Orvostudomanyi Ertesité

Bulletin of Medical Sciences
www.orvtudert.ro

Borrelia burgdorferi sensu lato infection rate of ticks
collected from Harghita county, Romania

Czink Gergé', Pal Endre-Csaba®’, Székely Edit**

George Emil Palade University of Medicine, Pharmacy, Science and Technology of Targu Mures, 'Faculty of Medicine, “Doctoral School of Medicine
and Pharmacy, *Department of Microbiology; ‘Targu Mures County Clinical Emergency Hospital, Microbiology Laboratory

Abstract - Lyme disease is one of the most prevalent vector-borne diseases in Europe. The disease is primarily
transmitted by Ixodes ricinus ticks infected with members of the Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.) group of
spirochetes. Local tick infection rates exceeding 20% may warrant antibiotic prophylaxis following tick bites.
The aim of this study was to assess the infection rate of ticks collected along frequently used tourist routes
and to compare tick collection methods. Questing ticks were collected using the dragging method along six
tourist routes in Harghita County in 2022, while ticks from a seventh location were collected from a white dog.
The locations of tick findings were recorded using GPS coordinates. Samples were stored in 70% ethyl alcohol
until identification by light microscopy. Genomic DNA was extracted using the Quick-DNA Tissue/Insect Kit
(Zymo Research) and subsequently screened for Borrelia burgdorferi s.l. by PCR. Amplicons were visualized
using a standard gel electrophoresis protocol. Positive pools were subsequently re-examined individually. The
51 ticks collected along the tourist routes were predominantly nymphs (41/51) and all tested negative for
Borrelia burgdorferi s.|. Samples collected from the dog were predominantly adult male ticks (46/54), with
12 positive samples detected overall. Among the positive samples, one was a larva, two were adult females,
and nine were adult males. Consequently, the local infection rate reached 22.2%, while the overall Borrelia
prevalence was 11.4%. Of the 105 ticks collected, 104 were Ixodes ricinus, whereas only one specimen was
identified as Dermacentor reticulatus. This study confirmed the presence of Borrelia burgdorferi s.I. infection in
tick populations occurring along hiking trails in Harghita County. Further nationwide surveillance studies are
warranted to accurately assess B. burgdorferi s.I. infection rates in Ixodes ricinus ticks. Companion animals, par-
ticularly dogs, may be at a substantially higher risk of exposure to B. burgdorferi s.l. than humans; therefore, we
recommend thorough post-exposure examinations of both animals and humans for attached ticks following

outdoor activities.
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Introduction

Lyme disease (LD) is one of the most prevalent vec-
tor-borne diseases in Europe, with an average annual
incidence of 128,888 confirmed cases [1]. In Romania,
the incidence of symptomatic Lyme disease between
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2018 and 2020 was 86 cases per 100,000 population per
year [2]. The most common clinical manifestation of
LD is erythema migrans, an expanding skin lesion that
develops in more than 70% of patients [3]. The diagno-
sis of LD remains a significant challenge for healthcare
professionals, as the sensitivity of enzyme immunoassays
may be as low as 50%, according to case-control studies
cited by the European Centre for Disease Prevention and
Control [4]. Ticks are considered second only to mos-
quitoes as vectors of human disease, including LD [5]. In
Romania, Ixodes ricinus is the predominant tick species,
accounting for more than 70% of the total tick popula-
tion [6].
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Figure 1. Ixodes ricinus larva, showing three pairs of
legs.

Feeding represents only a small fraction of the tick life
cycle; however, this relatively brief period is responsible
for the transmission of infections commonly associated
with these vectors. Questing, or more precisely appe-
tence, is the process of actively seeking a host either
through locomotion or from a vantage point and con-
stitutes the first stage of feeding. Following host contact,
the tick searches for a suitable attachment site and pen-
etrates the host's integument. The uptake of a full blood
meal is referred to as engorgement, which is followed by
detachment and disengagement, the final stages of feed-
ing activity [7].

The tick life cycle consists of an egg stage and three
active developmental stages: larva, nymph, and adult.
Larvae possess only three pairs of legs (Figure 1), whereas
nymphs and adults have four pairs (Figure 2). Another
important distinguishing feature is the presence of gen-
ital apertures in adults, which are absent in nymphs.
Males and females can be differentiated by the scutum, a
heavily pigmented chitinous shield located on the dorsal
surface. In males, the scutum covers the entire dorsal sur-
face, whereas in females it covers only part of the dorsum
(Figure 3and 4) [8]. During each active (non-egg) develop-
mental stage, a blood meal is required for progression to
the next stage. This process is facilitated through quest-
ing behaviour. Questing involves climbing vegetation and
waiting for a potential host to pass nearby. This behaviour
is commonly referred to as the ambush strategy, whereas

Figure 2. Ixodes ricinus nymph, showing four pairs of
legs.

another strategy employed by some ticks is active hunt-
ing. In the hunting strategy, ticks actively pursue poten-
tial hosts [9]. Adult female ticks require a blood meal for
egg production, whereas adult males feed only occasion-
ally, as they primarily attach to hosts to locate and mate
with adult females [10].

Ixodes ticks become infected when feeding on an
infected host; larvae do not inherit spirochetes from their
mothers, or only very rarely do so [11].

Lyme disease is caused by bacteria belonging to the
Borrelia burgdorferi sensu lato (B. burgdorferi s.l.) com-
plex, which currently comprises 28 recognized genospe-
cies (https://lpsn.dsmz.de). Studies have demonstrated
that the likelihood of acquiring infection from a tick bite
increases with the duration of attachment. Experimental
studies in rodents have shown transmission rates of
approximately 70% after 72 hours of attachment and up to
90% following complete feeding, when the tick detaches
spontaneously. No clinical evidence of infection has been
observed within the first 24 hours of attachment, and the
probability of transmission after 48 hours is estimated at
approximately 10% [12].

The 2020 Clinical Practice Guidelines of the Infectious
Diseases Society of America recommend antibiotic pro-
phylaxis only within 72 hours of tick removal when the
bite occurred in a highly endemic area, was caused by
an Ixodes spp. vector, and the tick had been attached
for more than 36 hours [13]. Highly endemic areas are
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Figure 3. Adult female Ixodes ricinus. The scutum does
not cover the entire dorsal surface of the tick.

defined as regions where more than 20% of Ixodes scapu-
laris ticks are infected with Borrelia burgdorferi s.l. [14].

The reported infection rate of questing Ixodes ricinus
ticks with Borrelia burgdorferi sl. in Romania ranges
from 0.75% to 18.8% [15]. According to a Europe-wide
meta-analysis, 18.5% of ticks on the Balkan Peninsula
were infected [16]. Although species identification of
removed ticks is routinely recommended [13], it remains
unclear to what extent this recommendation is followed
in Romania.

Aim

The aim of this study was to assess the infection rate of
ticks collected along commonly used tourist routes in
Harghita County, Romania. Secondary objectives were to
evaluate differences between collection methods and to
gain insight into the species distribution of the county's
tick population.

Materials and methods
Questing ticks were collected using the dragging method
(adapted from Falco & Fish [17]) along six tourist routes

during the autumn of 2022. Dragging was performed using
a 1 x 1 m white cloth while simultaneously recording route
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Figure 4. Adult male Ixodes ricinus (ventral view). The
genital aperture and anus are visible.

distance and elevation using GPS mapping. The cloth was
inspected visually at 100 m intervals. Collected ticks were
stored individually in numbered Eppendorf tubes, georef-
erenced on the GPS map, and transferred to 70% ethanol
within 24 hours of collection [18]. The choice of route side
for dragging and the method of circumventing obstacles
(e.g., thorn bushes, dense undergrowth, or inaccessible
terrain) were left to the discretion of the sampler.

Samples originating from the route labelled X in Table
1 were collected from a companion animal (a medi-
um-sized, white-coated female dog) in a seventh sam-
pling area over a 48-hour period. The dog's exact move-
ments were not monitored. Only live, non-engorged ticks
were collected using this approach.

As the collection procedure remained constant
throughout the sampling period, the number of collected
specimens could be estimated. In this study, this normal-
ization was referred to as the determination of tick abun-
dance. This quantitative approach could only be applied
to ticks collected by the dragging method, and the results
were categorized according to the landscape type of each
sampling route.

The specimens were identified under a microscope,
with species, sex, and developmental stage recorded [19].
Following identification, samples were stored at —20°C
until further processing.

DNA was extracted from collected ticks using the
Quick-DNA Tissue/Insect Kit (Zymo Research) accord-
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Table 1. Characteristics of the tourist routes surveyed for questing ticks.

Mean altitude (range,

Route No. of ticks collected Route length (km) m) Landscape type
A 4 1.3 851 (829-873) Pine forest

B 4.4 934.5 (807-1062) Grassland

C 0 39 1201 (649-1753) Mountainside
D 21 0.7 936.5 (918-955) Beech forest

E 14 6.2 1015 (871-1159) Beech forest

F 10 1.1 746 (696-796) Pine forest
Total 51 17.6

X 54 n.ax 807 Pine forest

*The estimated area covered by the animal was approximately 1 km?.

The term “landscape type” refers to the predominant vegetation type along the respective tourist route.

ing to the manufacturer's instructions. Extracted DNA
samples were stored at —4°C until Borrelia screening.
For screening purposes, DNA extracts were pooled by
combining 5 pl from each of seven to eight individual
DNA samples. The resulting pools were analysed by
PCR. Eight pl of pooled DNA was used for amplification
with OneTaq Hot Start Quick-Load 2X Master Mix with
Standard Buffer (New England Biolabs).

The following primer pair was used to detect B.
burgdorferi s.l. in the extracted DNA samples: forward
primer 5-ATGCACACTTGGTGTTAACTA-3' and
reverse primer 5-GACTTATCACCGGCAGTCTTA-3,
targeting a Borrelia genus-specific 16S rRNA sequence
(Eurogentec). The presence of a 357 bp amplicon was
considered indicative of a positive screening result.

Amplicons were visualized using a standard gel elec-
trophoresis protocol with 2% agarose gel in 1x TAE buf-
fer and GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific). Electrophoresis was performed for 45 min-

utes at 100 V. Positive pools were subsequently analysed
by PCR amplification of the individual samples using the
same protocol. The B. burgdorferi s.l. detection results
were then correlated with GPS mapping and microscopic
identification data.

Results

Overall, six tourist routes were surveyed (Figure 5) using
the dragging method, resulting in the collection of 51
ticks (Table 1). Of these, 80.4% (41/51) were nymphs,
11.8% (6/51) were larvae, and 7.8% (4/51) were adult
males. No adult female questing ticks were collected.
The mean route length was 2.93 km (range: 0.7-6.2 km),
at a mean altitude of 947.3 m (range: 746-1201 m). Tick
abundance, defined as the number of collected specimens
per kilometre of route, was 5.0 in beech forests (35 ticks
collected along 6.9 km of routes), 5.8 in pine forests (14

Table 2. Distribution of tick developmental stages according to collection route and sampling method.

Route No. of ticks No. of larvae No. of No. of adults No.ofadult  No.ofadult  Collection
collected nymphs (total) males females method
A 4 0 4 0 0 0 dragging
B 2 2 0 0 0 0 dragging
C 0 0 0 0 0 0 dragging
D 21 1 17 3 3 0 dragging
E 14 1 12 1 1 0 dragging
F 10 2 8 0 0 0 dragging
Total 51 6 41 4 4 0
X 54 1 0 53 46 7 animal
Total 105 7 41 57 50 7
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Figure 5. Map of Harghita County showing the tick
collection sites. Locations sampled by dragging are
marked with letters A —F, whereas X indicates the site
where ticks were collected from companion animals. .

Contains public sector licensed under the Open
Government License v1.0(OGL) available at http.//data.
gov.ro/base/images/logoinst/OGL-ROU-1.0.pdf, via
Wikimedia Commonts.

ticks along 2.4 km), and 0.5 in grasslands (2 ticks along 4.4
km). No ticks were collected on the mountainside route.

Of the total 105 questing ticks collected, 104 were
identified as Ixodes ricinus and one as Dermacentor retic-
ulatus. The distribution of developmental stages is pre-
sented in Table 2.

PCR analysis of pooled DNA samples yielded four pos-
itive pools (Pools 1, 3, 4, and 5; Figure 6). Subsequent indi-
vidual testing identified a total of 12 positive samples. All
positive specimens were Lxodes ricinus ticks collected from
the companion animal (Route X). Among the positive
samples, one was a larva, two were adult females, and nine
were adult males. The prevalence of Borrelia burgdorferi s.l.
infection among ticks collected from Route X was 22.2%.

Discussion

The primary objective of this study was to assess the
prevalence of B. burgdorferi s.l. infection in ticks col-
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lected along popular hiking routes in Harghita County,
Romania. Hiking is a widely practised recreational activ-
ity in this region and may expose even urban residents to
tick-infested environments. Combined with the relatively
limited public awareness regarding ticks and Lyme dis-
ease, tick bites represent a significant public health con-
cern for local communities.

To assess infection rates, we employed a standard PCR-
based diagnostic method for the detection of B. burgdor-
feri sl including a positive control sample. To improve
laboratory efficiency, we initially screened pooled DNA
samples, as described above. This approach success-
fully reduced the number of PCR reactions required by
excluding samples belonging to negative pools from fur-
ther analysis.

Compared with previous studies reporting Borrelia
infection rates of approximately 3.8% in Romanian tick
populations [20], we observed a relatively high preva-
lence among ticks collected in Harghita County (22.2%).
Notably, one larval specimen tested positive for B. burg-
dorferi s.1. The presence of an infected larva raises ques-
tions regarding its route of exposure, given the presumed
absence of previous feeding on an infected host. One pos-
sible explanation is partial feeding that did not result in
moulting to the next developmental stage. Another pos-
sibility is vertical transmission. Although uncommon,
transovarial transmission has been documented, occur-
ring in approximately 1.4% of field-collected infected
females [21].

A secondary objective of the study was to compare
different tick collection methods. Tick collection by
dragging proved to be labour-intensive; however, the
standardized protocol yielded a substantial number of
specimens (2.9 ticks per kilometre overall) and provided
detailed information regarding tick distribution across
routes and route segments. In contrast, we also evaluated
a canine-based collection method. The rationale for this
approach was based on evidence that mammalian char-
acteristics such as body heat and carbon dioxide emission
influence tick questing behaviour [7]. As these factors
are difficult to replicate using the conventional dragging
method, a companion animal was used as a biological
attractant.

The canine-based collection method produced mark-
edly different results compared with dragging. Almost
all specimens collected from the dog were adult ticks,
whereas only four adult specimens (7.8%) were obtained
through dragging. This discrepancy is difficult to explain
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Figure 6. Agarose gel showing electrophoresis result of pools 1-7. 357 bp long amplicons are visible in the positive

pools.

based on the current understanding of tick questing
behaviour and life-history characteristics.

An additional point of comparison between collec-
tion methods concerns the prevalence of B. burgdorferi
s.l. infection. All positive specimens originated from the
canine-based collection method. The predominance of
adult ticks (75%) among positive samples may partly
explain this finding, as ticks typically acquire B. burgdor-
feri s.l. during successive blood meals throughout their
life cycle. Consequently, older developmental stages have
had more opportunities for exposure to the pathogen.

A previous study from the United Kingdom reported
that most ticks removed from humans were nymphs
[22]. Although our study did not include human-de-
rived specimens, 41 ticks (80.4%) collected by dragging
were nymphs. None of these nymphs tested positive for
B. burgdorferi s.]. Together, these findings may suggest a
comparatively lower risk of human infection from con-
tact with questing ticks in the surveyed areas.

In contrast, our results suggest that companion ani-
mals may face a higher risk of exposure, as all positive
samples originated from ticks collected from the dog. In
a previous study, ticks collected from companion animals
were predominantly adult females (81.6%), while adult
males represented only 15.3% and juvenile stages 3.1% of
specimens [22]. In contrast, 85.1% of ticks collected from
the companion animal in our study were adult males,
while females accounted for 13.0% and larvae for 1.9%.
Because adult male ticks feed on their hosts only occa-
sionally, their epidemiological significance may be lower

than that of females, suggesting that the actual risk of
pathogen transmission may be lower than the observed
infection prevalence would imply.

Based on field observations made during sampling,
ticks appeared to be more abundant in ecotonal habitats,
and their density seemed to decrease with increasing
altitude. However, the available data are insufficient to
support these observations statistically.

Limitations

We acknowledge that the relatively small sample size
limits the strength of the conclusions that can be drawn
from this study. Nevertheless, we consider this work a
preliminary assessment of B. burgdorferi s.l. prevalence in
Harghita County and intend to build upon these findings
in future investigations. Furthermore, the lack of stan-
dardization regarding route length, sampled area, and
randomization of selected tourist routes may have intro-
duced bias regarding the results. It should also be noted
that no representative studies specific to this region were
identified; therefore, prevalence estimates could only be
compared with national-level data.

Conclusions

In this study, we confirmed the presence of Borrelia burg-
dorferi s.1. infection in tick populations occurring along
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hiking trails in Harghita County. To accurately determine
the true prevalence of infection, further investigations
involving larger sample sizes are required. Companion
animals, particularly dogs, may be at a substantially
higher risk of exposure to B. burgdorferi s.l. than humans;
therefore, we recommend thorough examination of both
animals and humans for attached ticks following outdoor
activities.
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Hargita megyében gyiijtott kullancsok borrelia
burgdorferi sensu lato fert6zottsége
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Osszefoglalé - A Lyme betegség az egyik leggyakrabban eléforduléd vektorok éltal terjesztett betegség
Eurépdban. A kér okozdja a Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.) csoportba tartozo spirokétak barmelyike lehet,
melyek terjesztéje f6leg az Ixodes ricinus kullancs. A 20%-ot meghalado helyi fertézottségi ardny antibiotiku-
mos megelézést indokolhat kullancscsipés esetén. Kutatasunk célja gyakran hasznalt turistadsvények mentén
fellelhet® kullancsok fertézottségi ardnyanak felmérése és a kullancsok begydijtési médszereinek 6sszehason-
litdsa volt. Gazdakeresé kullancsokat gyUjtottink zaszlozas segitségével hat gyakran hasznalt turistadsvény
mentén Hargita megyében, 2022 &szén. Egy hetedik helyszinrél egy fehér bundaju kutyardl tavolitottunk el
be nem furédott kullancsokat csipesszel. A kullancsok begydjtésének helyszine GPS koordindtdk segitségé-
vel kerllt megjeldlésre. A mintékat 70° etil-alkoholban taroltuk, mig mikroszkép segitségével azonositasra és
tovabbi feldolgozasra nem kerultek. A genomikus anyagokat Quick-DNA Tissue/Insect Kit (Zymo Research)
segitségével extrahaltuk, majd 6sszevontuk és PCR-rel szUirtik Borrelia burgdorferi s.l. jelenlétére. Az ampli-
konokat standard elektroforézis protokollal vizsgaltuk. A pozitiv 6sszevont mintakat egyesével Ujra teszteltik.
A turistautvonalakrol gyUjtott kullancsok tulnyomd tobbsége nimfa volt (41/51), viszont mindegyik minta
negativ volt Borrelia burgdorferi s.l. tekintetében. A kutyardl gyUjtott mintak féként him imagok voltak (46/54),
Osszesen 12 pozitiv mintaval. Az egyik pozitiv minta larva volt, 2 néstény imagé és 9 him. Ezen a helyszinen a
fertdzési arany 22,2% volt; mig 6sszességében a Borrelia burgdorferi s.|. prevalencidja 11,4% volt. A 105 begydj-
tott kullancs kozul 104 Ixodes ricinus volt, és csak egyetlen Dermacentor reticulatust taldltunk. Mivel a Borrelia
burgdorferi s.l. helyi fertézottségi ardnya helyenként meghaladhatja a CDC altal meghatarozott 20%-0s kiiszo-
bértéket, az Ixodes ricinus kullancsok altal okozott kullancscsipések antibiotikumos kezelése profilaktikus céllal
indokolt lehet, feltéve, hogy a kullancs tébb mint 36 éran at volt a bérbe furddva, és az antibiotikum beadasa
a kullancs eltdvolitasat kovetd 72 drdban kivitelezhetd. Tovabbi orszagos szintl vizsgalatokra lenne szikség az
Ixodes ricinus Borrelia burgdorferi s.l. fertézési ardnydnak pontosabb felméréséhez.

Kulcsszavak - Lyme-kor, Borrelia burgdorferi, Ixodes ricinus, vektorok altal terjesztett betegségek

DOI: 10.2478/orvtudert-2025-0003

Bevezetés

A Lyme-kér (LD) az egyik leggyakoribb vektor altal ter-
jesztett betegség Eurdopdban, incidencidja évi atlagos 128
888 megerdsitett eset [1]. Romaniaban 2018 és 2020 kozott
a LD incidencidja évi 86 eset volt 100 000 lakosra vetitve
[2]. A LD leggyakoribb tiinete az erythema migrans, egy
centrifugdlisan terjed boérkitités, amely a LD-betegek
tobb mint 70%-anal jelentkezik [3]. A LD diagnosztizalasa
tovabbra is komoly kihivast jelent az orvosok szamara,
figyelembe véve, hogy az Eurdpai Betegségmegel$zési
és Jarvanyvédelmi Kozpont (ECDC) altal hivatkozott
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eset-kontroll tanulmanyok szerint az enzim-immunoas-
sayek érzékenysége egyes esetekben rendkiviil alacsony,
akar 50% is lehet [4]. A kullancsokat csak a szunyogok
elézik meg az emberi betegségek (koztiik a LD) terjesz-
tésében [5]. Romaniaban a legelterjedtebb kullancsfaj az
Ixodes ricinus, amely a teljes kullancsallomany tobb mint
70%-at teszi ki [6].

A taplalkozas a kullancs életének csak egy kis részét
képezi, azonban ez a viszonylag rovid idészak felel6s a
fertézések atviteléért. A questing, azaz gazdakeresés az a
folyamat, amikor a kullancs aktivan keresi a zsakmanyt,
vagy egy kedvez6 helyen lesben 4ll a prédara varva.
Miutdn a kullancs rdakad a gazda kiiltakardjara, megfeleld
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1. abra. Ixodes ricinus larva, harom pér labbal.

helyet keres és atfarja a gazdaszervezet bérét. Ezt koveti
az engorgement, amikor a kullancs mintegy felfivédik a
felszivott vértdl, majd levalik a gazdardl [7].

A kullancsok életciklusa egy kezdeti pete-stadiumbol
és harom aktiv ciklusbol 4ll: larva, nimfa és imago, azaz
ivarérett példany. A larvaknak csak 3 par laba van (1.
abra), ellentétben a nimfakkal és imagokkal, amelyeknek
4 pér ldba van (2. abra). Tovabbi fontos megkiillonboz-
tet6 jel, hogy az imagéknak van nemi nyilasuk, mig a
nimfaknak nincs. A him imagok hatat teljes mértékben
boritja az erésen pigmentalt kitinpancél, mig a ndsté-
nyeknél csak a hat feji részét (3. és 4. abra) [8]. Minden
aktiv stddiumban a kullancsnak vért kell fogyasztania,
hogy a kovetkezd életciklusba léphessen. A taplélkozast
a questing, avagy gazdakeresés folyamata teszi lehetévé,
amely soran a kullancs felmdszik a noévényzetre és arra
var, hogy egy potencialis gazda mellette haladjon el - a
kullancs gyakorlatilag lesben all. Egyes esetben a kul-
lancsok aktivan kovetik a lehetséges prédat, ezt ,vada-
szatnak” nevezziik [9]. A ndstény imdgoknak egy tjabb
adag vérre van sziikségiik a peterakdshoz, mig a him
kullancsok csak ritkan fogyasztanak vért; f6ként azért
tapadnak a gazdakra, hogy parzasra alkalmas néstény
imagokat talaljanak [10].

Az Ixodes kullancsok akkor vannak kitéve a fert6z6dés
lehetdségének, amikor fert6zott gazdaszervezetbdl taplal-
koznak; a larvak nem, vagy csak nagyon ritkan 6roklik
anyjuktol a spirocheta baktériumokat [11].

A Lyme-kort a Borrelia burgdorferi sensu lato (B.
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2. abra. Ixodes ricinus nimfa, négy par labbal.

burgdorferi s.l.) spirocheta-csoportba tartozo baktéri-
umok okozzak, amely egy jelenleg 28 ismert fajbdl 4llo
komplexum (https://Ipsn.dsmz.de). A tanulmanyok
azt mutatjak, hogy a kullancscsipésbdl szarmazé bak-
teridlis fert6zés kialakulasinak esélye az idé mulasaval
novekszik. Egy ragcsalokon végzett kisérletes tanulmany
kimutatta, hogy a fert6zés ataddsanak aranya 72 6ra utan
eléri a 70%-ot, és akar a 90%-ot is, ha a kullancs eléri a
telitett allapotot, és magatdl elhagyja a gazdat. 24 éranal
kevesebbet tapado kullancsok esetén nincs klinikai bizo-
nyiték a fertézés atadasara, mig 48 ora utan nagyjabdl
10% az esély [12].

A Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
2020-as iranyelvei szerint antibiotikum-profilaxist csak a
kullancs eltavolitasatol szamitott legfeljebb 72 6ran beliil
szabad megkezdeni, ha a kullancscsipés egy endémiasnak
szamitd teriileten tortént Ixodes spp. vektor altal, és a kul-
lancs tobb mint 36 éran at volt a bérbe farédva [13]. Az
endémias tertilet definicidja, hogy az ott talalhat6 Ixodes
spp. kullancsokban a B. burgdorferi s.l. fertézottség pre-
valencidja meghaladja a 20%-ot [14].

Romaniaban az Ixodes ricinus kullancsok B. burgdor-
feri s.l. fert6zottségének aranya 0,75% as 18,8% kozott
mozog [15]. Egy eurdpai szinti metaanalizis szerint a
Balkdn-félszigeten a kullancsok 18,5%-a volt fert6zott
[16]. Bar az emberbdl eltavolitott kullancsok fajanak azo-
nositasat rutinszertien javasoljak [13], nem vilagos, hogy
ezt az ajanlast Romaniaban kovetik-e.
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3. abra. Kifejlett néstény Ixodes ricinus. A scutum
(hatpajzs) nem fedi a kullancs teljes hati felliletét.

Célkitiizés

Tanulmanyuk célja az volt, hogy felmérjiik a kullancsok
fert6zottségi ardnyat Hargita megyében, gyakran hasz-
nalt turistadsvények mentén. Mdsodlagos célokként a
gytjtési modszerek kozotti kilonbségek és a megye kul-
lancspopulacidjanak felmérését taztik ki.

Anyag és modszer

A gazdakeres6 kullancsokat 2022 8szén hat turistautvo-
nal mentén, dragging médszerrel (Falco &Fish [17] alap-
jan) gydjtottik. A gydjtést 1x1 méteres fehér szovettel
végeztiik, mikozben rogzitettiik az utvonalat GPS koor-
dinatait és tengerszint feletti magassagat. A szovetet 100
méterenként ellendriztilk és a begydjtott kullancsokat
egyesével Eppendorf-csovekben helyeztiik el. A mintakat
24 6ran belil 70%-os etanol oldatba helyeztitk at [18].
A gytjtést végzé személy sajat dontésére biztuk, hogy a
kijelolt turistatitvonal melyik oldalan végzi a dragging-et,
és hogy hogyan keriili ki az akadalyokat (tiiskés bokrok,
atjarhatatlan aljnévényzet, stb.).

Az 1. tablazatban X-szel jelolt helyszinrél szarmazé min-
takat egy haziallatrol (k6zepes méretti, fehér sz6rii ndstény
kutya) gyujtottiik, egy 48 oras periodusban. A kutya pontos
mozgasat nem kovettitk nyomon. Ezzel a modszerrel csak
él6, be nem furddott, questing kullancsokat gytijtottink.

4. abra. Kifejlett him Ixodes ricinus (hasi nézet). Az
ivarnyilas és a végbélnyilas lathato.

A modszertan a dragging eljarassal végzett gyljtés
esetében allandd volt, igy megbecsiilheté a kullancsok
szamanak eloszlasa. Tanulmanyunk soran ezt az adatka-
tegdriat ,gyakorisagnak” neveztik; az eredményeket a
gytjtési ttvonal névényzettipusa alapjan kategorizaltuk.

A begytijtott egyedeket mikroszkop alatt azonositot-
tuk, meghatdrozva a fajt, a nemet és az életciklust [19].
Azonositas utdan a mintakat -20°C-on taroltuk tovabbi
feldolgozasig.

A mintdkat Quick-DNA Tissue/Insect Kit (Zymo
Research) segitségével, a gyarto utasitasai szerint feldol-
doztuk, és kivontuk a DNS-t. A nyert mintékat -4°C-on
taroltuk a B. burgdorferi s.l. sziirésig. Szirés céljabol a
kivont DNS-mintakat hetes vagy nyolcas csoportokba
(pool-okba) vontuk Ossze; a mintak mindegyikébdl
5 pL-t adtunk a keverékhez. A kapott pool-okat PCR
amplifikacidnak vetettiik ala. E folyamat sordn minden
pool-bdl 8 uL-t hasznaltunk, One Taq Hot Start Quick-
Load 2X Master Mix with Standard Buffer készitményt
alkalmazva. A B. burgdorferi s.l. jelenlétének vizsga-
latdhoz a kovetkez6 primerpart hasznaltuk: forward
primer 5-ATGCACACTTGGTGTTAACTA-3’  és
reverse primer 5-GACTTATCACCGGCAGTCTTA-3;
amely Borrelia spp. specifikus 16S rRNA-t céloz meg
(Eurogentec). Egy 357 bazispar hosszt amplikon jelen-
léte jelezte a pozitiv sziirési eredményt. Az amplikono-
kat standard gélelektroforézis-protokoll alkalmazasaval
vizualizaltuk, 2%-os agardz géllel, 1x TAE elektroforézis
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1. tablazat. A kutatas sordn bejart Utvonalak sajatossagai

Atlagmagassag

Utvonal Kullancsok szama Utvonal hossza (km) (tartoményméterben) Tajtipus
A 4 1,3 851 (829-873) Feny6erdd
B 2 4,4 934.5 (807-1062) Mez6

C 0 3,9 1201 (649-1753) Hegység
D 21 0,7 936.5 (918-955) Biikkerd6
E 14 6,2 1015 (871-1159) Biikkerd6
F 10 1,1 746 (696-796) Feny6erdd
Osszesen 51 17,6

X 54 n.rX 807 Feny6erdd

*Az dllat dltal bejart tertilet hozzavetSlegesen 1 km?.

A ,tajtipus” az adott turistadsvényre leginkabb jellemz6 névényzettipusra vonatkozik.

pufferben és geneRuler 100 bp DNS-létraval (Thermo
Fisher Scientific). Az elektroforézist 45 percig futtattuk
100V fesziiltségen. A pozitiv pool-okat egyesével djra
teszteltilk, ugyanezen moddszer alkalmazasaval. A B.
burgdorferi s.1. szlirés eredményeit ezutan Osszevetettiik
a GPS nyomkdvetés és mikroszképos azonositas adata-
ival.

Eredmények

Osszességében hat turistautat vizsgdltunk meg (5. abra)
dragging mddszerrel, amelynek eredményeként dsszesen
51 kullancsot gytjtottiink be (1. tablazat). Osszesen 80,4%
(41/51) nimfa, 11,8% (6/51) larva és 7,8% (4/51) him
imago volt. Gazdakeres6 (questing) néstény imagdt nem
gytjtottink.

Az utvonalak édtlagos hossza 2,93 km (0,7-6,2 km),
atlagos tengerszint feletti magassaguk pedig 947,3 m

(746-1201 m) volt. A kullancsok gyakorisaga, amelyet
az egy kilométernyi utvonalon begytijtott példanyok sza-
maként hatdroztunk meg, bitkkkerdékben 5 (35 kullancs
Osszesen 6,9 km-es utvonalhosszon), feny6erdékben 5,8
(14 kullancs / 2,4 km), mig fiives tertileteken 0,5 (2 kul-
lancs / 4,4 km) volt. A hegyoldalon nem talaltunk kul-
lancsot.

Az 6sszesen begytujtott 105 gazdakeresé kullancsbol
104 Ixodes ricinus, egy pedig Dermacentor reticulatus
volt. A begyijtétt kullancsok életciklus szerinti eloszlasat
a 2. tablazat részletezi.

A poolozott genomok PCR-analizise 4 pozitiv poolt
eredményezett: 1, 3, 4, 5 (6. dbra). Az ezt kovetd egyedi
feldolgozas soran Osszesen 12 pozitiv mintat azonositot-
tunk. Az Osszes pozitiv minta a tarsallatrol (X. utvonal)
begytijtott Ixodes ricinus kullancs volt. A pozitiv mintdk
koziil egy larva, 2 néstény imagé, 9 pedig him imdgoé volt.
A Borrelia burgdorferi s.l. prevalencidja az X. dtvonalon
22,2% volt.

2. tablazat. A begydjtott kullancsok életciklus szerinti megoszldsa az egyes utvonalakon.

Utvonal YU Larvik Nimfak emagll Him imégok E::;‘Ly arijst
A 4 0 4 0 0 0 dragging
B 2 2 0 0 0 0 dragging
C 0 0 0 0 0 0 dragging
D 21 1 17 3 3 0 dragging
E 14 1 12 1 1 0 dragging
F 10 2 8 0 0 0 dragging
Osszesen 51 6 41 4 4 0

X 54 1 0 53 46 7 allat
Osszesen 105 7 41 57 50 7
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5. abra. Hargita megye térképe, amely a kullancsgyjtési
helyeket mutatja. A vonszoldssal mintavételezett
helyeket A-F bet(k jel6lik, mig az X azt a helyet jeldli,
ahol a kullancsokat tarséllatokrdél gydjtotték.
Tartalmazza a k6zszféra Open Government License v1.0
(OGL) alatt licencelt anyagdt, amely elérheté a http://
http://data.gov.ro/base/images/logoinst/OGL-ROU-1.0.pdf
cimen, a Wikimedia Commonson keresztiil.

Megbeszélés

Vizsgalatunk soran a B. burgdorferi s.l. fert6zottségi ara-
nyat kivantuk felmérni a kullancsokban Hargita megye
(Romania) népszert turautvonalai mentén.

A tarazas népszert tevékenység ebben a régidban,
ami még a varosi lakosok szamara is magaban foglalja
a kullancsokkal valé érintkezés kockazatat. A lakossag
viszonylag hianyos ismeretei a kullancsokrol és a Lyme-
korrol a kullancscsipéseket a helyi kozosségek szamara is
valés problémava teszik.

A begytjtott kullancsok fert6zottségi aranyanak fel-
mérésekor a B. burgdorferi s.l. kimutatasdra egy stan-
dard diagnosztikai PCR-mddszert alkalmaztunk, pozitiv
kontrollminta hasznalataval. A munkafolyamat gyor-
sitasa érdekében - a fent leirtak szerint — egy kezdeti
genom-poolozasi és szlirési modszer alkalmazasa mellett
dontottiink. Ez a megkozelités sikeresen csokkentette a
sziikséges reakciok szamat a negativ eredményt adé gen-
om-poolokban 1év6 mintak kizarasa révén.

A romaniai kullancsok fert6zottségi ardnyat vizsgald
korabbi tanulmanyokhoz (3,8%,[20]) képest viszony-
lag magas fert6zottségi aranyt tapasztaltunk a Hargita
megyében begytjtott mintdink koérében (22,2%). Egy
larvat azonositottunk, amely pozitiv teszteredményt
mutatott B. burgdorferi s.l. fertézésre. Ennek a példany-
nak a jelenléte vizsgalatunkban felveti a kérdést, hogy a
larva hogyan volt kitéve a baktériumnak anélkil, hogy
korabban érintkezett volna egy fertézott koztigazdaval.
Az egyik lehetséges magyarazat egy korabbi, részleges
taplalkozds lehet, amely nem eredményezett atalakulast
a kovetkezd aktiv életciklusba. Egy masik magyarazat
a vertikalis fert6z6dés lehet. Bar ritka, a transzovarialis
fert6zés lehetséges, amely a szabadbdl gyujtott néstények
mindossze 1,4%-4nél fordul el [21].

Masodlagos célként a kiilonbozé kullancsgytjtési
modszerek dsszehasonlitasat tliztik ki. A dragging méd-
szerrel torténd gytjtés idéigényesnek bizonyult, bar az
aprdlékos munkafolyamat viszonylag magas kullancsz-
szamot eredményezett (9sszesen 2,9 kullancs kilométe-
renként), mikozben kivalé6 minéségili adatokat is szolgal-
tatott a kullancsok eloszlasardl a kiilonboz6 utvonalak
és azok szakaszai kozott. Masrészt kisérleteztiink egy
kutyaval torténd gytjtési mddszerrel is. Ennek a méd-
szernek a kivalasztasakor a kezdeti elképzelésiink azon a
tényen alapult, hogy egy emlésallat bizonyos jellemz6i,
mint példdul a testhé és a CO,-kilégzés, befolyasoljak a
kullancsok gazdakeresé (questing) aktivitasat [7]. Mivel
ezeket a szempontokat nehéz lett volna reprodukdlni a
hagyomanyos dragging modszerrel, egy tarsallat hasz-
nalata mellett dontéttiink. A tarsallaton alapuld gytj-
tés alkalmazasa merdben eltéré gytijtési eredményeket
hozott a standardizalt dragging gytijtési modszerhez
képest, mivel a kutyarol szinte kizarélag imagdkat azo-
nositottunk. Ezzel szemben a dragging modszer csupan
négy imagot eredményezett, ami a dragginggel begyij-
tott kullancsok teljes szdmdnak 7,8%-dat teszi ki. Ezt
az eltérést a kullancsok gazdakeresé viselkedésének és
életciklusanak jelenlegi ismeretei alapjan nehéz megma-
gyarazni.

A gytjtési mdodszerek 6sszehasonlitdsanak egy masik
relevans szempontja a mintavételezett kullancsok B. bur-
gdorferi s.1. pozitivitasi aranyan alapul. Az Gsszes pozitiv
minta a kutyas gytjtési modszerrel begytjtott kullan-
csokbol szarmazott. Az a tény, hogy a pozitiv mintak
tobbsége (75%) imago volt, megmagyarazhatja a tarsal-
lat-csoportbol szarmazd magas pozitivitasi aranyt, mivel
a kullancsok tobbnyire az életciklusuk soran ,,szerzik be”
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Ladder
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6. abra. Az 1-7. csoportok (poolok) elektroforézis eredményét mutaté agargél. A pozitiv csoportokban 357 bp hosszu

amplikonok lathatok.

a B. burgdorferi s.l. fert6zést, és igy egy érettebb példany-
nak nagyobb esélye van a baktérium hordozojava valni.

Egy korabbi egyesiilt kiralysagbeli tanulmany arrol
szamolt be, hogy az embereken talalt kullancsok tobbsége
nimfa [22]. Bar a mi vizsgalatunk nem terjedt ki az embe-
rekrol torténd kullancsgytjtésre, a dragging modszerrel
Osszesen 41 (80,4%) nimfa stddiumu példanyt azono-
sitottunk. Ebbdl a vizsgalatbol szarmazé nimfamintak
egyike sem volt pozitiv a B. burgdorferi s.l. fertézésre tor-
ténd tesztelés soran. Ezek az eredmények egyiittesen arra
utalnak, hogy a gazdakeresd kullancsokkal valé érintke-
zés soran kisebb az emberi fert6z6dés esélye.

Ezzel szemben, eredményeink alapjan a tarsallatok
magasabb fert6zési kockazatnak vannak kitéve, mivel az
Osszes pozitiv minta a kutyas gy(ijtési modszerbdl szar-
mazott. Egy kordbban végzett vizsgalatban a tarsallatok-
rél begytijtott kullancsok tilnyomorészt néstény imagok
voltak (81,6%), mig a himek (15,3%) vagy a juvenilis sta-
diumok (3,1%) kisebbségben voltak [22]. Ezzel éles ellen-
tétben, a mi vizsgalatunkban a tarsallaton talalt kullan-
csok 85,1%-a him imagé volt, 13% ndstény és 1,9% larva.
Mivel a him kullancsok csak alkalmanként taplalkoznak
a gazdaszervezetiikon, lehetséges, hogy epidemiologiai
jelentdségiik kisebb, ami arra utalhat, hogy az altalanos
fertdzés kockdzata a magas fert6zottségi arany ellenére is
alacsonyabb lehet.

A mintavételez6k empirikus megfigyeléseként meg-
emlithetjiik, hogy a kullancsok gyakrabban taldlhatok
meg két eltérd novényzettipus hatdran, és stiriségik a
tengerszint feletti magassaggal csokken, azonban nem
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all rendelkezésiinkre elegendé adat ezen megfigyelések
bizonyitasara.

Limitaciok

Tisztaban vagyunk azzal, hogy az alacsony mintaszam
gatat szab a szignifikdns kovetkeztetések levondsara ira-
nyuld céljainknak, azonban a vizsgalatot a B. burgdorferi
s.l. fertézés Hargita megyei prevalenciajaba nyujtott els6
betekintésnek tekintjiik, és a jov6beli tanulmanyok soran
épiteni kivanunk a megszerzett tapasztalatokra. Tovabba
az utvonalhossz és a lefedett teriilet standardizalasanak,
valamint a kivalasztott turistautak randomizacidjanak
hianya torzitott eredményekhez vezethet. Fontos meg-
jegyezni azt is, hogy nem talaltunk kifejezetten erre a
régiora vonatkozo, reprezentativ tanulmanyokat, igy a
prevalenciaadatokat csak az orszagos atlaggal tudtuk
6sszehasonlitani.

Kovetkeztetés

Jelen vizsgalatunk soran igazoltuk a Hargita megyei
turadsvényeken eléforduld kullancspopuléciok Borrelia
burgdorferi sl. fertozottségét. A valos fert6zottségi arany
pontos meghatarozasahoz tovabbi, nagyobb mintaszamu
vizsgalatok elvégzése sziikséges.

A tarsallatok, kiilonosen a kutydk, az embereknél
sokkal nagyobb kockazatnak lehetnek kitéve a B. burg-



Hargita megyei kullancsok borrelia burgdorferi fert6zottsége

dorferi s.1. baktériummal valo érintkezés szempontjabol,
ezért javasoljuk mind az allatok, mind az emberek alapos
atvizsgalasat a kullancsok jelenlétére vonatkozoan a ter-
meészetben tett tirakat kovetSen.
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Irodalom

(Ldsd az angol nyelvii cikk végén.)
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