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ABSTRACT: Participation of Ixodes ricinus developmental stages in transmission of Anaplasma
(Ehrlichia) phagocytophila. The present study constitutes a survey on the prevalence of human gra-
nulocytic ehrlichiosis agent, Anaplasma (Ehrlichia) phagocytophila, infecting ticks, Ixodes ricinus. I.
ricinus were collected in the spring and autumn of the years 2000-2002 in western Pomerania (Po-
land), on vegetation using cloth drags. In all, 3340 individuals of /. ricinus were collected from the
sampling sites. This total comprised of 511 females, 525 males, and 1998 nymphs. The prevalence of
this pathogen in ticks was assessed using the PCR technique (a fragment of 16S rDNA gene amplified
with EHR 521 and EHR 747 primers). The overall prevalence of A. phagocytophila in I. ricinus was
3 % 1n adults but only 1.6% in nymphs.
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WSTEP

Ehrlichie sg patogenami ludzi i zwierzat, wywolujagcymi jednostke chorobowa
okreslang jako ehrlichioza. Na kontynencie europejskim wektorem dla tych bakte-
rm sg kleszcze z rodzaju Ixodes, przede wszystkim kleszcz pospolity I. ricinus,
0 szerokim zasiggu wystepowania (Petrovec i wsp. 1997, Parola i wsp. 1998, Sko-
tarczak 1 Rymaszewska 2001).

Ehrlichioz¢ od dawna opisywano jako goraczke odkleszczowa, wystepujaca
u zwierzgt hodowlanych: owiec, bydta, kéz, a takze psow. W 1987 roku, w USA opi-
sano przypadek ludzkiej ehrlichiozy monocytarnej (human monocytic ehrlichiosis —
HME), wywotanej przez patogen nazwany Ehrlichia chaffeensis (Maeda i wsp.
1987), natomiast w 1994 roku, takze w USA, stwierdzono po raz pierwszy ludzka
ehrlichiozg¢ granulocytarng, wywotang przez czynnik ludzkiej ehrlichiozy granulocy-
tarne) — human granulocytic ehrlichiosis agent — HGE agent (Parola i wsp. 1998).
Obecnie czynnik HGE oraz bakterie spokrewnione E. phagocytophila i E. equi uzna-
no za jeden gatunek Anaplasma phagocytophila (Dumler i wsp. 2001).

- Praca zostata wykonana w ramach projektu nr 3PO4C 103 22, finansowanego przez Komitet Badan
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W 1997 roku ehrlichioze granulocytarng rozpoznano takze w Europie, w Slowe-
nii (Petrovec i wsp. 1997), a w 2001 roku doniesiono o pierwszych przypadkach za-
chorowan w Polsce (Tylewska -Wierzbanowska 1 wsp. 2001).

Cykl rozwojowy kleszcza I. ricinus, nalezacego do pasozytow pozagniazdo-
wych, obejmuje stadia: larwe, nimf¢ oraz postacie doroste (imago). Kleszcze te ce-
chuje sezonowosé, czyli zaleznos¢ aktywnosci i przebiegu poszczeg6lnych cyklow
od por roku, charakterystycznych dla klimatu umiarkowanego (Siuda 1991, Buczek
1999). Przeobrazenie larwa-nimfa, czy tez nimfa-imago wymaga od poszczegol-
nych osobnikéw zgromadzenia pokarmu niezbgdnego do histogenezy. 1. ricinus jest
kleszczem trzyzywicielowym, tzn. kazde z aktywnych stadiow rozwojowych ma
odrebnego zywiciela. Najmniej agresywng postacig /. ricinus sg samce, ktore odzy-
wiaja sie rzadko i przez krétki okres czasu. Pozostale stadia /. ricinus zerujg powo-
li, dtugo i odzywiajg si¢ krwia, limfg oraz rozpuszczonymi tkankami kr¢gowca-zy-
wiciela (Siuda 1991, Prokopowicz 1995). Podczas ssania krwi kleszcze wydzela)q
do ciata zywiciela sling zawierajgcq sktadniki zapobiegajace krzepnigciu kKrwi oraz
prawdopodobnie wywotujgce rozpad tkanek zywiciela. W tym momencie moze tez
doj$¢ do zakazenia organizmu zywiciela czynnikami chorobotworczymi (Siuda
1991, Prokopowicz 199)5).

Przebudowa histologiczna u I. ricinus nastgpujgca u stadiow miodocianych
w trakcie kazdego linienia zwigzana jest gléwnie z narzadami 1 strukturami pocho-
dzenia ektodermalnego, natomiast tkanki Srodowiska wewngtrznego oraz jelito
srodkowe czy cewki Malpighiego pozostajg niemal niezmienione. Prawdopodobnie
wlasnie to pozwala na przekazywanie transstadialne (larwa — nimfa — imago) drob-
noustrojéw chorobotwoérczych dla cztowieka i zwierzat. Patogeny w populaci kle-
szczy moga utrzymywac si¢ takze dzigki przekazowi transowarialnemu (zakizona
samica — jaja; Siuda 1991).

Na Pomorzu Zachodnim (Polska) od wielu lat prowadzone sg badania o zracze-
niu epidemiologicznym, majgce na celu ustali¢, czy kleszcze I. ricinus na tyck tere-
nach sa zakazone patognami chorobotwdérczymi dla ludzi 1 zwierzat, jak np B.burg-
dorferi, A. phagocytophila czy Babesia sp. W prezentowanej pracy przedstaviono
wyniki badan nad oszacowaniem stopnia zakazenia kleszczy przez czynnik ludzkie)
ehrlichiozy granulocytarnej i prébe ustalenia, ktére ze stadidw /. ricinus stinowi
najwieksze zagrozenie dla cztowieka 1 zwierzat.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowil DNA ehrlichii izolowany z nimf 1 1imago kleszcza
pospolitego — I. ricinus. Kleszcze odlawiano z roslinnosci za pomocg flandowe;
flagi na szesciu stanowiskach wyznaczonych na terenie Pomorza Zachodiego
(Szczecin i okolice). Zbiér kleszczy poddanych badaniom pochodzit z lat 2000-
2002, przy czym corocznie odtawiano kleszcze w dwoch sezonach: ,,wiosemym™
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(maj-czerwiec) oraz ,,jesiennym” (sierpiefi-pazdziernik), co jest zgodne z S€ZONnow3
aktywnoscig tych pajeczakow.

DNA ehrlichii izolowano z kleszczy metodg opisang przez Guy i Stanek (1991).
Markerem zastosowanym do wykrywania DNA A. phagocytophila w kleszczach
byt fragment genu kodujacego 16S rRNA dla matej podjednostki rybosomu, wyzna-
czony przez parg starterOw EHR 521 1 EHR 747 (Pancholi i wsp. 1995).

Mieszanina reakcyjna, o objetosci 10 pl zawierata bufor reakcyjny 1x stezony,
0,025 mM kazdego z tr6josforanéw deoksynukleotydéw, 1,5 mM MgCl,, 0,25
U polimerazy (MBI Fermentas, Lithuania). Matryce stanowilo DNA wyizolowane
z kazdego kleszcza indywidualnie, w objetosci 1 ul. Reakcje amplifikacji wykony-
wano kazdorazowo w obecnosci préby dodatniej (wzorzec) oraz préby ujemne;
(bez DNA). DNA czynnika HGE do kontroli dodatniej pracownia molekularna Ka-
tedry Genetyki US otrzymata od profesor Yasuko Rikihisa z Department of Veteri-
nary Biosciences, The Ohio State University (USA).

Reakcj¢ amplifikacji DNA ehrlichii przeprowadzono w termocyklerach bezole-
jowych: T-gradient (Biometra, Niemcy) i Peltier Thermal Cycler 200 (MJ Research.
USA). Profil termiczny PCR dla fragmentu genu 16S rDNA sktadat sie z denatura-
cji wstgpnej: 94°C — 1 min. oraz 35 cykli obejmujgcych denaturacje wiasciwg
w 92°C - 30 sek., hybrydyzacj¢ primeréw 60°C — 30 sek., wydtuzanie 72°C — 40
sek.

Produkty PCR rozdzielano elektroforetycznie w 2% zelu agarozowym (ICN,
USA) wybarwionym bromkiem etydyny (Sigma-Aldrich, Niemcy), a oceny wielko-
sc1 produktu reakcji PCR dokonywano w oparciu o marker masowy MW 501 (Po-
Igen, £6dz7).

Analizy statystycznej porownar czgstosci wystgpowania DNA A. phagocytophi-
la w Kkleszczach I. ricinus dokonano stosujgc nieparametryczny test istotnosci chi
kwadrat. Dopuszczalne prawdopodobieristwo ,,p” bledu pierwszego rodzaju przyje-
to na poziomie 0,05.

WYNIKI

Ogotem w ciggu trzech badanych lat odtowiono 3034 osobniki /. ricinus, rozktad
udziatu stadiow w poszczegdlnych latach przedstawiono w Tabeli 1.

Zakazenie kleszczy 1. ricinus w kolejnych latach byto poréwnywalne i wynosi-
to 2,38% w 2000 r. (22/1007), 2,08% w 2001 r. (22/1056) i 1,75% w 2002 r.
(17/971), przy czym réznice sg nieistotne statystycznie (test %>, p = 0,05).

SzczegOlowy wykaz zakazenia imago i nimf 1. ricinus przez czynnik ludzkiej

ehrlichiozy granulocytarnej (A. phagocytophila) w kolejnych, analizowanych latach
2000-2002 przedstawiono w Tabeli 2.
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Tabela 1. Udzial samic, samcéw i nimf w kolekcji kleszczy 1. ricinus ze zbiorow
w latach 2000-2002

Stadia
Rok Samice Samce Nimfy Razem
2000 159 176 672 1007
2001 213 224 621 1056
2002 139 127 705 971
Facznie 511 525 1998 3034

Tabela 2. Wystepowanie DNA A. phagocytophila (PCR+/N) w kleszczach I. ricinus wiosng 1
jesienig w latach 2000-2002

Wiosna Jesien
PCR+/N Y% PCR+/N Y%
2000
Samice 5/82 6,1 1/77 [,3
Samce 6/114 3.3 1/62 1.6
Nimfy 11/367 3 0/305 0
Razem 22/563 3.9 2/444 0.5
2001
Samice 1/106 0,9 0/107 0
Samce 4/114 3.5 6/108 35
Nimfy 6/342 1,8 4/279 1,43
Razem 11/562 2 10/494 2
2002
Samice 4/98 4.1 1/41 2,44
Samce 1/89 ® 0/38 0
Nimfy 8/429 1,9 3/279 )]
Razem 13/613 2 4/358 1,1
DYSKUSJA

Do badan, ktérych celem bylo wykrywanie obecnosci DNA ehrlichui w kle-
szczach, wykorzystywano imago i nimfy /. ricinus. Wczesniejsze analizy wiasne
(Rymaszewska 2000, Skotarczak i Rymaszewska 2001), jak 1 prace innych autorow
(Ogden i wsp. 1998, Liz i wsp. 2000, Walker i wsp. 2001) wskazujg, ze larwy nie
stanowig zagrozenia, gdyz w przypadku ehrlichii, nie dochodzi do przekazu trans-
owarialnego, tj. zakazona samica — jaja. W kolekcji /. ricinus dominowaty nimty
(1998 osobnikéw; Tabela 1), a wigc to one moga potencjalnie stanowiC giowne
7r6dto zagrozenia dla cztowieka czy zwierzat. Udzial samcOw 1 samic jest w kaz-
dym z analizowanych lat poréwnywalny (lgcznie z trzech lat 511 samic 1 525 sam-
cow; Tabela 1). Wsrod imago wieksze zagrozenie stanowig samice, poniewaz to
one sa bezwzglednymi pasozytami zewnetrznymi, natomiast samce pobierajg krew
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raczej rzadko, stad nie odgrywajg tak istotnej roli w krazeniu patogenéw w srodo-
wisku. Analiza zakazenia poszczegblnych stadiow kleszczy moze zobrazowaé za-
grozenie, jakie stanowig one na danym terenie.

Ogolne zakazenie /. ricinus ehrlichig na Pomorzu Zachodnim jest stosunkowo
niskie 1 wynosi 2,38% w 2000 r., 2,08% w 2001 r. oraz 1,75% w 2002 r. Podobnie
niskie zakazenie notowano w wielu krajach europejskich (von Stendingk i wsp.
1997, Alberdi 1 wsp. 1998, Parola i wsp. 1998, Pusterla i wsp. 1998, Ogden i wsp.
1998, Baumgarten 1 wsp. 1999, Fingerle i wsp. 1999, Leutengger i wsp. 1999, Pe-
trovec 1 wsp. 1999, Liz 1 wsp. 2000, Wicki 1 wsp. 2000, Alekseev i wsp. 2001).

Na podstawie badan r6znych autoréw mozliwos¢ ustalenia, ktore ze stadiow sta-
nowl najwigksze zagrozenie, wydaje si¢ niezmiernie trudne. Jenkins i wsp. (2001)
wykazali najwyzsze zakazenie ehrlichig u nimf i samic, po 13%, natomiast u sam-
cow tylko 3%. Wsrod kleszczy przebadanych przez Petroveca i wsp. (1999) zaka-
zenie stwierdzono tylko u imago, réwniez Pusterla i wsp. (1998) wykryli DNA ehr-
lichi1 tylko u osobnikow dorostych. Ogden i wsp. (1998) na jednym z analizowa-
nych stanowisk wykazali porownywalne zakazenie nimf i imago, po 1,4%. Na dru-
gim stanowisku zdecydowanie mniejsze zakazenie wykryto u nimf (6%), niz
u osobnikéw dorostych (9%). Podobnie Christova i wsp. (2001), otrzymali az 34%
dodatnich 1mago 1 tylko 2% pozytywnych wynikéw dla nimf, natomiast wszystkie
dodatnie proby Cinco 1 wsp. (1997) pochodzily z izolatow z nimf (24,4%). Bardzo
duzg rozbieznos¢ w wynikach badan zakazenia osobnikéw dorostych i nimf stwier-
dzono w USA. Schwartz i wsp. (1997) podaja, ze DNA czynnika HGE wykryto az
u 53% 1mago 1 tylko u 15% nimf.

Z prezentowanych tu badan przeprowadzonych na Pomorzu Zachodnim w la-
tach 2000-2002 wynika, ze wigkszos¢ zakazonych osobnikéw to imago. Potwierdza
to nasze wczesniejsze wyniki badan na tych samych terenach (Rymaszewska 2000,
Skotarczak 1 Rymaszewska 2001). Réwniez badania z Péinocno-Wschodniej Polski
wskazujg na wyzsze zakazenie wsrod osobnikéw dorostych (19,5%) niz wsréd nimf
(1,4%; Grzeszczuk 1 wsp. 2002).

Na podstawie przytoczonych powyzej wynikow badan wtasnych oraz innych au-
torow mozna stwierdzi¢, ze zarOwno stopien zakazenia kleszczy przez A. phagocy-
tophila, jak 1 czg¢stoS¢ wystgpowania tego patogenu w réznych stadiach /. ricinus sa
bardzo zr6znicowane 1 parametry te sg okreslane dla poszczegdlnych, lokalnych po-
pulacjyi kleszczy, stanowigc charakterystyke badanego regionu w zakresie epidemio-
logn ehrlichiozy.

Wyniki przedstawione w powyzszej pracy s3 jednym z elementéw sktadajacych
si¢ na obraz epidemiologiczny A. phagocytophila Pomorza Zachodniego. Wykaza-
no, ze bakteria ta jest obecna na Pomorzu Zachodnim, stanowiac potencjalne zagro-
zenie dla ludzi 1 zwierzat. Brak informacji o zachorowaniach wsrdd ludzi moze by¢
konsekwencja niedoinformowania i blednej diagnostyki, na co wszyscy badacze
zajmujacy si¢ tym problemem zwracaja uwage.
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