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ABSTRACT. Anaplasma phagocytophila and protozoans of Babesia genus in dogs from endem- 
ic areas of Lyme disease in north-western Poland. Infections caused by the spirochete Borrelia 
burgdorferi sensu lato may be accompanied by other microorganisms, such as Anaplasma, Ehrlichia 
and Babesia. These pathogens are transmitted by the ticks and are a risk to humans and animals. /xodes 
ricinus ticks collected from recreational areas of Szczecin and northwestern Poland contained DNA of 
the pathogens mentioned above and cases of double and triple coinfection have been documented. The 
aim of this paper was to determine if dogs suspect to tick infestation in the area of study are a reser- 
voir for these pathogens and to examine the possibility of coinfection. Canine blood was sampled, part 
of the material originated from dogs exhibiting symptoms of borreliosis. In an earlier study, the sam- 
ples were screened for DNA from B. burgdorferi sensu lato. In order to screen for A. phagocytophila 
and Babesia sp. DNA, a PCR-based method was used with the following primers: EHR521/EHR747 
for Anaplasma and FOR1/REV1 for Babesia. In 192 samples only two contained A. phagocytophila 
DNA. One of these samples originated from a healthy canine, the other from an individual with symp- 
toms of borreliosis. The examined samples were not positive for Babesia sp. DNA. Coinfection was 
not discovered. The low level of A. phagocytophila infection may indicate that the domestic dog is not 
a reservoir for Anaplasma and Babesia in Szczecin and northwestern Poland. Moreover, this area does 
not have populations of the brown dog tick (Rhipicephalus sanguineus) or Dermacentor reticulates — 
both of which are vectors of E. canis and B. canis and commonly induce ehrlichiosis and babesiosis 
in canines. 
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WSTEP 

Zakazeniom kretkami Borrelia burgdorferi sensu lato moga towarzyszyé inne, 
jak Anaplasma, Ehrlichia i Babesia. W ciagu ostatnich kilku lat ukazaty sie donie- 
sienia o współwystępowaniu kilku patogenów przenoszonych przez kleszcze u lu- 

'Praca wykonana w ramach projektu celowego zamawianego PCZ 014-26 finansowanego przez Ko- 
mitet Badań Naukowych 

 



  

556 B. SKOTARCZAK I WSP. 
  

dzi i psów (Hofmeister i wsp. 1998, Kordick i wsp. 1999, Krause i wsp. 2002, Sko- 

tarczak i wsp. 2003b). Gatunkiem z rodzaju Ehrlichia, najczęściej występującym 

u psów i szeroko rozpowszechnionym na Świecie jest E. canis (McDade 1990, Ri- 

kihisa 1991). Rzadziej spotykanymi gatunkami z rodzaju Ehrlichia występującymi 

u psów są E. platys — obecnie Anaplasma platys (Chang i Pan 1996, Sainz 

i wsp.1999), E. ewingii (Goodman i wsp. 2003) oraz E. phagocytophila — obecnie 

Anaplasma phagocytophila, czynnik etiologiczny ludzkiej anaplazmozy granulocy- 

tarnej (Magnarelli i wsp. 1997, 2001; Egenvall i wsp. 2000). Czynnikiem etiolo- 

gicznym psiej babesjozy są zasadniczo dwa gatunki: B. gibsoni i B. canis — z trze- 

ma podgatunkami, ponadto istnieją potwierdzone doniesienia o trzecim, rzadszym, 

czynniku etiologicznym nazywanym B. microti-like (Zahler i wsp. 2000, Camacho 

i wsp. 2002). B. gibsoni, stwierdzono u psów na terenie Afryki, Azji, Ameryki 1 Po- 

łudniowej Europy (tylko jako zawleczenie; Zahler i wsp. 1998). Występowanie tych 

patogenów zależy od dystrybucji ich wektorów. Jednakże kleszcze będące wektora- 

mi E. canis (Rhipicephalus sanguineus) jak i B. canis (R. sanguineus i Dermacen- 

tor reticulatus) zasadniczo nie występują na terenie Północno-Zachodniej Polski. 

Natomiast gatunkiem kleszcza obficie występującym w całej Polsce i w Północnej 

Europie jest Jxodes ricinus. 

Nasze badania kleszczy /. ricinus, zebranych z leśnych stanowisk w Szczecinie 

i z Pólnocno-Zachodniej Polski, przeprowadzone metodą PCR wykazały obecność 

DNA B. burgdorferi s.l. (od 0,3 do 15,7%) we wszystkich stadiach rozwojowych 

kleszcza w kilku kolejnych latach (Skotarczak i Wodecka 1998, 2000a, b; Wodec- 

ka i Skotarczak 2000). Badania /. ricinus zebranych z tych samych stanowisk wy- 

kazały obecność DNA B. microti i B. divergens oraz A. phagocytophila, najpierw 

jako pojedyncze zakażenia kleszczy (Skotarczak i Cichocka 200la, b; Skotarczak 

i Rymaszewska 2001), później podwójne i potrójne koinfekcje (Skotarczak 1 wsp. 

2002, 2003a, b). Podobne badania, wykazujące obecność czynnika ludzkiej granu- 

locytarnej ehrlichiozy oraz czynnika etiologicznego boreliozy z Lyme u /. ricinus 

z Północnej Polski, przeprowadzili Stańczak i wsp. (2001, 2002). 

Wyniki naszych badań serologicznych oraz wykrywania DNA krętków we krwi 

psów wskazują, że psy naturalnie eksponowane na kleszcze ze Szczecina i okolic, 

terenów endemicznych dla 7. ricinus i dla borelii są rezewuarem B. burgdorferi s.l. 

(Skotarczak i Wodecka 2003, Skotarczak i wsp. w druku). W prezentowanej pracy 

tę samą populację psów poddano badaniom na obecność DNA A. phagocytophila 

i Babesia sp. w celu wykrycia ewentualnej koinfekcji i poznania, czy psy z terenów 

Północno-Zachodniej części Polski są rezerwuarem dla tych patogenów. 

MATERIAŁ I METODY 

Próbki krwi pobrano od dwóch grup psów naturalnie eksponowanych na kle- 

szcze. Pierwszą grupę stanowiły zdrowe psy naturalnie eksponowane na /. ricinus, 
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w liczbie 100, różnych ras, z Miejskiego Schroniska dla Zwierząt w Szczecinie. 
Drugą grupę stanowiły 92 psy podejrzane o boreliozę, u których lekarze weteryna- 
rii przed pobraniem krwi przeprowadzali badania fizykalne i spisywali objawy kli- 
niczne wg dostarczonych ankiet na główne objawy psiej boreliozy, tj. temperatura, 
kulawość, obrzęk i bóle stawu stępu i nadgarstka, powiększenie węzłów pachwino- 
wych i przedłopatkowych, spadek wagi ciała i utrata apetytu (Skotarczak i wsp. 
w druku). Notowano wiek (od pół roku do około 14 lat), płeć i rasę psa oraz wystą- 
pienie ekspozycji na kleszcze w przeszłości i w chwili zgłoszenia do lekarza. Krew, 
przeznaczoną do badań serologicznych i PCR pobierano w okresie tuż po najwięk- 
szej aktywności kleszczy, tj. od czerwca do połowy lipca (100 prób z grupy I i 46 
prób z grupy II) i od września do połowy października (46 prób a grupy II). We krwi 
31 psów podejrzanych o boreliozę wykryto DNA Borrelia burgdorferi sensu lato. 

DNA z próbek krwi izolowano gotowym zestawem QlAamp* DNA Mini Kit 
(Qiagen, Niemcy) według załączonej instrukcji postępowania. Do amplifikacji frag- 
mentu genu 16S rRNA A. phagocytophila użyto primerów EHR521 i EHR747, 
które amplifikują produkt o długości 247 pz (Guy i wsp. 1998). Jako próby dodat- 
niej użyto DNA czynnika HGE uzyskanego z hodowli na komórkach HL60, MRL 
Diagnostics (Stańczak i wsp. 2002). Profil termiczny reakcji PCR obejmował: de- 
naturację wstępną w 94'C — 2 minuty; 5 cykli: denaturacja właściwa 94'C — 30 se- 
kund, przyłączanie primerów 64'C — 45 sekund, elongacja 72'C — 30 sekund; 30 cy- 
kli: denaturacja właściwa 94'C — 30 sekund, przyłączanie primerów 60'C — 45 se- 
kund, elongacja 72°C — 30 sekund; wydłużanie końcowe 72'C — 5 minut. Odczyn- 
niki użyte do reakcji pochodziły z firmy Fermentas. 

Do wykrywania pierwotniaków z rodzaju Babesia metodą PCR użyto primerów 
szerokospecyficznych dla rodzaju Babesia; FOR1 i REVI amplifikujących frag- 
ment genu 18S rRNA, o następujących sekwencjach: FOR1 — 5'TGT-CTT-AAA- 
GAT-TAA-GCC-ATG-CAT-GT-3’, REV1 — 3'CTT-CTT-TTA-AGT-GAT-AAG- 
GTT-CAC-AAS5', amplifikujących produkt o długości 1700 pz. Przebieg reakcji 
PCR był następujący: denaturacja wstępna w 94'C przez 3 min., 35 cykli obejmu- 
jących: denaturację w 94'C przez 45 s, przyłączanie primerów w 65'C (zestaw 
FOR] i REV1) przez 45 s i wydłużanie łańcucha w 72°C przez 1 min. 30 s, a także 
wydłużanie końcowe w 72'C przez 7 min. Produkt pierwszej reakcji rozcieńczono 
20-krotnie i poddano kolejnej reakcji. 

Reakcje PCR obejmowały również próbę dodatnią oraz kontrolę ujemną. Dla 
każdej próby reakcję przeprowadzano dwukrotnie, w termocyklerze bezolejowym: 
T-gradient (Biometria, Niemcy). Produkty reakcji rozdzielano w żelu agarozowym 
2% (czynnik HGE) lub 1,5% (Babesia sp.) (ICN, USA) z dodatkiem bromku ety- 
dyny (Sigma-Aldrich, Niemcy) przy napięciu 80 V. Do oceny wielkości uzyskane- 
go produktu zastosowano marker masowy firmy Polgen, o długościach prążków od 
501 do 110 pz (czynnik HGE) lub SmartLadder, Bioline, Germany (Babesia sp.) 
Produkt PCR uwidoczniano w świetle UV i archiwizowano w pamięci komputera 
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przy użyciu programu BioCapt (Vilber Lourmat, Francja), odczytującego obraz 

przekazywany z transiluminatora. Za wyniki dodatnie w reakcji PCR uznawano 

obecność w żelu agarozowym prążków o odpowiadającej spodziewanej masie czą- 

steczkowej. 

WYNIKI 

Spośród 192 przebadanych próbek krwi w dwóch (1,0%) wykryto DNA A. pha- 

gocytophila. Jedna z próbek pochodziła od zdrowego psa z grupy pierwszej, a dru- 

ga od psa wykazującego objawy kliniczne boreliozy — był to samiec, rasy jamnik, 

w wieku ośmiu lat. Według ankiety miał podwyższoną temperaturę ciała, bóle 

i obrzęk stawów, a badania serologiczne wykazały podwyższone miano przeciwciał 

klasy IgG przeciwko B. burgdorferi s.l. We krwi żadnego z tych dwóch osobników 

nie wykryto DNA B. burgdorferi s.l. Pomimo przeprowadzenia podwójnej reakcji 

PCR dla każdej próby, u wszystkich przebadanych zwierząt, również tych z wyni- 

kiem dodatnim PCR na obecność DNA B. burgdorferi s.l., nie stwierdzono DNA 

pierwotniaków z rodzaju Babesia, tym samym nie wykryto koinfekcji B. burgdor- 

feri-Babesia. 

DYSKUSJA 

Ehrlichioza jest wieloukładową chorobą o przebiegu od łagodnego do ciężkiego. 

Przebieg choroby różni się w zależności od gatunku ehrlichii i typu zakażanych ko- 

mórek krwi. Ogromne znaczenie ma stan układu immunologicznego żywiciela. 

Konsekwencją ostrych przypadków choroby mogą być poważne powikłania, głów- 

nie krwotoki i infekcje wtórne, które często prowadzą do zejścia śmiertelnego. 

W Europie najbardziej rozpowszechnionym gatunkiem ehrlichii jest czynnik 

HGE infekujący głównie ludzi. Należy on do jednej genogrupy z E. equi oraz A. 

phagocytophila wywołującej granularną ehrlichiozę (Rikihisa 1997). W 2001 roku 

Dumler i wsp. na podstawie badań sekwencji genu groESL, genu kodującego 

16S rRNA dla małej podjednostki rybosomu oraz genów kodujących białka po- 

wierzchniowe zaproponowali, aby wymienione gatunki uznać za jeden gatunek 

o nazwie Anaplasma phagocytophila. Primery użyte w niniejszych badaniach są 

komplementarne do fragmentów genu 16S rRNA wszystkich tych trzech gatunków. 

Ehrlichie z genogrupy A. phagocytophila wykrywano we krwi psów przeprowa- 

dzając zarówno badania serologiczne (Magnarelli i wsp. 1995, 1997, 2001; Ege- 

nvall i wsp. 2000), jak i reakcję PCR (Greig i wsp. 1996, Breitschwerdt i wsp. 1998, 

Kordick i wsp. 1999). Johansson i wsp. (1995), do identyfikacji europejskich szcze- 

pów A. phagocytophila użyli zaprojektowanych przez siebie primerów 

593/594B komplementarnych do terminalnych regionów genu 16S rRNA riketsji, 

amplifikujących produkt o długości 1469 pz. Następnie wykonali pół-gniazdową 
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PCR z parami starterów: 593/390B oraz 388/594B. Uzyskane produkty poddali se- 
kwencjonowaniu, które wykazało, że amplifikowane fragmenty genu 16S rRNA na- 
leżą do ehrlichii z genogrupy A. phagocytophila. 

Diagnostyka psiej ehrlichiozy (canine granulocytic ehrlichiosis, CGE) jest trud- 
na, gdyż kliniczne objawy są niespecyficzne i obejmują gorączkę, letarg, anoreksię, 
wymioty i biegunkę. Według Goldmana i wsp. (1998) są dwa objawy charaktery- 
styczne dla CGE, tj. chroniczna, umiarkowana lub ciężka anemia oraz zapalenie sta- 
wów. Pies z grupy zwierząt zdrowych, naturalnie eksponowanych na /. ricinus, 
u którego stwierdziliśmy DNA E. phagocytophila (A. phagocytophila) nie wykazy- 
wał objawów wskazujących na czynną postać tej infekcji. Podobnie u psa PCR+ 
z grupy zwierząt chorych — zakażenie ehrlichią nie zaburzało obrazu boreliozy, 
którą sugerowały obrzęk i bóle stawów oraz podwyższone miano przeciwciał prze- 
сту В. burgdorferi s.l. Prawdopodobnie wykryte zakażenia ehrlichią były w okresie 
prepatentnym. 

Pierwotniaki z rodzaju Babesia wykrywano we krwi psów stosując reakcję PCR 
z primerami specyficznymi gatunkowo amplifikującymi różne fragmenty genu ko- 
dującego 16$ rRNA i genu 18S rDNA (Zahler i wsp. 1998, Carret i wsp. 1999, Ca- 
macho i wsp. 2002). 

Do naszych badań zaprojektowaliśmy parę primerów specyficzną rodzajowo, 
komplementarną do genu 18S rRNA. Primery te są zdolne do amplifikacji DNA B. 
canis canis, B. canis vogeli, B. gibsoni, B. divergens, B. microti (UO9833, 
AB032434, AF188001 ,,spanish dog”), B. odocoilei, B. rodhaini, Theileria sp. Uzy- 
skane przez nas negatywne wyniki mogą wskazywać, że na terenie, z którego po- 
chodziły badane zwierzęta, nie ma wektorów gatunków Babesia typowych dla 
psów. 
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