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Sytuacja epizootyczna erlichiozy pséow
na terenie Lubelszczyzny

Epizootical situation of dogs ehrlichiosis in area of Lubelskie voivodship

Streszczenie. Ehrlichia spp. naleza do drobnoustrojéw wykazujacych tropizm do komérek uktadu
krwiotworczego. Erlichioza jest choroba transmisyjna wystgpujaca zaréwno u ludzi, jak i zwierzat.
Gtéwnym wektorem choroby w Europie sa kleszcze Ixodes ricinus, za$ ich rezerwuar stanowia
dzikie i domowe zwierzgta. Objawy erlichiozy sa niespecyficzne i najczg$ciej manifestuja sig
apatia, goraczka, krwawieniami z bton §luzowych. Niekiedy moga wystgpowaé kulawizny oraz
objawy nerwowe. W badaniu hematologicznym stwierdza si¢ trombocytopenig.

Celem pracy byla ocena sytuacji epizootycznej erlichiozy pséw na terenie wojewddztwa lubel-
skiego. Materiat do badan serologicznych (ELISA) i molekularnych (PCR) w kierunku Anaplasma
phagocytophilum stanowita krew pobrana od 60 pséw, ktére miaty kontakt z kleszczami. W reak-
cji PCR uzyto starteréw EHR 521 i EHR 747, amplifikujacych odcinek DNA genu 16 rRNA
Ehrlicha spp. o dtugosci 247 bp. W zadnym przypadku we krwi badanych pséw technika PCR nie
wykazano materiatu genetycznego riketsji. Testem ELISA stwierdzono przeciwciata anty-Anaplasma
phagocytophilum w 16 sposréd 60 badanych prébek surowic (26,66%). Ich obecnos$¢ wskazuje na to,
ze osobniki uzyte w pracy miaty kontakt z riketsjami, niemniej jednak ujemne wyniki reakcji PCR
pozwalaja przypuszczaé, ze w momencie badania psy nie byly zakazone Ehrlichia. Obecno$¢ prze-
ciwciat dla Anaplasma phagocytophilum w surowicy ponad 26% pséw pozwala takze stwierdzi¢, ze
wojewddztwo lubelskie jest rejonem endemicznego wystgpowania riketsji.
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WSTEP

Erlichioza jest zakazna wielonarzadowa choroba ludzi i zwierzat, przebiegajaca
z trombocytopenig. Czynnikiem etiologicznym choroby sa drobnoustroje zaliczane wcze-
$niej do rodziny Rickettsiaceae, rodzaju Ehrlichia [Winiarczyk i in. 2000]. Obecnie
klasyfikuje sig je w rzgdzie Rickettsiales, powstalym z potaczenia rodzin Rickettsiaceae



66 .. Adaszek, S. Winiarczyk

oraz Anaplasmataceae [Dumler i in. 2001]. Na podstawie analizy sekwencji genu 16S
rRNA w obrebie rodzaju wyodrebniono 3 grupy: Ehrlichia canis, Ehrlichia phagocy-
tophila (Anaplasma phagocytophilum), oraz Ehrlichia sennetsu [Dumler i in. 1995].

Obecnos¢ tych drobnoustrojéw wykazano we krwi koni, bydta, owiec, koz, kotow,
liséw, lam, jeleni i ludzi [Bjoersdorf i in. 1996, Barlougk i in. 1997, Pusterla i in. 1999,
2000, Lotric-Furlan i in. 2001]. U pséw po raz pierwszy erlichiozg opisano w Algierii
w 1935 1. [Pyle 1980]. Obecnie notuje si¢ ja na catym §wiecie [Meneses 1995, Baneth i in.
1996, Harrus i in. 1997, Egenvall i in. 1997, Leutenegger i in. 1999, Inokuma i in. 2001,
Suto 1 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 wystgpowania erlichiozy u pséw w Polsce jest uboga
[Skotarczak i in. 2004], zanotowano w niej takze dwa przypadki zakazenia tymi drobno-
ustrojami u ludzi [Tylewska-Wierzbanowska i in. 2001].

Najczgsciej rozpoznawanymi gatunkami Ehrlichia u pséw sa E. canis — czynnik etio-
logiczny erlichiozy monocytarnej [Stockham i in. 1992, Kelly i in. 1994] oraz
A. phagocytophilum i E. ewingii, wywolujace erlichioze granulocytarna [Harrus i in.
1997, Maurin i in. 2003]. Istnieje niewiele doniesien na temat erlichiozy trombocytarnej
u tego gatunku zwierzat, wywotywanej przez E. platys [Inokuma i in. 2000]

Do zakazenia pséw dochodzi poprzez kontakt z kleszczami Ixodes spp. oraz Rhipi-
cephalus sanguineus [Kelly i in. 1994], ktére sa wektorami riketsji. Objawy kliniczne
erlichiozy psow sa nieswoiste. Poczatkowo wystgpuje apatia, ostabienie i wysoka go-
raczka. W ostrej erlichiozie dochodzi do spadku masy ciata, krwawienia z bton $§luzo-
wych, powigkszenia $ledziony i weziéw chlonnych, a niekiedy takze do sluzowo-ropnego
wyplywu z nosa [Harrus i in. 1997]. Pojawia¢ si¢ moga takze wymioty, biegunka, zapa-
lenia stawéw oraz objawy nerwowe w postaci drgawek i porazen [Stockham i in. 1992,
Goldman i in. 1998, Goldman i in. 2003].

Rozpoznawanie erlichiozy pséw opiera si¢, podobnie jak i innych choréb zakaznych,
na wywiadzie epizootycznym, objawach klinicznych oraz badaniach laboratoryjnych.
Najprostszym testem wykazujacym obecno$¢ riketsji w organizmach zwierzat zakazo-
nych jest barwienie rozmazéw krwi metoda Giemzy lub tez Diff-Quick [Harrus i in.
1997]. Poniewaz niejednokrotnie wykazanie ciatlek wtrgtowych w leukocytach jest trud-
ne, dlatego mikroskopowe badanie rozmazéw krwi powinno by¢ poparte badaniem sero-
logicznym lub molekularnym [Lester i in. 2005]. Poréwnanie wad i zalet poszczeg6lnych
testow wskazuje na to, iz najpewniejsze rezultaty w laboratoryjnym postgpowaniu dia-
gnostycznym uzyskuje si¢ wtasnie poprzez zastosowanie kombinacji badan serologicz-
nych i molekularnych, uzupetnionych mikroskopowa ocena rozmazéw krwi.

Celem badan byta ocena sytuacji epizootycznej w zakresie wystgpowania erlichiozy
u pséw na Lubelszczyznie.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 60 psach, pacjentach Kliniki Choréb Zakaznych Wy-
dzialu Medycyny Weterynaryjnej AR w Lublinie. Byta to grupa zwierzat ztozona z 37
samcOw i 23 samic, w wieku od 3 miesiecy do 16 lat. Wszystkie zwierzgta miaty w ostat-
nim czasie kontakt z kleszczami, a do kliniki zostaty zgloszone celem usunigcia z powtok
ich ciata pajeczakow.
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Od pséw pobierano krew z zyly odpromieniowej do probéwek z EDTA do badan
molekularnych, za§ do badan serologicznych do prébowek z przyspieszaczem wykrze-
piania.

Badanie molekularne. Izolacj¢ DNA z pelnej krwi do reakcji PCR wykonywano
zestawem Blood Mini (A&A Biotechnology). Reakcj¢ PCR dla Ehrlichia spp. opraco-
wano modyfikujace reakcj¢ opisang przez Inokuma i in. [2001], z uzyciem kontroli do-
datniej i ujemnej, z zastosowaniem starteréw: EHR 521 5°-TGT AGG CGG TTC GGT
AAG TTA AAG-3’, EHR 747 5° GCA CTC ATC GTT TAC AGC GTG-3’, amplifiku-
jacych odcinek DNA o dlugosci 247 par zasad konserwatywnej czgsci genu 16S rRNA.

Kazda reakcja skladata sig¢ z 35 cykli, w ktérych etap denaturacji przebiegal w 94°C
przez 30 s, przylaczanie starteréw odbywato si¢ w temp. 56°C przez 30 s, a wydluzanie
nici w temp. 72°C trwalo 45 s. Wyniki reakcji PCR analizowano w procesie elektrofore-
zy w 1% zelu agarozowym, w buforze TBE, przy napigciu 10 V/cm przez 50 min.

Wykrywanie przeciwcial swoistych dla Anraplasma phagocytophilum metoda
ELISA. Test ELISA wykonywano w 96-dotkowych plytkach (Iwaki). Jako antygenu
uzyto petnych komérek Anaplasma phagocytophilum z krwi czlowieka (National Refe-
rence Center for Borreliae of Max von Pettenkofer Institute of Ludwig Maximilian
University Monachium).

Studzienki mikroptytek optaszczano 100 pl roztworu antygenu w buforze weglano-
wym o pH 9,6 i inkubowano w temp. 4°C przez cala noc. Po inkubacji przemywano
trzykrotnie buforem PBS (pH 7.2), zawierajacym 0,05% Tween 20. Badane surowice
rozcienczano w stosunku 1:400 w roztworze PBS z dodatkiem 0,05% Tween 20 i 1%
BSA, nanoszono w ilosci 100 pl do dwdch sasiednich studzienek, inkubowano w temp.
37°C przez 30 min i ponownie przemywano roztworem PBS z dodatkiem Tween 20.
Nastgpnie do studzienek dodawano 100 pl gammaglobuliny anty-IgG psa sprz¢Zonej z
peroksydaza (Sigma). Ptytki inkubowano przez 30 min w temp. 37°C i przemywano je
trzykrotnie roztworem PBS z dodatkiem Tween 20, po czym dodawano roztwor substratu
(0,1 M bufor cytrynianowy pH 5,0 z 0,02% H,0,) z OPD (orto-phenylenodiamine Sigma
P 8287). Reakcjg zatrzymywano po 15-minutowej inkubacji w temp. 37°C roztworem
5% H,SO,. Absorbancj¢ mierzono przy dtugosci fali 492 nm. Punkt odcigcia (cut off)
wynosit 0,5.

WYNIKIIDYSKUSJA

W Zadnej z prébek krwi badanych za pomoca reakcji PCR z uzyciem starteréw EHR
521 i EHR 747 nie wykazano materialu genetycznego drobnoustrojéw Ehrlichia spp.

Badanie 60 surowic pséw testem ELISA w kierunku erlichiozy wykazalo obecnos$¢
przeciwcial anty-Anaplasma phagocytophilum w 16 prébkach, co stanowito 26,66%
analizowanych przypadkéw. Wyniki odczytu absorbancji przy diugosci fali 492 nm dla
poszczegdlnych surowic przedstawia tabela 1.

Brak materialu genetycznego riketsji we krwi badanych pséw wskazuje na to, ze w
przypadkach tych nie mieliSmy do czynienia z zakazeniami Ehrlichia, a wysokie miana
przeciwcial skierowane przeciwko Anaplasma phagocytophilum u 16 sposréd 60 bada-
nych pséw byly nastgpstwem wczesniejszego kontaktu zwierzat z zarazkiem, ktéry wyste-
puje endemicznie na Lubelszczyznie. Swiadcza o tym badania Cisaka i in. [2005], kt6rzy
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Tabela 1. Wartosci absorbancji prébek surowic pséw poddanych badaniu testem ELISA
w kierunku erlichiozy
Tabele 1. Absorbance of dogs sera samples examinated by ELISA test against ehrlichiosis

Nr probki Absorbancja Nr prébki Absorbancja
Number of the sample Absorbance Number of the sample Absorbance

001 0,53 031 L5

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

materiat genetyczny Anaplasma (Ehrlichia) phagocytophilum wykazali w organizmach
6,1% sposréd 115 przebadanych kleszczy z Roztoczanskiego Parku Narodowego.

Z badan przeprowadzonych przez Skotarczaka i in. [2004] na 192 psach z terenéw
péinocno-zachodniej Polski wynika, Ze erlichioza u tego gatunku zwierzat takze i w tym
regionie nie stanowi powaznego problemu. Izolujac DNA z pelnej krwi, a nastgpnie
wykonujac reakcje PCR z zastosowaniem pary tych samych starteréw, ktérych uzyto
w badaniach wtasnych, material genetyczny E. phagocytophila wykazano zaledwie
w dwoch przypadkach, co stanowito 1% przebadanej populacji zwierzat. Zaznaczy¢
nalezy, iz jeden z dwdch zakazonych riketsjami pséw byt klinicznie zdrowy, za$ drugi
wykazywal objawy nasuwajace podejrzenie boreliozy.

Sytuacja epizootyczna w tym zakresie w innych krajach jest odmienna. Stosunkowe
duze niebezpieczenstwo choroby u pséw wystepuje w Niemczech, o czym donosza Jen-
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sen i in. [2007]. Autorzy ci przebadali 111 pséw w kierunku zakazen A. phagocytophi-
lum. Ws$réd nich 49 osobnikéw zdradzalo objawy kliniczne nasuwajace podejrzenie
erlichiozy, pozostale za$ nalezaty do grupy kontrolnej i nie wykazywaly objawéw choro-
bowych. Badanie serologiczne posrednim odczynem immunofluorescencji wykazato
obecno$¢ dodatnich seroreagentéw na poziomie 44,9% w grupie pséw chorych oraz
41,9% w grupie pséw kontrolnych. Material genetyczny riketsji (PCR) stwierdzono w
organizmach zaledwie 7 pséw (6,3%), sposrdéd ktérych 6 nalezalo do grupy badanej,
natomiast 1 do grupy kontrolnej. Autorzy ci wskazuja na mata przydatno$¢ reakcji PCR
w diagnozowaniu zakazen riketsjami oraz na fakt wykazania badaniem serologicznym
stosunkowo wysokiego odsetka dodatnich seroreagentéw w grupie zwierzat zdrowych,
bez objawéw klinicznych choroby. Dodatnie wyniki u czg$ci zwierzat spowodowane sa
zakazeniem niepatogennymi szczepami lub niewielka dawka komérek A. phagocytophi-
lum przy sprawnie funkcjonujacym uktadzie odporno$ciowym. R6zna jest tez zjadliwos¢
szczepdw przy podobnej strukturze genetycznej.

Niewielkie zagrozenie choroba wystgpuje we Wloszech. Solano-Gallego i in. [2006],
technika real-time PCR przebadali 601 pséw w kierunku zakazefn E. canis oraz 460 w
kierunku zakazen A. phagocytophilum. Odsetek pséw, we krwi ktérych wykazano mate-
rial genetyczny E. canis wynosit odpowiednio dla poszczeg6lnych rejonéw geograficz-
nych: 2,9% w poétnocnych Wioszech, 8% w centralnych i 9,7% w potudniowych.
W organizmie zadnego z badanych pséw nie wykazano materialu genetycznego A. pha-
gocytophilum.

Z krajéw europejskich, w ktoérych zagrozenie erlichioza jest duze trzeba wymieni¢
Holandig. Z badan Schoulsa i in. [1999] wynika, Ze wektorem riketsji jest tu 45% klesz-
czy Ixodes ricinus, a w organizmach ponad polowy z nich wykazano materiat genetyczny
E. phagocytophila. Liczne doniesienia o klinicznej postaci oraz znaczacym odsetku do-
datnich dla Ehrlichia seroreagentéw w populacjach pséw pochodza takze z Izraela [Har-
ris i in. 1997], Stanéw Zjednoczonych [Stockham i in. 1992, Grieg i in. 1996, Goldman i
in. 2003] oraz Szwecji [Engvall i in. 1996, Egenvall i in. 2000].

Mimo wydawatoby si¢ niewielkiego zagrozenia erlichioza u pséw na terenie Lu-
belszczyzny, fakt wystgpowania w populacji tego gatunku zwierzat znacznego odsetka
dodatnich dla riketsji seroreagentéw powinien skloni¢ lekarzy weterynarii do rozwazenia
w diagnostyce réznicowej choréb przenoszonych przez kleszcze infekcji wywotanych
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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