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Detecting Anaplasma phagocytophilum DNA in blood of roe deer and in ticks

Summary

The aim of the study was to establish the role of roe deer (Capreolus capreolus) as reservoirs of Anaplasma
phagocytophilum and the role of Ixodes ricinus ticks as vectors of this pathogen in North—West Poland. Blood
samples of 127 roe deer were collected between May and June 2004 and between September and December
2004. 51 of the 63 roe deer caught between May and June 2004 and 7 of the 64 roe deer caught between
September and December 2004 were infested by I. ricinus ticks. 170 individuals of the common tick were
collected from 45.7% of roe deer. PCR amplification of a fragment of the msp2 gene was used for detecting
A. phagocytophilum DNA. Pathogen DNA was detected in 30 of the blood samples (23.6%) and in 10 ticks
collected from the animals (5.9%). 28.6% of the roe deer caught between May and June 2004 and 18.75%
of the roe deer caught between September and December 2004 were infected, but this difference was not
significant. 5.3% of L. racinus ticks were infected by A. phagocytophilum. It is clear that C. capreolus is
a significant reservoir of A. phagocytophilum in North—West Poland. In addition, I. ricinus is a significant

vector in this area.
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Anaplazmoza granulocytarna to zoonoza odklesz-
czowa, ktorej czynnikiem etiologicznym jest Anaplas-
ma phagocytophilum. Jest to Gram-ujemna bakteria
bedaca bezwzglednym pasozytem wewnatrzkomorko-
wym (5). A. phagocytophilum wystepuje powszech-
nie w Europie i Ameryce Pétnocnej. Liczne badania
prowadzone na kontynencie amerykanskim wykazaty,
ze wektorem patogenu na tym terenie sa kleszcze z ga-
tunkow Ixodes scapularis il. pacificus, a rezerwuarem
— lesne gryzonie oraz przezuwacze (3). Rozwaza si¢
rowniez udzial ptakow w utrzymywaniu 4. phagocy-
tophilum w srodowisku (8). W Europie glownym wek-
torem tego gatunku jest kleszcz pospolity 1. ricinus (5,
16), jednak nadal mato jest danych dotyczacych rezer-
wuaru anaplazmy. Badania prowadzone w Wielkiej
Brytanii (6) oraz Szwajcarii (12) wykazaly obecno$¢
DNA A4. phagocytophilum u nornicy rudej (Clethrio-
nomys glareolus), myszy zaroslowej (Apodemus syl-
vaticus), myszy lesnej (4. flavicollis), darniowki po-
spolitej (Pitymys subterraneus) oraz u owadozernej
ryjowki aksamitnej (Sorex araneus). Badania prowa-
dzone w Wielkiej Brytanii (1) wskazuja, ze sarna (Ca-
preolus capreolus) jest waznym naturalnym rezerwu-
arem dla 4. phagocytophilum na terenie tego kraju.
W Norwegii wykryto obecno$¢ przeciwciat przeciw-
ko A. phagocytophilum u saren, jeleni (Cervus elaphus)
1tosi (Alces alces) (20). W Stowenii stwierdzono obec-

nos¢ DNA 4. phagocytophilum w izolatach z krwi
i tkanek jeleni, saren oraz dzikéw (10, 15).

Celem badan byto okreslenie roli sarny jako rezer-
wuaru A. phagocytophilum oraz kleszcza pospolitego
jako wektora tego patogenu na terenie wojewodztwa
zachodniopomorskiego.

Material i metody

W okresie od maja do czerwca 2004 r. oraz od wrze$nia
do grudnia 2004 r. pobrano probki krwi (w objetoscei 1 cm?)
od 127 saren. Krew byla pobierana do probowek zawiera-
jacych 100 pl Na-EDTA. W okresie wiosennym (maj i czer-
wiec 2004) odstrzelono 63 osobniki, a w okresie jesien-
nym (od wrzesnia 2004 do grudnia 2004) — 64. Zwierzeta
pochodzity z terenow lesnych okolic miasta Szczecina,
endemicznych dla A. phagocytophilum. Z odtowionych
zwierzat zebrano zerujace na nich kleszcze, tacznie 170
osobnikow 1. ricinus.

DNA z probek krwi izolowano gotowym zestawem
MasterPure™ DNA Purification Kit (Epicentre, USA) we-
dlug zataczonej instrukcji. Do izolacji DNA catkowitego
z kleszczy zastosowano metode amoniakalna (9).

Do wykrycia obecnosci DNA A. phagocytophilum
w uzyskanych izolatach zastosowano metode PCR. Uzyto
zestawu starterd6w msp2-3f/msp2-3r, umozliwiajacych am-
plifikacje fragmentu genu msp2 o dlugosci 334 pz (13).
Jako proby dodatniej uzyto DNA A. phagocytophilum uzys-
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kanego z hodowli na komoérkach HL60, MRL Diagnostics
(19). Profil czasowo-temperaturowy PCR obejmowat: de-
naturacje wstepna w 94°C — 2 minuty; 8 cykli: denaturacja
wiasciwa 94°C — 30 sekund, przylaczanie starterow 62°C —
56°C (spadek temperatury o 2°C co 2 cykle) — 45 sekund,
elongacja 72°C — 30 sekund; 28 cykli: denaturacja wtasci-
wa 94°C — 30 sekund, przylaczanie starteréw 54°C — 45
sekund, elongacja 72°C — 30 sekund oraz wydtuzanie kon-
cowe 72°C — 5 minut. Polimeraza i1 bufor uzyte do reakcji
pochodzily z firmy Qiagen (Germany). Nukleotydy wypro-
dukowata firma Polgen S.C. (Polska), a startery — firma
Bionovo (Polska). Uzyskane produkty poddano elektrofo-
rezie w 2,5% zelu agarozowym wybarwionym bromkiem
etydyny.

Analizy statystycznej porOwnan czgstosci wystgpowa-
nia DNA 4. phagocytophilum w izolatach z krwi C. capre-
olus odtowionych w dwoch kolejnych sezonach dokonano
stosujac nieparametryczny test istotnosci chi kwadrat (y2,
14).

Wyniki i omowienie

Wsréd 170 zebranych 1. ricinus wigkszos$¢ stano-
wily samice (144/84,7%); 137 z nich (95,1%) byto
opitych krwia. Z jednego osobnika zbierano od 1 do
8 kleszczy. Z przeprowadzonej analizy statystycznej
stopnia zakazenia C. capreolus przez A. phagocyto-
philum wynika, ze rdéznice w stopniu zakazenia
w dwoch kolejnych sezonach byty nieistotne statystycz-
nie. W izolatach z kleszczy DNA anaplazmy wykryto
u 8 samic 1 1 samca zebranych w okresie wiosennym,
oraz u jednej samicy z okresu jesiennego. Wszystkie
PCR+ samice byly opite krwia; tylko jeden osobnik
PCR+ (samica zebrana wiosna) zostat zdjety z sarny,
w ktorej krwi nie stwierdzono obecno$ci DNA pato-
genu. Wyniki zbioru kleszczy ze zwierzat oraz wyniki
PCR przedstawia tab. 1.

Zagrozenie ludno$ci chorobami odkleszczowymi
w ostatnich latach gwattownie wzrosto, gdyz zmiany
klimatyczne ostatnich kilku lat sprzyjaty rozwojowi
kleszczy oraz rozpowszechnita si¢ forma rekreacji
zwigzana z obszarami lesnymi. Jedna z zoonoz od-
kleszczowych jest ludzka anaplazmoza granulocytar-
na, wywotywana przez A. phagocytophilum. W Euro-
pie role wektora tego patogenu spetnia 1. ricinus
(kleszcz pospolity). Zbadanie rezerwuaru 4. phagocy-
tophilum pozwoli na doktadniejsze poznanie ekologii
tego patogenu, a takze na okre$lenie ryzyka zakazenia
anaplazma ludzi przebywajacych na terenach bytowa-
nia kleszczy. Ryzyko zakazenia cztowieka zalezy bo-
wiem od wystgpowania na danym terenie nie tylko za-

Tab. 1. Liczba i procent (%) odlowionych i zakazonych oraz infestowanych przez kleszcze saren oraz

infestujacych i zakazonych Kkleszczy 1. ricinus wiosng i zima
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kazonych kleszczy, ale takze posrednio od ich zywi-
cieli utrzymujacych krazenie patogendw w srodowis-
ku. Istnieja takze doniesienia o zakazeniach patoge-
nami przenoszonymi przez kleszcze ludzi, ktérzy nie
zauwazyli kleszcza na swoim ciele, a mieli kontakt
z zakazona krwia zwierzat townych (7). Le$nicy, mys-
liwi 1 pracownicy punktow skupu dziczyzny sa wigc
grupa szczegodlnie narazong na zakazenie patogenami,
ktoérych wektorem sa kleszcze, nie tylko ze wzgledu
na wysokie ryzyko kontaktu z kleszczami, ale takze
ze wzgledu na styczno$¢ z materialem zakaznym, ja-
kim jest krew zwierzat bedacych rezerwuarem tych pa-
togenow.

Przezuwacze wydaja si¢ grupa zwierzat, ktora petni
najwazniejsza role jako rezerwuar A. phagocytophi-
lum. Wprawdzie liczne badania wykazaty obecnos¢
tego patogenu u r6znych gatunkdéw gryzoni, jednakze
prawdopodobnie nie sa one w stanie utrzymac¢ ana-
plazmy w srodowisku ze wzgledu na stosunkowo mata
efektywno$¢ transmisji (11). Badania prowadzone
w Wielkiej Brytanii (6) wykazaty sezonowos¢ zaka-
zen u C. glareolus 1 A. sylvaticus. Obecnos$ci A. pha-
gocytophilum nie stwierdzono u osobnikow odtawia-
nych w okresie od stycznia do kwietnia, natomiast naj-
wyzszy poziom zakazenia miat miejsce poznym latem
1 jesienia. Wyniki te wskazuja na krotkotrwata bakte-
riemi¢ szacowang zaledwie na kilka tygodni. Stosun-
kowo malo jest poznany rezerwuar ptasi dla 4. phago-
cytophilum. Alekseev 1 wsp. (2) wykryli obecnos¢
A. phagocytophilum w kleszczach I. ricinus zebranych
z 5 gatunkow wroblowatych odlowionych w okolicach
Kaliningradu; podobne badania prowadzili w Szwecji
Bjoersdorffiwsp. (4). Ostatnie badania gryzoni 4. fla-
vicollis oraz 9 r6znych gatunkdw ptakdw lesnych odto-
wionych na terenie Wielkopolskiego Parku Narodo-
wego, przeprowadzone przez zespol Katedry Genetyki
US, nie wykazaly obecno$ci DNA 4. phagocytophi-
lum we krwi tych zwierzat, aczkolwiek wykryto jego
obecnos$¢ w kleszczach zebranych zaréwno z gryzoni
1 ptakow, jak i1 z roslinnosci na terenach ich odlowu
(17, 18). Stwierdzone zakazenie kleszczy musiato wige
pochodzi¢ od innej grupy zywicieli niz badane zwie-
rzgta, by¢ moze wlasnie od przezuwaczy.

Poziom zakazenia A. phagocytophilum saren od-
strzelonych na terenach lesnych okolic Szczecina
(23,6%) sugeruje, ze zwierzgta te sa naturalnym re-
zerwuarem tego patogenu, co zostalo juz potwierdzo-
ne przez innych autorow (1, 10, 15, 20). Podobnie jak
w przypadku gryzoni (6) wystgpowata wyrazna sezo-
nowo$¢ zakazenia.
Jednakze w przy-
padku saren po-

Sezon Liczba (%) Liczba (%) Liczba (%) Liczba (%) I. ricinus Liczba (%) ziom zakazenia byt
odtowu saren zakazonych saren | infestowanych saren | zebranych z saren | zakazonych /. ricinus wyzszy w okresie
Wiosna 63 (49,6) 18 (28,60) 51 (80,90) 155 (91,2) 9 (5,80) wiosennym
PO

Jesieri 64 (50,4) 12 (18,75) 7 (10,90) 15 (8,8) 1(0,64) (28,6%) niz jesien-
nym (17,75%).

Razem 127 (100) 30 (23,60) 58 (45,70) 170 (100) 10 (5,30) e e
Roéznica zakazen



Medycyna Wet. 2006, 62 (2)

byla nizsza niz u gryzoni, a test chi kwadrat wykazat,
ze jest ona nieistotna. U saren okres bakteriemii jest
wige dhuzszy niz u gryzoni, a co za tym idzie, s one
zdolne do zakazenia anaplazma Zerujacych na nich
kleszczy przez znacznie dluzszy czas. Wynika z tego,
ze sarny sa lepszym niz gryzonie rezerwuarem dla
A. phagocytophilum. Duza ilo$¢ zwierzat na ktorych
zerowaly kleszcze, odstrzelonych wiosna, kiedy
poziom zakazenia jest najwyzszy, zwigksza szans¢
zakazenia kleszczy tym patogenem. Wprawdzie wsrod
48 kleszczy zerujacych na 16 zakazonych sarnach
wykryto zakazenie anaplazma jedynie u 9 osobnikéw
zebranych z 5 zwierzat, jednakze pozostate osobniki
mogly zerowac¢ zbyt krotko, aby doszto do ich zakaze-
nia. Obecno$¢ DNA A. phagocytophilum w kleszczu
zerujacym na sarnie nie zakazonej tym patogenem
$wiadczy o tym, ze jego zakazenie nastapito podczas
zerowania na innym zywicielu, a w przypadku dtuz-
szego zerowania na sarnie mogtoby dojs$¢ do jej zaka-
zenia. Planowana jest kontynuacja badan przez kolej-
ny sezon w celu stwierdzenia, czy zakazenie saren
utrzymuje si¢ na statym poziomie, czy tez ulega wa-
haniom w kolejnych latach.
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