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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 J. 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 % in adults but only 1.6% in nymphs. 
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WSTEP 

Ehrlichie są patogenami ludzi i zwierząt, wywołującymi jednostkę chorobową 
określaną jako ehrlichioza. Na kontynencie europejskim wektorem dla tych bakte- 
ri są kleszcze z rodzaju Ixodes, przede wszystkim kleszcz pospolity /. ricinus, 
o szerokim zasięgu występowania (Petrovec i wsp. 1997, Parola i wsp. 1998, Sko- 
tarczak 1 Rymaszewska 2001). 

Ehrlichiozę od dawna opisywano jako gorączkę odkleszczową, występującą 
u zwierząt hodowlanych: owiec, bydła, kóz, a także psów. W 1987 roku, w USA opi- 
sano przypadek ludzkiej ehrlichiozy monocytarnej (human monocytic ehrlichiosis — 
HME), wywołanej przez patogen nazwany Ehrlichia chaffeensis (Maeda i wsp. 
1987), natomiast w 1994 roku, także w USA, stwierdzono po raz pierwszy ludzką 
ehrlichiozę granulocytarną, wywołaną przez czynnik ludzkiej ehrlichiozy granulocy- 
tarnej — 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 Badań 
Naukowych 
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W 1997 roku ehrlichiozę granulocytarną rozpoznano także w Europie, w Siowe- 

nii (Petrovec i wsp. 1997), a w 2001 roku doniesiono o pierwszych przypadkach za- 

chorowań w Polsce (Tylewska -Wierzbanowska i wsp. 2001). 

Cykl rozwojowy kleszcza I. ricinus, należącego do pasożytów pozagniazdo- 

wych, obejmuje stadia: larwę, nimfę oraz postacie dorosłe (imago). Kleszcze te ce- 

chuje sezonowość, czyli zależność aktywności i przebiegu poszczególnych cyklów 

od pór roku, charakterystycznych dla klimatu umiarkowanego (Siuda 1991, Buczek 

1999). Przeobrażenie larwa-nimfa, czy też nimfa-imago wymaga od poszczegól- 

nych osobników zgromadzenia pokarmu niezbędnego do histogenezy. /. ricinus jest 

kleszczem trzyżywicielowym, tzn. każde z aktywnych stadiów rozwojowych ma 

odrębnego żywiciela. Najmniej agresywną postacią /. ricinus są samce, które odży- 

wiają się rzadko i przez krótki okres czasu. Pozostałe stadia 7. ricinus żerują powo- 

li, długo i odżywiają się krwią, limfą oraz rozpuszczonymi tkankami kręgowca-ży- 

wiciela (Siuda 1991, Prokopowicz 1995). Podczas ssania krwi kleszcze wydzielają 

do ciała żywiciela ślinę zawierającą składniki zapobiegające krzepnięciu krwi oraz 

prawdopodobnie wywołujące rozpad tkanek żywiciela. W tym momencie może też 

dojść do zakażenia organizmu żywiciela czynnikami chorobotwórczymi (Siuda 

1991, Prokopowicz 1995). 

Przebudowa histologiczna u /. ricinus następująca u stadiów młodocianych 

w trakcie każdego linienia związana jest głównie z narządami i strukturami pocho- 

dzenia ektodermalnego, natomiast tkanki środowiska wewnętrznego oraz jelito 

środkowe czy cewki Malpighiego pozostają niemal niezmienione. Prawdopodobnie 

właśnie to pozwala na przekazywanie transstadialne (larwa — nimfa — imago) drob- 

noustrojów chorobotwórczych dla człowieka i zwierząt. Patogeny w populacji kle- 

szczy mogą utrzymywać się także dzięki przekazowi transowarialnemu (zakażona 

samica — jaja; Siuda 1991). 

Na Pomorzu Zachodnim (Polska) od wielu lat prowadzone są badania o zracze- 

niu epidemiologicznym, mające na celu ustalić, czy kleszcze /. ricinus na tyck tere- 

nach są zakażone patognami chorobotwórczymi dla ludzi i zwierząt, jak np B.burg- 

dorferi, A. phagocytophila czy Babesia sp. W prezentowanej pracy przedstawiono 

wyniki badań nad oszacowaniem stopnia zakażenia kleszczy przez czynnik ludzkiej 

ehrlichiozy granulocytarnej i próbę ustalenia, które ze stadiów /. ricinus stanowi 

największe zagrożenie dla człowieka i zwierząt. 

MATERIAŁ I METODY 

Materiał do badań stanowił DNA ehrlichii izolowany z nimf i imago kleszcza 

pospolitego — /. ricinus. Kleszcze odławiano z roślinności za pomocą flandowej 

flagi na sześciu stanowiskach wyznaczonych na terenie Pomorza Zachodniego 

(Szczecin i okolice). Zbiór kleszczy poddanych badaniom pochodził z lat 2000- 

2002, przy czym corocznie odławiano kleszcze w dwóch sezonach: „wiosemym” 
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(maj-czerwiec) oraz „jesiennym” (sierpień-październik), co jest zgodne z sezonową 
aktywnością tych pajęczaków. 

DNA ehrlichii izolowano z kleszczy metodą opisaną przez Guy i Stanek (1991). 
Markerem zastosowanym do wykrywania DNA A. phagocytophila w kleszczach 
był fragment genu kodującego 16S rRNA dla małej podjednostki rybosomu, wyzna- 
czony przez parę starterów EHR 521 i EHR 747 (Pancholi i wsp. 1995). 

Mieszanina reakcyjna, o objętości 10 ul zawierała bufor reakcyjny 1x stężony, 
0,025 mM każdego z trójosforanów deoksynukleotydów, 1,5 mM MgChb, 0,25 
U polimerazy (MBI Fermentas, Lithuania). Matrycę stanowiło DNA wyizolowane 
z każdego kleszcza indywidualnie, w objętości I ul. Reakcję amplifikacji wykony- 
wano każdorazowo w obecności próby dodatniej (wzorzec) oraz próby ujemnej 
(bez DNA). DNA czynnika HGE do kontroli dodatniej pracownia molekularna Ka- 
tedry Genetyki US otrzymała od profesor Yasuko Rikihisa z Department of Veteri- 
nary Biosciences, The Ohio State University (USA). 

Reakcję 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 składał się z denatura- 
cji wstępnej: 94*C — 1 min. oraz 35 cykli obejmujących denaturację właściwą 
w 92°C — 30 sek., hybrydyzację primerów 60'C — 30 sek., wydłużanie 72°C — 40 
sek. 

Produkty PCR rozdzielano elektroforetycznie w 2% żelu agarozowym (ICN, 
USA) wybarwionym bromkiem etydyny (Sigma-Aldrich, Niemcy), a oceny wielko- 
ści produktu reakcji PCR dokonywano w oparciu o marker masowy MW 501 (Po- 
lgen, Łódź). 

Analizy statystycznej porównań częstości występowania DNA A. phagocytophi- 
la w kleszczach J. ricinus dokonano stosując nieparametryczny test istotności chi 
kwadrat. Dopuszczalne prawdopodobieństwo „p”* błędu pierwszego rodzaju przyję- 
to na poziomie 0,05. 

WYNIKI 

Ogółem w ciągu trzech badanych lat odłowiono 3034 osobniki /. ricinus, rozkład 
udziału stadiów w poszczególnych latach przedstawiono w Tabeli 1. 

Zakażenie kleszczy Г. ricinus w kolejnych latach było porównywalne i wynosi- 
ło 2,38% w 2000 r. (22/1007), 2,08% w 2001 r. (22/1056) i 1,75% w 2002 r. 
(17/971), przy czym różnice są nieistotne statystycznie (test X* , p = 0,05). 

Szczegółowy wykaz zakażenia imago i nimf /. ricinus przez czynnik ludzkiej 
ehrlichiozy granulocytarnej (A. phagocytophila) w kolejnych, analizowanych latach 
2000-2002 przedstawiono w Tabeli 2. 
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Tabela 1. Udział samic, samców i nimf w kolekcji kleszczy /. ricinus ze zbiorów 

w latach 2000-2002 
  

    
  

Stadia 

Rok Samice Samce Nimfy Razem 

2000 159 176 672 1007 

2001 213 222 621 1056 

2002 139 127 705 971 

Łącznie 511 525 1998 3034 
  
    

Tabela 2. Występowanie DNA A. phagocytophila (PCR+/N) w kleszczach /. ricinus wiosną 1 

jesienią w latach 2000-2002 
    

  

  

  

    

Wiosna Jesień 

PCR+/N % PCR+/N % 

2000 

Samice 5/82 6,1 1/77 53 

Samce 6/114 5,3 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 38 6/108 3.5 

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 1,1 0/38 0 

Nimfy 8/429 1,9 3/279 1,1 

Razem 13/613 pm 4/358 | 

DYSKUSJA 

Do badań, których celem było wykrywanie obecności DNA ehrlichii w kle- 

szczach, wykorzystywano imago i nimfy 7. ricinus. Wcześniejsze analizy własne 

(Rymaszewska 2000, Skotarczak i Rymaszewska 2001), jak i prace innych autorów 

(Ogden i wsp. 1998, Liz i wsp. 2000, Walker i wsp. 2001) wskazują, że larwy nie 

stanowią zagrożenia, gdyż w przypadku ehrlichii, nie dochodzi do przekazu trans- 

owarialnego, tj. zakażona samica — jaja. W kolekcji J. ricinus dominowały nimfy 

(1998 osobników; Tabela 1), a więc to one mogą potencjalnie stanowić główne 

źródło zagrożenia dla człowieka czy zwierząt. Udział samców i samic jest w każ- 

dym z analizowanych lat porównywalny (łącznie z trzech lat 511 samic i 525 sam- 

ców; Tabela 1). Wśród imago większe zagrożenie stanowią samice, ponieważ to 

one są bezwzględnymi pasożytami zewnętrznymi, natomiast samce pobierają krew 
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raczej rzadko, stąd nie odgrywają tak istotnej roli w krążeniu patogenów w $годо- 
wisku. Analiza zakażenia poszczególnych stadiów kleszczy może zobrazować za- 
grożenie, jakie stanowią one na danym terenie. 

Ogólne zakażenie /. ricinus ehrlichią na Pomorzu Zachodnim jest stosunkowo 
niskie i wynosi 2,38% w 2000 r., 2,08% w 2001 r. oraz 1,75% w 2002 r. Podobnie 

niskie zakażenie notowano w wielu krajach europejskich (von Stendingk i wsp. 
1997, Alberdi i wsp. 1998, Parola i wsp. 1998, Pusterla i wsp. 1998, Ogden i wsp. 
1998, Baumgarten i wsp. 1999, Fingerle i wsp. 1999, Leutengger i wsp. 1999, Pe- 
trovec i wsp. 1999, Liz i wsp. 2000, Wicki i wsp. 2000, Alekseev i wsp. 2001). 

Na podstawie badań różnych autorów możliwość ustalenia, które ze stadiów sta- 
nowi największe zagrożenie, wydaje się niezmiernie trudne. Jenkins i wsp. (2001) 
wykazali najwyższe zakażenie ehrlichią u nimf i samic, po 13%, natomiast u sam- 
ców tylko 3%. Wśród kleszczy przebadanych przez Petroveca i wsp. (1999) zaka- 
żenie stwierdzono tylko u imago, również Pusterla i wsp. (1998) wykryli DNA ehr- 
lichii tylko u osobników dorosłych. Ogden i wsp. (1998) na jednym z analizowa- 
nych stanowisk wykazali porównywalne zakażenie nimf i imago, po 1,4%. Na dru- 
gim stanowisku zdecydowanie mniejsze zakażenie wykryto u nimf (6%), niż 
u osobników dorosłych (9%). Podobnie Christova i wsp. (2001), otrzymali aż 34% 
dodatnich imago i tylko 2% pozytywnych wyników dla nimf, natomiast wszystkie 
dodatnie próby Cinco i wsp. (1997) pochodziły z izolatów z nimf (24,4%). Bardzo 
dużą rozbieżność w wynikach badań zakażenia osobników dorosłych i nimf stwier- 
dzono w USA. Schwartz i wsp. (1997) podają, że DNA czynnika HGE wykryto aż 
u 53% imago i tylko u 15% nimf. 

Z prezentowanych tu badań przeprowadzonych na Pomorzu Zachodnim w la- 
tach 2000-2002 wynika, że większość zakażonych osobników to imago. Potwierdza 
to nasze wcześniejsze wyniki badań na tych samych terenach (Rymaszewska 2000, 
Skotarczak i Rymaszewska 2001). Również badania z Północno-Wschodniej Polski 
wskazują na wyższe zakażenie wśród osobników dorosłych (19,5%) niż wśród nimf 
(1,4%; Grzeszczuk i wsp. 2002). 

Na podstawie przytoczonych powyżej wyników badań własnych oraz innych au- 
torów można stwierdzić, że zarówno stopień zakażenia kleszczy przez A. phagocy- 
tophila, jak i częstość występowania tego patogenu w różnych stadiach /. ricinus są 
bardzo zróżnicowane i parametry te są określane dla poszczególnych, lokalnych po- 
pulacji kleszczy, stanowiąc charakterystykę badanego regionu w zakresie epidemio- 
logii ehrlichiozy. 

Wyniki przedstawione w powyższej pracy są jednym z elementów składających 
się na obraz epidemiologiczny A. phagocytophila Pomorza Zachodniego. Wykaza- 
no, że bakteria ta jest obecna na Pomorzu Zachodnim, stanowiąc potencjalne zagro- 
żenie dla ludzi i zwierząt. Brak informacji o zachorowaniach wśród ludzi może być 
konsekwencją niedoinformowania i błędnej diagnostyki, na co wszyscy badacze 
zajmujący się tym problemem zwracają uwagę. 
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