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[VADAS

Laimo liga arba Laimo boreliozé yra labiausiai Europoje, Siaurés Amerikoje, Rusijoje ir
Tolimuosiuose Rytuose plintanti, erkiy perneSama zoonozé¢ (Masuzawa, 2004, Wang ir kt.,
1999, Sinski ir kt., 2006, Barbour, 1998). Tai yra dazniausia Ixodes ricinus erkiy perneSama
infekcija (Krupka ir kt., 2007, Zakovska ir kt., 2008). Daugiausia jos atveju uzfiksuojama
Centrin¢je-Rytuy Europoje (Derdakova, Lencakova, 2005). Laimo boreliozé yra vis didéjanti
visuomenés sveikatos problema (Piesman, Gern, 2004, Hillyard, 1996). Kasmet tick Europoje,
tick Siaurés Amerikoje uzfiksuojama tiiktandiai ligos atveju (Wang ir kt., 1999, Ostfeld,
Keesing, 2000, Barbour, 1998).

Pastaraisiais metais vykstant klimato pokyciams, Zmogui vis labiau kei¢iant ji supancia
aplinka, Ixodes ricinus erkiy gausumas Europoje spar¢iai auga. To pasékoje daugéja ir erkiy
perneSamy susirgimy (Tsao, 2009, Derdakova, Lencakova, 2005).

Gamtoje enzootinj Laimo ligos cikla sudaro: sukéléjas — B. burgdorferi sensu lato (s.l.),
serké - vektorius, ir rezervuarinis Seimininkas (Humair, Gern, 2000). B. burgdorferi s.1. tyrimai
sukéléja platinanciose erkése ir rezervuariniuose Seimininkuose, kaip ir tikslus B. burgdorferi
s.l. genotipy nustatymas padéty tiek suprasti Sios ligos ekologija ir epidemiologija, tiek

nustatyti efektyvias prevencijos priemones (Derdakova, Lencakova, 2005).

Sio darbo tikslas — jvertinti dvieju pagrindiniy rezervuariniy Seimininky geltonkaklés
peles (Apodemus flavicollis) ir rudojo peléno (Myodes glareolus) bei ju ektoparazity — Ixodes
ricinus erkiy vaidmeni B. burgdorferi s.l. enzootiniame cikle.

Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti nuo augmenijos surinkty /. ricinus nesubrendusiy vystymosi stadijuy erkiy
uzsikrétimo B. burgdorferi s.l. lygi, bei identifikuoti genotipus.

2. Istirtt dazniausiy Lietuvos grauzikuy A. flavicollis it M. glareolus uzsikrétimo B.
burgdorferi s.1. lygi ir identifikuoti genotipus.

3. Nustatyti grauziky uzsikrétimo 1. ricinus erkémis lygj ir iStirti skirtumus tarp grauziky
rusiy, amziaus grupiy ir lyties.

4. Ivertinti grauzikuy B. burgdorferi s.l. perdavimo I. ricinus lervoms efektyvuma.



1. LITERATUROS APZVALGA

1. 1. Laimo ligos sukéléjas

1982 metais Willy Burgdorfer ir kolegos nustaté, jog Laimo ligos priezastis yra
spirochetos, kurios Siaurés Amerikoje cirkuliuoja Ixodes scapularis erkése (Wang ir kt., 1999,
Schwan, Piesman, 2002, Aguero-Rosenfeld ir kt., 2005). Atradéjo garbei joms suteiktas
Borrelia burgdorferi vardas. Po mety borelijos identifikuotos ir Europoje Ixodes ricinus erkése
(Masuzawa, 2004). Tai yra labai plac¢iai tyriné¢jama mikroorganizmy grupé. Atlikta daugybé
tyrimy B. burgdorferi s.l. ekologijos, epidemiologijos, mikrobiologijos ir prevencijos srityse
(Piesman, Gern, 2004, Aguero-Rosenfeld ir kt., 2005).

Laimo liga yra multisisteminis uzdegiminis susirgimas (Wilske ir kt., 2007, Derdakova,
Lencakova, 2005). Borelioze serga ne tik zmogus. Ji taip pat kankina naminius gyviinus -
Sunis, arklius, kates ir galvijus (Krupka ir kt., 2007). Laimo ligos klinikiniai simptomai
dazniausiai pasireiskia palaipsniui. 70 proc. pacienty erkés ikandimo vietoje keliy dieny bégyje
atsiranda taisyklingos apskritimo formos odos paraudimas, vadinamas erythema migrans.
Véliau spirochetos iSplinta i kitas organy sistemas (Krupka ir kt., 2007, Derdakova, Lencakova,
2005, Aguero-Rosenfeld ir kt., 2005, Reed, 2002). Borelijos aptiktos odos, cerebrospinalinio
skys¢io, sanario, endomiokardo, rainelés biopsijose, Slapime (Derdakova, Lencakova, 2005) ir
kraujo pavyzdziuose (Aguero-Rosenfeld ir kt. 2005). Uminéje fazéje pacienty kankina gripo
simptomai. Negydoma liga komplikuojasi { artrita, odos, neurologinius ar Sirdies sutrikimus
laukiniams gyviinams. Tai greiCiausiai susije¢ su ilgai trunkancia boreliju ir ju natiiralioje

gamtoje gyvenanciy Seimininky evoliucija (Krupka ir kt., 2007, Humair, Gern, 2000).

1.1.1. Borrelia burgdorferi sensu lato kompleksas

Borrelia burgdorferi sensu lato yra priskiriama eubakterijy tipui, Spirochetales bakteriju
eilei, Treponemataceae Seimai (Pavilonis ir kt., 2000).

Spirochetos sudaro monofileting bakterijy grupe, turincia tiek parazitines, tiek laisvai
gyvenancias formas (Tsao, 2009). Borrelia gentyje jau yra nustatytos daugiau nei 37 rasys,
kuriy dauguma sukelia Zmogaus ir naminiy gyviiny ligas (Schwan, Piesman, 2002). Sios
Borrelia ruSys remiantis ekologiniais bei genetiniais skirtumais yra iSskiriamos { du

pagrindinius skyrius: borelijas sukeliancias griztamaja Silting ir borelijas sukelian¢ias Laimo



liga (Wang ir kt., 1999, Masuzawa, 2004). Visos Siuo metu zinomos borelijy rasSys (iSskyrus
Borrelia recurrentis) yra platinamos erkiy (Schwan, Piesman, 2002). Laimo boreliozg
sukelianc¢ias B. burgdorferi s.l. platina Ixodes genties erkés. Griztamaja Silting sukelianCias B.
hermsii it B. turicatae spirochetas platina Argasidae erkés (Ornithodoros sp., Argas persicus),
vienintele B. recurrentis platina zmoginé utélé (Pediculus humanus) (Masuzawa, 2004,
Schwan, Piesman, 2002).

Dabar B. burgdorferi sensu lato (s.l.) komplekso savoka naudojama kalbant bendrai apie
visas erkiy platinamas Borrelia genties riisis, kurios susijusios su Laimo borelioze (Wang ir kt.,
1999). Siuo metu B. burgdorferi s.. kompleksui priklauso 15 ragiy (Margos ir kt., 2009,
Zakovska ir kt., 2008). I§ ju penkios - B. burgdorferi sensu strigto (s.s.), B. garinii, B. afzelii,
B. bissettii ir B. spielmanii - yra zmogaus Laimo boreliozés priezastis (Zakovska ir kt. 2008).
B. valaisiana ir B. lusitaniae statusas néra galutinai nustatytas (Aguero-Rosenfeld ir kt., 2005).
Nors jos buvo rastos Laimo liga sirgusiuose pacientuose (Rauter, Hartung, 2005, Wang ir kt.,
1999, Derdakova, Lenc¢akova, 2005, Richter ir kt., 2005). Nuolat i$skiriamos ir apraSomos

naujos risys, todél skaiCius greiciausiai yra ne galutinis.

1.1.2. Morfologiné B. burgdorferi s.l. struktiira

Borrelia burgdorferi s.l. yra vienalastés gram-neigiamos spiralés formos, neturincios
tvirtos sienelés 10-30um ilgio ir 0,2-0,5um skersmens bakterijos (Krupka ir kt., 2007, Aguero-
Rosenfeld ir kt., 2005, Wang ir kt., 1999, Gassman ir kt., 1991). Spirochety forma priklauso
nuo 7 — 11 periplazminéje erdvéje esanciy ziuzeliy. Ziuzeliai prisitvirting lastelés galuose,
apsivynioj¢ aplink Iastelés cilindra ir persidengia ties lastelés viduriu. Asimetrinis
periplazminiy ziuZeliy sukimasis sukelia keliy tipy judesius, leidZiancius borelijoms judéti net
labai tankiuose audiniuose, kuriy neiveikia kitos bakteriju grupés (Tsao, 2009). ISimtis 2-4
ziuzelius turinti, ir dél to nejudri B. sinica (Krupka ir kt., 2007). Beveik 1500 bp dydzio
boreliju genoma sudaro viena linijiné chromosoma, bei kelios Ziedinés ir linijinés plazmidés

(Tsao, 2009).
1.1.3. B. burgdorferi s.l. paplitimas
Laimo boreliozé paplitusi Siauriniame pusrutulyje, (Wilske ir kt., 2007, Humair, Gern,

2000) vidutinio klimato juostoje (Tsao, 2009, Rauter, Hartung, 2005, Barbour, 1998). Laimo
liga praktiSkai neaptinkama pietinése JAV ar Europos dalyse (Gray, 2001). Pavieniai ligos



atvejai uzfiksuoti ir pietiniame pusrutulyje — Piety Amerikoje, Afrikoje, Australijoje, taciau
sukéléjai nebuvo rasti vietinése Ixodes genties erkése ar kituose numanomuose vektoriuose
(Wang ir kt., 1999).

Rusijoje ir Tolimyju Rytu Azijos Salyse cirkuliuoja SeSios B. burgdorferi s.l. rusys. B.
garinii it B. afzelii randamos I. persulcatus erkiy areale. B. japonica, B. tanukii ir B. turdi
aptinkamos tik Japonijoje (Wang ir kt., 1999, Aguero-Rosenfeld ir kt., 2005). Siaurés
Amerikoje identifikuotos trys ruSys: vyraujancioji B. burgdorferi s.s., B. bissettii ir B.
andersonii (Aguero-Rosenfeld ir kt., 2005).

Per pastaruosius du deSimtmecius atlikta daugybé darby B. burgdorferi s.1. paplitimo bei
jo genetinés ivairovés Europoje tematika. Laimo liga paplitusi visoje Europoje, neaptinkama
tik pietiniame ir Siauriniame pakrasc¢iuose (Derdakova, Lencakova, 2005). Europoje aptiktos
septynios B. burgdorferi s.l. ruSys: B. burgdorferi s.s., B. garinii, B. afzelii, B. valaisiana, B.
lusitaniae, B. bissettii ir B. spielmanii (Zakovska ir kt., 2008). Geografinis skirtingy B.
burgdorferi s.1. komplekso rusiu paplitimas yra nevienodas. Jis gali varijuoti net gana mazose
teritorijose, taip pat skirtis laiko atzvilgiu (Derdakova, Lencakova, 2005, Wilske ir kt., 2007).
Daugumoje Europos valstybiy patys dazniausi yra B. afzelii ir B. garinii genotipai (Zakovska
ir kt., 2008, Derdakova, Lencakova, 2005). B. burgdorferi sensu stricto labiausiai paplitusi
Vakary Europoje, nors aptinkama ir rytinéje Europos dalyje (Piesman, Gern, 2004, Wilske ir
kt., 2007). Pauks¢iy platinamos B. valaisiana gana placiai paplitusi visoje Europoje, tuo tarpu
su driezais siejama B. lusitaniae aptinkama gana retai. B. spielmani aptikta tik keliose

valstybése (Tsao, 2009, Derdakova, Lencakova, 2005).

1.1.4. B. burgdorferi s.l. tyrimai Lietuvoje

Lietuvoje pirmieji B. burgdorferi s.l. tyrimai erkése pradéti 1987 metais naudojant
tamsaus lauko mikroskopija (Radzijevskaja ir kt., 2006). PGR metodas pirma karta panaudotas
2001 metais (Ambrasiené ir kt., 2004, Radzijevskaja ir kt., 2006).

Lietuvoje vienintelis Zinomas B. burgdorferi s.]. vektorius — I ricinus erkés. Erkiy
uzsikrétimas borelijomis buvo tirtas skirtingose ju gyvenimo stadijose, lytyse, skirtinguose
geografiniuose regionuose ir skirtinguose biotopuose (Turcinaviciené ir kt., 2006). B.
burgdorferi s.l. tyrimai rezervuariniuose Seimininkuose atliekami nuo 2005 metu naudojant
PGR metoda. Sukeléjas rastas Myodes glareolus, Microtus arvalis, Microtus agrestris,

Apodemus flavicollis, Apodemus sylvaticus, Apodemus agrarius, Rattus norvegicus ir Mus



musculus grauzikuose. Taip pat atlickami Siuos grauzikus parazitavusiuy Ixodes ricinus lervy ir

nimfy tyrimai (Radzijevskaja ir kt., 2006).

1.2. B. burgdorferi s.l. vektoriai

Enzootinis B. burgdorferi s.l. ciklas vyksta erkés-vektoriaus ir jos parazituojamo

Seimininko déka (Piesman, Gern, 2004) (1 pav.).

“"" Swburiniy bendrija

8/

1pav. B. burgdorferi s.l. enzootiniame cikle dalyvaujancios gyviiny grupés (Pagal Tsao, 2009).

Erkiy risis dalyvauja ligos sukéléjo cikle ir priskiriama vektoriams jeigu tenkina tris
reikalavimus: (i) jeigu maitinimosi metu igyja sukel¢€ja i§ parazituojamo Seimininko, (ii) iSlaiko
sukéléja nérimosi metu — vykstant vystymosi stadiju kaitai, (ii1) perduoda sukéléja kitam
rezervuariniui Seimininkui kito maitinimosi metu (Tsao, 2009).

Siuo metu I ricinus-persulcatus kompleksui priklausanéios erkés - I scapularis, I.
pacificus, 1. ricinus, 1. persulcatus - yra vienintelés pripazintos B. burgdorferi s.l. vektoriais,
galin¢iais perduoti sukél€ja ir zmogui (Derdakova, Lencakova, 2005, Wang ir kt., 1999,
Barbour, 1998). Vektoriai, kurie gali turéti kontakta su Zmogumi vadinami zoonotiniai
vektoriai (bridge vectors). Taciau ciklo palaikyme gamtoje vektoriais tarnauja ir kitos iksodiniy
erkiy riiSys, su kuriomis Zmogus nesusiduria - tai enzootiniai vektoriai (cryptic vectors) (Tsao,
2009).

Borelijjos taip pat rastos uoduose (Krupka ir kt., 2007), sparvose, Stomoxydae musése,
blusose, utelése ir Ixodidae Seimai nepriklausanciose erkése, taciau ju galimybés perduoti
sukéléja Seimininkui néra istirtos, todél jie laikomi neSiotojais (carrier). NeSiotojai gali perduoti
borelijas vykstant vystymosi stadijuy kaitai, taciau nesugeba spirochety perduoti Seimininkui

(Derdakova, Lencakova, 2005).



1.2.1. Pagrindiniai erkiy biologiniai bruozai

Erkés yra maitinimosi metu tvirtai prie odos prisikabinantys (Hillyard, 1996) obligatiniai
kraujasiurbiai parazitai (Schwan, Piesman, 2002). Jos maitinasi ant jvairiy stuburiniy gyviny
(Masuzawa, 2004): tiek zinduoliy, tiek paukséiy, ropliu (Barbour, 1998) ir retkarciais
varliagyviy (Hillyard, 1996). Dél maitinimosi krauju erkés yra svarbiis laukiniy gyviiny bei
naminiy galvijuy ligy perneséjai (Buczek ir kt., 2006b). Visame Pasaulyje erkiy pernesamuy
organizmy kiekis ir jvairové grei¢iausiai yra didesnis nei bet kuriy kity nariuotakojy. Daugybé
virusy, bakterijy, protisty, perduodama arba tiesiogiai jkandus erkei, arba netiesiogiai -
uzkreciant iSskyromis, iSmatomis ar sutraiSkytais erkiy kunais. Pasaulyje erkés perduoda
daugiau nei 100 i§ 500 zinomy nariuotakojy platinamy virusy (Hillyard, 1996).

Iksodinéms erkéms biidingos trys postembrioninio vystymosi stadijos: lervos, nimfos ir
suaugélio — patino ir patelés (2 pav.). Kiekvienoje vystymosi stadijoje erkés maitinasi
stuburinio gyviino krauju. Maitinimosi metu vyksta borelijy perdavimas tarp erkés ir jos
Seimininko. I8siritusi erké lervingje stadijoje igyja sukéléja maitindamasi uzsikrétusio
Seimininko krauju. Spirochetos iSlaikomos erkéje jai neriantis (vykstant gyvenimo stadijy
kaitai). B. burgdorferi s.l. ciklas baigiasi kuomet naujai i§sinérusi nimfa uzkrecia kita stuburini
Seimininka. Manoma, kad toks sukéléjo perdavimas vienos kartos nimfy kitos kartos lervoms
rezervuariniy Seimininky déka vaidina kertini vaidmeni Laimo ligos sukéléjo palaikyme

gamtoje (Tsao, 2009) (2 pav.).
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Vektoriaus biologija yra svarbus veiksnys ligos epidemiologijoje. Erkés pagal
gyvenamaja vieta/blida skirstomos i dvi grupes: eksofilinés (non-nidiculous) ir endofilinés
(nidiculous). Eksofilinés erkés ( pvz.: I ricinus) aukos laukia ant augmenijos, tuo tarpu
endofilinés (1. hexagonus, 1. uriae) gyvena aukos lizde ar jai labai artimoje aplinkoje. Todél
zmogus retai susiduria su endofilinémis erkémis (Tsao, 2009, Piesman, Gern, 2004, Buczek ir

kt., 2006a).

1.2.2. Vektoriai Europoje

Europoje trys iksodiniy erkiy rasys yra pripazintos B. burgdorferi s.l. vektoriais: Ixodes
ricinus, Ixodes hexagonus ir Ixodes uriae. Jos tarpusavyje skiriasi savo ekologija, visos
skirtingose gyvenimo stadijose (lervos, nimfos ir suaugusios patelés) parazituoja skirtingus
Seimininkus, bei parazituoja gana skirtinga Seimininky rata (Piesman, Gern, 2004).

Ixodes ricinus yra svarbiausias erkiy perneSamuy zoonoziy vektorius Europoje (Humair,
Gern, 2000, Derdakova, Lencakova, 2005). Ji zmogui bei gyviinams perduoda tiek virusus
(pvz.: erkini encefalita), bakterijas (pvz.:Borrelia burgdorferi s.l., Anaplasma
phagocytophylium), tiek protistus (Babesia microtii, Babesia divergens) (Derdakova,
Lencakova 2005, Gray, 2001, Barbour, 1998).

Tai yra labai placiai Europoje paplitusi rusis, aptinkama nuo 65° iki 39° platumos.
Labiausiai paplitusi lapuoc¢iy ir misSriy miSky biotopuose, kadangi erkéms biitina drégna
aplinka (Piesman, Gern, 2004). 1. ricinus iSgyvena tik jei vidutinis mikroaplinkos drégnumas
didesnis nei 80 proc. (Gray, 2001, Barbour, 1998). Didelis drégnumas randamas augmenijos
apatiniame sluoksnyje ir lapu nuokritose (Piesman, Gern, 2004). Skirtingose vystymosi
stadijose erkés pasiZymi nevienodu jautrumu drégmeés svyravimams. Dél Sios prieZasties
skirtingose stadijose erkés Seimininko laukia skirtingame augmenijos aukstyje (Tsao, 2009). O
tai jtakoja skirtingg parazituojamy Seimininky rata (Buczek ir kt., 2006b). Nesubrendusiose
stadijose (lervos ir nimfos) erkés gyviino laukia Zemesniame aukStyje, todél parazituoja tiek
smulkius, tiek stambesnius gyviinus. Tuo tarpu subrendusioje (suaugélés) stadijoje eksofilinés
erkés Seimininko laukia aukSc¢iau, bei parazituoja vidutinio dydzio ir stambiuosius Zinduolius.
Seimininko paieskai eksofilinés erkés reaguoja i $viesa, CO2, temperatiira bei gyvino kvapa
(Tsao, 2009). Vidutinio klimato ir subarktiniuose regionuose erkiy elgsenai sezono metu
didziausia reikSme¢ turi dienos trukmé ir temperatira (Buczek ir kt., 2006a b). I ricinus
komplekso erkés geba daugintis ir iSgyventi nuo -10 iki +35°C temperatiiros intervale ir tik

trumpai toleruoja krastutines salygas (Barbour, 1998). Tod¢l daugumoje riisiy Saltu ir sausu



mety laiku yra stabdomas vystymasis. Dél Sios priezasties daugumoje arealy Seimininky
ieSkojimas yra aktyviausias pavasari (Gray, 2001), kai temperatiira pakyla iki +3-4°C (Walker,
2001) ir ankstyva vasara, o vidurvasarj aktyvumas krenta. Bendras temperaturos kilimas gali
padidinti erkiuy tankuma ir iSplitima, kadangi tai prailgina ju vystymosi perioda, padidina
augaly augima ir tokiu biidu iSplecia erkéms tinkamus arealus ir pagerinant Seimininky
suradimo galimybes (Gray, 2001). Erkiy populiaciju tankumas yra daznai kur kas didesnis
mazuose, zmogaus dirbamais laukais izoliuotuose plotuose negu dideliuose miskuose. Tai
salygoja mazesnis rezervuariniy Seimininky plésriiny kiekis ir didesnés maisto atsargos. Todél
misky vientisumo pazeidimas gali sukelti Laimo ligos protriikius (Ostfeld, Keesing, 2000).

Nuo augmenijos surinkty Ixodes ricinus erkiy uzsikrétimas B. burgdorferi s.l.
bakterijomis varijuoja nuo 0 iki 11 proc. lervoms (vidurkis 1,9 proc.), nuo 2 iki 43 proc.
nimfoms (vidurkis 10,8 proc.), bei nuo 3 iki 58 proc. suaugeléms (vidurkis 17,4 proc.).
Retkarciais nustatomas ir didesnis uzsikrétimo lygis, dazniausiai remiantis PGR analize.

Ixodes hexagonus yra viena dazniausiy endofiliniy erkiy rusis Europoje. Gyvena
kiauniniy gyviinéliy urvuose ir eziy lizduose. Retais atvejais parazituoja naminius gyvinus,
tokius kaip Sunys ir katés. Esant tokiam gyvenimo budui, /. hexagonus tik atsitiktinai
parazituoja zmogy. Kita placiai Europoje paplitusi rusis, kuri galbiit atlieka antrini vaidmenj
enzootiniame B. burgdorferi s.l. cikle yra Ixodes trianguliceps. Sios erkés daugiausia
parazituoja grauzikus. Jose buvo nustatyta B. burgdorferi s.l. (Piesman, Gern, 2004)

Treciasis B. burgdorferi s.l. vektorius Europoje yra Ixodes uriae erkés. Jos parazituoja

juros paukscius, bei gyvena ju lizduose (Piesman, Gern, 2004).

1.2.3. Vektoriy apsikrétimo borelijomis budai

L ricinus lervos, nimfos ir suaugusios patelés borelijas igyja keturiais budais:

1) erkei maitinantis borelijomis uzsikrétusio rezervuarinio Seimininko krauju.

2) maitinantis Salia neuZsikrétusiai erkei greta uZsikrétusios (co-feeding). Tokiu atveju
infekcija gali biiti neiSplitusi po parazituojamo Seimininko audinius. Kuo daugiau erkiy
maitinasi toje pacioje vietoje tuo didesnis sukéléjo perdavimo efektyvumas.

UzZkréstai erkei pasimaitinus ir palikus Seimininka, spirochetos gali iSlikti stuburinio
gyvino odoje iki keturiy savai¢iy, prisisiurbimo vietoje. Ten pat besimaitindama neuzsikrétusi
erké gali igyti sukel¢ja. (localized extended co-feeding).

3) erkei neriantis borelijos iSlieka sekancioje gyvenimo stadijoje — tai transtadijinis

perdavimo budas.
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4) labai retais atvejais borelijos gali migruoti i suaugusios patelés ovarijas ir biiti
perduodamos transovariniu biidu (Tsao, 2009, Humair, Gern, 2000, Derdakova, Lencakova,
2005, Alekseev, Dubinina, 2002).

Kadangi toje pacioje teritorijoje gali cirkuliuoti kelios B. burgdorferi s.l. riisys, erkése
aptinkama misri, keliy riiSiy infekcija. Misri infekcija pasitaiko re€iau nei uzsikrétimas viena
risimi (Rauter, Hartung, 2005). Misri infekcija 1§ keliy B. burgdorferi s.l. ruSiy buvo aptikta
erkése, rezervuariniuose Seimininkuose ir pacientuose. Misrios infekcijos paplitimas erkése
skirtinguose geografiniuose regionuose varijuoja nuo 5 iki 40 procenty (Wang ir kt., 1999). 1.
ricinus erkése buvo aptiktos dviejy, trijy borelijy genomorusiy skirtingos misrios infekcijos
kombinacijos. Daugumoje atveju tai buvo B. garinii ir B. valaisiana, maziau B. garinii ir B.
afzelii. Kelias borelijy rasis erkés jgauna besimaitindamos keliomis riiSimis infekuoto
Seimininko krauju arba skirtingais genotipais jos pasikeicia tarpusavyje besimaitindamos greta
(co-feeding). Jeigu iksodinés erkés islaiko borelijas vykstant vystymosi stadiju kaitai,
skirtingos boreliju riiSys gali bti igyjamos keliu mety bégyje 1§ skirtingy Seimininky. Misri
infekcija dazniausiai nustatoma PGR metodu. Kultivavimo metodu tokia infekcija nustatyti

sunkiau, kadangi viena riiSis gali nustelbti kita (Piesman, Gern, 2004).

1.2.4. Vektoriaus B. burgdorferi s.l. perdavimas Seimininkui

Anks$¢iau buvo manoma, jog spirochetos perduodamos erkei atryjant ar tuStinantis
(Schwan, Piesman, 2002). Dabar Zinoma, jog B. burgdorferi s.l. stuburiniui Seimininkui yra
perduodama erkés maitinimosi metu, jos seiliy pagalba. Daugumoje alkany /. ricinus nimfy ir
suaugeliy erkiy, spirochetos randamos viduringje Zarnoje (Piesman, Gern, 2004, Gray, 1998,
Schwan, Piesman, 2002). Erkei pradedant maitintis plonoji Zarna pripildoma krauju ir borelijos
ima dalintis (Barbour, 1998, Schwan, Piesman, 2002). Erkei maitinantis, borelijos per Zarnos
sienele¢ migruoja 1 hemoceli bei pasiekia jos seiliy liaukas, 1§ kuriy seiliy pagalba pasiekia
Seimininka (Humair, Gern, 2000, Barbour, 1998, Gray, 2001). Prisikabinusi erke iSskiria
kraujagysles ple€ianc¢ius mediatorius ir imunomoduliatorius, kurie sukelia kraujopladi ir
palengvina sukéléjo perdavima (Derdakova, Lenc¢akova, 2005, Gray, 2001).

Siaurés Amerikoje efektyviausias B. burgdorferi s.s. perdavimas 1. scapularis erkiy
prasideda tik po 48 valandy (Tsao, 2009, Piesman, Gern, 2004, Derdakova, Lencakova, 2005).
Europoje vidutiniSkai pra¢jus 24 valandoms po erkés prisisiurbimo, taciau bandymuose
gaunami skirtingi rezultatai, kas rodo esant skirtingg ivairiy Borrelia ruSiy judéjima /. ricinus

erkése (Derdakova, Lencakova, 2005). Taip pat mikroskopiniai alkany /. ricinus erkiy tyrimai
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rodo, jog spirochetos gali buti seiliy liaukose dar pries prisisiurbima. Tais atvejais sukéléjas
perduodamas daug greiciau (Piesman, Gern, 2004).

Patekusi | zinduolio audinius, ji kurj laika iSbtina prisisiurbimo vietoje, bei migruoja i
kitas gyviino organy sistemas (Humair, Gern, 2000, Derdakova, Lencakova, 2005).
Stuburiniuose zinduoliuose borelijos tirtos ivairiuose organuose: odoje, kraujyje, sanariuose,

bluznyje, Sirdyje, kepenyse, Slapimo pusléje, inkstuose, nervy sistemoje (Humair, Gern, 2000).

1.3. Rezervuariniai Seimininkai

IS visy pagrindiniy B. burgdorferi s.l. vektoriu, I. ricinus parazituoja didziausia stuburiniy
gyviiny rata, daugiau nei 300 stuburiniy raiSiy. (Piesman, Gern, 2004, Derdakova, Lencakova,
2005) Tai yra daZniausiai zmogy parazituojanti erke. . ricinus parazituoja ypatingai platy
gyviny spektra, nuo smulkiyjy, iki stambiyjy zinduoliy, pauksciy, driezy. Iki Siol keletas ju
patvirtinti kaip rezervuariniai B. burgdorferi s.1. Seimininkai (Piesman, Gern, 2004).

Reikty atskirti gyviiny raisis, kurios yra tik erkiy Seimininkai (t.y. erkés maitinasi juy
krauju, taciau juose retai arba visiSkai nerandamos B. burgdorferi s.l. bakterijos) ir tikruosius
rezervuarinius Seimininkus, kurie neSioja borelijas, bei kuriy pagalba didzioji dalis erkiy
nesubrendusiose gyvenimo stadijose igyja B. burgdorferi s.1. spirocheta (Piesman, Gern, 2004).

Rezervuarinis Seimininkas turi: (i) buiti pakankamai daznai parazituojamas erkiy-vektoriy,
(11) 1gyti sukeéléja 1§ ji parazituojancios erkés, (iii) leisti sukéléjui pasidauginti bei iSlikti
audiniuose ilgesni laika, (iv) perduoti sukeléja kitai parazituojanciai erkei (Tsao, 2009).

B. burgdorferi s.l. nustatymas Seimininko audiniuose rodo jo imluma infekcijai, taciau tai
nerodo, jog jis yra rezervuarinis Seimininkas. Jis turi efektyviai perduoti sukéléja
besimaitinanciai erkei. Gerais rezervuariniais Seimininkais yra laikomos gyviny riasys, kurios
lgijusios sukel¢ja sugeba ji iSlaikyti ilga laika, bei tarnauja kaip infekcijos Saltinis
parazituojan¢ioms erkéms-vektoriams (Humair, Gern, 2000, Derdakova, Lencakova, 2005).
Smulkieji grauzikai apkrésti erkiy iSlaiko spirochetas Ziemos metu iki pavasario, kai erkes vél
suaktyveja (Humair, Gern, 2000).

Skirtingos Borrelia burgdorferi s.l. rusSys cirkuliuoja skirtinguose rezervuariniuose
Seimininkuose. Taip pat netgi tas pats erkés Seimininkas gali perduoti skirtingas B. burgdorferi
s.l. riisis skirtingu efektyvumu (Humair, Gern, 2000, Wang ir kt., 1999).

Apodemus ir Myodes genties grauzikuose dazniausiai randama B. afzelii, Zymiai reciau B.
burgdorferi s.s.. B. burgdorferi s.s. cirkuliuoja ir pauks¢iy pagalba. B. garinii siejama su

pauksciais, bei retais atvejais B. garinii Osp 4 serotipas (B. bavariensis sp. nov. (Margos ir kt.,
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2009)) aptinkamas grauzikuose. B. valaisiana aptinkama iSimtinai tik pauks$ciuose (Margos ir
kt., 2009, Humair, Gern, 2000, Piesman, Gern, 2004). Todél skirtingu B. burgdorferi s.l. rusiu
paplitimas erkiy populiacijose priklauso nuo rezervuariniy Seimininky tose vietovése jvairovés
ir tankumo (Humair, Gern, 2000).

ISkelta hipotezé, jog tokia skirtinguy B. burgdorferi s.1. genotipy asociacija su skirtingais
rezervuariniais Seimininkais Europoje susijusi su pastaryju kraujo serumo komplementu. Tam
tikro Seimininko komplementas gali lizuoti skirtingas borelijy rtsis, priklausomai nuo to, ar jos
jam jautrios, ar atsparios. (Piesman, Gern, 2004, Derdakova, Lencakova, 2005, Humair, Gern,
2000) Pagal $ia teorija, B. afzelii, B. bavariensis sp. nov., B. japonica ir B. bisettii yra atsparios
grauziky komplementui, ir dél Sios priezasties grauzikai yra Siy raSiy rezervuariniai
Seimininkai. B.garinii ir B. valaisiana atsparios pauk$¢iy komplementui. B. burgdorferi s.s.
atsparus tiek pauks¢iy, tiek grauziky komplementui, todél gali uzkrésti abi grupes. Seimininko
komplementas taip pat gali lizuoti borelijas, kurios jau yra erkés vidurinéje Zzarnoje. Elniy
serumas sunaikina visas B. burgdorferi s.]. rusis, kas sutampa su jo kaip netinkamo

rezervuarinio Seimininko statusu (Derdakova, Lencakova, 2005).

1.3.1. Borelijy iSsilaikymas rezervuariniuose Seimininkuose

Tai priklauso nuo rezervuariniy Seimininky gimstamumo ir mirStamumo santykio
populiacijoje. Taip pat Laimo ligos sukéel¢jas patekes 1 stuburinio gyviino kiing turi jame
iSgyventi kol bus perduotas kitai erkei t.y. iSvengti gyviino imuninio atsako (Tsao, 2009).

Erkei maitinantis spirochetos lokalizuojasi prisisiurbimo vietoje (3 pav.). Véliau patenka i
kraujotakos sistema, bei galiausiai iSplinta jvairiuose organuose (sanariuose, sausgyslése,
Sirdyje, Slapimo pisléje). Manoma, jog borelijos iSlieka Siy organy tarplastelinéje medZziagoje,
taip iSvengdamos Seimininko imuninio atsako kol ateina galimybé biti perduotoms erkei.
Prisisiurbus kitai erkei, borelijos telkiasi jos maitinimosi vietoje. Didesnis bakterijy kiekis
lemia efektyvesni perdavima. Manoma, jog link erkés prisisiurbimo vietos spirochetos juda
chemotaksio déka. In vitro parodyta, jog erkés seilés B. burgdorferi s.l. veikia kaip atraktantas

(Tsao 2009).
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1) Spirochetu patekimas

i erkés maitinimosi vieta

z) Ankstyva infelkcija.
Spirochetos isplinta odoje.

3) ISplitimas.

Spirochetos patenka i krauja

4) Vélyva infekcija.
Spirochetos patenka i vidaus

organus.

51 Perdavimas erkei.
Spirochetos migruoja i erkes

rmaitinimosi vietg

3 pav. B. burgdorferi s.l. i$plitimas stuburinio gyviino audiniuose (Pagal Tsao, 2009).

1.3.2. Rezervuarinio Seimininko nustatymo budai

Rezervuarinio Seimininko statusas gali biti patvirtinamas keliais biidais. Pats
vertingiausias metodas yra gyvino ksenodiagnostiniai tyrimai su neinfekuotomis erkémis.
Infekuotas gyvinas apkrec¢iamas laboratorijoje iSsiritusiomis lervinés stadijos erkémis. Jeigu
naujai iSsinérusiose nimfos stadijos erkése randamas sukéléjas, gyviinas pripaZistamas kaip
rezervuarinis. Tokiu bidu galima nustatyti, kokias B. burgdorferi s.l. rusis gyviinas perduoda.
Taciau Sis metodas ne visada jvykdomas, kadangi ne visus gyvinus jmanoma laikyti
laboratorinémis salygomis (Humair, Gern, 2000, Derdakova, Len¢akova, 2005).

Kaip alternatyvus metodas gali buti erkiy, kurios parazitavo laukinius gyvinus
natiiralioje gamtoje iStyrimas. Tyrimo vietovéje palyginamas nurinkty nuo gyviino ir nuo
augmenijos erkiy uzsikrétimo lygis. Jei nurinkty nuo Seimininko erkiy uZsikrétimas didesnis
nei nuo augmenijos, vadinasi gyviinas dalyvauja sukéléjo cikle. Tacdiau tokiu metodu sunku
atskirti, ar erké uzsikrété tiesiogiai nuo Seimininko, ar taip ivyko, kadangi kelios erkés
maitinosi greta. Vis dél to Sis metodas plaiai naudojamas tiriant {vairias stuburiniy riiSis
(Humair, Gern, 2000, Derdakova, Lencakova, 2005).

Taip pat galima tirti iksodines erkes surinktas nuo augmenijos, ir molekuliniais metodais
nustatyti, koki stuburini Seimininka uzsikrétusi erké parazitavo pries tai buvusioje vystymosi

stadijoje (Derdakova, Lencakova, 2005).
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1.3.3. Rezervuariniai Seimininkai Europoje

Europoje gerais B. burgdorferi s.l. rezervuariniais Seimininkais laikomos 9 smulkiyju
zinduoliy, 7 vidutinio dydzio zZinduoliy ir 16 pauksciu rasiu (Derdakova, Lenc¢akova 2005).

Enzootiniame cikle dalyvaujancios /. ricinus lervos ir nimfos dazniausiai parazituoja
smulkiuosius zinduolius, todél iki Siol tai yra labiausiai tyrinéjama gyviny grupé. Ypatingai
Apodemus sylvaticus, Apodemus flavicollis, Apodemus agrarius, Myodes glareolus. Maziau
tyrinétas kity grauziky grupiy - Microtus agrestris, Glis glis, Rattus norvegicus, Rattus rattus -
vaidmuo B. burgdorferi s.l. cikle. IS vabzdziaédziy Neromys fodiens, Sorex minutus, Sorex
araneus B. burgdorferi s.l. buvo rasta paciuose gyvinuose arba nuo ju nurinktose erkése.
Aptiktas didelis erkiy, nurinkty nuo Sciurus vulgaris, Sciurus carolinensis uzsikrétimas
spirochetomis. Erinaceus europaeus taip pat perduoda sukéléja I hexagonus erkéms. Lepus
europaeus, Lepus timidus ypatingai dideli vaidmenj atlicka salose, kur yra vieninteliai
sausumos zinduoliy atstovai (Piesman, Gern, 2004).

Vulpes vulpes néra geras rezervuarinis Seimininkas, kadangi nepaisant to, jog spirochetos
aptinkamos paciame gyvine, jos sunkiai perduodamos besimaitinanciai erkei (Piesman, Gern,
2004).

Ne visi erkiy Seimininkai yra rezervuariniai B. burgdorferi s.l. Seimininkai (Ostfeld,
Keesing, 2000). Stambieji zinduoliai, tokie kaip Capreolus capreolus, Cervus elaphus, Cervus
nipon yesoensis, Alces alces, Dama dama, Bos taurus, Ovis ovis, laikomi netinkamais
rezervuariniais $eimininkais. Sie Seimininkai gali sumazinti borelijomis uZzsikrétusiy erkiu
populiacija. Taip pat net netinkami Seimininkai gali dalyvauti B. burgdorferi s.l. cirkuliavime
jeigu erkés maitinasi greta (co-feeding) (Humair, Gern, 2000, Derdakova, Lenc¢akova, 2005,
Piesman, Gern, 2004, Tsao, 2009). Tokiu btidu DidZiojoje Britanijoje prie enzootinio ciklo
prisideda avys (Piesman, Gern, 2004).

Pauksciai ne tik gerai perduoda borelijas besimaitinan¢ioms erkéms, bet ir prisideda prie
B. burgdorferi s.1. plitimo ju migracijos keliuose (Derdakova, Lenc¢akova, 2005, Humair, Gern,

2000).
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1.3.4. Biojvairovés svarba Laimo ligos ekologijai

Esant dideliai Seimininky jvairovei, erkés savo gyvenamojoje vietoje gali buti keliu
sukéléju pernes¢jais. Infekcijos paplitimas priklauso ne tik nuo erkiy gausos, bet ir nuo
Seimininky bendrijos sudéties (Schauber, Ostfeld, 2002).

Naujausi ekologiniai tyrimai teigia, kad bioivairové gali biti ypac¢ svarbi didinant ir
mazinant zoonotiniy ligy plitima (Giardina ir kt., 2000). Seimininky bendrijose, kurios riisiy
prasme skurdzios, gali biiti didelis procentas tinkamy rezervuariniy Seimininky, salygojanciy
dideli uzsikrétima sukelgjais (Ostfeld, Keesing, 2000), tuo tarpu bendrijose, kurios yra
turtingos netinkamais sukel¢jo perdavimui Seimininkais, budingas infekcijos silpninimo efektas
(Giardina ir kt., 2000). Todé¢l didinant Seimininky jvairov¢ atitinkamai turéty mazeéti infekcijos
paplitimas erkiy populiacijose (Sinski ir kt., 2006).

Kadangi I. ricinus erkés néra iSrankios Seimininkams, tikimybé, kad ji parazituos tam
tikros rasies individa priklauso nuo tos rusies proporcijos visoje Seimininky bendrijoje.
Didesnis nedalyvaujanciu B. burgdorferi s.l. cikle Seimininky procentas mazina I. ricinus
nimfy galimybe kontaktuoti su rezervuariniais Seimininkais. Taip sumazinamas rezervuariniy
Seimininky galimybg uzsikrésti sukéléju. (Ostfeld, Keesing, 2000).

Europos Salyse egzistuoja gyviiny bendrijos su keliais tinkamais rezervuariniais
Seimininkais. Tokiu atveju ligos pasireiskimas iSlicka stabilus, net jeigu rezervuariniy
Seimininky populiacijos svyruoja. Pvz., pelénai (Myodes sp.), pelés (Apodemus sp.) ir voverés
(Sciurus sp.) yra tinkami rezervuariniai Seimininkai ir vieno i$ ju populiacijos sumazéjimas
turés mazai arba visai neturés jtakos, nes enzootinis ciklas bus palaikomas kity Seimininky
(Ostfeld, Keesing, 2000). Grauziky populiacijoms biidingi dideli svyravimai (Giardina ir kt.,
2000) skirtingose vietovése ir skirtingais metais (Schauber, Ostfeld, 2002) susij¢ su maisto
iStekliais (pvz., giliy kiekio) ir pléSruny gausa (Giardina ir kt., 2000). Konkuruojanciy ar
grauzikus medZiojanciy rusiy papildymas sumaZinty grauziky kiekj ir tuo paciu padidinty ligos
sukéléjo plitimui netinkamy riisiy kiekj. Siuo metu yra per mazai informacijos, kad biity galima
prognozuoti kaip alternatyviy Seimininky gausa galéty sumaZinti rizika rezervuariniams

Seimininkams uzsikrésti Laimo ligos spirocheta. (Schmidt, Ostfeld, 2001).
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1.3.5. Grauzikai — pagrindiniai B. burgdorferi s.l. rezervuariniai Seimininkai

Grauzikai tikriausiai yra didesnés dalies erkiu Seimininkai nei bet kurie kiti gyviinai.
Daugiau nei 50% iksodiniy nesubrendusios vystymosi stadijos erkiy bei kelios Ixodes genties
rusys suaugusios erkés stadijoje maitinasi biitent ant grauziky (Hillyard, 1996).
ligos sukéléjo populiacijas (Schmidt, Ostfeld, 2001) Grauzikai gali perduoti B. burgdorferi s.l.
nuo 7 iki 40 ménesiy (Stefancikova ir kt., 2004), taigi gali i§laikyti borelijas ir Ziemos metu
(Pawelczyk, Sinski, 2000). Atskiros grauziky risys gali skirtis sugeb¢jimu igyti, iSlaukyti ir
perduoti Laimo ligos spirocheta (Sinski ir kt., 2006).

Erkiy lervos ir nimfos i enzootini cikla itraukiamos joms uZzsikreCiant B. burgdorferi s.l.
maitinimosi ant savo Seimininko metu. Smulkieji Zinduoliai yra dazni Siy vystymosi stadijuy
Seimininkai ir yra iki iol neabejotinai pla¢iausiai Europoje ir Siaurés Amerikoje tyrin¢jama
erkiy Seimininky grupé (Piesman, Gern, 2004).

Ankstesni tyrimai parodé, jog Centringje Europoje B. burgdorferi s.l. palaikomas
smulkiyjy zinduoliu, ypa& 4. flavicollis ir M. glareolus populiaciju. Sie grauzikai tarnauja kaip
Laimo ligos rezervuaras, ir kadangi ju santykinis populiacijos tankumas kinta, tai turi itakos ju
uzsikrétimui erkémis ir erkiy perduodamy ligy dinamikoms. Net Seimininky rasys, kurios
gyvena tame paciame areale, tokios kaip A. flavicollis ir M. glareolus, gali gana skirtis
uzsikrétimu erkémis. Kiti faktoriai, tokie kaip grauziky amziné struktiira ir lytis taip pat jtakoja
uzsikrétima erkémis skirtingu mety laiku (Sinski ir kt., 2006).

Lietuvoje paplitusi geltonkaklé pelé priklauso nominaliniam portsSiui Apodemus f.
flavicollis. Aptinkama visoje teritorijoje. Pagal gausuma tarp miSkuose gyvenanciy grauziky
uzima antra vieta, o kai kuriuose biotopuose yra dominuojanti. Veikli iStisus metus, bet
aktyvumas sezoniSkai kinta: pavasar] pamazu didéja, vasara btina didZiausias, rudenj mazéja.
Ziema maziausiai aktyvi. Bégioja paprastai naktj, kartais — ir diena. Geltonkakles peles
parazituoja 14 rusiy erkiy. Lietuvoje ant Muridae Seimos atstovy daZniausiai aptinkamos erkés
— Ixodes ricinus, 1. laguri, I trianguliceps, Laelaps agilis, FEulaelaps stabularis,
Haemogamasus nidi, Haemolaelaps glasgowi, Histionyssus isabelinus ir kt. (Lietuvos fauna,
1998).

Lietuvoje gyvenantis rudasis pelénas priklauso Myodes glareolus suecicus porisiui.
Lietuvoje aptinkamas beveik visuose miSkuose, dominuojanti peliniy grauziky rusis. Gana
séslus. Veiklus iStisus metus. Aktyvesnis naktj ir ryta, bet bégioja ir diena (Lietuvos fauna,

1998). M. glareolus biidingi tiek metiniai populiacijos svyravimai, tiek svyravimai tarp mety
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(kas 3-5 metai juy gerokai pagauséja). Metiniai svyravimai pasireiskia populiacijos sumazé¢jimu
ziemos pabaigoje ir pavasario pradzioje, kadangi ziemos laikotarpiu M. glareolus individai
paprastai yra reprodukciskai neaktyviis (Gipps 1985m). Ruduosius pelénus parazituoja 17 risiuy
erkés. Lietuvoje Cricetidae Seima parazituojancios erkés — Laelaps agilis, L. pawlowskyi,
Eulaelaps stabularis, Hyperlaelaps arvalis, Haemogamasus nidi, Hirstionyssus isabelinus,

Poecilochirus necrophori, I. ricinus ir kt. (Lietuvos fauna, 1998)

1.4. B. burgdorferi s.l. tyrimo metodai

Laboratorin¢je diagnostikoje Laimo ligos nustatymui naudojami keturi analizés budai:
kultivavimas, mikroskopin¢ analizeé, B. burgdorferi s.I. DNR ar baltymy nustatymas (Aguero-
Rosenfeld ir kt. 2005).

Borrelia  kultivuojamos ~ Barbous-Stonner-Kely (BSK) terpéje su  keliomis
modifikacijomis (Krupka ir kt., 2007, Wilske ir kt., 2007). BSK kultivavimo privalumas yra
tas, kad gaunamos aktyvios spirochetos, o tai rodo, jog infekcija vyksta esamu laiku (Humair,
Gern, 2000). Kultivavimo metodas naudojamas kai tyrin¢jama sukeéléjo struktiira, molekulinés,
antigenetings, patogeninés savybés (Aguero-Rosenfeld ir kt., 2005). Taciau Borrelia
burgdorferi s.1. bakterijos yra sunkiai ir ilgai auginamos. (Humair, Gern, 2000, Wilske ir kt.,
2007).

B. burgdorferi s.]. tyrimai mikroskopijos metodais: gyvi mikroorganizmai matomi
tamsaus lauko (dark-field) ar faziy kontrasto (phase-contrast) mikroskopijos pagalba. Taip pat
Sviesos mikroskopu, jei dazomi sidabro dazais, arba fluorescentiniais mikroskopiniais metodais
(Aguero-Rosenfeld ir kt., 2005).

PGR metodas yra labai jautrus. Galima aptikti nuo 1-10 spirochety (Humair, Gern,
2000). Didziausi uzsikrétimo B.burgdorferi s.1. lygiai Europoje buvo uzfiksuoti naudojant PGR
metoda (Rauter, Hartung, 2005). PGR rezultatai gali buti kokybiniai (naudojamos standartiné
ar lizdiné PGR) arba kiekybiné (naudojamos konkurenciné (competitive) ar tikro-laiko PGR).
Kiekvienas i§ Siy metody turi privalumy ir trikumy. Laboratorinéje B. burgdorferi s.l.
diagnostikoje dazniausiai pakanka kokybinés PGR. PGR efektyvumas priklauso nuo keliy
faktoriy. Svarbiausi yra tinkamos DNR sekos-taikinio ir pradmeny pasirinkimas. DaZniausiai
naudojami chromosomoje esantys 16S rRNR, 23S rRNR genai, 5S-23S rRNR tarpgentinis
tarpiklis, flaB, recA, p66, bei plazmidéje esantys ospA (Aguero-Rosenfeld ir kt., 2005) ir ospB
(Wilske ir kt. 2007). Realaus laiko ir dauginé PGR naudojamos patogeniniy B. burgdorferi s.l.

rusiy nustatymui. PGR yra labai jautrus metodas, taCiau tyrimo rezultatai priklauso ir nuo
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pasirinkto analizei audinio/organo (Aguero-Rosenfeld ir kt., 2005, Wilske ir kt., 2007).
Trukumas, kad aptinkama tiek gyvybingy, tiek neaktyviy bakterijuy DNR. Todé¢l medicininéje
diagnostikoje nerodo tikrosios ligos stadijos (Humair, Gern, 2000).

Medicininéje diagnostikoje Laimo ligos nustatymui pacientuose naudojami imunologiniai
metodai: IFA, FIAX, ELISA, ELFA. Analizei pasirenkami OspC, FlaA, FlaB, BmpA antigenai

(Aguero-Rosenfeld ir kt., 2005). Kultivavimas ir PGR analizé atlickama tik jei imunologiniai

1.5. PGR reakcijos apraSymas

Polimeraziné grandininé reakcija pirma karta apraSyta 1985 metais R. K. Saiki ir kolegy
vadovaujant K. Mullisui. Tai yra greitas, jautrus, specifiSkas ir lankstus fermentinis in vitro
metodas naudojamas genominés DNR ar kDNR fragmento pagausinimui (Jurgelevicius, 1999).

Pirma PGR analiz¢, kur B. burgdorferi s.l. nustatymui buvo naudotas chromosomoje
koduojamas genas, paskelbta 1989 metais. Dabar sukurta ypatingai daug Sio sukéléjo analizés
PGR metodu varijanty. PGR analizé¢ naudojama 1) ligos diagnostikoje, 2) molekuliniame rtisiy
iSskyrime (identifikacijoje), 3) miSrios B. burgdorferi s.l. bei kity erkiy platinamy sukéléjy
infekcijos nustatymui (Aguero-Rosenfeld ir kt., 2005).

Standartinés PGR reakcijos cikla sudaro trys etapai:

1. DNR denattiravimas. Dvigrandé DNR atskiriama, kad galéty tapti PGR matrica.
Pradinis denatiiravimas trunka 3-5 min. inkubuojant 92-96°C temperatiiroje kadangi tenka
denatiiruoti didelius dvigrandés DNR fragmentus. Vélesniuose cikluose dvigrandé DNR
denattiruodama inkubuojant 0,5-2 min.

2. Pradmeny prijungimas. Specifiné¢ oligonukleotidiniy pradmeny pora, kuri yra
komplementari jréminan¢ioms norima amplifikuoti DNR fragmenta nukleotidy sekoms,
sumazinus temperatiira prisijungia prie matricinés DNR grandiniy. Reakcija vyksta 37-68°C
intervale priklausomai nuo pradmens nukleotidu sekos. Optimali pradmens prisijungimo
temperattira priklauso nuo duplekso lydimosi temperatiiros, reakcijos miSinio sudéties, etapo
trukmes.

3. Komplementarios DNR  grandinés  sintezé  (pradmens  pratgsimas).
Komplementarios amplifikuojamo DNR fragmento grandinés sintezé vyksta 5° — 3’ kryptimi.
Terpés temperatiira parenkama optimali naudojamai DNR polimerazei. Tag polimerazes atveju
komplementarios DNR grandinés sintezé¢ vyksta 70-75°C (daZniausiai 72°C) temperatiiroje.

Vidutiniskai $is etapas trunka 0,5-2 min.
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Pasibaigus paskutiniam DNR sintezés ciklui, méginiai papildomai inkubuojami 5-15
min., kad 7ag polimerazé uzpildyty likusius viengrandzius amplifikuoto produkto galus

(Jurgelevicius, 1999).

1.6. B. burgdorferi s.l. prevencija

Paprastai Laimo liga lengvai pasiduoda gydimui, taciau gydimas brangus. Taip pat liga
gali iSsivystyti 1 1éting forma. Todél ieSkomos prevencijos priemones (Tsao, 2009).

Sukurti efektyviis akaricidai, taciau jie brangis bei ne visada pasiteisina natiiraliomis
gamtos salygomis tod¢l néra placiai taikomi praktikoje. Taip pat sukurti repelentai nuo erkiy
briedziams ir grauzikams, taiau ir jie kol kas néra placiai taikomi (Tsao, 2009). Nespecifiniy
pesticidy naudojimas ar erkéms bei Seimininkams tinkamy biotopy naikinimas sukelia
neprognozuojamas ekologines pasekmes. Be to, erkiy ir Seimininky naikinimo programomis
retai pasisekdavo likviduoti liga (Schmidt, Ostfeld, 2001).

JAV vakcina Zzmonéms sukurta 1998 metais, OspA rekombinantinio baltymo pagrindu.
Taciau po keturiy mety, esant mazai paklausai, ji buvo iSimta i$ rinkos. Europoje pagrindiné
kliutis efektyvios vakcinos kurimui yra didelis B. burgdorferi s.l. komplekso vidinis
heterogeniskumas (Derdakova, Lencakova, 2005), lemiantis skirtinga OspA ekspresija. Nors
Europoje buvo sukurta zmogui tinkama vakcina pries B. afzelii, B. burgdorferi s.s. ir B. garinii
turinti kelis OspA antigenus, kuri laboratorinémis salygomis efektyviai veiké pelése, po JAV
vakcinos iS§émimo tolesni darbai buvo nutraukti (Piesman, Gern, 2004).

Pastaraisiais metais spar€iai daugéjant Laimo ligos susirgimy, tikétina, jog Zmogui
tinkamos vakcinos paklausa galiausiai iSaugs. Taip pat bandoma sukurti efektyvia vakcina
laukiniams gyviinams, kuri padéty valdyti ligos protrukius endeminése vietovése (Tsao, 2009).

B.  burgdorferi s.. tyrimai sukéléja platinanciose erkése ir rezervuariniuose
Seimininkuose, kaip ir tikslus B. burgdorferi s.l. genotipy nustatymas padéty suprasti Sios ligos
ekologija, epidemiologija ir nustatyti efektyvias prevencijos priemones (Derdakova,

Lencakova, 2005).
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2. TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI

Tyrimams pasirinktas fragmentuoto miSraus lapuociy — spygliuo¢iy misko su tankiu
pomiskiu biotopas. Ankstesniuose tyrimuose nustatyta, jog tokiame biotope yra didelis erkiy
gausumas (Ambrasien¢ 2007). Tanki lapy laja apsaugo erkes nuo saulés spinduliy, o lapy
nuokritos paklotéje sukuria drégna mikroaplinka, kuri yra ypatingai svarbi erkiy iSgyvenimui.
Tokiame biotope gausiai gyvena ir dvi dazniausios Lietuvos grauziky rusys geltonkaklé pelé
(Apodemus flavicollis) ir rudasis pelénas (Myodes glareolus) (Lietuvos fauna, 1998). Zinoma,
jog enzootinis B. burgdorferi s.l. ciklas vyksta esant tampriam kontaktui tarp vektoriaus ir
stuburinio gyvino. Kadangi fragmentuotame miSraus misko kraStovaizdyje yra didelis erkiy
bei erkiy Seimininky gausumas, jie tampa Laimo ligos sukél¢jo dauginimosi ir plitimo
zZidiniais.

Grauzikai gaudyti 33 naktis penkiose viena nuo kitos nutolusiose vietovése (2.1 lentele).
Tose paciose vietose nuo augmenijos rinktos /. ricinus lervinés ir nimfos vystymosi stadijos

erkés.

2.1 lentelé. Tyrimo medziagos rinkimo vietos ir laikas.

Rajonas koordinatés gaudymo periodas  nakty sk.
Utena 55°29'N 25°39'E 2009 0526 - 07 02 13
Joniskis 56°14'N 23°40'E 2009 06 20 - 06 26 7
Lazdijai 54°14'N 23°33'E 20090707 -07 11 5
Kédainiai 55°19'N 23°59'E 2009 07 20 - 07 23 4
Jurbarkas 55°04'N 22°30'E 200908 11 - 08 14 4

2.1. Grauziky gaudymas, juos parazitavusiy erkiy nurinkimas bei fiksavimas

Grauzikai gaudomi naktimis, kadangi tuo metu jie yra labiausiai aktyviis. Tyrime naudota
80 gyvagaudziy spasty. Spastai sudedami 4 eilémis po 20 iSlaikant 5 metry atstuma tarp ju
(Hanincova, 2003). Spastai uZtaisomi vakare 19 — 21 val., jaukui naudojant aliejuje mirkyta
duonos gabaliuka, surenkami ryte (kuo anksciau), paprastai 8 — 10 val. Sugautas grauZikas
pasveriamas, pagal iSorinius morfologinius poZymius nustatoma rusis (Lietuvos fauna, 1998) ir
lytis. Grauziko kailiukas detaliai apzitirimas, ypa¢ apie ausis, snukuti, priekines letenéles. Su
pincetu iStrauktos gyviing parazitavusios erkés {dedamos | 1,5 ml meégintuvélj su 70% etanolio
tirpalu. Nukerpama grauziko ausis taip pat patalpinama i 1,5 ml mégintuvélj su 70% etanolio

tirpalu. Surinkti pavyzdziai koduojami nurodant rajona, kuriame sugautas grauzikas, grauziko
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eilini numeri, ir grauziko sugavimo data. Surinkta medziaga iki tyrimy saugoma +4°C

temperattiroje.

2.2. Grauziko amziaus nustatymas

Pagal svori grauzikai suskirstyti i amziaus grupes — juvenile (jaunikliai), subadult
(subrendg, bet dar nesiveisiantys) ir adult (suauge ir besiveisiantys). M. glareolus jaunikliy
grupei priskiriami individai sveriantys < 15 g (iki 1,5 mén.), subrendusiy grupei 15-19,5 g (1,5-
2,5 mén.), suaugusiuy grupei > 19,5 g (2,5 mén. ir daugiau). A. flavicollis jaunikliy grupei
priskiriami individai sveriantys < 20 g (iki 3,5 mén.), subrendusiy 20-30 g (3,5-7 mén.),
sveriantys > 30 g (7 mén. ir daugiau) priskirti suaugusiy grupei (Sinski ir kt., 2006).

2.2 lentelé. Tyrimo vietovése sugauti grauzikai ir juos parazitavusios Ixodes genties erkés.

Rajonas  sugauti grauzikai sugauty Ixodes ricinus Ixodes trianguliceps
individy sk.  lervy sk. nimfy sk.  lervy sk. nimfy sk.
Utena Myodes glareolus 42 1209 54
Apodemus flavicollis 16 813 50
viso 58 2022 104
Joniskis  Mpyodes glareolus 42 1868 35
Apodemus flavicollis 14 1783 52
Apodemus agrarius 1
viso 57 3651 87
Lazdijai  Myodes glareolus 47 408 28 1
Apodemus flavicollis 19 125 13 11 1
viso 66 533 41 12 1
Kédainiai Myodes glareolus 20 430 38
Apodemus flavicollis 30 1234 196
viso 50 1664 234
Jurbarkas  Myodes glareolus 44 222 2 243 83
Apodemus flavicollis 23 267 8 7 4
Apodemus agrarius 4
viso 71 489 10 250 87
VISO 302 8359 476 262 88

2.3. Aktyviy erkiy surinkimas ir fiksavimas

Ixodes ricinus lervinés ir nimfos vystymosi stadijos erkés nuo augmenijos renkamos
paskuting grauziky gaudymo diena spasty sudéjimo vietose. Erkés renkamos naudojant
»veliavelés™ metoda. Prie medinio strypo pritvirtinamas 1 x 0,5 metro grublétas baltos spalvos

audinys. Véliavéle létai braukiama Zemés pavirSiumi. Kas du metrus patikrinama, ar néra prie



audinio prikibusiy erkiy. Prisikabinusios erkés idedamos i 1,5 ml mégintuvéli su 70% etanolio

tirpalu. Saugomos +4°C temperatiiroje.

2.4. Erkiy rusiy identifikavimas

Nimfos vystymosi stadijoje esancios erkiy riiSys nustatytos remiantis raktu (Hillyard
1996 m.). Lervingje stadijoje erkiuy riisis apibudinti sunku, todé¢l i§ dvieju morfologisSkai
besiskirian¢iy grupiy buvo paimta po 6 Ixodes genties lervas, ir rezultatai patvirtinti PGR
metodu naudojant I ricinus rusiai specifinius IxriF/IxriR pradmenis (Radzijevskaja ir kt.,

2005).

2.5. Molekuliniai tyrimai

2.5.1. DNR i§ grauZiko audiniy skyrimas

Grauziko DNR skiriama 1§ jo vienos ausies audinio. Skyrimas atlieckamas su ‘Genomic
DNA Purification Kit rinkiniu (Fermentas, Lietuva) vadovaujantis gamintojo instrukcijomis su
keliomis modifikacijomis.

Darbo eiga:

1. IS mégintuvélio su 70% etanolio tirpalu iStrauktos grauziko ausys nusausinamos ant
popierinio rankSluos€io. Audinys susmulkinamas steriliomis zirklutémis i1 1,5 ml
meégintuvelp ir uZpilamas 200ul TE buferio. Kiekvienam méginiui instrumentai
sterilinami liepsnoje ir atSaldomi 70% etanolyje.

2. | ta pat; mégintuvel] ipilama 400 pl lizavimo tirpalo (lysis solution) ir valanda
kaitinama 65°C temperatiiroje kas 5 min. Svelniai pavartant.

3. ParuoSiamas 800 pl nusodinimo tirpalas (precipitacion solution) sumaiSant 80 pl 10x
koncentrata su 720 ul bidistiliuoto vandens. Nusodinimo tirpalo koncentratas, jeigu yra
susidariusiy kristaliniy struktiiry, palaikomas 37°C temperatiiroje.

4. 18 termostato iStraukti mégintuvéliai centrifuguojami 3 sekundes ir traukos spintoje
uZpilami 600 pl chloroformo.

5. Meéginiai kelis kartus pavartomi ir centrifuguojami 2 min. 10.000 aps./min. greiciu.

6. VirSutin¢ frakcija perkeliama | paruosta nusodinimo tirpala, pavartoma 2 min., ir 2 min.
centrifuguojama 10.000 aps./min. greic¢iu. ISskirta DNR nuséda ant meégintuvélio

sienelés.
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7.

8.

9.

Nusiurbiamas supernatantas, o i$siskyrusi DNR uzpilama 100 pl 1.2M NacCl ir $velniai
tirpinama.

Pilnai iStirpus DNR, 1 mégintuvélj ipilama 300 pl 96% Salto etanolio ir paliekama bent
10 min. -20°C temperatiiroje.

DNR nusodinama 6 — 7 min. centrifuguojant 10.000 aps./min. grei¢iu. Etanolis i§

meégintuveliy iSpilamas.

10. Mégintuvéliai kaitinami 37°C temperatiiroje, kol nuo sieneliy nugaruoja visas etanolis.

11. [pilama 100 ul bidistiliuoto vandens ir Svelniai tirpinama. DNR laikoma +4°C

1.
2.

temperatiiroje, saugoma -20°C temperatiroje.

2.5.2. DNRi§ erkiy audiniy skyrimas

DNR skiriama naudojant 2,5% amonjako tirpala (Stanczak ir kt., 1999).
Darbo eiga:

ParuosSiamas 2,5% amonjako tirpalas ( 10 ml 25% NH4OH x 90 ml dH,0).

Steriliu pincetu erkés iSimamos i§ mégintuvélio su 70% etanoliu ir dziovinamos 5 min.
kambario temperatiiroje.

Erkés idedamos { 0,5 ml mégintuvelius ir uZpilamos 2,5% amonjako tirpalu.
Neprisisiurbusioms lervinés stadijos erkéms pilama 40 pl, prisisiurbusioms lervoms 50
pl, nimfoms 80 pl amoniako.

Meégintuveliai sandariai uzdaromi ir inkubuojami termostate 25 min. 99°C
temperatiiroje ir centrifuguojami 1 min. 13000aps./min. greiciu.

Meégintuveliai atkemSami ir inkubuojami termostate 15 min. 99°C temperatiiroje kad
i§garuoty visas amonjakas.

Mégintuveliai 18 karto idedami 1 ledo padékla 2 — 3 minutéms. Centrifuguojama 1 min.
13000aps./min. grei¢iu. DNR laikoma +4°C temperatiiroje, saugoma -20°C

temperatliroje.

2.5.3. PGR metodas 1. ricinus identifikavimui.

Ixodes ricinus rusies identifikavimui gausinamas 150 bp 5.8S RNR geno fragmentas.

Naudojami specifiniai IxriR/IxriF pradmenys (Radzijevkaja ir kt., 2005) (2.5 lentel¢) ir 2x

PGR Mix (Fermentas, Lietuva). Reakcija vyksta 12,5 pl tiiryje su 1,5 ul erkés DNR tirpalu (2.2

lentelée).
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2.2 lentelé. Reakcijos misinio reagenty kiekiai.

Reagentai kiekis (ul) vienam
pavyzdziui

2x Mix 6,3

IxriF (10 pM/pl) 0,5

IxriR (10 pM/pl) 0,5

ddH20 3,7

PGR reakcija vyksta pagal 2.6 lenteléje nurodytas salygas. Pagausinti produktai
frakcionuojami 1,5% agarozés gelyje, 0,5xTBE buferyje su etidzio bromido tirpalu.

Elektroforezé vyksta esant 100V jtampai, 100 mA srovei. Rezultatai analizuojami UV Sviesoje.

2.5.4. PGR metodas B. burgdorferi s.l. identifikavimui

Endoparazito B. burgdorferi s.l. nustatymui gausinamas flagelino geno (fla) 276 bp
fragmentas (Picken, 1991 m.) naudojant specifinius FL6/FL7 (Stanczak ir kt., 1999) pradmenis
(2.5 lentel¢). Fragmentas amplifikuojamas 25 pl ttryje (2.3 lentele¢). Jei B. burgdorferi s.l.
nustatynéjama erkése, reakcijoje naudojami 4 pl DNR tirpalo, jei grauzike, reakcijoje

naudojami 4 pl DNR kurios kiekis apie 500 ug.

2.3 lentelé. B. burgdorferi s.l. nustatymui naudojamy reagenty kiekiai.

Reagentai kiekis (ul) vienam
pavyzdZiui

10xPGR buferis 2.5

10 mM dNTP 0,625

FL6 (10 pM/pl) 1,5

FL7 (10 pM/ul) 1,5

Dream Taq polimerazé (5u/pl) 0,2

ddH,0 14,675

PGR reakcija vyksta pagal 2.6 lentel¢je nurodytas salygas. Pagausinti produktai
frakcionuojami 2% agarozés gelyje, 0,5xTBE buferyje su etidZio bromido tirpalu.

Elektroforeze vyksta esant 80V jtampai, 100 mA srovei. Rezultatai analizuojami UV §viesoje.

2.5.5. PGR metodas B. burgdorferi s.l. genotipy identifikavimui

Endoparazito B. burgdorferi s.l. genotipu B. afzelii, B. garinii ir B. burgdorferi s.s

identifikavimui atliekama dauginé PGR (multiplex PGR) reakcija. Gausinami ospA geno

fragmentai. Naudojamos specifiniy pradmeny poros (2.5 lentel¢), amplifikuojancios 189 bp (B.
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afzelii), 345 bp (B. garinii) ir 544 bp (B. burgdorferi s.s.) fragmentus (Ambrasiené ir kt., 2004).
Reakcija vyksta 50l tiiryje su 2.4 lentel¢je nurodytais reagentais, naudojant Sul DNR tirpalo.

2.4 lentelé. B. burgdorferi s.1. genotipy nustatymui naudojamy reagenty kiekiai.

Reagentai kiekis (ul) vienam
pavyzdziui
10xPGR buferis 5
25mM MgCl, 5
10 mM dNTP 1
GI-L (10 pM/pul) 2,8
GI-R (10 pM/pl) 2,8
GII-L (10 pM/pl) 2,8
GII-R (10 pM/pul) 2,8
GIII-L (10 pM/ul) 2,8
GIII-R (10 pM/pl) 2,8
Hot start Taq polimerazé (5u/pl) 0,3
ddH,0 16,9

PGR reakcija vyksta pagal 2.6 lenteléje nurodytas salygas. Pagausinti produktai
frakcionuojami 2% agarozés gelyje, 0,5xTBE buferyje su etidZio bromido tirpalu.
Elektroforezeé vyksta esant 80V jtampai, 100 mA srovei. Fragmenty ilgiai analizuojami UV

Sviesoje.

2.6. Statistiné analizé

Grauziky uzsikrétimas erkémis buvo jvertintas panaudojant parazitologinius indeksus.

Uzsikrétimo erkémis ekstensyvumas (prevalence of infestation) — grauziky,
uzsikrétusiy erkémis procentas imtyje. UZsikrétimo erkémis gausumas (abundance of
infestation) — vidutinis grauZiky uZzsikrétimas erkémis visoje grauziky imtyje (Sinski ir kt.,
2006, Hanincova ir kt., 2003).

Uzsikrétimas B. burgdorferi s.l. ivertinamas kaip procentinis infekcijos paplitimas tarp
erkiy ar grauziky.

Skai¢iavimai atlikti su STATISTIKA 8 ir Microsoft Excel. Rezultaty patikimumas
tikrinamas Pirsono x2 kriterijumi ir Mano-Vitnio-Vilkoksono (Mann-Withney U-Test) rangu

sumy kriterijumi nepriklausomoms imtims.
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2.5 lentelé. Molekuliniuose tyrimuose naudojami oligonukleotidiniai pradmenys.

Tiriamas objektas Pradmeny sekos PGR produkto ilgis (bp) Saltinis

Ixodes ricinus Ixri F: 5' GGA AAT CCC GTC GACG 3' 150 Radzijevskaja ir kt., 2005
Ixri R: 5' CAA ACG CGC CAA CGA AC 3

Borrelia burgdorferi sensu lato FL6: 5' TTC AGG GTC TCA AGCGTCTTGGACT 3 276 Stanczak ir kt., 1999
FL7:5'" GCATTT TCA ATT TTA GCA AGT GATG 3

Borrelia afzelii GIII-L: 5' TAA AGA CAA AAC ATC AAC AGA TGA AATG 3' 189 Demaerschalck ir kt., 1995;
GIII-R: 5' TTC CAA TGT TAC TTT ATC ATT AGC TACTT 3' Ambrasiené ir kt., 2004

Borrelia garinii GII-L: 5' TGA TAA AAA CAA CGG TTC TGG AAC 3' 345 Demaerschalck ir kt., 1995;
GII-R: 5' GTA ACT TTC AAT GTT GTT TTG CCG 3' Ambrasien¢ ir kt., 2004

Borrelia burgdorferi sensu stricto GI-F: 5' AAC AAA GAC GGC AAG TAC GAT CTA ATT 3' 544 Demaerschalck ir kt., 1995;
GI-R: 5' TTA CAG TAA TTG TTA AAG TTG AAG TGC C 3' Ambrasiené ir kt., 2004

2.6 lentelé. Tiriamo objekto DNR gausinimui naudotos PGR programos.
PGR programa Pradinis denatiiravimas Denattiravimas Pradmeny prijungimas Amplifikacija Cikly sk. Papildoma inkubacija
t°C, trukmé t°C, trukmé t°C, trukmé t°C, trukmé t°C, trukmé

L ricinus 94°C, 3min 94°C, 30s 51°C, 30s 72°C, 30s 26 72°C, 3min

B. burgdorferi s.l. 94°C, 1min 94°C, 30s 56°C, 30s 72°C, 1min 40 72°C, 3min

B. afzelii, B. garinii, 95°C, 4min 94°C, 1min 65°C, 1min 72°C, 1min 40 72°C, 7min

B. burgdorferi s.s.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. L ricinus erkiy nuo augmenijos uzsikrétimo B. burgdorferi s.l. tyrimai

Siekiant nustatyti kiekvienos vietovés uzsikrétimo B. burgdorferi s.l. lygi, visuose
tiriamuose rajonuose PGR metodu buvo istirta po 50 nuo augmenijos nurinkty /. ricinus nimfy
(3.1 lentel¢). Kiekviena erké buvo analizuojama atskirai. Tirtuose rajonuose /. ricinus nimfy
uzsikrétimas Laimo ligos spirocheta siekia 20% (50/250). (3.1 pav.). Uzsikrétimo lygis B.
burgdorferi s.l. skirtinguose rajonuose variavo nuo 14% Lazdijy rajone iki 24% Jurbarke.
Europoje nuo augmenijos nurinkty /. ricinus nimfy uzsikrétimo B. burgdorferi s.l. vidurkis
10,8% (nuo 2% iki 43%) (Piesman, Gern, 2004), tod¢l galima teigti, jog Lietuvoje yra gana

aukstas erkiy uzsikrétimo Laimo ligos sukéléju lygis.

B. afzelii
15%

B. garinii
1%

nenustatyta
/ e

neuzsikrétusios
80%

3.1 pav. [ ricinus nimfy uzsikrétimas B. burgdorferi s.l. bei jos genotipais fragmentuoto misraus misko

biotope.

Nustatyta, jog fragmentuotame misraus misSko biotope enzootiniame cikle cirkuliuoja B.
afzelii genotipo bakterijos: 1. ricinus nimfy uZsikrétimas Siuo genotipu sudare 15%. I. ricinus
nimfy uzsikrétimas B. afzelii genotipu atskiruose rajonuose pasiskirsté¢ nevienodai. Maziausias
1 ricinus nimfy uzsikrétimas B. afzelii aptiktas Lazdiju rajone (8%), didziausias Joniskio ir
Kédainiy rajonuose (20% ir 18% atitinkamai). B. garinii genotipas [. ricinus nimfose nuo
augmenijos rastas tik Jurbarko rajone ir sudaré¢ 6% nuo visy toje vietoveje tirty erkiy. B.
burgdorferi s.s. genotipas tirtose erkése nebuvo nustatytas. Ankstesniuose tyrimuose Lietuvos
teritorijoje lapuociy ir misriy misky biotope I. ricinus erkése taip pat dominavo B. afzelii

(Ambrasiené¢ 2007). Nors ankstesniuose darbuose misraus misSko biotope buvo aptikta misri
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keliy B. burgdorferi s.l. genotipy infekcija (Ambrasiené¢ 2007), §io tyrimo metu nei viena B.
afzelii, B. garinii ir B. burgdorferi s.s. genotipy kombinacija /. ricinus nimfose nebuvo rasta.
Taip pat 10 B. burgdorferi s.l. teigiamy méginiy nebuvo priskirti nei vienam i§ trijy tirty
genotipu. Europoje aptiktos septynios B. burgdorferi s.l. kompleksui priklausancios rusys

(Zakovska ir kt., 2008), todél grei¢iausiai $ie méginiai priklauso kitam genotipui.

3.1 lentelé. B. burgdorferi s.1. bei jos genotipy paplitimas /. ricinus nimfose nuo augmenijos.

B.

Rajonas  istirty I ricinus  B. burgdorferis.l. i B. garinii nenustatyta
uzsik

nimfy sk. uzsikrét¢ proc. proc. uzsikréte  proc.

Utena 50 9 18% 6 12% 3

Joniskis 50 11 22% 10 20% 1

Lazdijai 50 7 14% 4 8% 3

Kédainiai 50 11 22% 9 18% 2

Jurbarkas 50 12 24% 8 16% 3 6% 1

Taip pat tyrimo vietose buvo surinktos 1. ricinus lervos. Nuo augmenijos surinkty /.
ricinus lervy uzsikrétimo B. burgdorferi s.1. lygis Europoje svyruoja nuo 0% iki 11% (vidurkis
1,9%) (Piesman, Gern 2004) Tik i$ kiauSiniy déties i$siritusios 1. ricinus lervos B. burgdorferi
s.l. gali buiti igijusios transovariniu buidu, kai spirochetos migruoja i suaugusios patelés ovarijas
ir taip perduodamos erkiy palikuonims (Tsao, 2009, Humair, Gern, 2000, Derdakova,
Lencakova, 2005). Tyrimo metu iSanalizuota 114 Kédainiuose ir Joniskyje nuo augmenijos

surinkty 1. ricinus lervu. 3,5% ju nesiojo grauziky platinama B. afzelii.
J JO & p

3.2. Grauziky uzsikrétimas B. burgdorferi s.l.

IS viso sugauti 302 grauZikai priklausantys 3 ruSims — 195 M. glareolus, 102 A. flavicollis
ir 5 A. agrarius (2.2 lentel¢). Didziausias apsikrétimas Laimo ligos sukéléju nustatytas A.
flavicollis (57%) pelése, mazesnis M. glareolus (42%) pelénuose ir A. agrarius (40%) pelése.
Ankstesniuose tyrimuose Lietuvoje buvo nustatytas mazesnis uZsikrétimo lygis grauZikuose
(Radzijevskaja, 2007), taip pat uzsikrétimas kitaip pasiskirsté tarp tos pacios rusies grauziky:
didziausias M. glareolus (21%) mazesnis A. flavicollis (10,5%) ir maziausias A. agrarius
(6,7%). Skirtinguose rajonuose nustatytas skirtingas A. flavicollis ir M. glareolus uzsikrétimo
Laimo ligos sukéléju lygis. Ankstesniuose tyrimuose, jvykdytuose 2005 — 2006 metais
(Radzijevskaja, 2007), M. glareolus uzsikrétimas svyravo nuo 0% iki 71,4%, A. flavicollis nuo
0% iki 50%. Sio tyrimo metu (2009 metais) nustatyto B. burgdorferi s.l. paplitimas skirtingose
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vietovése M. glareolus tarpe svyravo nuo 34% iki 50%, 4. flavicollis nuo 31,6% iki 71,4% (3.2
pav.). Slovakijoje atlikty tyrimy metu (Hanincova, 2003) nustatytas didesnis A. flavicollis
uzsikrétimas B. burgdorferi s.1. nei M. glarelus (29% ir 18% atitinkamai). Sio tyrimo metu A.
flavicollis didesnis uzsikrétimas B. burgdorferi s.l. nei M. glareolus nustatytas trijuose
rajonuose — Joniskyje, Kédainiuose ir Jurbarke (3.2 pav., 3.2 lentel¢) taCiau statistiSkai

patikimai uZsikrétimas tarp ra$iy skyrési tik Joniskyje (x° testas, p<0,05).

%
2 40
Qo

30 A

20

10 A B A. flavicollis

0+ B M. glareolus
Utena Joniskis Lazdijai Kédainiai Jurbarkas
Rajonas

3.2 pav. Skirtingy grauziky rii$iy uzsikrétimas B. burgdorferi s.1. skirtingose vietovése.

3.2 lentelé. B. burgdorferi s.l. paplitimas visose tirtose vietovése, sukéléjo pasiskirstymas tarp risiy ir

amziaus grupiy.

Rajonas  amziaus Myodes glareolus Apodemus flavicollis bendras grauziky

grupé iStirta  uzsikréte iStirta uzsikréte uzsikrétimas
Utena juvenile 2 0

subadult 3 1

adult 37 19 16 8

visi 42 20 (47,6%) 16 8 (50%) 48%
Joniskis  juvenile 3 0 3 1

subadult 8 1 1 0

adult 31 15 10 9

visi 42 16 (38%) 14 10 (71,4%)  46%
Lazdijai  juvenile 1 0 1 0

subadult 9 1 4 0

adult 37 15 14 6

visi 47 16 (34%) 19 6 (31,6%) 33%
Kédainiai juvenile 3 0

subadult 11 5 9 4

adult 9 5 18 16

visi 20 10 (50%) 30 20 (66,7%)  60%
Jurbarkas juvenile 4 0 1 0

subadult 16 6 3 2

adult 24 13 19 12

visi 44 19 (43,2%) 23 14 (60,9%)  49%
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Sukéléjo paplitimo skirtingose amziaus grupése palyginimui, sugauti individai buvo
pasverti ir pagal svorj suskirstyti { amziaus grupes — juvenile (jaunikliai), subadult (subrendg,
bet dar nesiveisiantys) ir adult (suaugg ir besiveisiantys).

M. glareolus atveju uzsikrétimas didéjo priklausomai nuo grauziko amziaus: i§ 10 M.
glareolus jaunikliy, nei viename nebuvo nustatyta Laimo ligos spirocheta, subrendusiuose
uzsikrétimas siekia 30%, suaugusiuose 49% (x* testas, p<0,05). A. flavicollis jaunikliy (12.5%)
ir subrendusiy (35%) individy uZsikrétimas buvo Zymiai maZesnis nei suaugusiuose (66%) (x°
testas, p<0,05). Taigi, didé¢jant amziui did¢ja ir uzsikrétimo B. burgdorferi s.l. lygis (3.2
lentelé). Tiek Slovakijoje, tiek Lietuvoje ankstesniy tyrimy metu nustatyta, jog suauge
grauzikai labiau buvo uzsikréte Laimo ligos spirocheta nei jaunikliai ir subrendg individai. Ta
pati patvirtina ir §io tyrimo duomenys.

Sukeéléjo paplitimui skirtingose lytyse analizuojami subrende ir suauge abieju risiuy
grauzikai. M. glareolus grauzikuose Utenos, Joniskio ir Lazdiju rajonuose B. burgdorferi s.l.
patikimai neSiojo patinai ()(2 testas, p<0,05) (3.3 pav., 3.3 lentel¢). Tuo tarpu A. flavicollis
atveju uzsikrétimo B. afzelii tarp ly¢iy ryskiy tendencijuy neaptikta.

s ® patelés
8 40 pa e
a ® patinai

Utena Joniskis Lazdijai Keédainiai Jurbarkas
Rajonas

3.3 pav. Skirtingy M. glareolus ly¢iy uzsikrétimas B. burgdorferi s.1.

3.3 lentelé. Uzsikrétimo B. burgdorferi s.l. skirtumai tarp grauziky ly¢iy

Rajonas  lytis Myodes glareolus Apodemus flavicollis
istirt istirt
uzsikréte proc. uzsikréte  proc.
22,2
Utena patelé 18 4 8 4 50%
72,7
patinas 22 16 8 4 50%
29,6
Joniskis  patelé 27 8 10 8 80%
66,7
patinas 12 8 1 1
18,2 83,3
Lazdijai  patelé 22 4 6 5
patinas 24 12 50% 12 1 8,3%
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Kédainia 71,4 54,5

patelé 7 5 11 6
38,5 87,5
patinas 13 5 16 14
Jurbarka 333 66,7
patelé 18 6 9 6
59,1 61,5
patinas 22 13 13 8

3.3. B. burgdorferi s.l. genotipy grauzZikuose nustatymas

Slovakijos ir Lietuvos ankstesniy mety tyrimy duomenys rodo, jog grauzikuose
dominuoja B. afzelii genotipas. Slovakijoje vienas A. flavicollis individas buvo uzsikrétes B.
garinii genotipu.

Siame tyrime genotipy analizé patvirtino jog B. afzelii yra absoliu¢iai dominuojanti risis
grauziky tarpe. Ja nesiojo visi i§skyrus tris grauzikus (4. flavicollis Joniskyje ir du M. glareolus
Lazdijuose), kuriy genotipas nebuvo nustatytas. Taip pat grauzikuose rasta dviguba infekcija:
Joniskyje A4. flavicollis nesiojo B. afzelii + B. burgdorferi s.s., Kedainiuose A. flavicollis

nesiojo B. afzelii + B. garinii ir Jurbarke M. glareolus nesiojo B. afzelii + B. garinii genotipus.

3.4. B. afzelii paplitimas grauZzikuose ir nuo augmenijos surinktose I. ricinus nimfose

Skirtingose vietoveése aptiktas skirtingas grauziky uzsikrétimo sukéleju lygis (3.2 lentele).
Didziausias uzsikrétimas Kédainiy rajone (60%), maziausias Lazdijuose (33%). Lazdijuose
taip pat uzfiksuotas maziausias /. ricinus nimfy nuo augmenijos uzsikrétimo B. afzelii lygis —
8%, Kédainiuose B. afzelii neSiojo Zymiai daugiau — 18% I. ricinus nimfy (3.1 lentel¢). Utenos,
Joniskio ir Jurbarko rajonuose B. afzelii grauzikuose sudare 48%, 46% ir 49% atitinkamai, tuo
tarpu /. ricinus nimfy nuo augmenijos tose paciose vietovése uzsikrétimas Siuo genotipu sieke
12%, 20% ir 16% atitinkamai (3.4 pav.). Taigi, grauziky uzsikrétimo Laimo ligos sukéléju
lygis i§ dalies priklauso nuo toje vietoveje esanciy ju ektoparazity — 1. ricinus nimfos

vystymosi stadijos erkiy — uzsikrétimo lygio.
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Jurbarkas _
Kedainiai _

Rajonas Lazdijai

Jonikis g 2
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Utena ( 0 0O grauzikuose
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3.4 pav. Grauziky ir nuo augmenijos nurinkty 1. ricinus nimfy uzsikrétimas B. afzelii.

Taciau palyginus grauziky ir 1. ricinus nimfy uzsikrétimo B. afzelii lygius Joniskyje,
Utenoje ir Kédainiuose, matyti, jog egzistuoja ir kiti faktoriai jtakojantys toki auksSta grauziky
uzsikrétima. Grauziky galimybé uzsikresti ligos sukéléju priklauso ir nuo nimfy parazitavimo
lygio, t.y. nuo to kaip pacios 1. ricinus nimfos pasiskirsto grauziky populiacijoje. Kuo dazniau
ir intensyviau /. ricinus nimfomis parazituojamas gyviinas, tuo didesné tikimybé jam igyti ligos

sukeléja.

3.5. Grauziky uZzsikrétimas 1. ricinus erkémis

2009 metais sugauti grauzikai buvo ypatingai parazituojami nesubrendusiomis /. ricinus
stadijomis. Nuo 302 grauziky buvo nurinktos 9185 erkés. I. ricinus sudaré¢ 96% (476 nimfos ir
8359 lervos) visy nuo grauziky nurinkty erkiy. Likusius 4% sudaré Ixodes trianguliceps (88
nimfy ir 262 lervy) erkés. Suaugusiy Ixodes genties erkiy neaptikta. Skirtingose vietovése
grauzikai nevienodai buvo apsikréte abiejy riiSiy erkémis. Absoliuti dauguma /. trianguliceps
erkiy grauZikus parazitavo Jurbarko rajone, ir tik kelios rastos Lazdijuose (3.5 lentele).

Ankstesniuose tyrimuose Lietuvoje 2005 — 2006 metais (Radzijevskaja, 2007) M.
glareolus grauzikuose uzsikrétimo 1. ricinus lervomis ekstensyvumas sieke 24,6%, uzsikrétimo
nimfomis ekstensyvumas 10.5%, Sio tyrimo metu nustatytas uZsikrétimo lervomis
ekstensyvumas M. glareolus sieké 91%, nimfomis 34,2%. A. flavicollis grauZikuose 2005 -
2006 metais grauziky uzsikrétimo /. ricinus lervomis ekstensyvumas sieké 48,2%, o nimfomis
—10,6%, tuo tarpu 2009 metais uzsikrétimo lervomis ekstensyvumas - 95,8%, o nimfomis -
61,6%.

Ankstesniuose tyrimuose Lietuvoje 2005 — 2006 metais (Radzijevskaja 2007) M.
glareolus grauzikuose nustatytas vidutinis apsikrétimo /. ricinus lervomis lygis sieké 1.7+0.58,

tuo tarpu 2009 metais de§imt karty didesnis — sieké 21.2+2.2. Sios riies apsikrétimas
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nimfomis buvo 0.94+0.6, 2009 metais 0.8+0.13. A. flavicolis grauzikuose vidutinis apsikrétimas
L ricinus lervomis sieké 2.1+0.47, Sio tyrimo metu dvideSimt karty didesnis 41.4+7.34.
Uzsikrétimas nimfomis 0.25+0.1 pakilo daugiau nei deSimt karty, iki 3.13+0.74. Tokie dideli
uzsikrétimo /. ricinus erkémis skirtumai taip pat gali biiti gaunami, kadangi 2009 metais
medziaga rinkta erkiy aktyvumo piko metu.

Didesnis grauziky kontaktas su B. burgdorferi s.l. vektoriais padidina Laimo ligos
sukéléjo cirkuliacija nattralioje gamtoje. Didesnis apsikrétimas /. ricinus nimfomis padidina
galimybe grauzikui uzsikrésti B. burgdorferi s.l. spirocheta. Didesnis grauziky apsikrétimas /.

ricinus lervomis padidina galimybe, jog ligos sukéléjas bus perduotas erkei.

3.6. Grauziky uzsikrétimas 1. ricinus nimfomis ir B. afzelii spirochetomis

Kédainiuose 1. ricinus nimfos parazitavo didziausia grauziky procenta (uzsikrétimo
erkémis ekstensyvumas 70%), JoniSkyje maZesni (uzsikrétimo erkémis ekstensyvumas 46%)
(3.4 lentel¢). Kedainiuose grauzikai taip pat buvo vidutiniSkai labiau apsikréte 1. ricinus
nimfomis nei Joniskyje (Mann-Withney U-Test, p<0,05) (3.5 pav.), todél nepaisant to, jog
Joniskyje I. ricinus nimfy nuo augmenijos uzsikrétimas B. afzelii genotipu didesnis nei
Kédainiuose, esant didesniam grauziky apkrovimui erkémis, sukéléjas grauzikui perduodamas

efektyviau (3.4 lentel¢).
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3.5 pav. Vidutinis grauziky uzsikrétimas /. ricinus nimfomis tirtose vietovése (vidurkis +standartiné paklaida).

Lyginant grauzikus Utenoje ir JoniSkyje, ju uzsikrétimo lygis B. afzelii panasus, nors 1.
ricinus nimfy nuo augmenijos uzsikrétimas Utenoje Zymiai mazesnis nei Joniskyje (12% ir

20% atitinkamai). Ir nors grauziky vidutinis apsikrétimas 1. ricinus nimfomis buvo panaSus,
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Utenoje buvo didesnis uzsikrétimo erkémis ekstensyvumas, t.y. didesnis grauziky procentas

buvo parazituojamas /. ricinus nimfy.

3.4 lentelé. B. afzelii paplitimas tarp grauziky, /. ricinus nimfy, ir Siy reiSkiniy sasaja per grauziky

uzsikrétimo erkémis ekstensyvuma.

Utena Joniskis Lazdijai Kédainiai Jurbarkas
1 ricinus nimfy uzsikrétimo B. afzelii lygis 12% 20% 8% 18% 16%
ekstensyvumas 55% 46% 33% 70% 12%
grauziky uzsikrétimo B. afzelii lygis 48% 46% 33% 60% 49%

Lazdijuose nustatytas maziausias 1. ricinus nimfy uzsikrétimo B. afzelii lygis, taip pat
Zemiausias uzsikrétimo erkémis ekstensyvumas ir grauzikus vidutiniskai parazitavo maziausias
erkiy skaiCius, todél nenuostabu, kad, lyginant tarp visuy rajony, sukéléja igavo maziausias
procentas grauziky.

Taciau Jurbarkas Sios tendencijos neatspindi: vietovéje stebimas didelis tiek grauZiky
(49%), tiek nimfu (16%) uzsikrétimo B. afzelii lygis, nors nimfomis buvo apsikrétes
maziausias procentas grauziky bei aptiktas labai zemas vidutinis apsikrétimas I. ricinus
nimfomis. Viena vertus, Sioje vietovéje grauzikai buvo gaudyti véliausiai, rugpjiicio viduryje,
kuomet baigiasi 1. ricinus nimfy aktyvumo pikas, todé¢l palyginus tarp visy rajony nuo grauziky
buvo nurinkta maziausiai nimfy. Kita vertus, Jurbarke nuo grauziky nurinktos 87 I
trianguliceps nimfos, kuriy vaidmuo B. burgdorferi s.l. enzootiniame cikle néra aiskus. Tai yra
placiai Europoje paplitusi erkiy raiSis, kuri galbut atlieka antrini vaidmenj enzootiniame B.
burgdorferi s.l. cikle. Sios erkés daugiausia parazituoja grauzikus ir nurinktose nuo grauziky
erkése buvo nustatyta B. burgdorferi s.l. (Piesman, Gern 2004). Tiesa, iSlieka neaisku ar Sios
erkes i1Slaiko igyta sukeléja per vystymosi stadijy kaita ir gali ji perduoti kitam Seimininkui.
Tyrimus apsunkina juy biologija: tai endofilinés erkés, gyvenancios grauziky urvuose ir néra

randamos ant augmenijos.

3.7. Uzsikrétimo nimfomis skirtumai tarp risiy

Utenos, Joniskio ir Kédainiy rajonuose 4. flavicollis buvo labiau parazituojamas I. ricinus
nimfy nei M. glareolus. Siuose rajonuose I. ricinus nimfos vidutiniskai gausiau parazitavo 4.
flavicollis nei M. glareolus (Mann-Withney U-Test, p<0,05) (3.6 pav.) taip pat parazitavo

didesni A. flavicollis individy procenta populiacijoje (didesnis uzsikrétimo erkémis
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ekstensyvumas). Joniskyje A. flavicollis buvo labiau apsikrétes B. burgdorferi s.l. spirocheta
nei M. glareolus ()* testas, p<0,05).
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3.6 pav. vidutinis skirtingy rusiy grauziky apsikrétimas /. ricinus nimfomis (vidurkis +standartiné paklaida).

Tuo tarpu Slovakijoje (Hanincova ir kt., 2003) tarp abiejy grauziky rusiy uzsikrétimo /.

ricinus nimfomis skirtumy nebuvo nustatyta.

3.8. Uzsikrétimas 1. ricinus nimfomis skirtingose grauziky lytyse

UZsikrétimo /. ricinus nimfomis tarp ly€iy skirtumams nustatyti analizuojami subrendg ir
suaugg abiejy rusiy grauzikai.

Utenoje ir JoniSkyje M. glareolus patinai buvo labiau parazituojami /. ricinus nimfy nei
patelés (Mann-Withney U-Test, p<0,05). Tuose rajonuose patinuose nustatytas didesnis
apsikrétimas B. burgdorferi s.l. (X2 testas, p<0,05). Kédainiuose /. ricinus nimfy vidutiniskai
labiau parazituojamos buvo patelés (Mann-Withney U-Test, p<0,05). Taciau apsikrétimas B.
burgdorferi s.l. nesiskyré (y* testas, p<0,05). Lazdijuose ir Jurbarke tarp M. glareolus ly&iy
uzsikrétimo /. ricinus nimfomis skirtumo nebuvo, tafiau patinai Lazdijuose buvo labiau
uzsikréte B. burgdorferi s.l.

A. flavicollis patinai buvo labiau uzsikréte /. ricinus nimfomis nei patelés tik Utenos
rajone (Mann-Withney U-Test, p<0,05), taciau abejose lytyse nustatytas toks pats uzsikrétimo
B. burgdorferi s.l. lygis.
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3.5 lentelé. Grauzikus uzsikrétimo erkémis ekstensyvumas ir vidutinis apsikrétimo lygis.

Rajonas sugauti Ixodes ricinus Ixodes trianguliceps
grauzikai nurinkta | ekstensyvumas | vidutinis erkiy gausumas nurinkta | ekstensyvumas
lervy nimfy lervy nimfy lervy +se nimfy =+se lervy nimfy lervy nimfy
Utena M. glareolus 1209 54 95 (40/42) 45 (19/42) 28,8 3,98 1,3 0,27
A. flavicollis 813 50 100 (16/16) 81 (13/16) 50,8 9,46 3.1 0,86
visi 2022 104 97 (56/58) 55 (32/58) 34,9 4,06 1,8 0,32
Joniskis M. glareolus 1868 35 98 (41/42) 36 (15/42) 44,5 7,08 0,8 0,23
A. flavicollis 1783 52 100 (14/14) 79 (11/14) 127,4 42,62 3,7 1,23
visi 3651 87 98 (55/56) 46 (26/56) 65,2 12,6 1,6 0,38
Lazdijai M. glareolus 408 28 85 (40/47) 30 (14/47) 8,7 1,60 0,6 0,18 1 2 (1/47)
A. flavicollis 125 13 79 (15/19) 42 (8/19) 6,6 1,36 0,7 0,23 11 1 11 (2/19) 5(1/19)
visi 533 41 83 (55/66) 33 (22/66) 8,1 1,20 0,6 0,15 12 1 5 (3/66) 2 (1/66)
Kédainiai M. glareolus 430 38 95 (19/20) 55 (11/20) 21,5 6,03 1.9 0,82
A. flavicollis 1234 196 100 (30/30) 80 (24/30) 41,1 7,69 6,5 2,27
visi 1664 234 98 (49/50) 70 (35/50) 33,3 5,34 4,7 1,43
Jurbarkas M. glareolus 222 2 82 (36/44) 5 (2/44) 5,0 0,99 0,05 0,03 243 83 73 (32/44) 55 (24/44)
A. flavicollis 267 8 100 (23/23) 26 (6/23) 11,6 2,24 0,3 0,13 7 4 22 (5/23) 4 (1/23)
visi 489 10 88 (59/67) 12 (8/67) 7,3 1,07 0,15 0,05 250 87 52 (37/71) 35 (25/71)
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3.9. Sukéléjo perdavimas 1. ricinus lervoms

Stuburinio gyvino vaidmuo Laimo ligos sukéléjo cikle gali buti jvertinamas keliais
budais. Pats vertingiausias metodas yra gyvino ksenodiagnostiniai tyrimai laboratorijoje su
neinfekuotomis erkémis. Taciau Sis metodas ne visada ivykdomas, kadangi ne visus gyvinus
imanoma laikyti laboratorinémis salygomis (Humair, Gern, 2000, Derdakova, Lencakova,
2005). Be to jis neatspindi tikros situacijos gamtiniuose zidiniuose.

Kaip alternatyvus metodas gali buti erkiy, kurios parazitavo laukinius gyvinus
natiiralioje gamtoje iStyrimas. Tyrimo vietovéje palyginamas nurinkty nuo gyviino ir nuo
augmenijos erkiy uzsikrétimo lygis. Jei nurinkty nuo Seimininko erkiy uzsikrétimas didesnis
nei nuo augmenijos, vadinasi gyviinas dalyvauja sukéléjo cikle (Humair, Gern, 2000,
Derdakova, Lencakova, 2005).

B. afzelii genotipo perdavimo efektyvumui nustatyti istirtos pilnai kraujo prisisiurbusios
L ricinus lervos nuo 5 A. flavicollis ir 9 M. glareolus grauziky (3.6 ir 3.7 lentelés), kuriems
buvo nustatytas sukéelgjas. IS viso iStirtos 196 I ricinus lervos. A. flavicollis parazitavusiy lervy
uzsikrétimas sukeléju variavo nuo 12% iki 50%, M. glareolus nuo 33% iki 100%. Tyrimo metu
iStirta 114 Joniskyje ir Kédainiuose nuo augmenijos surinkty 1. ricinus lervu. 3,5% erkiy
nesiojo grauziky platinama B. afzelii. Taigi, M. glareolus ir A. flavicollis neabejotinai
dalyvauja B. afzelii. cikle. Suskaiciuotas bendras B. afzelii perdavimo efektyvumas parod¢, jog
M. glareolus (55,4%) geriau nei A. flavicollis (31%) perduoda sukeéleja besimaitinanciai /.
ricinus lervai (* testas, p<0,01).

Trijuose grauzikuose buvo rasta dviguba infekcija: JoniSkyje A. flavicollis neSiojo B.
afzelii + B. burgdorferi s.s., Kédainiuose A. flavicollis nesiojo B. afzelii + B. garinii ir Jurbarke
M. glareolus nesiojo B. afzelii + B. garinii  genotipus. Buvo iStirtos Siuos grauZikus
parazitavusios /. ricinus lervos.

A. flavicollis neSiojantis B. afzelii + B. burgdorferi s.s dviguba infekcija besimaitinanciai
erkei perdave 4,5% efektyvumu.

A. flavicollis, kuriam nustatyta B. afzelii + B. garinii, dvigubg infekcija besimaitinanciai
L ricinus lervai perdavé 8,5% efektyvumu. M. glareolus, kuriam nustatyta B. afzelii + B.

garinii, j parazitavusioms /. ricinus lervoms perdavé tik B. afzelii.
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3.6 lentelé. A. flavicollis grauzikus parazitavusiy 1. ricinus lervy uzsikrétimas B. burgdorferi s.1.

A. flavicollis iStirta  teigiama proc.
1 47 9 19%
2 30 15 50%
3 17 2 12%
4 8 4 50%
5 11 5 45%
viso 113 35 31%

3.7 lentelé. M. glareolus grauzikus parazitavusiy /. ricinus lervy uzsikrétimas B. burgdorferi s.l.

M. glareolus  itirta  teigiama  proc.

1 7 3 43%

2 10 5 50%

3 9 3 33%

4 19 13 68%

5 8 4 50%

6 8 3 38%

7 3 3 100%
8 8 6 75%

9 11 6 55%
viso 83 46 55,4%

3.10. Grauziky uzsikrétimas 1. ricinus lervomis

B. burgdorferi s.l. perdavime vienas i§ svarbiausiy faktoriy yra Seimininky ir vektoriy
gausumas (Sinski ir kt., 2006). 2009 metais stebimas ypatingai didelis 1. ricinus lervy
aktyvumas. Utenos, Joniskio ir Kédainiy rajonuose grauziky uzsikrétimo 1. ricinus lervomis
ekstensyvumas sudaré 97%, 98% ir 98%. Lazdijuose ir Jurbarke 83% ir 88% atitinkamai (3.4.
lentele). A. flavicollis buvo labiau apsikrétes I ricinus lervomis nei M. glareolus. PanaSus
rezultatai aptikti Lenkijoje (Sinski ir kt., 2006). Pirmuosiuose rajonuose taip pat labai didelis
vidutinis 1. ricinus lervy gausumas (3.7 pav.), kas sukuria palankias salygas sukéléjo
perdavimui. Kuo didesnis kiekis /. ricinus lervy parazituoja uzsikrétusi gyviina, tuo didesne

erkiy dalis igis sukeléja.
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3.7 pav. Grauziky apsikrétimas 1. ricinus lervomis (vidurkis +standartiné paklaida).

Taip pat didesnis lervy tankumas ant stuburinio Seimininko padidina galimybe sukéléja
perduoti erkiy maitinimosi Salia (co-feeding) budu. Literatiroje (Humair, Gern 2000,
Derdakova, Lencakova 2005) tikimybé, jog sukéléjas perduodamas netiesioginiu biidu
(maitinantis dviems erkéms Salia) ivardijama kaip tyrimy gamtoje trilkumas, kadangi tokiu
biidu sunkiau stuburini gyviing priskirti rezervuariniams §eimininkams.

Taciau nepriklausomai nuo to, kokiu budu sukéléja igyja erké — ar tiesiogiai nuo
uzsikrétusio grauziko, ar netiesiogiai, kai dvi erkés maitinasi Salia (co-feeding) ar dél to, kad
sukelejas kuri laika iSsilaiko ikandimo vietoje ir erké igyja spirocheta, neiSplitusia po
Seimininko organizma (localized extended co-feeding) - gamtoje gyviinas tarnauja kaip tiltas

sukéléjo cirkuliavimui tarp vektoriy.
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3.8 pav. Skirtingy grauziky rusiy apsikrétimas /. ricinus lervomis (vidurkis +standartiné paklaida).

Palyginus 1. ricinus lervy gausuma tarp dviejy rasiu vidutinis apsikrétimas 4 i§ 5 vietoviy
didesnis A. flavicollis grauzikuose (3.8 pav.) (Mann-Withney U-Test, p<0,05). Didesni A.
flavicollis uzsikrétima nustaté ir tyrimai Slovakijoje (Hanincova ir kt., 2003) ir Lenkijoje

(Sinski ir kt., 2006). Uzsikrétimas lervomis nesiskyré tik Lazdijuose. Taigi, net mazesnis
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sukeléjo perdavimo efektyvumas A. flavicollis gali buiti kompensuojamas didesniu apsikrétimu

I ricinus lervomis.
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ISVADOS

1. MiSraus misko biotope Ixodes ricinus nimfu uzsikrétimo B. burgdorferi sensu lato
lygis skirtingose vietovése svyruoja nuo 14% iki 24%. 1. ricinus lervy uzsikrétimas siekia

3,5%.

2. A. flavicollis pelése ir M. glareolus pelénuose uzsikrétimo B. burgdorferi s.l. lygis
panasus, iSskyrus Joniskio rajone, kur A4. flavicollis patikimai daugiau uzsikrétes B. burgdorferi
s.l. nei M. glareolus.

Uzsikrétimo B. burgdorferi s.l. lygis priklauso nuo grauziko amziaus - abieju rusiu
suauge individai patikimai daugiau uzsikrete B. burgdorferi s.l. nei jaunikliai. M. glareolus
grauzikuose uzsikrétimas priklauso ir nuo lyties - trijose i§ penkiy vietoviy patinai patikimai

daugiau uzsikréte ligos sukéléju nei patelés.

3. Misraus misko biotope B. afzelii yra dominuojantis genotipas tiek /. ricinus erkése, tiek
ir grauzikuose. Trijuose grauzikuose buvo nustatyta dviguba infekcija: B. afzelii + B.

burgdorferi s.s., B. afzelii + B. garinii ir B. afzelii + B. garinii.

4. A. flavicollis yra labiau parazituojamas /. ricinus nimfy nei M. glareolus — uzsikrétimas
patikimai skyreési trijuose 1§ penkiy tyrimo vietoviy. UZsikrétimas sukeléju tarp grauziky lyciy

vieningos tendencijos neparodé.

5. Tiek A. flavicollis, tick M. glareolus neabejotinai dalyvauja B. burgdorferi s.l.
palaikyme gamtiniuose zidiniuose, kadangi juos parazitavusiy /. ricinus lervy uzsikrétimas B.

burgdorferi s.l. zymiai didesnis nei nuo augmenijos nurinktose /. ricinus lervose.

6. M. glareolus pelénai B. afzelii perduoda efektyviau parazituojanciai /. ricinus lervai nei
A. flavicollis pelés, taciau keturiose 1§ penkiy vietoviy A. flavicollis buvo patikimai gausiau
parazituojamas /. ricinus lervy, o tai padidina ligos sukéléjo perdavimo tikimybg. Abi grauziky

rusys yra svarbiis rezervuariniai Seimininkai B. burgdorferi s.l. ciklo palaikyme gamtoje.
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SUMMARY

The aim of present study was to assess the importance of two main reservoir hosts A.
flavicollis and M. gareolus, and their ectoparasites /. ricinus immature ticks in Lyme disease
agent B. burgdorferi s.l. circulation in natural foci.

The following research tasks were formulated:

1. To establish the infectivity level of questing immature /I ricinus ticks with B.
burgdorferi s.l. and to determine it’s genotypes composition.

2. To investigate the infectivity level of two main Lithuania rodent species A. flavicollis
and M. glareolus with B. burgdorferi s.l. and to determine it’s genotypes composition.

3. To estimate prevalence and abundant of infestation with immature /. ricinus ticks in A.
flavicollis and M. glareolus species rodents. To calculate any differences between rodents in
species, age and sex level.

4. To evaluate transmition efficient of B. burgdorferi s.l. from rodent to feeding I. ricinus
larvae.

Field studies were carried out in fragmented mixed forest of five districts of Lithuania —
Utena, Joniskis, Lazdijai, Kédainiai and Jurbarkas. Rodents were trapped with live traps. Each
trapped rodent was identified to a species level, sexed, weighed, and examined for feeding tick
larvae and nymphs.

DNA from rodents ear-tissues was extracted using ‘Genomic DNA Purification Kit’
(Fermentas), DNA from ticks was extracted by lysis in ammonium hydroxide. Polymerase
chain reaction (PGR) for B . burgdorferi s.l. detection was performed using the FL6/FL7
oligonucleotide primers in fla gene target sequence (276 bp). Genotyping was performed using
primers for ospA target sequence amplification — GI-L/GI-R for B. burgdorferi s.s., GII-L/GII-
R for B. garinii and GIII-L/GIII-R for B. afzelii. Estimates of host infestation with 1. ricinus
ticks were obtained using prevalence of infestation (percentage of hosts carrying ticks) and
abundance of infestation (average number of ticks per host considering the entire host
population sampled). Estimates of B. burgdorferi s.l. infections were measured as infection
prevalence (percentage of ticks or hosts infected).

The infectivity level in questing I ricinus nymphs in fragmented mixed forests of
Lithuania was relatively high, and varied in different districts from 14% to 24%. The most
prevalent genotype was B. afzelii, and only in one district B. garinii was found. In case of I

ricinus larvae the overall infectivity level with Lyme disease spirochete was 3,5%.
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In order to establish the infectivity level with B. burgdorferi s.l. in total 302 rodents
comprising 3 species - A. flavicollis, M. glareolus and A. agrarius were investigated. The
results have showed that in all rodent species the infectivity level with B. burgdorferi s.l. was
extremely high. It was higher than in previous studies made in Lithuania. Comparing
difference of infection of two main species 4. flavicollis and M. glareolus only in one district —
Joniskis — infectivity level was significantly higher in 4. flavicollis than in M. glareolus.

There were differences in age categories of both species. It was established, that adult
individuals were more infested with B. burgdorferi s.l. than juveniles.

In case of M. glareolus, in three districts of five males were more infested with B.
burgdorferi s.1. than females. But there were no such differences between A. flavicollis.

B. afzelii was absolutely dominant genotype among rodents. Only in three individuals
mixed infection with two genotypes was found: in A. flavicollis — B. afzelii + B. burgdorferi
s.s. and B. afzelii + B. garinii, in M. glareolus - B. afzelii + B. garinii.

In 2009 the prevalence and abundance of infestation with immature /. ricinus ticks on
rodents was extremely higher than in 2005-2006 period. In three districts the prevalence of
infestation with 1. ricinus nymphs was significantly higher in 4. flavicollis than in M.
glareolus. In both species no straight tendency of infestation between sex was observed.

There is no doubt, that both A. flavicollis and M. glareolus species play significant role in
B. burgdorferi s.l. circulation in endemic foci, because infectivity level from fully engorged 1.
ricinus larvae was higher than in questing ones. The efficiency of B. burgdorferi s.l.
transmission was significantly higher in M. glareolus than in A. flavicollis. But in case of
infestation with /1. ricinus larvae, in four of five districts A. flavicollis was more infested than
M. glareolus. So it is hard to predict which species is more important in B. burgdorferi s.l.

circulation in natural foci.
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