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Il Streszczenie

Wprowadzenie i cel pracy. Pierwotniaki z rodzaju Theileria
przenoszone przez kleszcze wywotujg ciezkie jednostki cho-
robowe u zwierzat, gtéwnie przezuwaczy. Celem badan byta
ocena wystepowania pierwotniakéw Theileria spp. u kleszczy
z gatunku Ixodes ricinus i Dermacentor reticulatus pozyskanych
na terenie Lubelszczyzny.

Materiat i metody. Materiat do badan stanowita grupa 30
napitych samic kleszczy zdjetych z ciat zywicieli. Samice w wa-
runkach laboratoryjnych ztozyty jaja, z czesci z nich wylegty
sie larwy. Wyizolowany materiat genetyczny z samic, jaj i larw
zostat poddany analizie przy uzyciu faricuchowej reakcji po-
limerazy (PCR) z wykorzystaniem primeréw specyficznych
wzgledem pierwotniakéw z rodzaju Theileria.

Wyniki. W grupie 30 samic kleszczy oznaczono 15 samic
z gatunku Ixodes ricinus i 15 samic z gatunku Dermacentor
reticulatus. tacznie samice ztozyty 6720 jaj, przy czym z 2440
jaj wykluty sie larwy (36,31%). Zaréwno jaja, jak i larwy zostaty
przebadane w pulach po 20 sztuk. W badanym materiale DNA
wyizolowanym z samic, jaj i larw nie wykryto pierwotniakéw
Theileria spp.

Whioski. Jak dotad nieliczne badania dotyczyty wystepo-
wania pierwotniakéw Theileria spp. w krajowych kleszczach,
dlatego podjete badania miaty na celu dostarczy¢ nowych
informacji na ten temat. Nie stwierdzono obecnosci ww.
pierwotniakéw w materiale genetycznym wyizolowanym
z samic, jaj i larw kleszczy z gatunku . ricinus i D. reticulatus.
Uniemozliwito to wnioskowanie na temat potencjalnej roli
transmisji transowarialnej jako drogi szerzenia sie Theileria spp.
w Srodowisku. Podsumowujac, uzyskane wyniki nie potwier-
dzity udziatu powszechnie wystepujacych w Polsce kleszczy
w przenoszeniu Theileria spp.

Stowa kluczowe

Ixodes ricinus, Theileria spp., Dermacentor reticulatus, choroby
odkleszczowe

0 Abstract

Introduction and Objective. Protozoa of the genus Theileria
transmitted by ticks cause a severe disease in animals, mainly
ruminants. The aim of the project was to investigate the
occurrence of protozoa Theileria spp. in Ixodes ricinus and
Dermacentor reticulatus species using molecular biology
methods in the Lublin Province.

Material and methods. The research material was a group of
30 engorged female ticks removed from the host bodies. In
laboratory conditions, the females laid eggs out of which some
of the larvae emerged. Then, the isolated genetic material from
females, eggs and larvae was analyzed by PCR using primers
specific for the protozoa of the genus Theileria spp.

Results. In the study group of 30 female ticks, 15 females
of the species Ixodes ricinus and 15 females of the species
Dermacentor reticulatus were identified. In total, females laid
6,720 eggs, of which 2,440 larvae hatched (36.31%). Both eggs
and larvae were tested in pools of 20. Theileria protozoa were
detected neither in the tested DNA material isolated from
females nor in egg and larvae isolates.

Conclusions. In Poland, there are few studies on Theileria
spp. The tests for Theileria spp. showed negative results in the
genetic material of females, eggs and larvae in both species
of ticks. This made it impossible to draw conclusions about
the potential role of transovarial transmission as a pathway for
the spread of Theileria spp. in the environment. Summing up,
the obtained results did not confirm the participation of the
common ticks in the transmission of Theileria spp.
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WPROWADZENIE

Theileria spp. naleza do chorobotwdrczych pierwotniakow
zgromady Apicomplexa, rodzina Theileridae, pasozytujacych
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w krwinkach ssakow [1-3]. Patogeny te stanowig zagroze-
nie dla zwierzat, gléwnie bydla oraz matych przezuwaczy,
takich jak owce czy kozy. Niemniej jednak wykryto réwniez
przypadki zarazenia Theileria spp. u koni i innych gatunkéw
zwierzat, w tym psow i lisow [2, 3].

Do rodzaju Theileria zalicza si¢ gatunki patogenne: Theile-
ria mutans, Theileria velifera, Theileria taurotragi, Theileria
orientalis, Theileria buffeli, Theileria sergenti, Theileria parva,
Theileria annulata, Theileria ovis, Theileria annae i Theile-
ria cervi. Poszczegdlne gatunki w obrebie rodzaju Theileria
charakteryzuja si¢ r6zng patogennoscia [4-6]. Zalezy to od
szczepu patogenu oraz podatnoéci zywiciela na zarazenie.
Najwigksze znaczenie chorobotwoércze ma gatunek T. parva.
Jest on czynnikiem etiologicznym choroby zwanej goraczka
nadbrzezng lub goraczka wschodniego wybrzeza (ang. east
coast fever — ECF) [4, 7-9]. Z kolei gatunek T. annulata po-
woduje tropikalng tejlerioze [3, 10, 11]. Przyjmuje sie, ze oba
gatunki stanowig najwieksze zagrozenie dla zdrowia zwie-
rzat, przyczyniajac si¢ do najliczniejszych strat hodowlanych
[12-14]. Wektorami tych pierwotniakow sa kleszcze z rodzaju
Dermacentor, Ixodes, Rhipicephalus i Amblyomma. Grupa
ta obejmuje gatunki kleszczy powszechnie wystepujace na
terenie Polski, takie jak I ricinus i D. reticulatus [3, 15].

Pierwotniaki Theileria wystepuja gléwnie na terenach
Afryki, Azji, Australii, Poludniowej i PéInocnej Ameryki
oraz Europy. W ostatnich latach coraz wiecej przypadkéow
zachorowan odnotowywanych jest na terenie Europy, w tym
Polski i panstw sasiednich [11, 16, 17]. Rodzaj Theileria po-
siada zlozony cykl zyciowy i do rozwoju potrzebuje dwdch
typow zywicieli: kleszczy i kregowcdw. Forma sporozoit
rozwija si¢ w komorkach $linianek zarazonego kleszcza i ta
droga przedostaje si¢ do krwiobiegu kregowca, na ktérym
zeruje kleszcz. U wszystkich gatunkéw Theileria formy in-
wazyjne wnikaja do leukocytéw i tam ulegaja transformacji,
przeksztalcajac sie w schizonta [14, 18, 19].

Okres inkubacji Theileria w warunkach laboratoryjnych
waha sie od 8 do 12 dni [4, 9, 18]. Objawy kliniczne, wyste-
pujace u zwierzat podatnych na zarazenie Theileria, zalezg
od gatunku pierwotniakéw wywolujacych chorobe. W przy-
padku zarazen spowodowanych przez T. parva obserwuje
sie limfadenopatie, powiekszenie weztéw chtonnych: pod-
skornych, przyusznych oraz pachwinowych. Temperatura
ciata zwierzecia wzrasta do 40°C, nastepuje utrata apetytu,
co prowadzi do anoreksji. Do innych objawdéw zalicza sie
biegunki, silne fzawienie, zmetnienie rogéwki oraz trudnosci
w oddychaniu [4]. Skrajnie wyczerpane zwierzeta znajduja
sie przewaznie w pozycji lezacej; temperatura ich ciata spada,
rozwija si¢ gleboka niewydolno$¢ oddechowa spowodowana
odmg plucng, ktdra czesto uwidacznia si¢ jako pienienie
znozdrzy [3, 4, 20]. U bydla gatunek T. orientalis wykazuje
mniejszg patogeniczno$¢ (fagodny lub bezobjawowy przebieg
zakazenia) niz T. parva. Do najczestszych objawdw nale-
23 goragczka, niedokrwisto$¢ i anoreksja [9, 21, 22]. T. equi
wywoluje chorobe w wiekszosci populacji koni w tropikal-
nych i subtropikalnych regionach $wiata. Gatunek ten jest
patogenny dla wszystkich rodzin koniowatych, w tym koni,
ostéw, muléw i zebr [6, 23, 24]. Do przewlektych objawéw
choroby zalicza sie: sennos¢, anoreksje, goraczke, niska wy-
dajno$¢ pracy i utrate masy ciala [25, 26, 27]. Istnieje kilka
metod immunizacji zwierzat z zastosowaniem szczepio-
nek rekombinowanych oraz z uzyciem zywych patogenéw.
Wsréd metod wykrywania Theileria spp. obecnie gtéwna
role odgrywa diagnostyka molekularna, ktéra oparta jest na

zastosowaniu metod wykorzystujacych fancuchowa reakeje
polimerazy (PCR) [7, 17].

W Polsce stwierdzono zarazenie Theileria u saren i jeleni
odstrzelonych w péinocno-zachodniej Polsce [28]. Wykry-
to takze przypadki zachorowan koni na skutek zarazenia
T. equi [29]. Pomimo zagrozenia oraz potencjalnych zarazen
dzikiej i hodowlanej zwierzyny w efekcie poklucia przez
zarazone kleszcze, sytuacja epidemiologiczna Theileria spp.
w Polsce jest nadal stabo poznana. Nie prowadzono réwniez
badan nad transmisja transowarialng tych pierwotniakéw
u kleszczy (z zarazonej samicy na jej potomstwo, tj. zlozone
jaja i larwy). Uzasadnia to celowo$¢ prowadzenia badan
pogtebiajacych stan wiedzy o roli kleszczy jako wektorow
w rozprzestrzenianiu sie pierwotniakdéw Theileria spp. [4, 7].

CEL PRACY

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wystepowania pato-
gennych pierwotniakéw Theileria spp. u kleszczy zyjacych
na terenie wojewddztwa lubelskiego. Dokonano tego na pod-
stawie materiatu genetycznego wyizolowanego z samic (po
okresie zerowania) oraz ztozonych przez nie jaj, a takze larw,
ktére wylegly sie z niektérych z nich.

MATERIAL BADAWCZY

Material badawczy obejmowat 30 napitych krwig samic
kleszczy pozyskanych: ze zwierzat domowych (pséw i ko-
tow), (wlasciciele zwierzat samodzielnie zdjeli kleszcze); ze
zwierzat dzikich, pochodzacych z punktu skupu dziczyzny
(dziki, sarna, jelen) (zdjetych przez pracownika skupu) oraz
z kleszcza dostarczonego przez pacjenta (zostal on usuniety
przez personel medyczny). Lacznie samice kleszczy byly usu-
niete z cial 6 psow, 4 kotow, 3 dzikdw, 2 jeleniowatych (sarny
i jelenia) oraz jednego czlowieka. Wsrdd analizowanych
kleszczy zidentyfikowano 15 samic z gatunku Ixodes ricinus
i 15 samic z gatunku Dermacentor reticulatus. Przynalez-
no$¢ do gatunku potwierdzono za pomoca technik biologii
molekularnej (PCR i sekwencjonowanie DNA). Kleszcze do
badan zostaly pozyskane na terenie wojewddztwa lubelskiego
w latach 2017-2018.

METODY BADAWCZE

W celu umozliwienia samicom kleszczy ztozenia jaj byly one
pojedynczo umieszczane w szczelnie zakrecanych pojemni-
kach. Z jaj wybidrczo wylegty sie larwy. W trakcie sktadania
jaj przez napite samice oraz w czasie wylegu larw w pojem-
nikach panowala stala temperatura pokojowa w granicach
20-22°C oraz wilgotno$¢ na poziomie ok. 50%.

Zaréwno z samicy, po skoniczeniu sktadania jaj, jak i ze
zlozonych jajilarw wyizolowano DNA. Material genetyczny
samic byl izolowany pojedynczo metodg kolumienkowa przy
zastosowaniu zestawu QIAamp DNA Mini Kit. Z kolei ma-
terial genetyczny z jaj i larw izolowano w pulach po 20 osob-
nikéw z zastosowaniem metody amoniakalnej. W tym celu
pule jaj lub larw miazdzono, a nastepnie zawieszano w 100
ul 0,7 M wodorotlenku amonu. Calo$¢ umieszczano w bloku
grzejnym o temperaturze 98°C w celu odparowania amo-
niaku i zredukowania zawartosci do 50 pl [30]. Otrzymane
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w ten sposob lizaty przechowywano w temperaturze -20°C
do czasu przeprowadzenia badan molekularnych.

Identyfikacja gatunkowa kleszczy

W celu identyfikacji kleszczy pozyskanych do badan po wy-
izolowaniu materiatu genetycznego przeprowadzono PCR.
Do reakcji zastosowano specyficzne primery 16S1 i 16S2,
amplifikujace fragment genu mitochondrialnego 16S rRNA
kodujacego matg podjednostke rybosomu o dtugosci 456 bp
(tab. 1). Mieszanina reakcyjna zawierala polimeraze DNA
Tagq, bufor PCR, 2 mM deoksynukleotydy (dNTP), 10 uM
primerdéw 16511 1652, DNA wyizolowane z samicy kleszcza
oraz wode wolna od nukleaz w odpowiednich proporcjach
i stezeniach wedlug C. Pesquera i wsp. [31]. Reakcja byla
jednoetapowa zgodnie z klasycznym typem PCR i zostala
przeprowadzona w termocyklerze C 1000 Thermal Cycler.
Produkty amplifikacji zostaty poddane elektroforezie pozio-
mej z uzyciem 2-proc. zelu agarozowego i markeréw wiel-
kosci DNA.

Analiza sekwencyjna badanych gatunkéw kleszczy
Analize sekwencyjna przeprowadzono z wykorzystaniem
primeréw uzytych we wczesniej reakcji PCR, komplemen-
tarnych do fragmentu genu mitochondrialnego 16S rRNA
[31]. Sekwencjonowanie przeprowadzono w analizatorze
genetycznym ABI PRIMS 310 Genetic Analyzes z wykorzy-
staniem kitow do sekwencjonowania i oczyszczania probek
(Abi Prims Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kits i Big
Dye X Terminator Purification Kit, Applied Biosystem).
Otrzymane sekwencje nukleotydowe poréwnano z dostep-
nymi sekwencjami umieszczonymi w bazie danych GenBank
przy uzyciu programu BLAST.

Identyfikacja pierwotniakéw w obrebie rodzaju
Theileria

Uzyskany po izolacji material genetyczny DNA samic klesz-
czy oraz jaj i larw zostal poddany procesowi wykrywania
Theileria na poziomie rodzaju. W tym celu przeprowadzono
PCR. Na tym etapie analizy uzyto pary primeréw kom-
plementarnych do sekwencji 18S rRNA specyficznych dla
rodzaju Theileria w celu identyfikacji wszystkich gatunkéw
Theileria wystepujacych w kleszczach. PCR zostal przepro-
wadzony w termocyklerze C 1000 Thermal Cycler z wykorzy-
staniem primeréw komplementarnych do 18S rRNA (tab. 1)
zgodnie z metodyka opisang przez Y. Lii wsp. [32]. Produkty
amplifikacji zostaly poddane elektroforezie poziomej z uzy-
ciem 2-proc. zelu agarozowego i markeréw wielko$ci DNA.

Tabela 1. Primery wykorzystane w PCR identyfikujacej gatunki kleszczy
oraz pierwotniaki Theileria spp.

Identyfikowany  Nazwa Sekwencja nukleotydowa Wielkos¢
gatunek genu primeréw (5'-3") amplifikowanego
fragmentu (bp)

5-CTGCTCAATGA AA-
Ixodes ricinus/ ATTGCTGTGG-3'
Dermacentor 16S rRNA 456 bp
reticulatus 5'-CCGGTCTGAACTCA-

GATCAAGT-3’

5'-AGTTTCTGACCTATCAG-3'

Theileria spp. 18S rRNA 1100 bp

5'-TTGCCTTAAACTTCCTTG-3'

Zrédto: badania wiasne.

WYNIKI

Zbior samic kleszczy

W latach 2017-2018 Zaktad Biologicznych Szkodliwo$ci
Zdrowotnych i Parazytologii pozyskat 30 napitych samic
kleszczy. Wszystkie osobniki pochodzily z terenu wojewddz-
twa lubelskiego. Badanie molekularne (reakcja PCR oraz
sekwencjonowanie DNA) wykazalo, ze pozyskane samice
kleszczy nalezaly do dwoch gatunkéw: Ixodes ricinus (15 szt.)
oraz Dermacentor reticulatus (15 szt.). Wéréd samic z gatun-
ku I ricinus objetych badaniem najczestszymi zywicielami
byty koty, z ktérych zdjeto 9 samic (60%), nastepne w kolej-
nosci byly psy - 5 pozyskanych samic (33,33%) oraz sarna
(jedna samica zdjeta z sarny — 6,67%). W przypadku kleszczy
z gatunku D. reticulatus najczestszymi zywicielami, z ktérych
pozyskano ,,napite” samice kleszczy, byty psy — 9 samic (60%),
nastepne w kolejnosci byly dziki, z ktérych zdjeto 4 samice
(26,66%). Po jednej samicy zdjeto z ciata jelenia (6,67%)
i cztowieka (6,67%) (ryc. 1).

Gatunki zywicielskie kleszczy

60%  60%
60,00%

50,00%
40,00%
30,00% 26,66%
20,00%

6,67% 6,67%

10,00% 6,67%

0% 09 0%
0,00% . . . .
Pies Kot Dzik  Jeleniowate  Cztowiek
® Ixodes ricinus (N=15) 33,33% 60% 0% 6,67% 0%
= Dermacentor reticulatus (N=15) 60% 0% 26,66% 6,67% 6,67%

Rycina 1. Gatunki zywicielskie a pozyskane samice kleszczy z gatunku Ixodes
ricinus i Dermacentor reticulatus

N - liczba zbadanych kleszczy

Zrédto: badania wiasne.

Proces skladania jaj przez samice kleszczy i wyleg
larw

Pozyskane samice kleszczy z gatunku I. ricinus i D. reticula-
tus ztozyly jaja w warunkach laboratoryjnych. Samice zlozyty
jaja po ok. 7-12 dniach, a nastepnie w ciggu 8-15 dni z czgsci
jaj wylegly sie larwy. U samic z gatunku I. ricinus proces
sktadania jaj przebiegal z mniejsza wydajno$cia w poréw-
naniu z samicami z gatunku D. reticulatus. Jedynie 8 samic
z gatunku I ricinus ztozylo jaja (tab. 2), co stanowi 53,33%
ich populacji. Lacznie samice te zlozyly 920 jaj (46 pul po
20 szt.). Samice zerujace na psach zlozyly 67,39% wszystkich
jaj z tego gatunku. W przypadku tego gatunku kleszczy nie
wylegla sie Zadna larwa (tab. 2).

Samice kleszczy z gatunku D. reticulatus ztozyly jaja wlicz-
bie 5800 szt. (290 pul po 20 szt.), z czego larwy wylegly sie
wliczbie 2440 szt. (co stanowilo 42,06%). Najwiecej jaj zlozyly
samice, ktore zerowaly na psach (3980 szt., co stanowilo
68,62% wszystkich jaj). W tej grupie wyleglo si¢ réwniez
najwiecej larw (1800 szt., co stanowilo 73,77% ogétu) (tab. 3).

Identyfikacja pierwotniakéw z rodzaju Theileria

W materiale DNA wyizolowanym z samic z gatunku I. ri-
cinus i D. reticulatus (po okresie skladania jaj), jak rowniez
wizolatach jaj i larw (analizowanych w pulach po 20 szt.) nie
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Tabela 2. Proces sktadania jaj u samic z gatunku Ixodes ricinus

> —_
Y g
g - k) $ S
i 2 2 s 5 £3
N ) v
Zywiciel £ 3 £ES §2= %= B
3 & ] s =82 <R32 | 2
c 2 © © ‘© e Cc> © © ©n
el o Qo © SR o5 e}
82 8 BS£ S8§% U§ =
5Z 5 3% Sx&e S@ 58
Pies 5 4 620/31  620/31 -
Kot 9 4 4 300/15  300/15
Dzik 0 0 - - - -
Jeleniowate 1 1 0 0/0 0/0 0/0
Czlowiek 0 0 - - - -
tacznie 15 9 8 920/46  920/46 -

N - liczba zebranych kleszczy
Zrodto: badania wiasne.

Tabela 3. Proces skfadania jaj u samic zgatunku Dermacentor reticulatus
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= L = © S
£ 5 EY ¥co= ®= B=2
—_ S > © QO Y5 S o 3 o 3>
T L~ N w = > Q N O N N
g g~ 8 8% £§53% 3% 332
g 84 ©® Be f8f Uf BE
< 5z 3 3% Sx& S8 58
Pies 9 3 9 3980/199 2180/109 1800/90
Kot 0 0 0 -
Dzik 4 2 4 1040/52 400/20 640/32
Jeleniowate 1 1 1 200/10 200/10 -
Cztowiek 1 1 1 580/29 580/29 -
tacznie 15 7 15 5800/290 3360/168 2440/122

N - liczba zebranych kleszczy
Zrodto: badania wiasne.

wykryto pierwotniakéw Theileria spp. Uzyskane negatywne
wyniki nie pozwolily na zamierzong analize potencjalnej
transmisji transowarialnej patogennych pierwotniakéw z ro-
dzaju Theileria.

DYSKUSJA

Kleszcze nalezace do stawonogdw zaliczane sg do obligato-
ryjnych ektopasozytow kregowcow ladowych, zerujacych za-
réwno na licznych gatunkach zwierzat, jak i na ludziach. Do
dwoch najczesciej wystepujacych gatunkéw kleszczy w Polsce
naleza: kleszcz pospolity L. ricinus oraz kleszcz fakowy D. re-
ticulatus [33]. W trakcie swojego cyklu zyciowego potrzebuja
one kolejnych zywicieli, aby przejs¢ nastepne stadia rozwo-
jowe, zwiekszajac swoje rozmiary [33]. Ostatecznie w pelni
napite krwig zywiciela samice sktadajg jaja w zaleznosci od
gatunku - $§rednio od 1000 jaj w przypadku osobnikéw I. ri-
cinus do nawet 6000 jaj u osobnikéw D. reticulatus [34, 35].
Podczas cyklu zyciowego kleszcze przekazuja swoim zywi-
cielom patogeny, do ktérych zaliczamy bakterie, wirusy oraz
pierwotniaki [34]. Kleszcze stanowig zatem rezerwuar, a nie-
kiedy i wektor dla groznych mikroorganizméw, gwarantujac
ich obecno$¢ i krazenie w §rodowisku naturalnym [33-35].
Wirdd patogendw przenoszonych przez te stawonogi mozna
wyr6zni¢ m.in. pierwotniaki z rodzaju Theileria [7]. Pato-
geny odkleszczowe mogg by¢ przekazywane przez kleszcze

pomiedzy ich zywicielami w czasie kolejnych zerowan -
transmisja pozioma; przez wspdlzerowanie na zywicielu;
miedzy poszczegélnymi stadiami rozwojowymi kleszczy,
do ktoérych zaliczamy przeniesienie z samicy na potomstwo
(jajailarwy) - transmisja transowarialna; miedzy kolejnymi
stadiami rozwojowymi kleszczy (z larwy na nimfe i posta¢
dorosta samca badz samice¢) - transmisja transstadialna;
droga plciowa (przez kojarzenie kleszczy) [34-36]. Trans-
misja transowarialna patogendw polega na przekazywaniu
patogenow z zakazonej samicy na jej potomstwo, czyli na jaja
oraz larwy. Liczne badania potwierdzajg transmisje transo-
warialng m.in. pierwotniakéw z rodzaju Babesia spp. oraz
bakterii nalezacych do Rickettsia [36, 37].

Gléwnym celem niniejszej pracy byto zbadanie wystepo-
wania pierwotniakéw z rodzaju Theileria wéréd napitych
samic kleszczy oraz analiza mozliwoéci transmisji transo-
warialnej tych patogenéw. W tym celu zebrano grupe ,,na-
pitych” samic kleszczy, ktéra w warunkach laboratoryjnych
zlozyla jaja, z ktérych nastepnie wybidrczo wylegty sie larwy.
Podsumowujac ten etap, stwierdzono, ze wybdr zywicieli
przez kleszcze nie byl przypadkowy i zalezal $cisle od ich
gatunku. Stwierdzono, ze samice z gatunku I. ricinus liczniej
zerujg na matych zwierzetach, przy czym czestym zywicielem
byty koty. Natomiast samice z gatunku D. reticulatus czgs-
ciej zerowaly na duzych zwierzetach oraz na psach. Proces
skladania jaj i wylegu larw przebiegal efektywniej u samic
z gatunku D. reticulatus, ktére w poréwnaniu do samic
z gatunku I ricinus zlozyly wiecej jaj, z ktérych wylegly sie
larwy. Uzyskane wyniki potwierdzaja wyniki badan z 2015
roku [38], ktdre dotyczyty kleszczy I ricinus i D. reticulatus
zerujacych na terenach otwartych oraz le$nych naszego kraju
[38]. W uprzednich badaniach, obejmujacych okres 14 mie-
siecy, zebrano 732 kleszczy zdjetych z cial pieciu gatunkow
zywicieli, ktorymi byly zwierzeta domowe (psy i koty), go-
spodarcze (krowy i konie) oraz dziko zyjace (zubry). Kleszcze
D. reticulatus byly dominujacym gatunkiem znalezionym
na czterech gatunkach zywicieli; stanowily one 86% osob-
nikéw zdjetych z pséw, 81% - z koni, 97% z kréw i 100%
z zubréw [38]. Dodatkowo samice D. reticulatus pozyskane
ze wszystkich gatunkow zywicieli byly wystarczajaco napite
krwig, by przystapi¢ do efektywnej reprodukcji. I. ricinus
byt dominujacym gatunkiem zebranym z cial kotow (94%
wszystkich kleszczy) [38].

Uzyskane w niniejszej pracy negatywne wyniki testu
PCR na obecnos¢ pierwotniakéw Theileria spp. w analizo-
wanych kleszczach (pozyskanych z terenu Lubelszczyzny)
nie oznaczaja, ze zagadnienie wystepowania Theileria spp.
nie ma istotnego znaczenia z epidemiologicznego punktu
widzenia.

Zasigg wystepowania ECF jest $cisle zwiazany z obecnos-
cig gatunkow kleszczy zdolnych do przenoszenia T. parva.
W Afryce jego gtéwnym wektorem jest kleszcz R. appendi-
culatus. Obszar wystepowania tego gatunku rozciaga si¢ od
potudniowego Sudanu do Afryki Potudniowej. Inne gatunki
kleszczy mogace by¢ wektorem T. parva to np. R. zembezien-
sis czy R. duttoni [4, 11, 39]. Wystepowanie pierwotniakéw
T. equi wykryto na terenie Ukrainy, Polski i Stowacji. W ba-
daniach 215 préb krwi pobranych od koni, przeprowadzo-
nych przy uzyciu metody PCR oraz sekwencjonowania DNA,
potwierdzono wystepowanie infekcji T. equi na poziomie
13,95% [29]. We Francji seroprewalencja dla T. equi wyniosta
64,4%, we Wloszech 8,14%, za$ w Iranie przeciwciala anty-
-T. equi wykryto w 45% prébach krwi pobranych od koni
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[29]. W potudniowej Hiszpanii w latach 2009-2015 pobrano
proby sledziony od 1132 dzikich zwierzat kopytnych. Proby
testowano metodg PCR i sekwencjonowano. Stwierdzono
wystepowanie Theileria na poziomie 1,7% przypadkow dla
Theileria sp. OT3 oraz 0,2% dla Theileria capreoli [40]. We
Wloszech T. equi jest powszechnie uznawana za czynnik
etiologiczny pirolazmozy koni (EP) - ostrej, podostrej i prze-
wlektej choroby koni, majacej istotny wplyw ekonomiczny
na handel konmi na calym $wiecie. Nadal jednak brakuje
danych na temat kleszczy odpowiedzialnych za transmisje
tych pierwotniakéw. Potwierdzono wystepowanie T. equi
w 91,1% pul badanych osobnikéw kleszczy nalezacych do
Rhipicephalus bursa oraz wystepowanie EP u koni, na kto-
rych ten gatunek zeruje [41]. W Chinach wykryto obecnos¢
pierwotniakow Theileria spp. we krwi 25,7% (37 szt. ze 144
szt.) badanych jakow, 75,0% (69 szt. z 92 szt.) owiec tybetan-
skich oraz 51,4% (73 szt. ze 142 szt.) koni. Dominujacymi
gatunkami byly: T. sinensis, T. luwenshuni i T. equi [42].

W Polsce badania molekularne prowadzone w p6inocno-
-zachodniej czesci kraju w dwdch sezonach (wiosng i jesie-
nig 2004 roku) na usmierconych przez mysliwych sarnach
i jeleniach potwierdzily zarazenia Theileria spp. na pozio-
mie 11%. Badany patogen wykryto za pomocg metody PCR
opartej na wykrywaniu fragmentu genu jagdrowego malej
podjednostki rRNA (nss-rybosomalne DNA). Wykazano,
ze zarazenie Theileria spp. byto mniejsze wiosng niz jesienia
(odpowiednio 10,5% i 12%) [28, 43]. Kolejne badania prze-
prowadzone na grupie kleszczy z gatunku I. ricinus mialy
na celu wykrycie pierwotniakéw u kleszczy oraz okreslenie
roli kucéw szetlandzkich jako potencjalnych rezerwuardéw
patogendéw. W sumie na obecno$¢ Theileria spp. zbadano
1737 osobnikéw kleszezy I. ricinus po Zerowaniu na kucach
szetlandzkich i 371 osobnikéw z wegetacji. Jako marker
wykorzystano gen 18S rRNA. Nie stwierdzono obecnosci
DNA Theileria spp. w badanych préobach kleszczy. Uzyska-
ne wyniki wskazuja, ze kuce szetlandzkie nie sg istotnymi
zywicielami dla Theileria spp. [1].

Jedna z drég transmisji patogenow w kleszczach jest trans-
misja transowarialna, dobrze poznana u pierwotniakdéw
z rodzaju Babesia spp., blisko spokrewnionych z Theileria
spp. Jak dotad niewiele jest doniesien na temat transmisji
Theileria spp. W badaniach zrealizowanych w Turcji spraw-
dzono mozliwo$ci transmisji transowarialnej pierwotniakow
Theileria spp., wtym T. annulata, u kleszczy Hyalomma ana-
tolicum anatolicum. Material do badan stanowila grupa larw
(4530 szt., 151 pul) uzyskana z 75 ,,napitych” samic kleszczy
zdjetych ze zwierzat domowych [44]. Dzigki zastosowaniu
techniki PCR wykazano, ze badany patogen wystepuje jedy-
nie u samic kleszczy, a nie wich potomstwie. Stwierdzono, ze
pierwotniaki te s przenoszone jedynie przez kleszcze za po-
mocg transmisji transstadialnej [44]. Wskazuje to, Ze trans-
misja transowarialna jest cechg charakterystyczng rodzaju
Babesia (Babesia sensu stricto) i proces ten nie wystepuje
u Theileria spp. Sposob transmisji pierwotniakéw Babesia
odréznia je od innych Piroplasmidae, takich jak T. annu-
lata [44, 45]. Inne badania przeprowadzone na kleszczach
I scapularis i I. pacificus takze nie potwierdzily transmisji
transowarialnej Theileria spp. [45, 46]. Natomiast u obu
ww. gatunkow kleszczy potwierdzono transmisje transsta-
dialng podczas przechodzenia z postaci larwy do stadium
nimfy [46]. Pomimo Ze wyniki dotychczasowych badan
nie potwierdzaja transmisji transowarialnej Theileria spp.
[45, 47], konieczne s dalsze badania weryfikacyjne w celu

jednoznacznego wykluczenia lub potwierdzenia tej drogi
transmisji u wskazanych pierwotniakow.

Niniejsze badania wlasne miaty postuzy¢ okresleniu spe-
cyfiki gatunkowej patogenéw Theileria spp. wystepujacych
u kleszczy I. ricinus oraz D. reticulatus, a co za tym idzie
zglebieniu tematu i problemu zachorowan wywotywanych
przez te pasozyty [48]. Dodatnie wyniki testu mogltyby po-
zwoli¢ oceni¢ narazenie na tejlerioze, ktéra nalezy do choréb
odkleszczowych [49]. Dodatkowo potencjalna analiza nad
transmisjg transowarialng pierwotniakéw mogtaby dostar-
czy¢ informacji, czy Theileria ma mozliwo$¢ utrzymania
sie w danej populacji kleszczy, co w zdecydowany sposéb
zwieksza ryzyko infekcji u zwierzat. Choroby odkleszczowe
stanowig powazne zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat.
Drobnoustroje przenoszone przez kleszcze moga powodowac
zachorowania uludzi i duze straty ekonomiczne w inwenta-
rzu zywym [27, 47], dlatego uzasadnione jest prowadzenie
dalszych badan kleszczy i przenoszonych przez nie patoge-
néw [50].

WNIOSKI

1. Dysponowanie jedynie danymi dotyczacymi niewielkiej
grupy samic kleszczy znajdujacych si¢ w warunkach la-
boratoryjnych pozwala na wysnucie wniosku, iz proces
skladania jajiwylegu larw mégt przebiegaé bardziej efek-
tywnie w przypadku samic z gatunku D. reticulatus niz
samic z gatunku L ricinus, co moze by¢ warunkowane
m.in. rodzajem zywicieli kleszczy.

2. Nie potwierdzono obecnosci Theileria spp. u badanych
kleszczy nalezacych do gatunkéw L. ricinusiD. reticulatus
zebranych z terenu Lubelszczyzny. Poniewaz potwierdzono
wystepowanie Theileria spp. u zwierzat zyjacych na terenie
Polski, koniecznie sg dalsze badania nad wektorami tych
pierwotniakdow.

3.Z uwagi na brak stwierdzonej obecnosci Theileria spp.
w badanych kleszczach okreslenie mozliwosci transmisji
transowarialnej tych pierwotniakéw wymaga przeprowa-
dzenia ponownych badan.

4. Na postawie danych literaturowych dotyczacych mozli-
wosci transmisji transowarialnej pierwotniakéw z rodzaju
Theileria mozna stwierdzi¢, iz pomimo duzej homologii
do pierwotniakdéw Babesia spp. (oba rodzaje sa czesto
wspdlnie wykrywane metodami biologii molekularnej za
pomocg tych samych primeréw identyfikujacych) patogen
ten nie posiada takiej zdolnosci.
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