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Sytuacja epizootyczna erlichiozy psów  
na terenie Lubelszczyzny 

Epizootical situation of dogs ehrlichiosis in area of Lubelskie voivodship 

Streszczenie. Ehrlichia spp. nale�� do drobnoustrojów wykazuj�cych tropizm do komórek układu 
krwiotwórczego. Erlichioza jest chorob� transmisyjn� wyst�puj�ca zarówno u ludzi, jak i zwierz�t. 
Głównym wektorem choroby w Europie s� kleszcze Ixodes ricinus, za� ich rezerwuar stanowi� 
dzikie i domowe zwierz�ta. Objawy erlichiozy s� niespecyficzne i najcz��ciej manifestuj� si� 
apati�, gor�czk�, krwawieniami z błon �luzowych. Niekiedy mog� wyst�powa� kulawizny oraz 
objawy nerwowe. W badaniu hematologicznym stwierdza si� trombocytopeni�.  

Celem pracy była ocena sytuacji epizootycznej erlichiozy psów na terenie województwa lubel-
skiego. Materiał do bada� serologicznych (ELISA) i molekularnych (PCR) w kierunku Anaplasma 
phagocytophilum stanowiła krew pobrana od 60 psów, które miały kontakt z kleszczami. W reak-
cji PCR u�yto starterów EHR 521 i EHR 747, amplifikuj�cych odcinek DNA genu 16 rRNA 
Ehrlicha spp. o długo�ci 247 bp. W �adnym przypadku we krwi badanych psów technik� PCR nie 
wykazano materiału genetycznego riketsji. Testem ELISA stwierdzono przeciwciała anty-Anaplasma 
phagocytophilum w 16 spo�ród 60 badanych próbek surowic (26,66%). Ich obecno�� wskazuje na to, 
�e osobniki u�yte w pracy miały kontakt z riketsjami, niemniej jednak ujemne wyniki reakcji PCR 
pozwalaj� przypuszcza�, �e w momencie badania psy nie były zaka�one Ehrlichia. Obecno�� prze-
ciwciał dla Anaplasma phagocytophilum w surowicy ponad 26% psów pozwala tak�e stwierdzi�, �e 
województwo lubelskie jest rejonem endemicznego wyst�powania riketsji.  
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WST�P 

Erlichioza jest zaka�n� wielonarz�dow� chorob� ludzi i zwierz�t, przebiegaj�c�  
z trombocytopeni�. Czynnikiem etiologicznym choroby s� drobnoustroje zaliczane wcze-
�niej do rodziny Rickettsiaceae, rodzaju Ehrlichia [Winiarczyk i in. 2000]. Obecnie 
klasyfikuje si� je w rz�dzie Rickettsiales, powstałym z poł�czenia rodzin Rickettsiaceae 
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oraz Anaplasmataceae [Dumler i in. 2001]. Na podstawie analizy sekwencji genu 16S 
rRNA w obr�bie rodzaju wyodr�bniono 3 grupy: Ehrlichia canis, Ehrlichia phagocy-
tophila (Anaplasma phagocytophilum), oraz  Ehrlichia sennetsu [Dumler i in. 1995]. 

Obecno�� tych drobnoustrojów wykazano we krwi koni, bydła, owiec, kóz, kotów, 
lisów, lam, jeleni i ludzi [Bjoersdorf i in.  1996, Barlougk i in. 1997, Pusterla i in. 1999, 
2000, Lotric-Furlan i in. 2001]. U psów po raz pierwszy erlichioz� opisano w Algierii  
w 1935 r. [Pyle 1980]. Obecnie notuje si� j� na całym �wiecie [Meneses 1995, Baneth i in.  
1996, Harrus i in. 1997, Egenvall i in. 1997, Leutenegger i in. 1999, Inokuma i in. 2001, 
Suto i in. 2001, Batamaz i in. 2001, Maurin i in. 2003, Shaw i in. 2003, Poitout i in. 2005, 
Lester i in. 2005]. Literatura na temat wyst�powania erlichiozy u psów w Polsce jest uboga 
[Skotarczak i in. 2004], zanotowano w niej tak�e dwa przypadki zaka�enia tymi drobno-
ustrojami u ludzi [Tylewska-Wierzbanowska i in. 2001].   

Najcz��ciej rozpoznawanymi gatunkami Ehrlichia u psów s� E. canis – czynnik etio-
logiczny erlichiozy monocytarnej [Stockham i in. 1992, Kelly i in. 1994] oraz  
A. phagocytophilum i E. ewingii, wywołuj�ce erlichioz� granulocytarn� [Harrus i in. 
1997,  Maurin i in. 2003]. Istnieje niewiele doniesie� na temat erlichiozy trombocytarnej 
u tego gatunku zwierz�t, wywoływanej przez E. platys [Inokuma i in. 2000] 

Do zaka�enia psów dochodzi poprzez kontakt z kleszczami Ixodes spp. oraz Rhipi-
cephalus sanguineus [Kelly i in. 1994], które s� wektorami riketsji. Objawy kliniczne 
erlichiozy psów s� nieswoiste. Pocz�tkowo wyst�puje apatia, osłabienie i wysoka go-
r�czka. W ostrej erlichiozie dochodzi do spadku masy ciała, krwawienia z błon �luzo-
wych, powi�kszenia �ledziony i w�złów chłonnych, a niekiedy tak�e do �luzowo-ropnego 
wypływu z nosa [Harrus i in. 1997]. Pojawia� si� mog� tak�e wymioty, biegunka, zapa-
lenia stawów oraz objawy nerwowe w postaci drgawek i pora�e� [Stockham i in. 1992, 
Goldman i in. 1998, Goldman i in. 2003].  

Rozpoznawanie erlichiozy psów opiera si�, podobnie jak i innych chorób zaka�nych, 
na wywiadzie epizootycznym, objawach klinicznych oraz  badaniach laboratoryjnych. 
Najprostszym testem wykazuj�cym obecno�� riketsji w organizmach zwierz�t zaka�o-
nych jest barwienie rozmazów krwi metod� Giemzy lub te� Diff-Quick [Harrus i in. 
1997]. Poniewa� niejednokrotnie wykazanie ciałek wtr�towych w leukocytach jest trud-
ne, dlatego mikroskopowe badanie rozmazów krwi powinno by� poparte badaniem sero-
logicznym lub molekularnym [Lester i in. 2005]. Porównanie wad i zalet poszczególnych 
testów wskazuje na to, i� najpewniejsze rezultaty w laboratoryjnym post�powaniu dia-
gnostycznym uzyskuje si� wła�nie poprzez zastosowanie kombinacji bada� serologicz-
nych i molekularnych, uzupełnionych mikroskopow� ocen� rozmazów krwi. 

Celem bada� była ocena sytuacji epizootycznej w zakresie wyst�powania erlichiozy 
u psów na Lubelszczy�nie. 

MATERIAŁ I METODY 

Badania przeprowadzono na 60 psach, pacjentach Kliniki Chorób Zaka�nych Wy-
działu Medycyny Weterynaryjnej AR w Lublinie. Była to grupa zwierz�t zło�ona z 37 
samców i 23 samic, w wieku od 3 miesi�cy do 16 lat. Wszystkie zwierz�ta miały w ostat-
nim czasie kontakt z kleszczami, a do kliniki zostały zgłoszone celem usuni�cia z powłok 
ich ciała paj�czaków.  
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Od psów pobierano krew z �yły odpromieniowej do probówek z EDTA do bada� 
molekularnych, za� do bada� serologicznych do próbówek z przyspieszaczem wykrze-
piania. 

Badanie molekularne. Izolacj� DNA z pełnej krwi do reakcji PCR wykonywano 
zestawem Blood Mini (A&A Biotechnology). Reakcj� PCR dla Ehrlichia spp. opraco-
wano modyfikuj�ce reakcj� opisan� przez Inokuma i in. [2001], z u�yciem kontroli do-
datniej i ujemnej, z zastosowaniem starterów: EHR 521 5’-TGT AGG CGG TTC GGT 
AAG TTA AAG-3’, EHR 747 5’ GCA CTC ATC GTT TAC AGC GTG-3’, amplifiku-
j�cych odcinek DNA o długo�ci 247 par zasad konserwatywnej cz��ci genu 16S rRNA.  

Ka�da reakcja składała si� z 35 cykli, w których etap denaturacji przebiegał w 94°C 
przez 30 s, przył�czanie starterów odbywało si� w temp. 56°C przez 30 s, a wydłu�anie 
nici w temp. 72°C trwało 45 s. Wyniki reakcji PCR analizowano w procesie elektrofore-
zy w 1% �elu agarozowym, w buforze TBE, przy napi�ciu 10 V/cm przez 50 min.  

Wykrywanie przeciwciał swoistych dla Anaplasma phagocytophilum metod� 
ELISA. Test ELISA wykonywano w 96-dołkowych płytkach (Iwaki). Jako antygenu 
u�yto pełnych komórek Anaplasma phagocytophilum z krwi człowieka (National Refe-
rence Center for Borreliae of Max von Pettenkofer Institute of Ludwig Maximilian 
University Monachium). 

Studzienki mikropłytek opłaszczano 100 	l roztworu antygenu w buforze w�glano-
wym o pH 9,6 i inkubowano w temp. 4oC przez cał� noc. Po inkubacji przemywano 
trzykrotnie buforem PBS (pH 7,2), zawieraj�cym 0,05% Tween 20. Badane surowice 
rozcie�czano w stosunku 1:400 w roztworze PBS z dodatkiem 0,05% Tween 20 i 1% 
BSA, nanoszono w ilo�ci 100 µl do dwóch s�siednich studzienek, inkubowano w temp. 
37oC przez 30 min i ponownie przemywano roztworem PBS z dodatkiem Tween 20. 
Nast�pnie do studzienek dodawano 100 	l gammaglobuliny anty-IgG psa sprz��onej z 
peroksydaz� (Sigma). Płytki inkubowano przez 30 min w temp. 37oC i przemywano je 
trzykrotnie roztworem PBS z dodatkiem Tween 20, po czym dodawano roztwór substratu 
(0,1 M bufor cytrynianowy pH 5,0 z 0,02% H2O2) z OPD (orto-phenylenodiamine Sigma 
P 8287). Reakcj� zatrzymywano po 15-minutowej inkubacji w temp. 37oC roztworem 
5% H2SO4. Absorbancj� mierzono przy długo�ci fali 492 nm. Punkt odci�cia (cut off) 
wynosił 0,5. 

WYNIKI I DYSKUSJA 

W �adnej z próbek krwi badanych za pomoc� reakcji PCR z u�yciem starterów EHR 
521 i EHR 747 nie wykazano materiału genetycznego drobnoustrojów Ehrlichia spp. 

Badanie 60 surowic psów testem ELISA w kierunku erlichiozy wykazało obecno�� 
przeciwciał anty-Anaplasma phagocytophilum w 16 próbkach, co stanowiło 26,66% 
analizowanych przypadków. Wyniki odczytu absorbancji przy długo�ci fali 492 nm dla 
poszczególnych surowic przedstawia tabela 1.  

Brak materiału genetycznego riketsji we krwi badanych psów wskazuje na to, �e w 
przypadkach tych nie mieli�my do czynienia z zaka�eniami Ehrlichia, a wysokie miana 
przeciwciał skierowane przeciwko Anaplasma phagocytophilum u 16 spo�ród 60 bada-
nych psów były nast�pstwem wcze�niejszego kontaktu zwierz�t z zarazkiem, który wyst�-
puje endemicznie na  Lubelszczy�nie. 
wiadcz� o tym badania  Cisaka i in. [2005], którzy 
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Tabela 1. Warto�ci absorbancji próbek surowic psów poddanych badaniu testem ELISA  
w kierunku erlichiozy 

Tabele 1. Absorbance of  dogs sera samples examinated by ELISA test against ehrlichiosis 
 

Nr próbki 
Number of the sample 

Absorbancja 
Absorbance 

Nr próbki 
Number of the sample 

Absorbancja 
Absorbance 

001 0,53 031 1,5 
002 1,21 032 1,61 
003 0,23 033 0,17 
004 1,18 034 0,26 
005 0,26 035 0,09 
006 0,91 036 0,18 
007 0,39 037 0,23 
008 0,42 038 0,56 
009 0,39 039 0,61 
010 0,08 040 0,23 
011 0,14 041 0,25 
012 0,3 042 0,42 
013 0,42 043 0,3 
014 0,17 044 0,37 
015 2,06 045 0,20 
016 0,24 046 0,51 
017 0,14 047 0,09 
018 0,32 048 0,79 
019 0,2 049 0,70 
020 0,1 050 1,06 
021 0,51 051 0,67 
022 0,2 052 0,16 
023 0,4 053 0,27 
024 0,52 054 0,31 
025 0,17 055 0,17 
026 0,4 056 0,20 
027 0,34 057 0,36 
028 0,26 058 0,35 
029 0,12 059 0,43 
030 0,11 060 1,02 

 
materiał genetyczny Anaplasma (Ehrlichia) phagocytophilum wykazali w organizmach 
6,1% spo�ród 115 przebadanych kleszczy z Roztocza�skiego Parku Narodowego. 

 Z bada� przeprowadzonych przez Skotarczaka i in. [2004] na 192 psach z terenów 
północno-zachodniej Polski wynika, �e erlichioza u tego gatunku zwierz�t tak�e i w tym 
regionie nie stanowi powa�nego problemu. Izoluj�c DNA z pełnej krwi, a nast�pnie 
wykonuj�c reakcj� PCR z zastosowaniem pary tych samych starterów, których u�yto  
w badaniach własnych, materiał genetyczny E. phagocytophila wykazano zaledwie  
w dwóch przypadkach, co stanowiło 1% przebadanej populacji zwierz�t. Zaznaczy� 
nale�y, i�  jeden z dwóch zaka�onych riketsjami psów był klinicznie zdrowy, za� drugi 
wykazywał objawy nasuwaj�ce podejrzenie boreliozy.  

Sytuacja epizootyczna w tym zakresie w innych krajach jest odmienna. Stosunkowe 
du�e niebezpiecze�stwo choroby u psów wyst�puje w Niemczech, o czym donosz� Jen-
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sen i in. [2007]. Autorzy ci przebadali 111 psów w kierunku zaka�e� A. phagocytophi-
lum. W�ród nich 49 osobników zdradzało objawy kliniczne nasuwaj�ce podejrzenie 
erlichiozy, pozostałe za� nale�ały do grupy kontrolnej i nie wykazywały objawów choro-
bowych. Badanie serologiczne po�rednim odczynem immunofluorescencji wykazało 
obecno�� dodatnich seroreagentów na poziomie 44,9% w grupie psów chorych oraz 
41,9% w grupie psów kontrolnych. Materiał genetyczny riketsji (PCR) stwierdzono w 
organizmach zaledwie 7 psów (6,3%), spo�ród których 6 nale�ało do grupy badanej,  
natomiast 1 do grupy kontrolnej. Autorzy ci wskazuj� na mał� przydatno�� reakcji PCR 
w diagnozowaniu zaka�e� riketsjami oraz na fakt wykazania badaniem serologicznym 
stosunkowo wysokiego odsetka dodatnich seroreagentów w grupie zwierz�t zdrowych, 
bez objawów klinicznych choroby. Dodatnie wyniki u cz��ci zwierz�t spowodowane s� 
zaka�eniem niepatogennymi szczepami lub niewielk� dawk� komórek A. phagocytophi-
lum  przy sprawnie funkcjonuj�cym układzie odporno�ciowym. Ró�na jest te� zjadliwo�� 
szczepów przy podobnej strukturze genetycznej.  

Niewielkie zagro�enie chorob� wyst�puje we Włoszech. Solano-Gallego i in. [2006], 
technik� real-time PCR przebadali 601 psów w kierunku zaka�e� E. canis oraz 460 w 
kierunku zaka�e� A. phagocytophilum. Odsetek psów, we krwi których wykazano mate-
riał genetyczny E. canis  wynosił odpowiednio dla poszczególnych rejonów geograficz-
nych: 2,9% w północnych Włoszech, 8% w centralnych i 9,7% w południowych.  
W organizmie �adnego z badanych psów nie wykazano materiału genetycznego A. pha-
gocytophilum.  

Z krajów europejskich, w których zagro�enie erlichioz� jest du�e trzeba wymieni� 
Holandi�. Z bada� Schoulsa i in. [1999] wynika, �e wektorem riketsji jest tu  45% klesz-
czy Ixodes ricinus, a w organizmach ponad połowy z nich wykazano materiał genetyczny 
E. phagocytophila. Liczne doniesienia o klinicznej postaci oraz znacz�cym odsetku do-
datnich dla Ehrlichia seroreagentów w populacjach psów pochodz� tak�e z Izraela [Har-
ris i in. 1997], Stanów Zjednoczonych [Stockham i in. 1992, Grieg i in. 1996, Goldman i 
in. 2003] oraz Szwecji [Engvall i in. 1996, Egenvall i in. 2000]. 

Mimo wydawałoby si� niewielkiego zagro�enia erlichioz� u psów na terenie Lu-
belszczyzny, fakt wyst�powania w populacji tego gatunku zwierz�t znacznego odsetka 
dodatnich dla riketsji seroreagentów powinien skłoni� lekarzy weterynarii do rozwa�enia 
w diagnostyce ró�nicowej chorób przenoszonych przez kleszcze infekcji wywołanych 
tymi drobnoustrojami.  
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Summary. Ehrlichia spp. is intracellular bacteria with tropism for hematopoietic cells. Ehrlichio-
sis is a tick-borne disease which occurs in animals as well as in human. The main vector of this 
disease in Europe is Ixodes ricinus and its reservoir – wild and domestic animals. The symptoms 
of ehrlichiosis: apathy, fever, bleeding of mucosal and trombocythopenia, are not specific. Occa-
sionally nervous symptoms and lameness may be observed.   
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The aim of this study was to estimate an epizootiological situation of dogs ehrlichiosis in area 
of Lubelskie voivodship. Blood samples for molecular and serological (ELISA) examinations for 
Anaplasma phagocytophilum were collected from 60 dogs which had a contact with ticks. In PCR 
reactions were used primers EHR 521 and EHR 747, which amplified a fragment of 16S rRNA 
gene with a length about 247 bp. In all cases the results of PCR were negative. ELISA test re-
vealed anty-Anaplasma phagocytophilum  antibodies in 16 out of 60 sera samples (26,66%). The 
presence of antibodies specific for ricketsiae indicates that examinated animals had contact with 
this pathogen, but negative PCR  results showed that at the time of examination  dogs were not 
infected by Ehrlichia. The presence of anti-Anaplsma phagocytophilum antibodies in the sera of 
over 26% examined dogs indicates that Lubelskie voivodship is an area of endemic occurrence of 
ricketsiae. 
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