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Padéka

Esu labai dkinga savo darbo vadovei dr. Mildai Zygutienei uifteskty visapusisk
pagalla, patarimus ir informacij atliekant sdarka.

Taip pat @koju visiems Nacionaligs visuomens sveikatos prie#ros laboratorijos
Molekuliniy biologiniy tyrimy skyriaus darbuotojams uz patarimus ir pagaliliekant erki
platinamy ligy sukeléju molekulinius tyrimus.

EDEN (Emerging diseases in a changing European Envirommeprojekto
koordinatoriams uz suteikinformacip, tyrimy metodikas bei leidim panaudoti gautus tyrim
rezultatus magistriniame darbe. ULPKC, EDEN prajekartneriams Lietuvoje, édoju uz
surinktas ir paruosStas erkes tyrimams bei bendpéalama atliekant erkiy platinamy ligy

sukéléjy tyrimus.



Santrumpy sarasas

DNR — Dezoksiribonukleinoigstis

RNR — Ribonukleinoirgstis

Tikralaiké PGR — Tikralaik polimerazs grandini@ reakcija (ang. Real-time PCR)
PGR — Polimeras grandinig reakcija

kb — kilobazs

RLB hibridizacija — (angl. Revers line blot) hibiddcija

EEV — Erkinio encefalito virusas

EE — Erkinis encefalitas

ULPKC — UZkre&iamy ligy profilaktikos ir kontroks centras

EDEN - (angl. Emerging diseases in a changing EBaofnvironment) atsirandaos

ligos besikeatiancioje Europos aplinkoje



Jvadas

Ixodesgenties erks yra krauju mintantys nariuotakojai, wis stuburini gyviny, taip pat
Zmogaus parazitaiyJikandimas pavojingas téll kad Sios genties etk perneSa ir perduoda
savo Seimininkams uzkiamy ligy sukéléjus. Be to, joms idingos tam tikros savys, tokios,
kaip, ilgas maitinimosi periodas, neskausminggsiurbimas, nepastebimas Sliauziojimas po
kiing, platus maitintaj ratas; iS vienos vietoskita jas pernesti gali vis kiti gyanai, tocl jos
placiai plinta aplinkoje, kartu iSplatindamos ir ligagkeliarfius mikroorganizmusixodeserkes
paplitusios beveik visuose pasaulio regionuose,yopg¢rneSamos infekcijos dazniausiai
sutinkamos Europos Salyse.

Lietuvoje labiausiai paplitusios yrixodes ricinuserkés, kurios perneSa daugybigu
sukeléju, tokiy kaip: erkinio encefalito virusasinaplasma phagocytophilumir Borrelia
burgdorferi sensu lato bakterijosBabesia genties Babesia microtiir Babesia divergens
pirmuonys.

Vis daugiau tyrimm atliekama, siekiant surasti specifiSkiausius utfj@ausius metodus,
kurie padty identifikuoti erkiy platinamus lig sukel¢jus. Siuo metu taikomi kultos iskyrimo,
tamsaus lauko mikroskopavimo, netiesioginio amtik ir antigem nustatymo metodai.
Pastaraisiais metais iSpopuéigr molekulints biologijos metodai, paremti polimetsz
grandinine reakcija ir RLB hibridizacija. Sie metddouvo pritaikyti erki platinamy ligy
sukeléju diagnostikai ne tik klinikiniuose éginiuose, bet ir tiesioginiams jplatintoj — erkiy
tyrimams. Sie metodai laikomi jautriausiais, spékifwsiais ir tinkamiausiais exkiplatinamy
ligu sukeléjy diagnostikai.

Lietuvoje didzioji dalis tyrima buvo atliekama tiriant tik erkinio encefalito véwl ir Laimo
ligos Borrelia burgdorferi sensu lato) sukéjus. Kadangi §i ligu sulkeléjai Lietuvoje labai
paplitg, o Si ligu atvejy skatius yra pakankamai didelis, nuolat atliekamas epidginis Siy
ligu stekgjimas. Lyginant erkinio encefalito Laimo ligos afweskatiy Lietuvoje ir kaimynise
Salyse, pasteélta, kad Lietuvos epidemiologirsituacija nelabai skiriasi nuo kaimyninBaltijos
Saliy, taciau Sy ligy skatiumi Lietuva lenkia skandinavijos Salis, kuriose Bgu atvej; skatius
yra labai nedidelis.

Taciau dalies erki platinamy ligu sukéléjy diagnostika Lietuvoje atliekama ne taip seniai
ar iS viso neatliekama. Pavyzdziinaplasma phagocytophilutmakteripy paplitimas Lietuvos
erkése pradtas tirti tik pastaraisiais metais. Tuo tafpabesiagenties pirmuoni paplitimas dar

néra Zzinomas, nes tokio tipo tyrimai tik neseniaidstaatlikti Europoje, taip pat ir Lietuvoje.



EDEN projekto metu atlikt tyrimu rezultatai svaris ne tik epidemiologiskai, nes egki
platinamy ligu sulkeléju diagnostika jautriais ir specifiSkais molekdknbiologijos metodais leis
palyginti ir jvertinti jvairiose Salyse taikomus metodus. O pasirinkus agsiis IS y,
identifikuoti Siuos patogenus, stgbju paplitima tiek Lietuvoje, tiek ir kitose Salyse.

Sio darbo tikslagvertinti erkiy platinamy ligy sulkéléju paplitimg ir jvertinti iy patogen
tyrimo metodus. Tikslggyvendinimui buvo iSkelti uzdaviniai:

e Erkiy, surinkyy keturiuose Lietuvos rajonuose, nukleinaig&iy
ekstrakcija;

e Pagrindini erkiy platinamy ligu sulkéléju: erkinio encefalito viruso,
Anaplasma phagocytophilynBorrelia burgdorferi sensu lato irBabesia spp.
nustatymas molekulés biologijos metodais;

e Erkiy platinamy ligy sukéléjy paplitimojvertinimas.

EDEN projekto partneris Lietuvoje Uzkiiamy ligu profilaktikos ir kontroés centras
(ULPKC) atliko erkiy rinkima Lietuvos rajonuose. Laboratorinis darbas buvo kiath
Nacionalirtje visuomens sveikatos prie#iros laboratorijoje, Molekulini biologiniy tyrimy

skyriuje.



1. Literataros apzvalga

1. 1.1xodidae Seimos erl¢s

Ixodida eilés Ixodidae Seimai priskiriamogxodes Dermacentoy Amblyomma, Anocentor
Aponomma Boophilus Bothriocroton HaemaphysalisHyalomma Nosomma Rhipicentorir
Rhipicephaluggenties erks. Ixodesgenties atstovai randami visuose kontinentuoseoityje,
Azijoje, Afrikoje ir Amerikoje. Siai getiai priskiriama apie 200u8iy, tarp kuri; literatiroje
dazniausiai minimosixodes ricinus, Ixodes persulcatus, |. scapularis, hexagonus, |.
holocyclus, I. nipponensis, |. cookei, |. ovatugpdcificus, I. pavloskyi, I. dentatus, I. tanuki,
turdus, 1. uriaeir kt. Kiekvienos is §j raSiy paplitimas savitas kiekvienam regionui.

Literatiros Salting duomenimis pagrindiniais exkiplatinamy ligy sukeléju platintojais
Europoje laikomogdxodes ricinusir Ixodes persulcatusrkes (Scouls ir kt., 1999, Ranka ir kt.,
2004) Lietuvoje labiausiai paplitusiosxodes ricinus erkés, kurios idingos vakariniams
Europos rajonams. Siogdies erks yra pagrindiniai erkj platinamy ligy sukéléjy rezervuarai
(Zygutiers M., 2008). Tuo tarpu kaimynéfe Latvijoje sutinkamosxodes ricinusir Ixodes
persulcatuserkes, Sios @iSies erks hidingos rytiniams Europos regionams (Bormane, 1999).

Europoje gyvenatios Ixodes ricinusrasies erks turi pla&ia geografig sklaich. Ixodes
ricinus erkés paplitusios nuo Siaurés Airijos iki Turkijos bei Kaukazo piet Lietuva patenka
Ixodes ricinuspaplitimo areal. Tuo tarpulxodespersulcatusaptinkamos nuo ryt Europos iki
Kinijos ir Japonijos krant Abiejy riSiy erkés cirkuliuoja apribotoje Siaurés Europos dalyje,
Rusijoje, rytirese Latvijos ir Estijos dalyse.

Ixodes ricinugpaplitimas stebimaségiose, santykinai dgnose, kiitmoksSniais apaugusiose
vietowese, parkuose ir misSkuose. Cengfen Europoje visomdxodes ricinusriSies erkms
budingi du aktyvumo pikai: gegeég ir birZzelio bei ruggo ir spalio nénesiai (Jasulaitignir kt.,
2008). T&iau erkiy aktyvumo modeliai gali kasmet skirtis, tai prikkmunuo temperatos ir
drégmes.

Ixodes ricinuserkems (1 pav.) bdingos trys vystymosi stadijos: lerva, nimfa, sudigg
Kiekvienoje stadijoje Bdingas vienkartinis maitinimas (ZygutierM., 2008) bei skirtingi
Seimininkai. Erky lervos ir nimfos parazituoja smulkius grauzikupauksius, tuo tarpu erki

suaugliams ludinga didet Seimininky zinduoly jvairow; jai priklauso ir zmogus.



Patinas

Patelé

1 pav.Ixodesricinus erké ir visos trys jos vystymosi stadijos.

1. 2. Erkiy platinamy ligy sukéléjai

1. 2. 1. Erkinio encefalito virusas

Erkinis encefalitas (EE) yra aktuali visuonésrproblema, nes kiekvienais metais pasaulyje
hospitalizuojama deSimtysikstartiy zmoniy, iS jy 3000 — Europoje (RadziSauskéeir kt.,
2008, Mantke ir kt., 2008). Lietuvoje kasmet uzstgiojama apie keturis Simtus erkinio
encefalito atvey.

Erkiuy platinamas erkinio encefalito virusas (EEV) (angick-borne encephalitis virus
(TBEV) yra RNR flavivirusas, kuris kartu su kitagstimais virusais priklausd-laviviridae
Seimai (Mickier ir kt., 2002, Lindquist ir kt., 2008, Bormane it.,k2004). Kartu su kitais
Flaviviridae Seimos virusais - Sv. Louis'o encefalito virustaké Nilo, Japonijos encefalito
virusu - erkinio encefalito virusas yra pagrindinigeurologinius susirgimus sukeliantis
flavivirusas. Erkinio encefalito virusas (EEV) pagd daugelyje Europos ir Azijos &nj ir yra
platinamadxodes ricinugr Ixodes persulcatusrkiy.

Erkinio encefalito virusas yra izoedrinis 50 nmugas, kurio viengrad RNR genomas
siekia 11 kb. EEV genomas yra koduojamas vienawieaate 3414 amin@ig<iu poliproteino
skaitymo emelyje. Sis virusas turi tris pagrindinius strifbius baltymus: apvalkalin
glikoproteira E, su membrana sujuagy baltyma ir kapsués baltymy C. Pastarasis baltymas ir
genomirg RNR formuoja nukleokapsid o baltymy apvalkatlis sudarytas iS glikoproteino E ir
subrendusi viruso daleliy M baltymo. Gen sekos, koduojaios struktirinius baltymus (E, M,
C) yra pirmame ketvirtyje EEV genomo, kitose genamatyse yra nestruitiniy baltymy sekos
(NS). E glikoprotein koduojartiy seky anali2 naudojama EEV potipinustatymui.



Siuo metu Zinomi trys erkinio encefalito viruso ipai (Lindquist ir kt., 2008, Bormane ir
kt., 2004):

1. Europos erkinio encefalito viruso (EEV) potipis ghnTBEV-Eu),
ankgiau vadintas vakarEEV;,

2. Sibiro erkinio encefalito viruso potipis;

3. Tolimyju ryty erkinio encefalito viruso potipis.

Pagrindiniu Europos erkinio encefalito viruso paiipektoriumi yralxodes ricinuserkés,
tuo tarpulxodes persulcatugra kity dvieju potipiy neSiotojas (Lindquist ir kt., 2008). 2
paveiksle pavaizduotdgodesgenties erkj bei erkinio encefalito viruso paplitimas Europaje

Azijoje.
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2 pav. Geografinis Ixodes spp. paplitimas, vakarinis Ixodes ricinus ir rytinis Ixodes persulcatus
paplitimas. Abiejy vektoriy persidengiantis pasiskirstymas pavaizduotas Zgalva. Punktyrié linija apriboja
erkinio encefalito paplitimo endemines ribas.

Europoje gyvenafios Ixodes ricinuserkés paplitusios nuo Siaue Airijos iki Turkijos,
bei Kaukazo piet Ixodespersulcatusaptinkamos nuo ryt Europos iki Kinijos ir Japonijos
kranty. Abiejy raSiy erkés cirkuliuoja apribotoje Siaurés Europos dalyje, Rusijoje, rytise
Latvijos ir Estijos dalyse.

Nustatyta, kad trys EEV potipiai yra sisgu skirtingais ligos sunkumo laipsniais (Mantke
ir kt., 2008). Zmonj infekcijos tolimyjy ryty potipio EEV daZniausiai yra sunkios, su encefalito
simptomais (zidininis meningoencefalitas ar polefattas); mirties atvegj daznis siekia 5-35 %.
Sio tipo EEV nesukelia chronigKigy. Sibiro potipio EEV sukelia maZiau sunkias infé¢isi
(mirtingumas 1-3 %), dazniausiai sukelia chroni&aazsi¢susias infekcijas, kurias lygiairas
neurologiniai ir neuropsichiniai simptomai. EuroeBsV potipio infekcijos turi dvifag eiga: po
trumpo inkubacijos periodo (paprastai 7-14 ar 4di8ny) pirmoji viremire faze, kurios
pozymiai labai panas i perSalimo simptomus, jie trunka 2-4 dienas. Antidf fazs pasitaiko
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20-30 % infekuai pacienty atvejais, pasizymi ifjvairaus sunkumo pozymiais (meningitas,
meningoencefalitas ir kt.). Sioje fje nustatomi antiinai serume ir cerebrospinaliniame
skystyje.

Erkinio encefalito epidemiologinsituacija Lietuvoje panasibends situacip Europoje. 3
pav. yra pateikti duomenys apie erkinio encefalgaplitima 1999-2008 m. Lietuvoje ir
kaimynincse Salyse. Lietuvoje EE atuepkatius nelabai skiriasi nuo kitkaimyniniy Saliy
duomen, skirtumai matomi lyginant juos su skandinaalimis, kuriose EE atwejskatius yra
labai nedidelis. Lietuvoje nuo 1999 iki 2003 me&EE atvey skatius svyravo nuo 4,6-11,3
atvey 100000 gyventaj ir buvo netgi mazesnis nei kitose Baltijos Saly3& 2003 m.
duomenys buvo nprasti, net dvigubai didesni nei pastaraisiais mete21,9 100000 gyvenipj
(i$ viso 763 atvejai). Sis skails buvo didZiausias ir tarp viBaltijos Sali, ir tarp kity Europos
Saliy (Suss J., 2008). Toks didelis EE uz&iikno atvej; skatius gali kiti susigs su tuo, kad tais
metais buvo uzfiksuoti ne tik EE uzsikmai per erki ikandimus, bet ir nepasterizgodzky
pien.

Tuo tarpu nuo 2004-2008 mettietuvoje erkinio encefalito atwejskatius vis mazjo (nuo
13,5-6,5 atvaej), 0 2008 m. siek6,5 atvey 100000 gyventaj. Tokie pokyiai gali bati susig su
vis populiagjargiu vakciny naudojimu. $teiginj patvirtina ir Latvijos mokslininkai (Bormane ir
kt., 2004, Bormane A., 2008), kuripastebjimai parodo, kad EE atwgjskatius ju Salyje

sumazjo practjus vykdyti vailky vakcinavimo program

Erkinio encefalito atvejai 100000 gyv.

25 —e— Lietuva

20 /\ /\ —s— Latvija

/ Estija
15 ¥ \ / R\ A Suomija
10 A —x— Svedija
/ \‘\\/ \\://'_A‘/\’.. —e— Nonegija

—+— Kaliningrado
sritis

5 4

0 P rs PY ° -y P Py
@ g @ bt h b A 1 1
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3 pav. Erkinio encefalito atvejai Lietuvoje ir kaimyninése Salyse, tenkantys 100000 gyvenioj
Duomenys gauti iS EpiNorth duomesistemos.

Lietuvoje erkinio encefalito viruso paplitimas fikgjamasivairiose vietogse. Didzioji
dalis, net 80 % nustatytuzsiketimy erkiniu encefalitu, uzfiksuoti Siaugje ir centrirgje

Lietuvos dalyse: Kauno, Siaulir Pane¢zio apskrityse (Suss J., 2008, Zyguéiev., 2008). 4
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paveiksle yra pateiktas Zéfapis, kuriame pavaizduoti erkinio encefalito sengano duomenys,
tenkantis 100000 gyvenigjDidZioji dalis EE atvej uzfiksuojama Panexio rajone, kur erkinio

encefalito viruso sukeliamsusirgim atvejy skatius siekia 51 atv¢jL00000 gyventa;.

Erkinio encefalito paplitimas Lietuvoje

Sergemuma rodikiia
100 D00 gy«

 — L
——]o-8m0
=== sm-1200
I 20

4 pav. Erkinio encefalito sergamumo rodiklis Lietuvos rajonuose.

Siuo metu taikomi erkinio encefalito viruso diagtikss metodai skirstomi tiesioginius:
reversires transkriptags tikralailke polimerazs grandinig reakcija (angl. RT-PCR), elektroninis
mikroskopavimas bei viruso kultivavimas; ir net@gnius metodus: antiky nustatymas,
imunoblotingas, viruso neutralizacijos ir kt.

Lietuvoje ir kitose Salyse erkinio encefalito vioudiagnostikai dazniausiai naudojami IgG
ir lgM antikany nustatymas serume ir cerebrospinaliniame skys8jg metodai pkiai taikomi
ir patioms erkkms, tiek surinktoms iS aplinkos, tiek isisiurbusioms Zmogui ir &iaus
pasalintoms (Schrader, Stss 1999¥idaantikiny nustatymas galimas tikelyvosiose stadijose
ir tai ilgai uztrunka. Bl Sios prieZasties vis labiau populi molekuliniai metodai, kurie
padeda nustatyti erkinio encefalito viruso RNRnkstyvose lig stadijose. Vienas tokiplaciai
paplitusi; tiesioginiy metod, - tikralaike polimerazs grandinig reakcija (angl. RT-PCR). Sis
metodas naudojamas erkinio encefalito diagnostikaujo ir cerebrospinalinio sky®
méginiuose (Schwaiger ir kt., 2003). Tikralag polimerazs grandinigs reakcijos metodas
buvo pritaikytas ir tiesioginiam erkinio encefalitruso RNR nustatymui eéke. Siuo metu $is

12



metodas yra jautriausias ir specifiSkiausias metodskirtas EEV nustatymuijvairiuose

méginiuose (Schrader, Suss 1999, Schwaiger ir k@320

1. 2. 2.Anaplasma phagocytophilum

Anaplasma phagocytophilurgra unikali bakterija, kuri dauginagivairiuy Seimininky,
iskaitant naminius ir laukinius ggmus, taip pat ir Zmoni organizme. Ji aptinkama
granuliocituose ir leukocituose. Iki 1990 mgekai buvo nustatytas pirmasis zmogaus infekavimo
A. phagocytophilumatvejis (kurio priezastis etk jkandimas), Sis patogenas buvo Zinomas tik
veterinarijoje (Dumler ir kt., 2005)Anaplasma phagocytophilumiazniausiai nustatomos tik
Suny granuliocitires erlichiozs ir arkliy anaplazmo&s atvejais (Lester ir kt., 2005).

Anaplasma phagocytophilusmoniminiai pavadinimaCytoeces bovis, C. Phagocytophila,
Rickettsia phagocytophila, R. phagocytophila o#srlichia phagocytophila, HGE agentas,
Ehrlichia phagocytophila, Anaplasma phagocytophil@is patogenas priklauso naujai i$skirtai
Anaplasmagertiai, kuriai priskiriami ir zmoni granuliocitires erlichiozs (angl. Humane
granulocytic ehrlichiae (HGE)) sakjai.

Siuo metuAnaplasma phagocytophilutaikoma dar vienu svarbiu etkiplatinamy ligy
sulkeléju; Sia bakterip platinalxodes persulcatuis Ixodes ricinuserkes.

Anaplasmaphagocytophilunyra mazos (0,2-1,0 pum skersmens) obliggtimiduhstelines
bakterijos su gram neigiamasteks sienele, t@au Sis bakterijos neturi lipopolisacharid
sintezs mechanizm (Dumler ir kt., 2005)Anaplasma phagocytophilumfekuoja neutrofilus,
leukocitus, granuliocitus arba mieloidinessteles (Derdatova ir kt.,, 2003). 5 pav. pateiktas

leukocity, infekuoty Anaplasmghagocytophilummikroskopinis vaizdas.

40‘ ’

5 pav. Neutrofiliniy leukocity infekcija Anaplasma phagocytophilum.
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Anaplasma phagocytophiluminfekcijos zmogms sukelia granuliocitin anaplasmaog
Zmoniy granuliocitires anaplazmazs simptomai gali iiti nepastebimi ar labai nezys Bet jei
jile pasireiSkia, tai #ina panass | perSalimo simptomus, pasireiSkia galvos skausmu ir
kargiavimu, raumen skausmais ir slogavimu.

Sis erkiy platinamy ligy sukéléjas plaiai paplies Amerikoje, bet iuo metu vis daugiau
phagocytophilumbakterip nustatoma ir Europoje. Europof. phagocytophilumaptinkamos
Ixodes ricinuserkése, nustatoma gygmams ir Zmoams.

D¢l Siu priezasiy vis didesnis émesys skiriama#. phagocytophiluntyrimams. Kadangi
Si bakterija yra priskiriama erkiplatinamiems patogenams, manoma, kad siileéléjuy yra
visuose erki paplitimo arealuoseA. phagocytophilunmustatymadxodes ricinuserkése buvo
atliekamas Slovakijoje, Lenkijoje, Norvegijoje, Bals Salyse (Grzeszcuk A., 2006, Alekseev ir
kt., 2001, Derdakova. ir kt., 2003, Zygutein kt., 2008, Paulauskas ir kt., 2008).

Lenkijos mokslinink; tyrimuose nustatytas didel’s. phagocytophiluninfekciju skatius
Ixodes ricinuserkése, kuris sieki®-16 %. Kitose SalysA. phagocytophilunmnfekciju skatius
sieke: 3,2 % - Slo¥nijoje ir 28,9 % - Nyderlanduose (Alekseev ir KRQ01). Tyrimai buvo
atliekami ir siekiant nustatyti Sio patogeno passtima jvairiose erki vystymosi stadijose.
Nustatyta, kadA. phagocytophlilunpaplitimaserkiy suaugliuose siekia 18,1 %, o patsk — net
40 % (Grzeszcuk A., 2006). Tyrimuose, atliktuosev&ijoje, buvo nustatyta, kad 13,3 % tirt
erkiy buvo infekuotosA. phagocytophilumTarp erkiy suaugliy Sis skadius (19,5 %) buvo
Zymiai didesnis nei tarp nimf(1,4 %). Tuo tarpu Norvegijoje nustatytas erkizkrestumas -
7,1-27,7 % ir zmoniy granuliocitires anaplazmas sukléjy Zymiai daugiau buvo nustatyta
nimfose (Derdakova ir kt., 2003). Lietuvoje atlikyirimai parod, kad A. phagocytophilum
infekciju skatius svyruoja nuo 0-19,6 % (Paulauskas ir kt., 2008jos daznests erki
suaugliuose nei nimfose.

Literatiroje sutinkami duomenis apie misriAs phagocytophilunsu Borrelia burgdorferi
sensu lato infekcijas (Derdakova ir kt., 2003, Genzuk ir kt., 2002). Tokio tipo koinfekcijos
buvo nustatytos ir Lietuvoje, net 20 % direrkiy turéjo tokio tipo infekcijas (Zygutiefir kt.,
2008).

Infekciju skatiaus svyravimai skirtingose vals#ge gali lati susig su naudat metod;
jautrumu. Dazniausiai naudojami metodai phagocytophilundiagnostikai yra serologiniali,
kultivavimo ir mikroskopavimo metodai. A. phagocytophilum atveju serologiniai,
imunofluorescentiniai metodai daznai neatspindigaminiy Sio patogeno savyhi Kiti metodai,

tokie, kaip kultivavimas ir kraujo tepthy mikroskopavimas, reikalauja daug laiko ir patstie
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bei réra labai jautiis (Schouls ir kt., 1999). Vienas jautriausr specifiSkiausi metod; yra
polimerazs grandinig reakcija (PCR), Sis molekulinis metodas ¢@asiai naudojamas\.
phagocytophilunmustatymui tiek erése, tiek Kklinikiniuose kraujo éginiuose.

Siuo metuA. phagocytophilumdiagnostikai naudojami du polimetszgrandinig reakcijos
taikiniai: tai A. phagocytophilum mspgeno fragmento nustatymas ir 16S rDNR fragmento
nustatymas (Paulauskas ir kt., 2008, Brouqui ir R004). Tyrimais nustatyta, kad abu Sie
diagnostikos metodai yra patg specifiski ir jautiis, ta&fiau dazniausiai naudojamassp2geno
fragmento nustatymasnsp2 genas koduoja 40 kDa iSoésn membranos baltyim kuris yra
unikalusAnaplasmarasims (Courtney ir kt., 2004), be to, Siam metodikia mazesni laiko

sanaudy, nes jis pritaikytas tikralaikei PGR, tddhereikalinga agar@s gelio elektroforez

1. 2. 3.Borrelia burgdorferi sensu lato

Laimo liga yra daugiasisteminiga, kuria sukelia spirals formos, judri, 20-30 um ilgio ir
0,2-0,3 um ploio spirochetaBorrelia burgdorferisensu lato.

Borrelia burgdorferi sensu lato yra heterogeniskasis, jai priskiriamos trys boreljj
grupés: Borrelia burgdorferi sensu strictoBorrelia afzelii ir Borrelia garinii (Brouqui ir kt.,
2004). B. burgdorferi sensu stricto randamos SiésirAmerikoje, tuo tarpu Europoje yra
randamos visos trys borelijriSys. Zinomos ir kitos @ys: B. japonica, B. andersonii, B.
lusitaniae, B. valaisiana, B. tanuki, B. turdagiau dar @ra jrodyta, kad SiosuSys yra
patogeniskos Zmogui.

Taciau randamas vis didesnis borelijiSiy skatius suformavo naajBorrelia burgdorferi
sensu lato kompleks Siuo metu literairoje Borrelia burgdorferi sensu lato kompleksui
priskiriamos septyniosusys: Borrelia burgdorferi sensu stricto,Borrelia afzelii, Borrelia
garinii, Borrelia valaisiana, Borrelia lusitaniaeB. bissetti, B. spielmarfPoupon ir kt., 2006).
Borelijy jvairove padeda nustatytirs-rrflA rRNR introno, kuris lokalizuotas chromosomoje ir
plazmictje esanio pavirSiaus baltymo C gen@¢§pC)tyrimai (Hanincova ir kt., 2008).

Europojelxodes ricinuserkés laikomos pagrindiniu visB. burgdorferisensu lato @iSiy
nesiotoju (Poupon ir kt., 2006),¢tau Latvijoje zinomi ir kiti atvejai, kai borelij spirochetas
platino Ixodes persulcatugrkes (Ranka ir kt., 2004)ixodeserkés platina visasiiSis, kurios

priklausoBorrelia burgdorferisensu lato.
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Nustatyta tam tikra priklausomgliarp jvairiy Borrelia spp. GSiy ir ju pasiskirstymo ant
specifiniy stuburiniy $eimininky. Zinoma, kadB. afzelii daZniausiai randamos smulkiuose
grauzikuoseB. gariniiir B. valaisiana- paukgiuose (Poupon ir kt., 2006, Brouqui ir kt., 2004).

Su erkiy maitinimosi ypatumais sus§ ir Borrelia burgdorferisensu lato paplitimas tarp
ivairiy erkiy vystymosi stadij. Dazniausiai Sio patogeno DNR randamawgegatetse, maziau
nimfose ir lervose, ir maziausiai — patinose (Wodecka B., 2003). Laimo ligos (borelisy
perneSimas gali vykti dviemadais: vertikaliai (iS erki erkems vykstanty vystymosi eigoje) ir
horizontaliai (tarp ers ir Seimininko). Bl Siy ypatumy erkiy patebs vaidina pagrindin
vaidmen perneSant Laimo ligos sélkjus; tai susi su tuo, kad erki patelyy aktyvumas yra
didesnis, ir maitinimasis yra daznesnis nei @étin(\Wodecka B., 2003, Biadur kt., 2007).

Borrelia burgdorferisensu lato komplekso skirstymiaatskiras @iSis yra svarbusét keliuy
priezagiy: viena j;, kad busimanoma stelti kiekvienos fiSies paplitim. Kita priezastis, kad
kiekvienos tiSies infekcija turi skirtingus Laimo ligos klinikuns pozymius, nustaus borelij
ras; galima bus numatyti ligos eigRanka ir kt. 2004, Liveris ir kt., 1995, Brouqukt., 2004).

Yra aprasomos trys Laimo ligos stadijos: pirmojarkstyvoji, infekcijos lokalizacijos;
antroji — ankstyvoji, infekcijos plitimo ir tt@oji — vélyvoji stadija, infekcijos persistencijos
stadija. Pirmoji stadijailinga visomd®B. burgdorferisensu strictoB. garinii, B. afzeliiraSims,
kurios metu formuojasi palaipsnis raudonasras erks jkandimo vietoje. Antrinis apskritimo
formos kerimas nustatomas tik tam tikrais atvejais. Antedfidija, kurios metu pasireiskia artrito
pozymiai, siejama siB. burgdorferisensu stricto infekcija, t&au Si hipotez yra girtytina.
Neurologiniai pozymiai dazniausiai siejami Bu garinii, Sie simptomai apima meningittaip
pat galvos smeggnpakitimus.B. afzeliiriSis siejama su chronisSku silpnumu, kuris pasiraiski
treciojoje Laimo ligos stadijoje, ir pasireiSkia po & met; nuo sukléjo patekimoj organizm
(Liveris ir kt., 1995, Brouqui ir kt., 2004).

Laimo ligos epidemiologin situacija Lietuvoje panagibendn situacip Europoje. 6 pav.
yra pateikti duomenys apie Laimo ligos papliid®99-2008 m. Lietuvoje ir kaimynise Salyse.
Lietuvoje Laimo ligos atvej skatius nelabai skiriasi nuo kitkaimyniniy Saly duomem. Nuo
1999 iki 2003 met Laimo ligos atvej skatius svyravo nuo 20,7-46,3 atye}00000 gyventa.
Tik 2003 m., taip pat kaip ir erkinio encefalitoveju, kita pakilimo: uzfiksuota dvigubai
daugiau atvej nei pastaraisiais metais — 105,6 atvejai 100008emppy. Sis skalius buvo
didZiausias ir tarp visBaltijos Saliy (Suss J., 2008). Po 2003 méfaimo ligos atvej skatius

mazjo ir svyravo tarp 59,4-34 atugjSimtui tfikstartiy gyventoj. 2008 metaisBorrelia
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burgdorferisensu lato infekaij skatius siek 34 atvejus 100000 gyventojr buvo mazesnis nei

Estijoje.

Laimo ligos atvejai 100000 gyv.
120 —e— Lietuva

—=— Latvja

100 X
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60 / \ Suomija
40 A / _ \\\//\ \\ —x— Swedija
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EW- . e———eo| —+—Kaliningrado
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6 pav. Laimo ligos atvejai Lietuvoje ir kaimyninése Salyse.Duomenys gauti iS EpiNorth duomen
sistemos.

Lietuvoje, kaip ir kitose Europos Salyd®, afzeliiir B. garinii yra labiausiai paplitusios
rasSys. Apskritai Lietuvoje ir Latvijoje iki Siol nuatytos tik trys pagrindigs B. burgdorferisensu
lato riSys - Borrelia burgdorferi sensu strictoB. afzelii ir B. garinii. IS kuriy reciausiai
sutinkama yraBorrelia burgdorferisensu stricto (Zygutienir kt., 2003, Ranka ir kt., 2004 ).
Lietuvoje, atlikusB. burgdorferisensu lato tyrimus iS Bigz Joniskio, Klaigdos, Kupiskio,
Pakruojo, Pasvalio, Rokiskio ir Skuodo rajonuoseingty erkiy, nustatyta, kad labiausiai
paplitusi GSis Lietuvoje yraB. afzelii(9,3 % tirty erkiy), B. garinii nustatyta maziau (2,5 %). Iki
2003 met B. burgdorferisensu stricto infekcijos Siaugje Lietuvoje nebuvo uzfiksuotos, ir tai
dar karg patvirtino, kadB. burgdorferisensu stricto paplitusios vakatj@ Europos dalyje ir
retai sutinkama rytigje Europoje (Zygutiedir kt., 2003). Latvijos mokslinink tyrimuose buvo
gauti tokie patysasSiy pasiskirstymo rezultatai.

Didesre radiy jvairove buvo nustatyta Sveicarijoje, tiriant migruoius pauksius. Ten
buvo nustatytos toks borajiyasSiy pasiskirstymas: B. valaisiana > B. garinii > Bsitaniae > B.
afzelii > B. burgdorferi sensu stricto. Tokia@siy jvairowe gali bati susijusi su tuo, kad
migruojantys pauk$ai pernes piety Europai ir Siaurs Afrikai biidingas @Sisi joms nelidingus
rajonus (Poupon ir kt., 2006).

Literatiros Saltiniuose minimos ir misrios borelijnfekcijos (Rijpkema ir kt., 1995,
Derdakova ir kt., 2003, Zygutiénir kt., 2008). Sios misrios infekcijos galiith tiek vienos
genties suldéju infekcijos, tiek miSrios infekcijos su kitais ewkplatinamy ligy suléléjais.
Dazniausiai nustatomoB. afzelii B. garinii ir B. burgdorferi sensu stricto infekcijos, i
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infekcijy deriniai yra labaivairis (Ranka ir kt., 2004). Ankstesniais metais Liefjavatliktuose
tyrimuose nustatyta, kad galimBs afzeliiir B. garinii rasiy misrios infekcijos (Zygutienir kt.,
2003).

MiSrios infekcijos su kitais erldi platinamais sukéjais buvo apraSomogvairiuose
Saltiniuose (Grzeszczuk ir kt., 2002, Derdakovet.ir2003). Yra nustatytd8. burgdorferisensu
lato infekcijos suAnaplasma phagocytophilutrakterijomis. Tokio tipo misrios infekcijos taip
pat buvo nustatytos, tiriant parkuose surinktage®riNet 20 % surinkterkiy buvo nustatytos
dvigubos ar net trigubos infekcijos (Zygutéenkt., 2008).

Borrelia burgdorferidiagnostikai naudojami metodai yra laheaairts: labiausiai papkt
yra tamsaus lauko mikroskopavimas ir serologiniatadai, kultivavimo metodas, kurie
reikalauja specialiograngos, ilg laiko sinaud; bei specialaus pasiruoSimo. Pastaruoju metu
literatiros Saltiniuose vis dazniau minima polimeésazgrandinié reakcija, kurios metu
amplifikuojamas intarpas, esantis tarp dyidjesikartojatiy gen;, koduojagiy 5S ir 23S
ribosomie DNR (Alekseev ir kt.,, 2001, Poupon ir kt., 20086) RLB (Revers line blot)
hibridizacijos metodas. 7 pav. parodytas daugybti8s23S intarpo regiono persidengimas ir

RLB hibridizacijos rezultatas, naudojant skirtingumdus.

(-] ©

g 8 87 T
ARACTTTGATTTTA-TTTITATGTTTTTTAAATATTGGTGTITTTGAATGTGTTGTTTARA @ @ B.burgdorferi sensu stricto
AAACATTGATTTTATTHITTA-TGTTT TTAGATGTTCATGTITTTGAATGTTTTATTCAAA . B. garinii
AAACCTTGAATTTATTTTTTA-AATGTTT—-ATATT—~—--— ATTTGAATAAAACATTCAAA e ’ B. afzelii
MCHGIN\TTTATTTTTT&“MEETH--.I\'I'J\'I."I' ----- ATTTGAATGTTTTATTCAAA ] [ ] B. afzelii-like
AANCCTTARATTTATTTTTTATATTTT TTTAATGT TTATGT TTTTGAATGTTTTATTCAAR @ B. valaisiana

V5 RS AF GA 55 SL

7 pav. 5S-23S intarpo regiono daugybinis persidengias B. burgdorferi sensu lato ir RLB hibridizacijos
rezultatai, naudojant skirtingus zondus Zond; regionai yra pazysti pilka spalva,B. burgdorferisensu stricto
intarpo seka pazyéma virSuje. RLB hibridizacijos zondai pazytin VS, B. valaisiana RS, panass i B. afzelii; AF,
B. afzelii,GA, B. garinii, SS,B. burgdorferisensu stricto, SLB. burgdorferisensu lato.

Siais intarpo amplifikavimo skirtumais paren®&arrelia burgdorferisensu lato diagnostika
jvairiuose néginiuose beBorrelia burgdorferisensu lato kompleksa$iy nustatymas.

Amplifikavimo ir hibridizavimo tyrimy rezultatai buvo lyginami su tamsaus lauko
mikroskopavimo rezultatais. yJ metu pastelia, kad dalis teigiam tamsaus lauko
mikroskopavimo mginiuy buvo neigiami tiriant juos molekuliniais metodé&mistatomaBorrelia
DNR). Tatiau tiriant istirtus neigiamus éginius PGR ir RLB hibridizacijos metodais buvo
nustatyta net 18 % teigianBorrelia burgdorferisensu lato &giniy (Alekseev ir kt., 2001). &
Sios priezasties buvo keliamos teorijos apie taigd kamsaus lauko mikroskopavimas yra
jautresnis metodas nei PGR.¢lea tamsaus lauko mikroskopavimo rezultatai péarddad

mikroorganizmai randami Siuo metodu gaiitibkitokie neiBorrelia burgdorferisensu lato, ir
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kad Sios @iSys yra dazniau randamosodes ricinusnei Ixodes persulcatusrkése Tolimesniy
tyrimuy metu buvojrodyta, kad molekuliniai metodai - PGR ir RLB hittimacija - specifiniai ir
jautris. Todl buvo daroma prielaida, kad neigiami rezultatai¢ga bati susig su PGR
inhibicija, taip pat DNR degradavimu, nors Siaipnoa, kad DNR yra pakankamai stabili
strukfira. Taip pat nustatyta, kaBorrelia DNR aptikimo daznislxodes ricinusir Ixodes
persulcatuserkése skiriasi, toél Sios metodikos turi dti patikrintos ir pritaikytos kiekvienai

Ixodesgenties #Siai.

1. 2. 4.Babesia spp.

Babezioz yra viena i$ erki platinamy ligy, kuria sukelia eritrocitiniai parazitai (8 pav.),
priklausantysBabesiagertiai. Tai Apicomplexaklasis eukariotai priklausantyRiroplasmida
eilei, Babesiidaeseimai Sie parazitai sukelia sunkias ligas naminiamstaggwms (jagiams,
arkliams, Sunims ir kitiems. Babezisz atvejai daugiau zinomi veterinatj@ praktikoje.
Gyviny tarpe dazniausiai pasitaikaos iSys yraB. canis, B. gibsoni, B. motasi, B. bigemina,
B. bovis.Pastaraisiais metais vis daugiau Sios gentiesvatsjoraSomi ir kaip Zmogaus zoongzi
sulkeléjal.

Babesiagenties pirmuonims priklauso apie 1Qi¥ig, kurios buvo identifikuotos pagal
savo morfologines savybes. Daroma prielaida, ka#kena is @#iSiy yra specifiSka Seimininkui
(Blaschitz ir kt., 2008, Skotarczak B., 2008).

8 pav. Babesia microti inkliuzija eritrocituose.

Siuo metu yra nustatytos try@abesiagenties #3ys, kurios yra patogeris Zmogui:B.
bovis, B. microti, B. divergen@udolf ir kt., 2005) Buvo manoma, kadEuropoje labiausiali
paplitt galviju parazitaiB. divergenstaciau neseniai atlikti tyrimai par@dB. microti paplitima
Europos Salyse (Skotarczak B., 2008).
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Nustaius, kad Siuos pirmuonis platingodes ricinuserkes, buvo iSkelta prielaida, ka8l
microti ir B. divergensyra potencialiai pavojingi Zmogaus sveikatai, nefi gati perneSami
ikandus erkei (Skotarczak B., 2008). Kiekvienais aisetnustatoma vis daugiau Zmeni
babeziozi atvej; ir manoma, kad Sis skauis gali iti dar didesnis, nes didebalis infekcijy
praeina be joki simptomy, arba jie fina nespecifiniais (Rudolf ir kt., 2005)¢05ios priezasties
babezij; sukeliamos infekcijos nediagnozuojamos.

Babesiaspp. infekciyy simptomai dazniausiai pasireiSkia vyresnio amziaussilpusio
imuniteto Zzmoams. Dazniausi Zzmouni babeziozs simptomai yra: kraujagysénhemoliz su
hemoglobinurija, tulzies uzdegimas ir nuolatinisskevimas, drebulys, prakaitavimas, galvos,
raumenm, steny ir pilvo skausmai (Blaschitz ir kt., 2008).

Babesiaspp., sukeliam ligy diagnostikai naudojamivairis metodai. Daznai atliekamas
tyrimas yra kraujo tepitio, dazyto ,Giemsa“ ar ,Wright* metodu, mikroskopeas. T&iau Sis
metodas éra labai patikimas, ygakai méginyje sukléjo lasteliy nedaug, tod infekcija gali
buti net nepastelta. Be to, tik pagal morfologines savybes nustaBabesiaspp. yra labai
sunku, kadangBabesiagenties pirmuonys yra labai panag Plasmodiunparazitus (Skotarczak
B., 2008, Aguero-Rosenfeld M. E. M. D., 2003). Rila}e naudojami ir serologiniai metodai,
Siuo atveju specifiSkesni tyrimai, kai naudojamilelnio titro antigenai. Kiti metodai, taikomi
Babesiaspp. diagnostikai, yra molekuliniai metodai, patigpolimerazs grandinine reakcija ir
tolimesne §i produkt; hibridizacija. PGR reakajj taikiniai yra jvairis: 18S rDNR genas,
koduojantis mazojo ribosominio subvieneto RNRtubulino baltymo genas ir kaii® Soko
baltyma (HSP 70), koduojantis genas.¢i@a dazniausiai naudojamas 18S rDNR geno taikinys,
kadangi Sio geno dydis skirtingoggabesiaspp. fiSyse svyruoja nuo 1720-1770 bp ir Sis
regionas yra konservatyvus visos8yse (Skotarczak B., 2008, Aguero-Rosenfeld M. EDM
2003). Nustatyta, kad RLB hibridizacijos metodaskamas esant miSrioms infekcijoms, be to,
3is metodas yra Zymiai jautresnis ir specifiSkeswmiskiti iki 3iol minéti metodai {CA ir kt.,
2007). Naudojant Siuos du molekuimbiologijos metodus — PGR ir RLB hibridizaci galima

gauti tikslius rezultatus.
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2. Tyrimo objektas ir metodai

2. 1.I1xodesricinus erkés

Ixodes ricinuserkes surinko Uzkrgiamy ligu profilaktikos ir kontrotés centras (ULPKC).
Erkés surinktos iS ketuui Lietuvos rajom: Utenos raj. Vyzuou Silo, Radviliskio raj. Linkaiiy
misko, Klaipdos raj. Melnrags misko ir Kdainiy raj. Bakény misko.

Dalis surinkt; erkiy buvo puluojama: 100xodes ricinusbuvo supuluotos po penkias, tai
yra 200 puh. Dar 200 erki buvo tiriama individualiai. Tirtos dvigjvystymosi stadij erkés:
nimfos ir suaugiai. Buvo tirtas vienodas skaus nimfy ir suaugliu erkiy (po lygiai moterisk
ir vyriSky individy). Tyrimy schema pateikta 1 priede.

Tolimesreje tyrimuy eigoje buvo istirta dar 200 pulpenkios erks viename pule). Viso
iStirta 2200 erki (400 puty it 200 individualiy erkiy).

2. 2. Reagentai

e Trizolis,
Reageni misSinys su revertaze ir Taq Polimeraze ,SSlll IESTQRT-PCR,
Hibridizacijos buferis ,UltraPure™ 20X SSPE",
10% natrio dodecil sulfato tirpalas,
Peroksidaze zyatas streptavidinas kvitrogen.
e Buferiai:
Fosfatinis buferis (PBS),
500 mM NaHCO3 ph 8,8,
20mM EDTA ph 8,0,
100 mM NaOH —Roth.
¢ RNaz Salinantis reagentas ,RNase AWAY*,
DNR iSskyrimo rinkinys “DNeasy Blood & Tissue Kit”,
HotStarTagq DNR polimer&z
dNTP MiSinys, 10mM,
RNR stabilizavimo reagentas ,RNAlater{AGEN.
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¢ RNR saugojimo reagentas ,RNAsecureAmersham Bioscience.

e EDAC (1-etil-3-(3-dimetil-amino-propil) karbodiimas) —Sigma.

e ECL detekcinis skystis “ Amersham ECL Detectiondiu- Ge Healthcare.

e Pradmenys ir zondai (F-TBE1l, R-TBE1l, TBE-probe-WApMSP2f, ApMSPZr,
ApMSP2p, B-5SBor, 23SBor, RLB-F2, RLB-R2, 71, 73,24, Z5, 76, Z7, Z8, Z29) —
Inteligent DNA.

¢ Ryskalas,

Fiksazas- Kodak.

2. 3.Jranga

Centrifigos ,Eppendorf 5804R*, Eppendorf 5415DEppendorf.
Laminaras ,Biosafe 1.2 LF* Holten.

Audiniy smulkintuvas , TissueLyser 11" QIAGEN.
Hibridizacijos krosnigRPN200*“ —Amersham Bioscence.
Termomikseris ,Termomixer comfort“Eppendorf.
Termocikleris ,, Termocycler gradient“Eppendorf.
Termocikleris ,Rotorgene 6000“Corbet Life Science.

Maisykle ,MS2* — Biosan.

2. 4. Tyrimo metodai

2. 4. 1. Erkip homogenizavimas

I 2 ml megintuwelius dedama po 245 pl PBS buferio, sudedamosgse(genkios, jei
tiiamas pulas ar viena, jei tiriamos individualiedes) ir idedamas vienas 5 mm ndijancio
plieno rutuliukas. Mgintuweliai uzdaromi ir sudedami prieS tai atSaldytus (-20C) audiniy
smulkintuvo , TissueLyser II“ adapterius.ddintuveliai kratomi 30 kani/s 4 minutes.

Po homogenizavimo égintuwveliai yra trumpai nucentrifuguojami (1 min/2000 apst
grekiu). ParuoSiami Svas 1,5 ml négintuveliai (vienas RNR, vienas DNR iSskyrimui ir vienas

mégintuwelis homogenizato saugojimui). Homogenizato saugajinnmama 20 pl RNR

22



stabilizavimo reagento “RNAlater” ir toks pat arkhomogenizato kiekis. Homogenizatas
saugomas -20C temperairoje.

11,5 ml negintuwelius (skirtus RNR ir DNR ekstrakcijai) imama po Lgthomogenizato.

2. 4. 2. Nukleino tigXiy ekstrakcija ir analizé

2.4.2. 1. RNR ekstrakcija

I 100 pl homogenizato pridedama 300 pl Trizolio exdg, laikyto 4€ temperairoje,
iSmaiSoma ir inkubuojama 5 min kambario tempemé. Po inkubacijos pridedama 60 pl
chloroformo, maiSoma 15 s ir inkubuojama 10 min karno temperairoje (kas penkias minutes
vorteksuojama). Po paskutinio vorteksavimoégmtuwéliai cetrifuguojami 17 min 4C
temperairoje (11000 g). Po centrifugavimo virSutinis sugamtas perkeliamagsnaup 1,5 ml
mégintuwel], pridedama 150 ul izopropanolio (laikyto —20%emperairoje), maisoma ir
centrifuguojama 17 min €’ temperairoje (11000 g). Po cetrifugavimo nusiurbiamas sasgl
supernatantas ir pridedama 300 pul 75% etanolikyti@i-20C temperairoje), vorteksuojama 1
min ir centrifuguojama 8 min €’ temperairoje (11000 g). Po cetrifugavimo supernatantas yra
nusiurbiamas ir ggintuvliai paliekami 45 min diiti, kad iSgaruai etanolio laSeliai. Kai
mégintuweliuose isdzina skysio laseliai, pridedama 30 pl paSildyto iki @®0RNR saugojimo
reagento ,RNAsecure”, atsargiai pamaiSomi ir inknjama 10 min 6QC temperairoje. Po

inkubavimo RNR tirpalas saugomas -€demperairoje.

2.4. 2. 2. DNR ekstrakcija

DNR ekstrakcija iS 10Q homogenizato, atliekama naudojant DNR iSskyrimmkin; -
“DNeasy Blood & Tissue Kit®, laikantis gamintojok@mendacij.
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2. 4. 2. 3. Erkinio encefalito RNR tikralaiké polimerazés grandininé
reakcija (PGR)

Tikralaikés polimerazs grandinig reakcija buvo atliekama naudojaRbtorgene 6000
PGR aparat laikantis gamintojo rekomendagij naudojant F-TBE1, R-TBE1 pradmenis ir
TBE-probe-WT zong (Inteligent DNA) ir reagent miSin; ,SuperScript Il Platinum One-Step
gRT-PCR". Kaip teigiama kontr&lnaudota infekcié erkinio encefalito RNR (Lyginamosios
tropinés medicinos ir parazitologijos instituto, Vokiejija

Pradmen ir zond; sekos (Schwaiger ir kt., 2003):

TBE1-F-5>GGG CGG TTCTTG TTC TCC <3

TBE1-R - 5> ACA CAT CACCTC CTT GTC AGA CT <3’

TBE-Probe-WT 56-FAM 5> TGA GCC ACC ATC ACC CAG ACA CA<3

Termociklerio tikralaiks PGR programa:

1. 42C 30 min,
2. 95C 10 min,
3. 95C 15 s. 60C 1 min—45 ciklai

2. 4. 2. 4 Anaplasma phagocytophilum DNR tikralaik é polimerazés
grandininé reakcija (PGR)

Tikralaikés polimerazs grandinig reakcija buvo atliekama naudojaRbtorgene 6000
PGR aparat laikantis gamintojo rekomendagijnaudojant ApMsp2f, ApMsp2r pradmenis ir
ApMsp2p zond (Inteligent DNA). Kaip teigiama kontrélhaudotaAnaplasma phagocytophilum
DNR (Lyginamosios tropis medicinos ir parazitologijos institutas, Vokiajij

Pradmen ir zond; sekos (Courtney ir kt., 2004):

ApMsp2f 5'> ATG GAA GGT AGT GTT GGT TAT GGT ATT <3’

ApMsp2r 5> TTG GTC TTG AAG CGC TCG TA <3

ApMsp2p 5> HEX TGG TGC CAG GGT TGA GCT TGA GAT TG TAMRA <3'

Termociklerio tikralaiks PGR programa:

1. 95°C 10 min
2. 94°C 15 s. 60 °C 1 min — 50 aikl
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2. 4. 2. 5Babesia spp. 18S rDNR polimerazs grandininé reakcija
(PGR)

Polimerazs grandinig reakcija buvo atliekama naudojaMiastercycler gradient PGR

aparai, laikantis gamintojo rekomendagij naudojant RLB-F2, RLB-R2 pradmenis. Kaip

teigiamos kontrals, naudotoBabesiaspp, Babesia divergen®NR (Lyginamosios tropis

medicinos ir parazitologijos institutas, Vokietija)
Pradmen sekos (Gubbels ir kt., 1999):
RLB-F2 5> GAC ACA GGG AGG TAG TGA CAA G <3
RLB-R2 5> biotin-CTA AGA ATT TCACCT CTGACAGT <3 °

Termociklerio PGR programa:

1.

o kb 0N

94°C 3 min

94°C 20 s, 67-57°C 30 s, 72°C 30 s - 1°C pdncik
94°C 20 s, 57°C 30 s, 72°C 30 s - 40ikl

72°C 10 min

4°C

2. 4. 2. 6Borrelia spp.5S-23S rDNR intarpo polimerazs grandininé
reakcija (PGR)

Polimerazs grandinig reakcija buvo atliekama naudojaMiastercycler gradient PGR

aparai, laikantis gamintojo rekomendagjj naudojant B-5SBor, 23SBor pradmenis. Kaip

teigiamos kontrals naudotoBorrelia burgdorferi sensu strictdorrelia garinii, B. afzelii, B.

valaisiana, B. lusitaniaddNR (Lyginamosios tropis medicinos ir parazitologijos institutas,
Vokietija).

Pradmen sekos (Alekseev ir kt., 2001):

B-5SBor 5> biotin-GAG TTC GCG GGA GAG TAG GTT ATT <3

23SBor 5> TCA GGG TAC TTAGAT GGT TC CTT <3

Naudota PGR progama:

1.
2.

94°C 3 min
94°C 20 s, 60-52°C 30 s, 72°C 30 s - 1°C pdpcik

3. 94°C 20s,52°C30s, 72°C 30 s - 40wikl
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4. 72°C 7 min
5. 4°C

2. 4. 2. 7Babesia spp. ir Borrelia bugdrorferi sensu lato RLB hibridizacija

RLB hibridizacija atliekama naudojant polime¢azgrandinigs reakcijos produktus, kurie
hibridizuojami su specifiniais zondais, k' gale N-(trifluoroacetamidoheksil-cianoetil,N-
diisopropil fosforamido [TFA])-C6 amino zymuo:

Babesia:

Babesia spp. Z7 5’> amino-TAA TGG TTA ATA GGA RCR GTT G <3’

Babesia microti Z8 5> amino-CTT CCG AGC GTT TTT TTATT <3’

Babesia divergens Z9 5> amino-GTT AAT ATT GAC TAA TGT CGA <3

Borrelia:

B. burgdorferi sensu lato Z1 5> amino-CTT TGA CCA TAT TTT TAT CTT CCA
<3’

B. burgdorferi sensu stricto Z2 5> amino-AAC ACC AAT ATT TAA AAA ACA TAA
<3

B. garinii Z3 5’> amino-CAA AAA CAT AAA TAT CTA AAAACATAA<3

B. afzelii Z4 5'> amino-AAC ATT TAA AAA ATA AAT TCA AGG <3

B. valaisiana Z5 5'> amino-TAT ATC TTT TGT TCA ATC CAT GT <3

B. lusitaniae Z6 5'> amino-TCA AGA TTT GAA GTA TAA AAT AAAA<Z

Membranos paruoSimas.Atkerpamas reikiamas dydis membranos, membran&aosu
ir dedama hibridizacijos butgl i kurj jpilama Svieziai paruosto 10 ml 16% EDAC (1-etil3-(
dimetil-amino-propil) karbodiimido) tirpalo. Membwa inkubuojama 10 min kambario
temratiroje hibridizacijos krosnéje. Membrana po inkubacijos skalaujama distiliueamdeniu
2 min. Po plovimo membrana nusausinama ir perkeligminibloteq. 1S minibloterio kanai
ISsiurbiamas sky$o perteklius;i kanalus uzneSami atskiesti (75pmol/150ul) zonslaeflziama
500 mM NaHCQ pH 8,8 buferiu), inkubuojama 1 min. Po inkubaviraond; tirpalai
nusiurbiami. Membrana perkeliamal00 ml 100mM NaOH, inkubuojama 10 min. Tada
membrana skalaujama distiliuotu vandeniu ir pesgkel i hibridizacijos butgl kur yra
plaunama 5 min 6@ temperairoje 125 ml 2 x SSPE-0,1 % SDS tirpalo.
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PGR produkty paruoSimas.110 pl 2 x SSPE-0,1 % SDS tirpalo suspenduojamal40
PGR produkto. Kaitinama 10 min 99°C temp@raje, po kaitinimo nagintuwliai atSaldomi
Saldadiame stovelyje. Prie$ atidarantgmntuweliai nucentrifuguojami (1 min/2000 aps/min).

Hibridizavimas. Membrana dedamaminiblotei taip, kad zondg takely ir PGR produki
takeliy kryptys susikirai 90 laipsniu kampu.l kanatlius uzneSami PGR produktai ir
inkubuojama hibridizacijos krosrggt 1 val. 42°C temperatoje. Po inkubacijos membrana
plaunama du kartus po 10 min 125 ml 2 x SSPE-0,SD% tirpalo 51°C temper@bje. Po
plovimo membrana perkeliamg hibridizacijos butal i kuri jpilama 10 ml 1:4000 skiesto
peroksidaze zy#to streptavidino (skiestas 2 x SSPE-0,5 % SDS)bokjama 40 min 42°C
temperairoje. Po inkubavimo membrana plaunama du kartusOpmin 125 ml 2 x SSPE-0,5 %
SDS tirpalo 42°C tempef@abje. Po to membrana plaunama du kartus po 5 nbmil2 x SSPE
tirpalo kambario temperatoje. Po plovimo membrana perkeliainhibridizacijos butel 1 kur
ipilama 10 ml Svieziai paruosto ECL tirpalo, inkufaroa 2 min kambario tempetabje. Po
inkubacijos membrana nusausinama ir perkeliamalan¢lés.

Hibridizavimo produkt y vizualizavimas. Membrana uzdengteplévele idedama i
fokaset, uzdengiama ECL hiperfilmu ir inkubuojama 1 mino Fhkubavimo membrana
perkeliamaj rySkah (Kodak), laikoma 1 min. Skalaujama distiliuotu daniu ir 1 min laikoma
fiksaze (Kodac). Visi etapai atliekami tamsoje.
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3. Darbo rezultatai ir jy aptarimas

3. 1. Erkiy nukleino rag&iy ekstrakcija

Darbo metu naudotos gegiszrugpficio ménesiais surinktodxodes ricinuserkes. Sis
laikotarpis pasirinktas t@tl kad Sie nénesiai laikomilxodes ricinuserkiy aktyvumo pikais ne
tik Lietuvoje, bet ir visoje Europoje (Zygutiém., 2008).

Darbo metu buvo tiriama 1200 eykis kuriy 1000 buvo supuluota po penkiad00 puty ir
200 pavieni erkiy. IS puly ir pavieniy erkiy atlikta DNR ir RNR ekstrakcija. Supuluperkiy
nukleino Ggstys (DNR, RNR) buvo skirtos erkinio encefalitoruso RNR, Anaplasma
phagocytophilum(DNR) ir Babesiaspp. (DNR) nustatymui. Pavienierkiu nukleino figstys
skirtos Borrelia burgdorferisensu lato DNR nustatymui. IS paviemrkiy iSkirta DNR ir RNR
taip pat buvo naudota ir kiterkiy platinamy ligu sukéléju nustatymui; pries tai nukleinagstys
buvo supuluotos po ekstrakcijos proceso. Viso saddd pulai. 1 priede yra pateikta atlikt
tyrimy schema.

Siekiant istirti kuo didesrerkiy skatiy ir nustatyti erky platinamy ligu sukeléju paplitima
Lietuvos erkse, buvo istirtas papildomas erkskatius. Erkinio encefalito viruso iBorrelia
burgdorferisensu lato nustatymui buvo papildomai atlikta RNBNR ekstrakcija iS 1000 enki
(kurios buvo supuluotos200 puty).

Tyrimuy metu norintjsitikinti, kad vykdant RNR ekstrakaijneprarandamos nukleino
ragstys, buvo atlikti keli eksperimentai:

e naudotas glikogenas, kuris iSryskina RNR ridaes négintuvelyje;
e pridedama teigiamos kontéasli erkiy homogenizai

Glikogenas buvo pridedamasnégintuweli po antrojo centrifugavimo, prigpilant etanal
Po paskutiniojo centrifugavimo, égintuwelio dugne buvo matomos baltos nédss, t.y. RNR
nuogdos. Atliekant RNR skyrimo procadh be glikogeno RNR nuédy nebuvo matomos.

Kito eksperimento metu, etkihomogenizavimo protokole buvo padaryti keli pakeii:
buvo paimtas didesnis PBS buferio kiekis ir sujls homogenizatiprastinei nukleinotg&iy
ekstrakcijai, buvo paimtas papildomasgimtuwlis, i kuri buvo jpilta 70 ul homogenizato.
Vieno meginio RNR buvo skiriama dviem egzemplioriaisjen pridéjus teigiamos kontrék, o
i kita ne. Po ekstrakcijos buvo atlikta tikralailPGR ir nustatyta, kad éginyje su pridta
teigiama kontrole yra nustatoma erkinio encefalitoiso RNR, o tas pats éginys be pridtos

teigiamos kontrals yra neigiamas (9 pav.).
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encefalito kontrok

4= | Thre=hoid

Marm. Fluora.

5 10 15 20 25 30 35 40 4z

Cycle

9 pav. Tikralaik és polimerazs grandininés reakcijos (PGR) rezultatai.

Eksperimeni metu nustatyta, kad atliekant RNR skygimmukleino @igstys rra

prarandamos ir RNR iSskiriama iS kiekvieno efkomogenizato gginio.

3. 2. Erkinio encefalito viruso RNR nustatymas tikalaikés polimerazs

grandininés reakcijos (PGR) metodu

Erkinio encefalito viruso tyrimams buvo naudotaeikiu homogenizat iSskirta RNR.
Tyrimai atlikti naudojant atvirkstiss transkriptazs tikralaike polimerazs grandinig reakcip,
kuri literatiros duomenimis yra naudojama erkinio encefalitaisor diagnostikoje (Suss J.
2007).

Atlikus 200 RNR pul tikralaike polimerazs randir reakcip, buvo nustatytas vienas
teigiamas erkinio encefalito viruso éginys. 10 paveiksle yra parodytas tikratmkPGR

rezultatas.
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10 pav. Tikralaikés PGR metu nustatytas teigiamas erkinio encefalitméginys.
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Teigiamas mginys buvo nustatytas Utenos rajone surinktoseéserkEpidemiologiniais
duomenimis Siame rajone erkinio encefalito uzfikguatvep skatius siekia 0-6 atvgj 100000
gyventoji.

Literatiros Saltini duomenimis didziausias erkinio encefalito afvejskatius
uzfiksuojamas Siauli Kauno ir Paneszio apskrityse (ZygutienM., 2008, Siiss ir kt., 2008),
todkl norint jsitikinti, kad erkinio encefalito virusoéra RadviliSkio ar Kdainiy rajonuose
surinktose erése, buvo atlikti papildomi erkinukleino gy tyrimai.

Atlikus papildomy erkih RNR ekstrakcy ir tikralaikg PGR nustatyti dar penki teigiami
erkinio encefalito raginiai (11 pav.). Visi penki gginiai buvo nustatyti surinktose Radviliskio
raj. Linkaiiy miske erkse. IS kit; rajony surinktose erése teigiam erkinio encefalito viruso

méginiu nebuvo nustatyta.

//"”; - 129 meéginys
L / 7 W3 méginys
i
5 e : LT neginys
o 7
u_j- I . .
E - 154 neginys
2 10 1 f
/ - 172 néginys
o = / [ teigiama kontrolé
107 asll [

10 15 Z0 25 30 35 40 45 50

11 pav. Erkinio encefalito nustatymo tikralaikés PGR rezultatai.

Papildomai atlikti tikralaiks PGR rezultatai patvirtino litefabs Saltiniuose minimus
duomenis apie erkinio encefalito viruso papliti@iauliy apskrityje (Zygutiea M., 2008, Suss ir
kt., 2008).

Tyrimy metu erkinio encefalito viruso RNR buvo nustagtkese suaugiuose ir nimfose:

3 teigiami ntginiai nustatyti patékse, RadviliSkio raj. ir 3 — nimfose, IS kurdu neginiai buvo
Radviliskio raj. ir vienas Utenos raj. surinktosenfose. Duomenys apie erkinio encefalito
paplitimg jvairiose erki vystymosi stadijose éna pateikiami, t&au yra minima, kad EEV
nesiotojais yra vig vystymosi stadij erkés (Bormane A., 2007).

Visy teigiamy méginiuy RNR buvo liofilizuota ir iSsisti patvirtinimui { Lyginamosios
tropinés medicinos ir parazitologijos instityt Vokietija. Visy erkinio encefatito rginiy

rezultatai buvo patvirtinti.
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3. 3.Anaplasma phagocytophilum nustatymas tikralaikés
polimerazés grandininés reakcijos (PGR) metodu

Erkiy platinamo suldéjo Anaplasma phagocytophilurdiagnotikai buvo naudojama i3
tiiamy erkiy iSskirta DNR. Sio mikroorganizmo DNR buvo ieSkorh@00 supuluat erkiy
méginiuose, t.y. iStirta 200 pulir 200 individualiy erkiy, supuluod i 44 pulus, mginiuose.Viso
iStirta 244 DNR pulai. Tikralaik PGR buvo atliekama naudojafihaplasma phagocytophilum
msp2geno fragmento taikin

Atlikus 244 puil; DNR tyrimus, buvo nustatyti 37 (3 % tirtméginiy) teigiamiAnaplasma
phagocytophilunméginiai. Dalis gaui teigiamy méginiy PGR rezultatai yra pateikti 12 pav.

- 423 meginys
W - 424 neginys

M - 466 neginys

Fluorescence

W - 474 néginys

M - teigiama kontrolé

10 15 20 25 30 35 40 45 50
Cycle

12 pav. Anaplasma phagocytophilum tikralailes PGR rezultatai.

Lyginant gautus tyrim rezultatus (nustatyta 3 % teigiam\naplasma phagocytophilum
méginiy) su literatiros Saltiniuose minimais duomenimis, nustatyta, gati rezultatai sutampa
su ankstesniLietuvoje atliky tyrimy rezultatais, kurie svyravo tarp 0-19,6 % (Paulassk kt.,
2008).

Tyrimy metu nustatyta®\naplasma phagocytophiludmakterij; skatiaus pasiskirstymas

tarp tirty Lietuvos rajom (13 pav.).

Anaplasma phagocytophilum paplitimas Lietuvos
rajonuose

@ Utenos raj.
B Radviliskio raj.
OKlaipédos raj.

O Kédainiy raj.

12

13 pav. Tyrimy metu nustatyty Anaplasma phagocytophilum pasiskirstymas Lietuvos rajonuose.
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Didziausias teigiama#fnaplasma phagocytophiluméginiy skatius nustatytas &dainiy
raj., kur rasta 17 teigiammeéginiu (46 %). Klaigdos raj. nustatyta 12 éginiy (32 %),
Radviliskio raj. — 5 (14 %) ir maziausias skas - 3 ntginiai (8 %) — Utenos raj.

Tyrimy metu pastelias ir Anaplasma phagocytophilunmfekcijy pasiskirstymas tarp
ivairiy erkiy vystymosi stadij. Nustatyta, kad didesrdalis teigiana méginiy — 30 ntginiy (81
%) - yra rasta erki suaugliy meginiuose ir tik 7 teigiami mginiai (19 %) — nimfose. Sie
duomenys patvirtina literatoje pateikiamus duomenis, ka#8lnaplasma phagocytophilum
mikroorganizmai labiau papditerkiy suaugliuose nei nimfose (Grzeszcuk A., 2006, Derdakova
ir kt., 2003).

Taip pat buvo palygintas puir individualiy erkiu Anaplasma phagocytophilubrakteriy
pasiskirstymas. IS 44 DNR pugauti teigiamiAnaplasma phagocytophiluméginiai buvo istirti
individualiai. Gaut; rezultat; duomenys pateikiami 14 pav.
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- 285b meginys
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14. pav. Individualiy erkiy Anaplasma phagocytophilum tikralaik és PGR rezultatai.

Nustatyta, kad ankgu tirtuose penki erkiy DNR puluose teigiamrezultay duodavo IS
vienos ar dviej erkiy iSskirtosAnaplasma phagocytophiluBNR. Po du teigiamusnaplasma
phagocytophilumDNR méginius buvo nustatyta 258 (c,e), 271 (a,e) ir 28®)( neginiuose.
Kituose - 278 (b), 438 (c), 405 (a) ir 475 (a) {ymse teigiam rezultay daw viena iS penki
erkiy.

Visi teigiami puluoti DNR méginiai buvo iSsisti patvirtinimui i Lyginamosios tropiés
medicinos ir parazitologijos instityt/okietija. Visy misy tyrimuose gaut teigiamy Anaplasma

phagocytophilunDNR meginiy rezultatai buvo patvirtinti.
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3. 4.Babesia spp. nustatymas PGR ir RLB hibridizavimo metodais

Erkiy platinamy sulkeléju Babesia microtir Babesia divergensustatymui buvo naudoti
supuluoti DNR mginiai. Siuose tyrimuose buvo naudota 18S rDNRmetazs grandinig
reakcija, kurios produktai buvo hibridizuojami suesifiniais zondais. Sios metodikos litenats
Saltiniuose minimos, kaip jautriausios, specifisisi@s ir labiausiai tinkamos Babesia
pirmuoniy nustatymuijvairiuose néginiuose (Skotarczak B., 2008, Aguero-RosenfeldBMM.
D., 2003,iCA ir kt., 2007).

Atlikus 244 puly DNR polimerazs grandinig reakcip ir tolimesrg RLB hibridizacip su
specifiniais zondais, nustatytas tik vienas teigiarBabesia microtiméginys. Teigiamas
Babesiai microti méginys buvo nustatytas Utenos raj. surinktoseésak tyrimp eigoje

supuluotoje individuaii erkiy DNR. Teigiamas Sio tyrimo rezultatas pavaizdudapaveiksle.

Teigiama 1%ginio Teigiama
B. dichens kontrol é PGRlproduktas Babja spp. kontroleé
—# . Babes d
o o —— abesia spp. zondas
s 5 *- <+—— Babesia microti zondas
4
* i Babesia divergens zondas
i
i

15 pav.Babesia spp. RLB hibridizacijos rezultatai, gauti hibridizuojant PGR produktus su specifiniais
Babesia spp. hibridizavimo zondais.Rodykkmis pavaizduota zomdr PGR produki ineSimo kryptys.
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IS hibridizacijos nuotraukos matosi, kaip teigiarkontroliy produktai kartu su jiems
specifiniais zondais formuoja hibridizacijos protluk Pagal taskiSsictestyma buvo nustatyta,
kad 19 néginys yraB. microtiteigiamas, nes éginio PGR produktas sureagavoBaibesiaspp.
ir Babesiai microtzondais ir nebuvo reakcijos Bu divergengzondu.

TeigiamasBabesiai microtméginys nustatytas enkisuaugliy méginyje.

Atliekant tolimesnius erki DNR tyrimus, buvo nustatyti duBabesia spp. teigiami
méginiai. Vienas 3i méginiu buvo nustatytas Utenos raj., o kitas RadviliSkap surinktose
erkiy nimfose. Teigiamas RLB hibridizacijos rezultatasqulytas 16 pav.

Kaip matyti nuotraukoje, gginio PGR produktas sureagavo tikBabesiaspp. zondu, su

Babesiai microtir B. divergengzondais teigianp rezultat; neda.

Teigiama 27 réginio Teigiama
Babesiaspp. PGR produktas Babesia divergens
kontrole l kolntrob
o . <+— Babesia spp. zondas
< Babesia microti
zondas
Babesia divergens
S—

Balesia ’”:mevﬁ?—ZO s

16 pav.Babesia spp. RLB hibridizacijos rezultatai, gauti hibridizuojant PGR produktus su specifiniais
Babesia spp. hibridizavimo zondais.Rodykkmis pavaizduota zomdr PGR produki ineSimo kryptys.

Tyrimy metu gauti tik trys teigiamméginiali, iS kuriy vienas buvdBabesia microtio Kkiti
du Babesiaspp. Si tyrimy rezultatai i§ dalies sutampa su literas 3Saltiniuose minimais
teiginiais, kad Europoje paplitusid®. divergensir B. microti raSys (Skotarczak B., 2008).
Kadangi ank&au Lietuvoje nebuvo atliekami tokio tipo tyriman, ir Sis erky platinamy ligu
sukéléjas rera dar labai istirtas, m@anoma lyginti §j tyrimy rezultatus su kit Saliy tyrimais ir
daryti iSvadas apiBabesiaspp. paplitina Lietuvoje.

Teigiami neginiai buvo iSsisti patvirtinimui { Lyginamosios tropies medicinos ir

parazitologijos institu, Vokietija. Miasy tyrimuose gauti rezultatai buvo patvirtinti.
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3. 5.Borrelia burgdorferi sensu lato nustatymas PGR ir RLB

hibridizacijos metodais

Borrelia burgdorferi sensu lato tyrimuose buvo naudota 5S-23S rDNR rpata
amplifikacija ir Sii PGR produki RLB hibridizacija. Naudojant Siuos metodus buvirtis444
DNR meginiai, iS kurip 200 individualy erkiy ir 244 supuluaf erkiu. Negavus nei vieno
teigiamoBorrelia burgdorferisensu lato gginio, dar papildomai buvo tirta 200 pulTaiau ir
Siy tyrimy metu nebuvo nustatyti teigiarBiorrelia burgdorferisensu lato &giniai. Vienas i$
Borrelia burgdorferisensu lato RLB hibridizacijos rezuliagra parodytas 17 paveiksle.

Teigiama Teigiamos kontrés
B.s.s kontrél aB.g B.vB.l
l li_ x ,lh B.s.l zondas
‘ i 468 ;: B.s.s zondas
. e "0 ¢«  B.gzondas
Q 0 <«—— B.azondas
o <+— B.vzondas
B : B.I zondas

17 pav. Borrelia burgdorferi sensu lato RLB hibridizacijos rezultatai, gauti hbridizuojant PGR
produktus su specifiniaisBorrelia burgdorferi sensu lato zondaisRodykkmis parodyta zondir PGR produki
uzneSimo kryptysBorrelia burgdorferisensu lato sutrumpinimai: B.s.IBorrelia burgdorferisensu lato, B.s.s -
Borrelia burgdorferisensu stricto, B.a Borrelia afzelij B.g —Borrelia garinii, B.v —Borrelia valaisiana B.l —
Borrelia lusitaniae

Kodél nebuvo nustatyti teigianBorrelia burgdorferisensu lato gginiai sunku paaiskinti.
Literatiiros Saltiniuose buvo minimi tokie atvejai, kai P@Rtodu nebuvo nustatom8srrelia
burgdorferi sensu lato aSys (Alekseev ir kt., 2001). Tau nusy tyrimy metu rezultat
nebuvimo negalima aiskinti polimekgz grandinigs reakcijos inhibicija, kaipyj eksperiment
atveju.

Tiriant méginius buvo naudotos teigiamos kon#DNR, iSskirta idxodes ricinuserkiy,
ju PGR produktus panaudojus RLB hibridizacijai, kieke karta buvo gaunamas teigiamas
rezultatas.
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Tikétina, kad galjo ivykti DNR degradacija, arba naudota metodikaanlabiausiali
tinkamaBorrelia burgdorferisensu lato DNR nustatymixiodes ricinuserkese.

Kaip rodo kity tyrimy rezultatai, Laimo ligos sukéjas Lietuvoje yra pléai papliks. Tockl
norint nustatyti priezastis, kéldvisi tirti méginiai buvo neigiami bus atliekami tolimesni erki

tyrimai.

Apibendrinant atliki darka galima teigti, kad buvo 2200 etkDNR ir RNR ekstrakcija.
ISskirtos nukleino TgStys tolimesniuose tyrimuose naudotos werglatinamy ligy sukeléju
diagnostikai.

Darbo metu nustatyti SeSi teigiami erkinio encéfaliruso ngginiai, IS kury penki
nustatyti RadviliSkio raj. surinktose ede, kur yra fiksuojamas didelis erkinio encefalito
susirgimy skatius ir vienas teigiamas é¢ginys rastas Utenos raj.

Atliekant Anaplasma phagocytophilurdiagnostil, buvo nustatyti 37 (3 %) teigiami
méginiai. Didzioji dalis teigiam méginiy buvo nustatyta eri suaugliuose (81 %)ir tik
nedidet¢ dalis (19 %) nimfose. Didziausiasnaplasma phagocytophiluimakterip paplitimas
nustatytas Kdainiy (46 %) ir Klaipzdos (32 %) rajonuose.

Pirmuoniy Babesiaspp. tyrimp metu buvo nustatytas vienas teigianizebesia microti
méginys Utenos raj. ir dBabesiaspp. néginiai (Utenos ir Radviliskio raj.).

Borrelia burgdorferisensu lato tyrinp metu nustatyti nepavyko. Toks rezultatas gaughs d

DNR degradacijos arba metodikos netinkamunadogkterij diagnostikaixodes ricinuserkése.
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ISvados

1) Atlikta 2200 Ixodes ricinuserkiu nukleino Gg&iu (DNR ir RNR) ekstrakcija.
Nukleino figStys tolimesniuose tyrimuose naudoieairiy erkiy platinamy ligy suleléju:
erkinio encefalito viruso, Anaplasma phagocytophilymBabesia spp. ir Borrelia
burgdorferisensu lato diagnostikai.

2) Atlikus tikralaikés polimerazs grandiniis reakcijos tyrimus nustatyti 6 teigiami
erkinio encefalito RNR ®giniai. Vienas teigiamas éginys nustatytas Utenos raj., kiti 5
Raduviliskio raj.

3) Atlikus tikralaike msp2geno fragmento polimeréz grandinig reakcip nustatyti
37 (3 %) teigiamiAnaplasma phagocytophiluméginiai, iS kuriy 81 % neginiy nustatyti
erkiy suaugliuose ir 19 % teigiamp meginiy - nimfose. Si erkiy platinamy ligy sukéléjy
didZiausias paplitimas nustatytasdginiy ir Klaipédos rajonuose.

4) Panaudojus 18S rDNR geno fragmeramplifikavima ir Siy produkty RLB
hibridizavim, atlikta Babesia spp. diagnostika visuose DNR éginiuose. Nustatytas
vienasBabesia microtatvejis ir duBabesiaspp.

5) Pritaikius PGR 5S-23S rDNR intarpo polimersz grandinie reakcip ir
panaudojus amplifikavimo produktus RLB hibridizagcijBorrelia burgdorferisensu lato

bakterijos nebuvo nustatytos.
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Summary

Ticks of genudxodesthat infect livestock, deer, dogs, and a wideetsrof other species
including humanslixodes ricinuscan also transmit numerous diseases includingbticke
encephalitis, Lyme diseaseBofrelia burgdorferi sensu lato infections), babesiosBabesia
microti and Babesia divergensnfections). It can also spreaéinaplasma phagocytophilum
bacteria

Now tick-borne infections are the most frequent hamector-borne infections in Europe,
the incidence of these infections has been onais& new infections have emerged.

The study and identification of tick transmittedthgegens is complicated as required
investigation of the pathogen-host system. Severaithods have been developed for direct
detection of pathogens in infected vectors, hasgtug, and clinical specimens from patient.
However, detection methods used till yet are timestming, or have limited specificity and
sensitivity. In recent years, molecular detectioatimds based on PCR amplification of the
nucleic acids of pathogens and Reverse Line blddritigation have been showed to be
effective, sensitive and specific methods for d@sis of tick-borne diseases.

In this work were used molecular detection methimigick-borne pathogens: tick-borne
encephalitis virus (TBEV)Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorfeansu latoand
Babesiaspp., diagnostics in 2200 ticks collected in fduthuanian regions forests. During
investigation were identified six cases of TBEV,igthfive positive samples were from ticks
collected in RadviliSkis region and one from Utemegion forestAnaplasma phagocytophilum
bacteria infections were most frequent in Lithuartigks, during researches were identified 37
(3 %) cases (17 (46 %) inclainiy region, 15 (32 %) — Klagalos, 5 (14 %) — Radviliskio, and 3
(8 %) — Utenos region). In these 81 % were in atidks and 19 % - in nymphs. During
investigation ofBabesiaspecies were identified origabesia microtiin Utenos region and 2
Babesia spp. cases (Utenos, RadviliSkio region foresBjrrelia burgdorferi sensu lato

investigation gave no results.

38



1 priedas.

Erki y platinamuy ligy sukeéléjy tyrim y schema

1200erkiy (600 nimfy ir 600 suaugiy)

4/\

100 nimfy+ 100 suaugliuy 1000erkiy
(viso 200
N.R. ekstrakcija Puluojama po 5200 puly
200Borrdi il spp. tyrimy N.R.ekstrakcija
PGR
(DNR)

Reverse Line Blot

200N.R. meginiy

Puluojama po 5 44 rulai 2(‘)(]\1.R. puly
— |

244 EEV tyrimy 244 Babesia spp. tyrimy 244 Anapl asrnf phagocytophilum tyrimy

I

Real-time PGR PGR Real-time PGR
(RNR) (DNR) (DNR)

Reverse Line Blot

N.R. — nukleino tgStys
EEV — Erkinio encefalito virusas
Reverse Line Blot — RLB hibridizacija
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