FIRST ISOLATION OF LYME DISEASE SPIROCHETE,
BORRELIA BURGDORFERI FROM BLACKLEGGED TICK,
IXODES SCAPULARIS, COLLECTED AT
RONDEAU PROVINCIAL PARK, ONTARIO

The Lyme disease spirochete, Borrelia burgdorferi, has been
isolated from blacklegged ticks, [yodes scapularis, collected at
Reondean Provincial Park. The Park is a peninsula located on the north
shore of Lake Erte, in Chatham-Kent, and consists of Carolinian
hardwood forest. This 3,254 hectare cuspate sandspit was formed by
water currents depositing sand over several thousand years. The Park
attracts high numbers of birds in the spring.

PREMIER ISOLEMENT DE BORRELIA BURGDORFERI, LE
SPIROCHETE RESPONSABLE DE LA MALADIE DE LYME,
CHEZ IXODES SCAPULARIS, LA TIQUE A PATTES NOERES
AU PARC PROVINCIAL RONDEAU EN ONTARIO

Le spirochéte qui cause 1a maladie de Lyme a &t€ is0lé chez des tiques &
paties noires, Ivodes scapularis, recueillies au Parc provincial Rondean. Le
parc est une péninsile située sur Ia rive nord du Lac Erié, dans la municipalité
de Chatham-K.ent, ¢t consiste en une fordt carolinienne de feuilius. Cette
sabliére en poinie de fléche de 3 254 hectares a éte formée par des dépdts
laissés par les courants d’eau sur plusieurs milliers 4 années. Le parc aftire un
grand nombre d’oiseaux av printemps.



In the fall of 1998, veterinarians from southwastern Ontario
submitted blacklegged ticks that had been removed from dogs which
had visited the Park within the previous 3 weeks, One of these dogs
bad three fully cngorged female blackiegged ticks which all Iaid cggs
that developed into viable larvae. Subsequently, during follow-up
surveillance on 29 November 1998, a total of 50 adults (25 mules, 25
feinales) were collected by flagging understory vegetation. In April
1999, the British Columbia Centre for Disease Control (BCCBC), the
University of British Columbia, and the Lyme Disease Association of
Ontario initiated epidemiclogic research in the Park to study
1 scapularis, 2 competent vector of Lyme disease.

During the summer of 1999, immature (larva, nymph) blacklegged
ticks were removed from small mammals most commonly on white-
footed mice, Peromysaus leucopus, From 5 to 7 November 1999, 2
total of 108 live adult {52 males, 56 fomales) blacklegged ticks were
collected by flagging various locations throughout the Park. These
were sent by courier to the Vector-Borne Discases Laboratory,
BCCDC, Vancouver, British Columbia, for spirochetal analysis.

At BCCDC, the identification of ticks was confirmed. All ticks
were surfacce sterilized using 10% hydrogen peroxide followed by
70% isopropy] alcobol, and transferred o sterile tissue to remove
excess water. Ticks were cultured in pools of approximately three
adults, according 1o areas surveyed within the Park. The midgut
contents from Hve ticks were cultured in Barbour-Stoenner-Kelly 1
medium at 34° €, and cultures were checked weekly by dark-field
microscopy. Within 4 days, characteristic motile spirochetes were
observed in three eultures.

The isolates were immmunostained with monoclonal antibodies for
B. burgdorferi, namely {OspA (31 kilodalton [kDal), P39 (39 kDal
and flageHin (41 k2a), and were reactive. Using polymerase chain
reaction, DNA amplification of the OspA gene was conducted on the
isolates and confirmed positive for B. burgdorferi.

Many animals act as hosts in the Park for the three stages (larva,
nymph, adult) of blacklegged ticks. The white-footed mouse,
P. leucopus, is the principal host for larval und nymphal I scapufaris.
Adultblacklegged ticks are common on the white-tailed deer,
Odocoileus virginianus, especially in the spring and fall. In North
Ammerica, L scapularis has been found in over 50 species of mammals

and over 55 species of birds'.

Acrogs Ontario, the blacklegged tick has widespread distribution,
and B. hurgdorferi-positive L scapularis have been found in various
locations. Birds act as hosts for immature blacklcgged ticks. Some
songhbirds act as competent reserviors of B, burgdorfert, and are
involved in transporting these immature blacklegged ticks to non-
endemic areas. During the 1999 spring bird migration, a
B. burgdorferi-infected I scapularis nymph was removed froma
common yellowthroat, Geothlypis trichas. on Bon Portage Island,
Nova Scotia®™. This discovery shows that birds are involved in
bringing B. burgdorferi-infected blacklegged ticks long distances
into Canada from the United States of Amnerica.

The highest concentration of blacklegged ticks is located on the
South Point Trail in the southwest area of the Park. Visitors are
advised to walk in the centre of trails, tuck long pants into socks, and
wear tight coloured clothing (to make ticks morc visible). Application
of tick repellent on the skin and clothing will help to reduce tick bites.
Tick checks after an outing and prompt removal of attached ticks with
fine-pointed tweezers are important preventative measures.

Enzootic transmission of B. burgdorferi from L scapularis 10 dogs
has been reported at some locations in northemn and southern

A Vautowme 1998, des vétérinaires du sud-ouest de I"Ontario oot soumis
des tiques A pattes noires retrouvées chez des chicus qui avaient visité le parc
au cours des 3 sernaines précédentes. L'un de ces chiens Ctait porteur de trois
tigues § pattes noires fomelles complétement gorgees de sang. Blles avaient
pondu des veufs gui s”étaient transformes en larves viables. Par 1a snite, an
cours ¢’ une surveillance de contréle le 2% novembre 1998, on a recueilli
50 tiques adultes (25 méles e 23 femelles) 21 moyen de la technique du
morcenu de Hanelle dans 1'étage inféricur de la végdtation. En avril 1999, le
British Columbia Centre for Disease Control {BCCDCY, 1a University of
British Cohunbia et la Lyme Tseasc Asseciation of Ontario ont entrepris une
recherche ¢pidémiologique dans le parc pour etudier I scapuleris, un vecteur
compétent de Ia maladie de Lyme.

Au cours de Peté 1999, des tigues & paties noires immatures (Jarves,
nymphes} ont ¢t prélevées chez de petits mammiféres, le plus souvent des
souris & pattes blanches, Peromysous fencopus. Du 5 au 7 novembre 1999,
108 tigues & pattes noires adultes vivantcs (52 méles et 56 femelles) ont 6t
recueillies au moyen de 1a technigue du morccau de flanelle duns divers
secteurs du pare. Ces tigues ont £1€ envoyées par messagerie wu Vector-Borme
Driscascs Luboratory, BCCDC, & Vancouver (Colombie-Britannique) pour Ja
recherche de spirochétes.

Au BCCDC, Videntification des tiques a ¢t¢ confirmee. Toutes les tiques
ont subi une stérilisation superfivielle avec du peroxyde d*hydrogéne 4 10 %
puis avee de Ialcool {sopropyliguc & 70 %, aprés quot on les a placées surun
papier stérile pour en retirer Pexcédent d’ean, Les tiques ont été mises en
culture par groupes d’environ trois adultes, selon le secteur du parc ot elles
avaient €8 trouvées, Le contenu intestinal des tigques vivantes a £1€ cultive
dans fe milien Barbour-Stoenner-Kelly I 3 34 °C, et les cultures ont &t
verifides chaque semaine par microscopie & fond noir. Au bout de 4 jours,
on pouvait observer des spiroch&tes mobiles caractéristiques dans trois des
cultures.

Les isolats ont €1 immunocoelores avec des anticorps monoclonauy de
B. burgdorferd, notamment OspA (31 kilodaltons fkDal), ;e P39 {35 kDa) et
1a flagclline (41 kDa}, et se sont téveélés réactifs. On a procedé & l'amplifi-
cation do ' ADN du gene OspA par PCR sur les isolats et I"on a confirme gu’il
8’ agissait de B. burgdorferi.

Dans le parc, de nombreux animaux servent d"héte pour les trois stades
{larves, nymphes, adultes) des tiques & pattes noires. L4 souris 3 patics
blanches, P. lencopus, est I"hdte principal &'/ scapularis aux stades larvaire et
nymphal. Les tiques a pattes noires adultes sont trés répandues chez le cerf dc
Virginie, Odocoileus virginignus, surtout gu printemps et & Uautomne. En
Amérique du Nord, I scaprlaris a €1 refrouve chez plus de 50 espéces de
marnmifres ef plus de 55 espéoes doiseaux

La tique 4 pattes noires es? trés répanduc dans tout I"Ontario, et des tigues
1 scapularis positives pour B. burgdorferi ont 848 trouvées & divers endroits.
Les oiseaux somt des hdtes pour les tiques 3 pattes noires immatures. Certaing
oiseaux chanteurs sont des réservoirs campétents de B, burgdorferi et
transportent ces tiques immatures dans des régions non endémiques. Pendant
la migration des oiseaux chantewrs de 1999, une nymphe de 1 scapudaris
infectée par B. burgdorferi a £t€ retirée &’ unc paruline masquée, Geothhypis
trichas, sur U'ile de Bon Portage, en Nouvelle-Ecosse'®. Cette découveric
montre gue les oiseaux fransportent fes tiques & pattes noires iufectdes par
B. burgdorferi sur de longues distances et les emménent au Canada a partiy
des Ftats-Unis.

La plus forte concentration de tigucs & pattes noires se trotve & South
Point Trail, dans le secteur sud-ouest du parc. On recommande aux visiteurs
de marcher au centre des sentiers, de renirer leur pantalon dans leurs bas et deo
porter des véternents de coulewr pile {afin que les tiques soicnt plus visibles).
L application d"un insectifuge sur la pean et les vétements aide 4 prévenir les
morsures de tigues. Le contrdle des véternents ¢t de Ia peau aprés chaque
sortie en forét dc méme que Fextirpation rapide des tigues 3 P"aide dc pinces &
sourcils & pointes fines sont des mesures préventives importanics.

La transmission enzogtique de B. burgdorferi par [ scapularis aux chiens
a ¢té signalce dans certains endroits du nord et du sud de " Ontario™* Les



Ontario™*. Host dogs were seropositive for Lyme disease using
indirect immunofluorescence assay and Western: blot testing.

From 1981 to the end of 1998, a total of 280 human cases of
Lyme disease were reported in Outario. Of these cases, 127 patients
had no history of out-of-province travel {C, Le Ber, Public Health
Branch, Ontario Ministry of Health and Long-Term Care, Toronto;
personal communication, 1999,

In an earlier study, seropositive Peromyscus spp. have been
reported from Rondeau Provincial Park, however, no B. burgdorferi
was isolated during that period and [ scapudaris {reported as
I, dammini} was not found®™.

This is the first report of the isolation of B. burgdorfert at
Rondeau Provineial Park. Isolation of B. burgdorfert and the ovour-
rence of all three stages (larva, nymph, adult) of live L scapularis
ticks on mammalian hosts and in the environment confirms the
presence of B. burgdorferi and the establishment of an I scapularis
tick population in the Park. Further studies arc required to determine
the endemicity of B. burgdorferi in small mammals and the immature
stages of I scapularis.
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chiens hétes étaient séropositifs pour la maladie de Lyme 4 'imununo-
fluorescence indirecte et au Western blot

Entre 1981 et la fin de 1998, 280 cas de maladie de Lyme ont ét¢ recensés
chez les humains en Ontario. De ce nombre, 127 n’avaient jamais quitté fa
province {C. Le Ber, Direction de la santé pubHgue, ministére de la Santé et
des Soins de longue durée de I"Ontario [Toronto] : communication
personnelle, 1999).

Dans une émde antériewre, des souris séropositives du genre Peromscus
ont &t signalées dans le Parc provincial Rondeau, toutefois B. burgdorferi n'a
pas &t isolé durant cette période et L scapularis (déclare sous Uappellation
I dammini) n'a pas & trouve®™,

H s agit du premier isolement de B. burgdorferf an Parc provineiat
Rondeauw. L' isolement de B. hurgdorferi et la présence des trofs stades {larve,
nymphe, adultz) de tiques 1. scapuiaris adultes vivantes sur des hotes
mammaliens et dans Penvironnement confirme la présence de B. burgdorferi
et I'établissement d’une population de tigues I scapuiaris dans le parc. 11
faudra effectuer d’auntres recherches pour déterminer Uendémicité de B.
burgdorfert chez les petits mammiféres et les stades immatures de
L scapularis.
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