Sarny (Capreolus capreolus) i jelenie (Cervus elaphus)
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ABSTRACT. Roe deer (Capreolus capreolus) and red deer (Cervus elaphus) as a reservoir of protozoans from
Babesia and Theileria genus in north-western Poland. The species of genus Babesia and Thelieria are obligate intra-
cellular pathogens that multiply in both vertebrate and invertebrate hosts. Some species of Babesia cause bovine
babesiosis infecting erythrocytes of the cattle and wild ruminants, and undergo a complex developmental cycle in ticks
which serve as biological vectors. Majority of Theileria spp. cause bovine theileriosis infecting lymphocytes as well as
erythrocytes of the cattle and wild ruminants, and similar to Babesia undergo a complex developmental cycle in ticks.
In this study, hunter killed roe deer (Capreolus capreolus) and red deer (Cervus elaphus) from north-western Poland
were tested for Babesia and Theileria infection in two seasons (spring and autumn, 2004). Infection with babesias and
theilerias was detected by PCR assay based on the fragment of nuclear small subunit rRNA gene (nss-ribosomal DNA).
Four types of products different in size were obtained and then sequenced. Sequence analysis of nucleotides showed
that two kinds of products (385 and 475 bp) were unspecific, the third was characteristic for Theileria sp. (430bp) and
the last one for Babesia divergens (407bp). We found that 24.4% of the animals examined were infected with Babesia
divergens and 11% with Theileria sp. Percentage of infected animals with B. divergens was almost equal in the spring
and autumn (24.6 and 24% respectively). Infection with Theileria was lower in the spring than in the autumn (10.5 and
12% respectively).
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Wstep borelie czy anaplazmy, sg przenoszone z jednego
zywiciela na kolejnego przy udziale wektoréw,
ktorymi sg kleszcze, gtéwnie z rodzaju Ixodes.
Nasze molekularne badania populacji kleszcza
pospolitego, Ixodes ricinus zebranych z roslinnosci
z kilku stanowisk w péinocno-zachodniej Polsce

Pierwotniaki zaliczane do rodzaju Babesia
stanow1g grupe pasozytniczych jednokomoérkowych
organizmow zarazajacych erytrocyty szerokiego
spektrum zwierzat kregowych. Klasyfikacja filo-

genetyczna Babesia oparta jest na analizie sek- wykazaly, ze wiele z tych obszaréw jest endemicz-

wenc)i genu kodujacego 18S rRNA dla matej pod- nych dla dwu gatunkows; tj. dla B. microti i B. diver-
jednostki rybosomu, co pokrywa si¢ z nieformal- gens [2-5].

nym podzialem tych pierwotniakéw na podstawie
wielkosci trofozoitu na mate (1-2,5um Srednicy)
oraz duze (3-5 um). Takie gatunki jak B. divergens,
B. odocoilei czy B. canis uznawane sa jako duze,
~wlasciwe” Babesia, natomiast B. microti, B. equi
(Theileria equi) lub B. rodhani sa opisywane jako
mate Babesia, spokrewnione z rodzajem Theileria
[1]. Pierwotniaki te, podobnie jak lepiej poznane

Wykrycie czynnikow chorobotwérczych w we-
ktorach wskazuje rownoczesnie na obecnos¢ w sro-
dowisku kompetentnego rezerwuaru, ktérym sa kre-
gowce, gtownie ssaki 1 ptaki. Nie tylko dostarczaja
one kleszczom pokarmu w postaci krwi, ale takze
peinig gldwng rol¢ w utrzymaniu i rozprzestrzenia-
niu si¢ zakazen. Dlatego w badaniach nad ekolo-
gicznymi uwarunkowaniami choréb odkleszczo-




wych kluczowe znaczenie ma identyfikacja gatun-
kéw zywicielskich, na ktérych pasozytujg odpowie-
dnie stadia /. ricinus. Takie badania przeprowadzili-
smy w odniesieniu do infestowanych przez kleszcze
psOw [6] oraz gryzoni i ptakoéw lesnych (dane jeszcze
nie publikowane), jednakze wyniki tych badan nie
pozwolily na uznanie ich jako rezerwuarowych dla B.
microti 1 B. divergens na badanych terenach.

Blisko spokrewnione z rodzajem Babesia pier-
wotniaki z rodzaju Theileria, tworzg grup¢ pasozy-
tow krwinek kregowcéw. Jednak w odrdéznieniu od
Babesia makroschizonty pasozytujg w limfocytach,
natomiast mikroschizonty w erytrocytach. Theile-
rioza stanowi powazne zagrozenie dla bydla we
wszystkich krajach tropikalnych 1 subtropikalnych
gdzie wystepuje co najmniej szeSC zarazajgcych
przezuwacze gatunkow Theileria: T. parva, 1. an-
nulata, T. taurotragi, T, mutans, T. velifera 1 T.
orientalis [7, 8]. W potudniowej Europie wystepuja
przynajmniej dwa gatunki Theileria (T. annulata
i T. orientalis) gdzie obecne sg ich glowne wektory,
tj. kleszcze z rodzaju Hyalomma 1 Haemaphysalis
[9]. Na terenie naszego kraju ani rezerwuary ani we-
ktory Theileria nie sa rozpoznane.

Celem cyklu naszych badan jest poszukiwanie
kregowcow rezerwuarowych wsrod zwierzat tow-
nych w péinocno-zachodniej Polsce dla patogenow
przenoszonych przez kleszcze. W prezentowane]
pracy przedstawiamy wyniki wstepnych badan nad
rolg zwierzat lownych, w tym sarny Capreolus ca-
preolus 1 jelenia, Cervus elaphus odstrzeliwanych
na terenach lesnych okolic miasta Szczecina, jako
rezerwuaru dla pierwotniakéw z rodzaju Babesia
1 Theileria.

Material 1 metody

Prébki krwi do badan (w objetosci 1 cm’) pobra-
no od 67 saren (Capreolus capreolus) 1 15 jelen
(Cervus elaphus). Zwierzeta pochodzity z terenow
lesnych okolic miasta Szczecina, endemicznych dla
Babesia. Krew pobierano w dwoéch sezonach, tj.
wiosna (od potowy maja do potowy czerwca 2004 r)
od 57 zwierzat 1 jesienig (od konca wrzesnia do po-
towy pazdziernika 2004 r) od 25 zwierzat. SzescC-
dziesiat trzy zwierzeta byly infestowane przez Kle-
szcze (Tabela 1), wszystkie nalezgce do gatunku /.
ricinus. Infestacja wiosng wynosita 87,7%, a jesie-
nig 52%.

PCR. Krew byta pobierana do probowek zawie-
rajacych 100 pul Na-EDTA. DNA z probek krwi 1zo-
lowano zestawem MasterPure™ DNA Purification

n

Kit (Epicentre, USA) wedlug zataczonej instrukcji.
Do PCR zastosowano startery CRYPTO-F (5 AAC
CTG GTT GAT CCT GCC AGT AGT CAT 3')
i CRYPTO-R (5° GAA TGA TCC TTC CGC AGG
TTC ACC TAC 3’), komplementarne do genu kodu-
jacego 18S rRNA u Babesia spp. 1 Theileria spp.
Profil temperaturowo-czasowy zastosowany do
PCR byt taki sam jak opisano wczesniej [5]. Do
gniazdowej PCR uzyto starterow PIRO-A (5" AT'T
ACC CAATCC TGA CAC AGG G 3°) PIRO-B (5°
TTA AAT ACG AAT GCC CCC AAC 3’). Profil
temperaturowo-czasowy zastosowany do gniazdo-
wej PCR byl nastepujacy: denaturacja wstegpna |
min — 94°C, nastepnie 40 cykli: denaturacja 45
s — 94°C, przylaczanie starterow 45 s — 55°C, wydtu-
zanie 45 s — 72°C [10]. Jako kontrole dodatnie sto-
sowano 1 ng DNA B. microti z merozoitOw uzyska-
nych dzieki uprzejmosci prof. E. Siriskiego z Zakta-
du Parazytologii Uniwersytetu Warszawskiego oraz
| ng DNA B. divergens z merozoitow przekazanych
przez prof. E. Precigout z Laboratorium Biologn
Komorkowej i Molekularnej, Montpellier, Francja.
Kontrole ujemng stanowila proba bez matrycy
DNA. Produkty PCR rozdzielano w 2,5% zelu aga-
rozowym i uwidaczniano w Swietle UV,
Sekwencjonowanie. Wszystkie produkty PCR
roznigce sie dlugoscig poddano sekwencjonowaniu
w Pracowni Sekwencjonowania i Syntezy Oligonu-
kleotydow w Instytucie Biochemii 1 Biofizyki Pol-
skiej Akademii Nauk w Warszawie. Uzyskane se-

kwencje zostaly porownane w programie kompute-
rowym DNAMAN (Lynnon Biosoft, Kanada).

Wyniki

Wykrywanie DNA pierwotniakow Babesia
1 Theileria we krwi przezuwaczy opierato si¢ na am-
plifikacji fragmentu genu kodujacego 185 rRNA
Babesia i Theileria metodag PCR. Uzyskano produk-
ty o czterech réznych dtugosciach: liczace 385pz (6
dodatnich préb), 407pz (20 dodatnich préb), 430pz
(9 dodatnich préb) i1 475pz (10 dodatnich prob, Rys.
1). Kazda dodatnia préba ujawniata tylko jeden pro-
dukt z wyzej wymienionych. Analiza sekwencji nu-
kleotydéw produktow o dtugosci 385pz1475pz wy-
kazata, ze byly one niespecyficzne zarowno dla ro-
dzaju Babesia jak i Theileria. Z pozostatych dwoch
rodzajow produktéow PCR; jeden o dlugosci 407pz
okazal sie charakterystyczny dla B. divergens (nu-
mer akcesyjny w bazie Banku Genéw: DQO083544),
a drugi liczacy 430pz dla Theileria sp. (DQ0098382,
DQ104436).




Rys 1. Produkty amplifikacji fragmentu genu 18S rRNA Babesia divergens dtugosci 407 pz (Bd) 1 Theileria sp. 430
pz (Th) ze starterami PiroA i PiroB. M — marker mas czasteczkowych, Kd — kontrola dodatnia dla B. divergens, Ku —
kontrola ujemna, Ns — produkty niespecyficzne, odpowiednio dlugosci 385 i 475 pz.

Fig. 1. Amplification products of a fragment of 18S rRNA gene obtained from Babesia divergens (Bd — 407 bp) and
Theileria sp. (Th — 430 bp) using PiroA and PiroB starters. M — molecular size marker, Kd — positive control of Babe-
sia divergens, Ku — negative control, Ns — unspecific products (385 and 475bp)

Zarazenie badanych zwierzat na podstawie wy- wywotane przez Theileria sp. wykryto u dwéch je-
niku dodatniego na obecnos¢ DNA Babesia diver- leni 1 jednej sarny.
gens we krwi wynosito 24,4% (20/82), w tym zara-
zenie saren wynosito 75% (15/20), a jeleni 25%

ooy Dyskusja
(5/20). Analogicznie, DNA Theileria sp. wykryto
u 11% (9/82) wszystkich odtowionych zwierzat, Gatunkiem Babesia, wykrywanym u dzikich
z czego sarny stanowity 77% (7/9), a jelenie 23% I domowych przezuwaczy, wystepujacym w naszej
(2/9) ogoétu zarazonych (Tabela 1). strefie klimatycznej, jest B. divergens, niebezpiecz-
Sposrod 57 odlowionych wiosng osobnikéw (by- ny rowniez dla cztowieka. Gléwnym rezerwuarem

ty to tylko sarny), 14 (24,6%) bylo zarazonych B. dla B. divergens w Europie jest przede wszystkim
divergens, a 6 (10,5%) wykazywato obecnos¢ DNA bydto; mogg nim by¢ takze jelenie i sarny. Innymi
Thetleria sp. (Tabela 1). Jesienia odstrzelono 25 gatunkami zarazajacymi przezuwacze sa: B. bovis,
zwierzgt: 15 jeleni i 10 saren. Ogélne zarazenie je- B. major 1 B. bigemina, ktére sg szeroko rozpo-
sienig spowodowane przez B. divergens wyniosto wszechnione w strefie tropikalnej i subtropikalnej
24% (6/25), z czego wsréd saren stwierdzono 83% 1 najprawdopodobniej nie wystepuja one w Europie
zarazonych (5/6), a u jeleni 17% (1/6). Zarazenie [10]. Znany jest rowniez patogenny dla przezuwa-

Tabela 1. Zarazenie zwierzyny ptowej przez kleszcze Ixodes ricinus oraz pierwotniaki Babesia divergens i Theileria
sp. w dwoch sezonach towieckich

Table 1. Infection of game animals by Ixodes ricinus ticks, Babesia diverens and Theileria Sp. 1in two hunter seasons

Sezon Odstrzelone Zarazenie

zwierzeta Kleszcze Babesia divergens  Theileria sp. Kleszcze + Babesia divergens Kleszcze + Theileria sp.
Wiosna 57 50 14 6 12 S
Jesien 25 13 6 3 3 3

Razem 82 63 20 9 17 8
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czy gatunek B. odocoilei wystgpujacy giownie
w Ameryce Péinocnej [11]. W Europie, jak np.
w poinocnej czgsci Hiszpanii, u przezuwaczy wy-
kryto jeszcze inne gatunki, takie jak B. ovis 1 B. mo-
tasi [12]. W Polsce zarazenie zaréwno dzikich, jak
i domowych przezuwaczy tymi pierwotniakami nie
zostato jeszcze dotad odnotowane, poniewaz do te]
pory nikt nie prowadzil tego typu badan.

Prezentowane wyniki poszukiwania DNA Babe-
sia we krwi saren i jeleni odstrzelonych w poinoc-
no-zachodniej Polsce wskazujg na wystgpowanie
jednego gatunku zarazajacego te zwierzeta t). B. di-
vergens. Stwierdzono to na podstawie analizy se-
kwencji genu 18SrRNA, ktéra wykazata niemal
100% podobieristwo do sekwencji B. divergens
(AY789075) uzyskanej przez nas wczesnie] z 1zola-
tow 1. ricinus z péinocno-zachodniej Polski [13].

Produkty specyficzne dla B. divergens uzyskano
dla 20 zwierzat co stanowi 24% wszystkich odstrze-
lonych. Blisko 77% badanych przez nas przezuwa-
czy bylo infestowanych przez kleszcze nalezace tyl-
ko do jednego gatunku najszerzej rozpowszechnio-
nego w Polsce i w Europie, 1. ricinus. Infestacja
wiosng, gdy ten gatunek kleszcza wykazuje naj-
wicksza aktywnosé, wynosita prawie 90% 1 wsrod
tych zwierzat wykryliSmy zarazenie pierwotniakami
siegajace 28%. Na jesieni infestacja dotyczyta tylko
potowy zlowionej zwierzyny, a zarazenie badanych
zwierzat przez Babesia wynosito okolo 38%. Za-
rowno zarazenie zwierzat przez kleszcze jak 1 wy-
kryte we krwi DNA Babesia wskazuja na znaczacg
role jelenia i sarny w krazeniu 1 utrzymywaniu pier-
wotniakéw z rodzaju Babesia na zalesionych tere-
nach poinocno-zachodniej Polski.

Réwniez prowadzone przez nas na tym samym
terenie badania populacji kleszcza pospolitego 1. ri-
cinus w kierunku obecnosci DNA Babesia, wykaza-
ty, ze wiele obszaréw, z ktorych zbierano kleszcze
z roslinnosci jest endemicznych dla B. divergens [2-
5]. Jest to zgodne z powszechnie przyjetym zatoze-
niem, w ktorym rezerwuarem dla B. divergens s
Bovidae 1 Cervidae, natomiast wektorem tych pier-
wotniakow jest I. ricinus.

Zarazenia przezuwaczy powodowane przez pier-
wotniaki Theileria odnotowywane sg licznie w calej
strefie tropikalnej 1 subtropikalnej [7, 8, 14]. W Eu-
ropie zarazenia tymi pierwotniakami opisywane sg
gléwnie na potudniu kontynentu [9]. W Europie
Srodkowo-Wschodniej nie odnotowano dotychczas
przypadkéw theileriozy u domowych 1 dzikich prze-
zuwaczy. Niektorzy autorzy wskazuja jednak na
obecnosé pewnych szczepOw Theleria sp. wsrod re-

zerwuaru, zwracajac jednoczesnie uwage na niepa-
togennos$¢ tych gatunkéw, co moze byC¢ zwigzane
z utrwaleniem w toku dlugotrwatej ewolucji uktadu
pasozyt-zywiciel [15, 16].

W prezentowane] pracy uzyskano pozytywny
wynik PCR dla Theileria dla 9 zwierzat, co stanow1
11% wszystkich odstrzelonych. Wiosng, wsrod infe-
stowanych zwierzat zarazenie Theileria wynosito
10%, natomiast jesienig okoto 23%. Sekwencje
fragmentow genu 18S rRNA Theileria sp
(DQ009882, DQ104436) wuzyskane w pracy
wykazuja bardzo wysoki stopieri homologii (ponad
99%), zaré6wno wzgledem siebie, jak 1 innych sek-
wencji Theileria sp. zdeponowanych w Banku
Genéw i pochodzacych z Europy (AY421708) 1 z
Azji (AB012198). Obecnos¢ DNA Theileria sp we
krwi badanych przezuwaczy pozwala przypuszczac,
ze s3 one rezerwuarem tych piroplazm. Jednakze nie
mozna stwierdzi¢ na ile patogenne sg one w stosun-
ku do organizmu zywiciela, poniewaz nieznana jest
odpowiedZ immunologiczna badanych saren 1 jelen:
oraz brak jest danych histopatologicznych wskazu-
jacych na rozwdj choroby. Zaktadana w Katedrze
Genetyki US kontynuacja badan poszukiwania we-
ktora dla Theileria na terenach endemicznych dla
babesiozy pozwoli okreslié, czy kleszcze pospolite
1. ricinus moga by¢ wektorem tych piroplazm.
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