilum u i I. ricinus — 8.2% (Wojcik-Fatla i wsp. 2009) oraz u D.
reticulatus — 1.1% (Wojcik-Fatla i wsp. 2015b).

Oprocz infekcji  pojedynczych badano réwniez wystgpowanie infekcji
mieszanych oraz koinfekcji w kleszczach, jako zjawiska o istotnym znaczeniu
epidemiologicznym, ktore w konsekwencji moze by¢ przyczyna zaostrzenia przebiegu
wielu chordb odkleszczowych. W kazdym ekosystemie zazwyczaj wystgpuje od kilku
do kilkunastu patogennych lub warunkowo patogennych mikroorganizméw. W
pojedynczym kleszczu koinfekcje wirusoOw, pierwotniakow czy bakterii moga tworzy¢
swego rodzaju mikropopulacje (parazytocenozy), charakterystyczne dla rdéznych
ekologicznie obszaréw. Z najnowszych badan wlasnych dotyczacych infekcji
mieszanych genogatunkow Borrelia burgdorferi sensu lato wynika, ze najwigkszy
odsetek wspotwystgpowan dotyczyt infekcji podwadjnych: B. burgdorferi sensu stricto z
B. garinii. Odnotowano réwniez, w poréwnaniu do lat ubiegltych, znaczny wzrost
wystgpowania zakazen pojedynczych (z 4,7% do 7,8%), infekcji podwdjnych (1.2% do
6,6%) oraz potrojnych (1.2% do 6,6%) (Wojcik-Fatla i wsp. 2015c).

W badaniach nad koinfekcjami u kleszczy z gatunku Dermacentor reticulatus
przeanalizowano wspotwystgpowanie 6 patogenow: Rickettsia spp., Babesia spp.,
wirusa kleszczowego zapalenia mozgu — KZM, Borrelia burgdorferi s. 1., Toxoplasma
gondii i Anaplasma phagocytophilum. W badanej grupie stwierdzono pojedyncze
zakazenia na poziomie 42.6%, natomiast wspotwystgpowanie dwoch patogendw
wykryto u 8.5% kleszczy. Najwigkszy odsetek koinfekcji podwdjnych dotyczyt
wspotwystepowan z udziatem Rickettsia spp. (7.4%) i wirusa KZM (5.21%). Nizsze
odsetki koinfekcji stwierdzono dla wspotzakazen z udzialem Toxoplasma gondii
(1.58%), Borrelia burgdorferi s. I. (1.26%), Anaplasma phagocytophilum (0.95%) i
Babesia spp. (0.63%) (Wojcik-Fatla i wsp. 2015b).
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Ze wzgledu na to, ze choroby odkleszczowe moga stanowi¢ powazny problem
epidemiologiczny 1 kliniczny zwtaszcza u oséb z grup ryzyka zawodowego, tj. osob
wykonujacych prace w sektorze rolnictwa, le$nictwa 1 towiectwa, prowadziliSmy
rowniez badania serologiczne i ankietowe, oceniajace stan wiedzy oséb narazonych pod
katem profilaktyki. Przeprowadzone badania ankietowe z zakresu epidemiologii i
profilaktyki chorob odkleszczowych ze szczegbélnym uwzglednieniem boreliozy
dotyczyly samooceny osob ankietowanych na temat ich wiedzy odno$nie sposobu i
umiejetnosci usuwania kleszcza z powierzchni cial, stosowania repelentow oraz wiedzy
na temat istniejacych zagrozen. Stwierdzono wysoce znamienna dodatnia korelacje
pomiegdzy czgstoscia spostrzegania kleszczy na powierzchni ciala, a czgsto$cig ich
usuwania oraz samoocenga narazenia (p<0,001), a takze pomiedzy czgstoscia
spostrzegania kleszczy na powierzchni ciata, a czgsto$cia stosowania repelentow
(p<0,001). Stwierdzono takze znamienna korelacj¢ ujemna pomiedzy czgstoscia
spostrzegania kleszczy, a metoda ich usuwania (p<0,05) oraz stanowiskiem zatrudnienia
(p<0,01); najczesciej kleszcze obserwowali robotnicy les$ni, ktérzy usuwali je w
najprostszy (nieprawidlowy) sposob, to jest palcami. Wykonujac badania
epidemiologiczne 0s6b zatrudnionych w tym nadle$nictwie wykazano przy pomocy
testu korelacji Spearmana, Zze u o0s6b wykonujacych prace fizyczne wystgpuje
najwyzsze ryzyko poktu¢ przez kleszcze i wystapienia choroby odkleszczowej. Osoby
te sa tego $wiadome, ale nie stosuja prawidlowych metod usuwania kleszczy z ciala.
Odsetek wynikéw seropozytywnych w klasie przeciwciat IgG byt u tych oséb znacznie
wyzszy (41,0%) niz u pracownikoOw administracyjnych (21,4%). Co ciekawe, w
opisanych badaniach wykazano wysoka ekspozycje pracownikoéw lesnictwa na kleszcze
(gtownie pod katem ich zakazenia kretkami Borrelia burgdorferi) na podstawie swoistej
odpowiedzi immunologicznej, przy jednoczesnej wzglednej niskiej liczbie przypadkoéw
boreliozy (Cisak i wsp. 2012b, Cisak i wsp. 2014).

W dziataniach profilaktycznych z zakresu boreliozy bardzo wazna rolg odgrywa
profilaktyka przedekspozycyjna, tzw. profilaktyka pierwszego stopnia, w ktorej
najwazniejsze jest unikanie czynnikoOw ryzyka i1 ktora opiera si¢ gtownie na edukacji,
wiedzy 1 $wiadomosci osoby narazonej. Nalezy traktowac ja jako podstawowy element
programu profilaktycznego, zwtaszcza, ze profilaktyka swoista w postaci szczepien
ochronnych jest w przypadku boreliozy w chwili obecnej niemozliwa. W zwiazku z tym
czgs¢ mojej pracy naukowej stanowi opracowywanie materialow edukacyjnych
(broszury, poradniki, wytyczne,) oraz dziatalno$¢ konsultacyjna (szkolenia 1 wyktady)
przeznaczona dla 0sob zwigzanych bezposrednio ze srodowiskiem eksploatacji lasu, jak
réwniez osOb zamieszkujacych obszary endemiczne czy przebywajacych na tych
terenach w celach rekreacyjnych.

Wspolnie z zespotem prowadzilam badania w kontek$cie narazenia grup
zawodowych
(rolnikéw, lesnikéw) na inne choroby odzwierzece, w tym odkleszczowe w aspekcie
prewalencji u tych oséb swoistych przeciwcial pojawiajacych si¢ w efekcie kontaktu z
patogenami. Wsrdd rolnikéw i lesnikow obecno$é przeciwcial anty-Bartonella henselae
stwierdzono u odpowiednio 27.7% i 31.5% (ogotem 30.4%), (Zajac i wsp. 2015). Nieco
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wyzsze wyniki uzyskano w badaniach nad wystepowaniem bakterii Rickettsia z grupy
goraczek plamistych (SFGR). Seroprewalencja wérod grupy osob zawodowo narazonej
na poktucie przez kleszcze wyniosta 36.0% w poréwnaniu do grupy kontrolnej (4.7%).
U ponad potowy badanych lesnikow wykryto przeciwciata anty-Rickettsia (50.4%),
odsetek 0sob byt ponad dwukrotnie wyzszy niz w grupie badanych rolnikéw (21.3%)
(Zajac 1 wsp. 2013). W kolejnych badaniach obejmujacych narazenie na Toxoplasma
gondii, obecnos¢ przeciwciatl stwierdzono u 66.9% badanych rolnikow w stosunku do
41.0% wynikéw pozytywnych wsrdd osob z grupy kontrolnej (Sroka 1 wsp. 2010).
Istotny jest rowniez nasz wspotudzial w wykryciu pierwszych na Lubelszczyznie
przypadkow zakazen hantawirusami. Sposrdéd zbadanych pracownikow lesnictwa u
2.5% wykryto obecno$¢ przeciwcial (Knap 1 wsp. 2010). Moje zainteresowania
naukowe obejmowaty rowniez badania serologiczne bakterii Francisella tularensis. U
rolnikéw odsetek wynikow seropozytywnych w klasie IgM 1 IgG wynosit odpowiednio:
10,9% i 8,9%., natomiast u pracownikoéw lesnictwa — odpowiednio 11,2% i 2,8%. W
surowicach 0so6b z grupy kontrolnej zanotowano 9,7% wynikow dodatnich w klasie
IgM i 7,3% w klasie IgG (Cisak i wsp. 2014). Natomiast przeciwciata skierowane
przeciw roznym serowarom bakterii z rodzaju Leptospira stwierdzano na poziomie od
3.0% do 9.2% w zalezno$ci od terenu zamieszkiwanego przez badana populacje
(Dutkiewicz i wsp. 2015). Prowadzone przeze mnie badania potwierdzily takze
wystegpowania swoistej odpowiedzi immunologicznej w efekcie kontaktu z tasiemcami
z rodzaju Echinococcus: E. granulosus i E. multilocularis — 12.8% badanej populacji
rolnikow. Natomiast wsrod grupy kontrolnej (mieszkancy miast wykonujacy prace
biurowe) u zadnej z badanych oséb nie wykryto przeciwciat (Cisak 1 wsp. 2015).

Kolejne zagadnienie z obszaru moich zainteresowan naukowych dotyczy
biologicznych czynnikow srodowiskowych w aspekcie narazenia dla zdrowia ludzi i
zwierzat. Prowadzone badania $rodowiskowe dotyczyly wykrywania i identyfikacji
czynnikdw chorobotwodrczych metodami biologii molekularnej w glebie, wodzie i
produktach pochodzenia zwierzgcego. Potwierdzono obecno$¢ wirusa kleszczowego
zapalenia mozgu probkach surowego mleka owczego (22.2%), koziego (20.7%) oraz
krowiego (11.1%) (Cisak 1 wsp. 2010). Badania dotyczace seroprewalencji w kierunku
KZM przeprowadzono réwniez u zwierzat, gdzie w badanych surowicach stwierdzono
przeciwciata u 4.1% bydta, 16,8% dzikéw 1 u 11.6% jeleniowatych. Podjgto probe
wykrycia wirusa kleszczowego zapalenia mdzgu bezposrednio z pelnej krwi zwierzat
dzikich (jelenie) metodami biologii molekularnej, gdzie obecnos¢ patogenu
potwierdzono u 2.7% badanych prob (Cisak i wsp. 2012a).Z kolei w badaniach nad
wystgpowaniem w surowym mleku kozim, krowim i owczym czynnika etiologicznego
goraczki Q wywotywanej przez Coxiella burnetii stwierdzono zakazenie na poziomie
0.8% (badania nieopublikowane).

W przypadku wykrywania 1 identyfikacji patogenow srodowiskowych, detekcje
bakterii Legionella spp., Leptospira spp. oraz pierwotniaka Toxoplasma gondii
przeprowadzono w probkach wody pochodzacych z wodociagdw miejskich 1 wiejskich
gdzie wodg pobierano z uje¢ w placowkach publicznych i mieszkaniach prywatnych, ze
studni oraz naturalnych zbiornikdw (jeziora, rzeki, strumienie). Czgsto$¢ wystgpowania
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Legionella w probkach wody cieptej z uje¢ miejskich (28.9%) byta znaczaco wyzsza niz
w probkach wody pobranych ze studni i uje¢ wody zimnej na obszarach wiejskich
(2.3%). W zdecydowanej wigkszosci przypadkow dominowaly szczepy Legionella
pneumophila nalezace do serogrup 2-24, podczas gdy szczepy L. pneumophila nalezace
do serogrupy 1. oraz inne gatunki Legionella, byty identyfikowane znacznie rzadziej
(Stojek i wsp. 2012).

W Dbadaniach nad wystgpowaniem Toxoplasma gondii w wodzie pitnej
pobieranej ze studni oraz wodociagdéw na obszarach wiejskich, stwierdzono obecnos¢
pierwotniaka w 27.2% probkach, przebadanych przy pomocy metod biologii
molekularnej. Badania mikroskopowe potwierdzity uzyskane w reakcji PCR wyniki
dodatnie w 13.2%. Najwyzszy odsetek stwierdzono w przypadku studni ptytkich
starego typu (z kotowrotem) i w niewlasciwy sposéb zabezpieczonych (37.5%), w
odréznieniu od studni glebinowych wyposazonych w pompy automatyczne (6.2%). Nie
potwierdzono obecnosci T. gondii w probach wody wodociagowej (Sroka i wsp. 2006).
W celu sprawdzenia potencjalnego zagrozenia i rozprzestrzeniania si¢ w §rodowisku
bakterii z rodzaju Leptospira badania prowadzono w probkach wody i gleby pobranych
z obszaru nawiedzanego przez powodzie oraz suchego obszaru kontrolnego. Obecnos¢
DNA Leptospira potwierdzono jedynie z probek wody z terenéw zalewowych (5.0%),
natomiast nie stwierdzono bakterii w probkach gleby. Podsumowujac, otrzymane
wyniki badan sugeruja, ze woda moze odgrywac pewna rol¢ w rozprzestrzenianiu si¢
Leptospira spp. na terenach nawiedzanych przez powodzie, podczas gdy gleba
prawdopodobnie nie ma wigkszego znaczenia w epidemiologii leptospirozy (Wojcik-
Fatla i wsp. 2014).

Podsumowujac, przedstawione wyniki potwierdzaja czgste wystgpowanie na
obszarze wschodniej Polski patogenéw odkleszczowych 1 innych czynnikéw
wywolujacych choroby odzwierzgce, nie tylko w kleszczach, ale takze w zwierzgtach
kregowych 1 innych elementach srodowiska Zycia i1 pracy czlowieka.
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