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Ehrlichia canis z zastosowaniem reakcji PCR
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Examining a tick population in order to detect Ehrlichia canis infection using polymerase chain reaction
Summary

Canine Monocytic Ehrlichiosis is caused by pathogenic rickettsia Ehrlichia canis and is a tick-borne disease
transmitted in particular by Rhipicephalus sanguineus and Dermacentor variabilis. The role of other ticks in
the CME transmission is still unrecognised. The aim of this screening study on a tick population (n=490) was
to determine the possibility of transmitting Ehrlichia canis infection by ticks during dog’s infestation as well
as examining the possibility of co-infection with Ehrlichia canis, Borelia burgdorferi and Anaplasma
phagocytophila. Examinations were performed with the use of nested polymerase chain reaction (PCR). There
was no positive reaction to E. canis on 490 DNA isolates of ticks and no co-infection with Ehrlichia canis,
Borelia burgdorferi and Anaplasma phagocytophila was found in the examined tick population. Taking under
consideration the negative results in tick populations from the epizootiological point of view, the route of dog
infection seems to be problematic despite the fact that there were positive samples in the indirect fluorescent

antibody test (IFAT) and in PCR.
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Terminem choroby transmisyjnej okresla si¢ poja-
wiajace si¢ endemicznie przypadki chorobowe, zwyk-
le natury zakaznej (wirusowej, riketsjowej, bakteryj-
nej, grzybiczej) lub inwazyjnej (pierwotniaczej, roba-
czej), w ktorych ogniwem nieodzownie potrzebnym
lub pomocniczym sa stawonogi. Przenosicielami cho-
rob transmisyjnych sa zwykle stawonogi bedace zara-
zem krw10p1Jnym1 pasozytami zewnqtrznyml (26).
Istotne zagrozenie zdrowia czlowieka 1 zwierzat sta-
nowia obecnie choroby transmisyjne, przenoszone za
posrednictwem kleszczy. Ich rozprzestrzenianiu sprzy-
ja duza zdolno$¢ adaptacyjna kleszczy do wielu ga-
tunkoéw ssakow, ptakow, a nawet gadow, jak rowniez
zmiennych warunkéw srodowiskowych (5, 18).

Najczgsciej choroby transmisyjne wystepuja na ob-
szarach ograniczonych w tzw. ogniskach przyrodni-
czych. Kleszcze zawlekane sa jednak poza obszary
swojego naturalnego wystgpowania w zwiazku z se-
zonowymi wedrowkami ptakow, a takze wraz z roz-
wojem turystyki i coraz cze¢stszymi wyjazdami z wlas-
cicielami zwierzat towarzyszacych. Sa to tak zwane
powiazania foryczne (transportowe) pomigdzy klesz-
czem — przenosicielem zarazka oraz dawcami i bior-
cami patogennych drobnoustrojow. Tak szeroko poje-

ta ekspanSJa teryt0r1alna kleszczy przyczynia si¢ do
pojawiania si¢ nowych jednostek chorobowych na
obszarach, gdzie wczesniej nie byty one spotykane (24,
26). Stwarza to rowniez mozliwos¢ rozprzestrzenia-
nia si¢ naturalnych ognisk choroby, powstawania mi-
kroognisk oraz ognisk wtornych. Nowe ogniska cho-
roby notuje sig, o ile przeniesione wraz z patogenny-
mi drobnoustrojami kleszcze znajda korzystne warunki
do transmisji zarazkdw na kolejnych, wrazliwych bior-
cow (kregowce) (26). Kleszcze, przenoszac tak wiele
patogendw, same sa przy tym odporne na wigkszo$¢
z nich, co wykazano m.in. w badaniach eksperymen-
talnych na przyktadzie E. coli (29).

Jednym z istotnych zagrozen transmitowanych przez
kleszcze sa erlichiozy. U kleszczy wystepuje zarowno
transstadialne, jak 1 transowarialne ich przekazywanie,
bez zaburzania cyklu rozwoju zarodka stawonoga.
W aspekcie epidemiologicznym fakt takiej transmisji
powoduje sukcesywne powigkszanie si¢ rezerwuaru
zakazenia (18, 25, 26). U ludzi istotne z klinicznego
punktu widzenia sa erlichioza monocytarna, wywoty-
wana przez Ehrlichia chaffeensis oraz granulocytarna
(anaplazmoza), ktorej czynnikiem etiologicznym jest
Anaplasma phagocytophila (1,2, 8,9, 18,23). W roku
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1999 potwierdzono chorobotwdrczo$¢ dla cztlowieka
granulocytotropowej riketsji Ehrlichia ewingii, wy-
stepujacej u psoéw (7, 10). Dla zwierzat migsozernych
wazny problem stanowi¢ moze przebiegajaca czgsto
subklinicznie erlichioza monocytarna (Ehrlichia ca-
ms) Jej potenCJalna patogennosc dla ludzi, cho¢ wstep-
nie wykluczona, nie jest wyjasniona, blorqc chocby
pod uwage obecno$¢ u ludzi swoistych dla Ehrlichia
canis przeciwciat (3, 22).

Monocytarna E. canis przenosi brazowy kleszcz psi
Rhipicephalus sanguineus — gatunek stenokseniczny,
preferujacy jako swojego zywiciela psowate, cho¢ in-
festacja dotyczy¢ moze tez kotéw (13, 16). Potwier-
dzona dos$wiadczalnie transmisja E. canis zachodzi
takze przy udziale innego gatunku Dermacentor va-
riabilis. Rola innych kleszczy nie zostala jak dotad
wyjasniona ani w petni poznana (5, 15). R. sanguineus
nalezy do kleszczy kserofilnych, preferujacych ciepte
obszary i wrazliwych na mroz, toleruje natomiast mata
wilgotnos¢, zwykle Zle znoszona przez inne kleszcze.
Kleszcz ten zaadoptowat si¢ obecnie takze w strefach
chtodniejszego klimatu (Anglia, Belgia, Holandia,
Luksemburg, Dania, Niemcy, Szwajcaria, Polska,
Ukraina, Finlandia). W sytuacji, gdy warunki $rodo-
wiskowe staja si¢ niekorzystne, osobniki przechodza
w stan diapauzy, powracajac do normalnej aktywnos-
ci dopiero przy sprzyjajacej temperaturze i wilgotnos-
ci. Aktualne dane odnos$nie do jego wystgpowania na
terenie Polski nie sa dostgpne. Przypuszcza sig, iz wy-
sokie zdolnosci adaptacyjne R. sanguineus moga pro-
wadzi¢ do wytworzenia ognisk populacji lokalnej (5,295).

Badania wlasne, dotyczace zakazenia psow Ehrli-
chia canis, przeprowadzone na terenie potudniowo-
-zachodniej Polski, wykazaty wsérdéd badanej grupy
(n = 200) seroprewalencj¢ na poziomie 8%. Wyniki
dodatnie uzyskano zaréwno u pséw, ktore opuszczaty
terytorium kraju, jak i wérdd psow, ktore nie byty wy-
wozone poza granice Polski (19). Badania wykonano
referencyjnym testem immunofluorescencji posrednie;j
(VMRD, Pullman, USA) (19, 20). Znaczacy jest przy
tym fakt, iz psy w subklinicznej fazie choroby, stano-
wi¢ moga rezerwuar zarazka.

Celem badan byta:

— proba okreslenia mozliwosci transmisji zakaze-
nia Ehrlichia canis przez kleszcze podczas infestacji
psoOw;

— ocena mozliwo$ci wystgpowania u kleszczy koin-
fekeji wywotywanych przez Ehrlichia canis oraz Ana-
plasma phagocytophila 1 Borelia burgdorferi sensu
lato, rzutujacych na konkurencyjne zakazenia zwie-
rzat 1 cztowieka.

Materiat i metody

Badaniami obj¢to ogdtem 490 osobnikow kleszezy (Aca-
ri: Ixodidae), w tym 484 osobniki doroste i 6 nimf. Kleszcze
badano w 2 grupach: pierwsza grupg stanowily osobniki usu-
wane z psow przez lekarzy weterynarii w czasie wizyt w lecz-
nicach (n=375), druga grupg stanowity kleszcze usunigte od
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ludzi pracujacych na obszarach lesnych, ktére uprzednio ba-
dano technika PCR w kierunku obecnosci Anaplasma pha-
gocytophila 1 Borelia burgdorferi (n = 115) (materiat udo-
stepniony dzigki wspdtpracy z wroctawska Akademia Medycz-
na oraz Instytutem Med. Morskiej i Tropikalnej w Gdyni).
Zebrang populacje kleszczy badano uwzgledniajac kazdego
indywidualnego osobnika. Kleszcze preparowano wzdhuz dtu-
giej osi ciata, przeznaczajac potowe otrzymanej probki do izo-
lacji DNA, drugi natomiast fragment przechowywano w temp.
—70°C.

Ekstrakcja DNA. DNA pochodzace od kleszczy izolowa-
no testem QIAamp® DNA tissue Kits (QIAGEN Inc. Syngen
Biotech) oraz testem Genomic Mini kit (A&A Biotechnolo-
gy, Gdynia, Poland), zgodnie z zaleceniami producentow,
dodajac 20 ul proteinazy K (20 mg/ml) i inkubujac probki
przez 24 godziny w 55°C. Wyizolowany DNA do momentu
analizy przechowywano w temp. —70°C.

Amplifikacja genu 16S rRNA Ehrlichia canis. Jako ma-
trycy do amplifikacji fragmentu genu 16S rRNA uzyto DNA
wyekstrahowanego z komorek mononuklearnych. Do ampli-
fikacji w reakcji nested PCR zastosowano startery:

ECC (5 —- AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC — 3°)

ECB (5" - CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA — 3°)

oraz

HE3 (5’ - TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT - 37)

LCANIS” (5" - CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAG-
GA - 37)

rekomendowane przez dr S. Harrusa, the Hebrew University
of Jerusalem, Koret School of Veterinary Hospital, Rehovot,
Israel.

Reakcje nested PCR prowadzono w termocyklerze BIO-
METRA Uno-Thermoblock w objgtosci 50 pl. Mieszanina
reakcyjna zawierata: 5 pl buforu do PCR (10 x buftfer for
DyNazyme DNA Polimerase, FINNZYMES), 1 pl 10 mM
mieszaniny nukleotydow dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP)
(Polygen), 1 ul BSA (10 mg/ml), 32,5 ul wody bidestylowa-
nej, 0,5 ul polimerazy Taq (FINNZYMES) i 2,5 pl (5 uM)
kazdego z pierwszej pary starterow (BIONOVO). Objetosc
wyizolowanego wczesniej DNA wynosita 5 pl. Po wstepnej
denaturacji (94°C, 10 minut) profil termiczny termocyklera
pierwszej amplifikacji obejmowat 40 cykli (94°C 1 min., 45°C
2 min., 72°C 1,30 min.), przy czym poczawszy od trzeciego
cyklu powielania w temperaturze 72°C, czas etapu elongacji
wydhuzano o 1 s. Druga amphﬁkaqq prowadzono, dodajac
do5ul produktow otrzymanych w plerwszym etaple kolejna
par¢ primerdw. Profil termiczny skladal si¢ roéwniez z 40
cykli (94°C 1 min., 55°C 1 min., 72°C 15 s). Podobnie jak
w pierwszym etapie amplifikacji, w temperaturze 72°C czas
kazdego cyklu wydtuzano o 1 s.

Otrzymane w reakcji PCR produkty poddano wizualizacji
na 1,5% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny, wo-
bec kontroli pozytywnej (DNA Ehrlichia canis, wyizolowany
z zakazonych komoérek DH-82). Przewidywana wielkos¢ pro-
duktu wynosita 390 bp. W przypadku uzyskania jakiegokol-
wiek dodatniego sygnatu z proby spulowane;j, reakcje PCR
przeprowadzano powtdrnie w tych samych warunkach, po
weczesniejszej indywidualnej izolacji materiatu genetycznego
z zebranych prébek, przechowywanych w temp. —70°C.

Amplifikacje dla Borelia burgdorferi sensu lato przepro-
wadzono z primerami FL6 i FL7 dla konserwatywnego regio-
nu genu fla (17). Dla wykrycia DNA anaplasma phagocyto-
phila zastosowano startery EHR 521 i EHR 747 oraz warunki
amplifikacji wg procedury opisanej przez Stanczak i wsp. (27).
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Wyniki i omowienie

W lancuchowej reakcji polimera-
zy, w odmianie tzw. wewngtrznego
PCR (nested PCR) w przypadku ba-
danej populacji kleszczy (490 osob-
nikow) uzyskano wynik ujemny. Ry-
ciny 1 12 przedstawiajq analizg pro-
duktéw amplifikacji genu 16S rRNA
Ehrlichia canis. Wspotistnienie zaka-
zen Ehrlichia canis, Anaplasma pha-
gocytophila 1 Borelia burgdorferi po-
dano w tab. 1.

W reakcji nested PCR metodyka
opracowana przez Breitschwerdt,
Harrusa, Igbal oparta jest o wykaza-
nie w badanym materiale obecnosci
genu 16S rRNA (6, 11, 12, 14). Po-

twierdzita ona przydatnos¢ i wysoka

czuto$¢ techniki PCR we wczesnym
stadium zakazenia psow Ehrlichia
canis (2.-4. dzien po infekcji), co
w aspekcie klinicznym pozwala zdia-
gnozowac chorobe w kilka dni po eks-
pozycji na czynnik chorobotworczy
(6, 12, 14). Wprowadzane sa réwniez
zmodyfikowane testy PCR, oparte na
nowo wybranych sekwencjach ge-
néw. Odznaczaja si¢ one wyzsza czu-
toscia niz poprzednie, wykonywano
je jednak do tej pory jedynie w przy-

4 5 6 KO K®

M 7 8 9

Ryec. 1. Elektroforeza w zelu agarozowym produktéw amplifikacji genu 16S rRNA
reakcji nested PCR — Ehrlichia canis, wynik ujemny. Badane proby (1-13) stano-
wily izolaty DNA otrzymane z kleszczy. M — oznaczono standard molekularny
»step lader” (100 bp) [SIGMA]. Jako K(+) i K(-) oznaczono odpowiednio kontro-
l¢ pozytywna i negatywna. Cig¢zar molekularny produktu amplifikacji wynosil
390 bp
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Ryec. 2. Elektroforeza w zelu agarozowym produktéw amplifikacji genu 16S rRNA
reakcji nested PCR — Ehrlichia canis. Préby badane (a-n) stanowily izolaty DNA
kleszczy, u ktérych w reakcji PCR w kierunku zakazenia Anaplasma phagocyto-
phila i Borelia burgdorferi uzyskano wyniki dodanie. Préba z stanowila probe
zbiorcza izolatéw ujemnych w badaniu PCR w kierunku A. phagocytophila
i B. burgdorferi. M — oznaczono standard molekularny ,,step lader” 50-500 bp
[SIGMA], K(-) i K(+) odpowiednio kontrol¢ ujemna i dodatnia. Masa czgstecz-
kowa produktu amplifikacji wynosila 390 bp

padkach eksperymentalnego zakaze-
nia psoéw, bez potwierdzenia w probach klinicznych
1 badaniach terenowych. Modelowe badania Sticha
1 wsp. pozwolily na opracowanie testu PCR, opartego
na sekwencji oligonukleotydowej genu p30 Ehrlichia
canis, monitorujacego infekcje wsrod zakazonych do-
$wiadczalnie psow 1 kleszczy (28). Wedtug autorow,
czuto$¢ metody przy amphﬁkaCJl genu p30 moze wzra-
sta¢ nawet 100-krotnie, w porownamu z 16S tRNA,
co mogloby mie¢ kluczowe znaczenie przy pasozy-
tach, obecnych jedynie w komoérkach mononuklear-
nych czy w organizmie kleszczy (28).
W przypadku chorob odkleszczowych (tick-borne
diseases), badania prowadzone z zastosowaniem tech-

Tab. 1. Ocena koinfekcji zakazen kleszczy Ehrlichia canis
(E.C.), Anaplasma phagocytophila (A.PH.) oraz Borelia
burgdorferi (B.B.) w oparciu o wyniki badan technika PCR
(n = 115). Préby a-n stanowily izolaty indywidualne, pozy-
tywne w kierunku zakazenia Borelia burgdorferi i Anaplasma
Pphagocytophila (n = 15). Proba z stanowila prébe zbiorcza
izolatéw ujemnych w kierunku wymienionych infekcji

izolaty [a|b|c|d|e|[f|g|h|i|j|k|Il|t|m|n|z
E.C. =l === |=]=|=[=|=[=|=|=|=/|=|=/|-
A.PH. o S A I A S S S IS I S A A O
B.B. ==+ =|+]|=|=|=|==|=|=|=|+*]-

niki PCR pozwolily na okreslenie wektoréw przeno-
szacych rézne gatunki erlichii, w tym Ehrlichia canis.

Ustalono rowniez rolg, jaka odgrywa transmisja trans-
stadialna w ep1dem1olog11 erhchlozy (21, 28). Zyw1-
cielem posrednim — czg¢$ciej niz inne stadia rozwojo-
we — sg samice dorostych kleszczy, ktore posrednicza
W przenoszeniu monocytarnej erlichiozy psow (Cani-
ne Monocytic Ehrlichiosis — CME) z jednego gospo-
darza na kolejnego. Transstadialne przekazywanie in-
fekcji stwarza mozliwos¢ zakazenia kleszczy w sta-
dium nimfy, nawet przy obecnosci riketsji w krwi za-
kazonego psa na niskim poziomie.

Badania molekularne, _]akle przeprowadzono na
wybranej populacji kleszczy 1 psow potwierdzity wy-
stgpowanie zakazenia wsrdd psoéw, nie wykazano
natomiast prewalencji Ehrlichia canis wsrdd przeba-
danych kleszczy. Generalnie blizej nieznana jest ani
sytuacja epizootiologiczna, ani obraz kliniczny zacho-
rowan w odniesieniu do omawianej infekcji. Amplifi-
kacja izolatow kleszczy, przeprowadzona w ramach
badania przesiewowego, potwierdza konieczno$¢ dal-
szych analiz w tym zakresie. Mimo, ze w zadnym
z badanych izolatéw DNA kleszczy nie uzyskano wy-
niku dodatniego, sugestia co do dalszych badan w tym
zakresie, sa wyniki badan testem IFAT oraz technika
PCR przeprowadzonych na psach. Odnosnie do wy-



stgpowania w naszym kraju kleszczy mogacych prze-
nosi¢ CME, bytujacych na co dzien takze w aglome-
racjach miejskich, brak jest szczegotowych 1 aktual-
nych danych. W aspekcie parazytologicznym nale-
zaloby zatem zwrdci¢ uwagg na obecne na terenie
naszego kraju gatunki, wsrdd ktoérych kleszcze wek-
torowe erlichiozy moga nie by¢ rozpoznawane. Fakt
ten moglby rzutowa¢ na wyniki prewalencji E. canis
w populacji kleszczy.

Celowe byloby takze przeprowadzenie badan zakro-
Jonych na szersza skalg, na terenie catego kraju, co
wykraczato poza ramy niniejszej pracy. Dodatnie wy-
niki badania serologicznego u pséw nigdy nie opusz-
czajacych terenu Polski $wiadczy¢ moga o mozliwos-
ci transmisji zakazenia Ehrlichia canis przez obecne
w Polsce kleszcze. W screeningowych badaniach se-
rologicznych ps6w oceniano m.in. korelacje¢ pomig-
dzy mozliwos$cia zakazenia psdw a migracjami zagra-
nicznymi (dane z wywiadu, ankiety dla wtascicieli).
Czy nie nalezatoby zatem jednak bra¢ pod uwage moz-
liwosci zawleczenia zakazenia CME réwniez z odleg-
tych terenow Polski?

Indywidualne badania kleszczy w oparciu o gen p30
prowadzono w monitorowanym, do§wiadczalnym za-
kazeniu Ehrlichia canis, dotyczacym mozliwos$ci jego
transmisji. Czutos¢ 1 specyficznosé testow PCR rzu-
tuje na wykrywalno$¢ riketsji. Drobnoustroje te we
krwi obwodowej, jak i w organizmie kleszcza wystg-
puja w niewielkich ilo§ciach. Wedtug Sticha 1 wsp.,
takze czuto$¢ testow opartych o sekwencje 16S rRNA
moze by¢ zbyt niska, cho¢ sa one powszechnie stoso-
wane w rozpoznawaniu erlichiozy u pséw (28). Wo-
bec ujemnych wynikéw badan technika PCR popula-
cji kleszczy, problematyczna w aspekcie epizootiolo-
gicznym wydaje si¢ droga zakazenia psow. Kliniczny
aspekt badan dotyczylt zakazen naturalnych psow, nie
pozwalal jednak na szczegdtowe ustalenie miejsca ani
czasu ich infestacji. Kleszcze dobierano losowo, nie
byly to jednak osobniki usuwane od pséw badanych
réwnolegle w kierunku zakazenia Ehrlichia canis.
W zwiazku z powyzszym brak jest mozliwosci kon-
frontacji wynikow uzyskanych w tych dwoch grupach.

Odnosnie do wystgpowania koinfekcji Ehrlichia
canis, Anaplasma phagocytophila i Borelia burgdor-
feri sensu lato, badania wybranej populacji kleszczy
nie potwierdzity takiej mozliwosci. Patogenno$¢ dla
migsozernych B. burgdorferi jest powszechnie znana,
za$ anaplazmoza zagraza¢ moze jedynie dzikim prze-
zuwaczom (jelenie) czy gryzoniom (18).
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