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Wykaz skrótów 

ankA – ankyrin-repeat protein gene  

ASF – African Swine Fever (Afrykański Pomór Świń) 

DC – dense-core 

DNA – kwas deoksyrybonukleinowy 

GA – Granulocytic Anaplasmosis (Anaplazmoza Granulocytarna) 

groEL – heat-shock operon gene  

HGA – Human Granulocytic Anaplasmosis (Ludzka Anaplazmoza Granulocytarna) 

Mb – megabase (mega par zasad) 

msp – major surface protein gene 

ORFs – Open Reading Frame’s (Otwarte Ramki Odczytu) 

PCR – Polymerase Chain Reaction (Reakcja Łańcuchowa Polimerazy) 

pz – par zasad 

RC – reticulate 

spp. – species (gatunki w liczbie mnogiej) 
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Cele pracy i hipotezy badawcze 

Cele: 

 Określenie prewalencji bakterii Anaplasma phagocytophilum wśród dziko 

żyjących i hodowlanych gatunków zwierząt kopytnych: jeleń szlachetny (Cervus 

elaphus), sarna europejska (Capreolus capreolus), daniel zwyczajny (Dama 

dama), dzik euroazjatycki (Sus scrofa), łoś euroazjatycki (Alces alces) i żubr 

europejski (Bison bonasus) w Polsce. 

 Porównanie poziomu prewalencji między zwierzętami dzikimi, a hodowlanymi 

wśród dwóch gatunków: jeleń szlachetny i daniel zwyczajny. 

 Charakterystyka molekularna izolowanych szczepów A. phagocytophilum  

z zastosowaniem trzech markerów genetycznych: 16S rDNA, groEL i ankA. 

 Porównanie tkanek obwodowych pochodzących ze śledziony i wątroby pod 

względem użyteczności tych organów jako odpowiedniego źródła materiału 

biologicznego do badań nad prewalencją A. phagocytophilum wśród zwierząt 

kopytnych w Polsce. 

Hipotezy badawcze: 

 Anaplasma phagocytophilum jest powszechnie występującym pasożytem 

bakteryjnym wśród zwierząt kopytnych w Polsce. 

 Zwierzęta kopytne występujące w Polsce, są nosicielami i naturalnymi 

rezerwuarami, potencjalnie chorobotwórczych dla ludzi szczepów  

A. phagocytophilum. 

 Dziko żyjące zwierzęta łowne częściej są nosicielami A. phagocytophilum niż 

zwierzęta hodowlane. 

 Śledziona, jako tkanka obwodowa, jest bardziej wydajnym materiałem 

biologicznym do detekcji A. phagocytophilum, niż wątroba. 
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Streszczenie 

 Anaplasma phagocytophilum to powszechnie występujący wewnątrzkomórkowy 

pasożyt bakteryjny z rzędu Rickettsiales. Ta Gram – ujemna bakteria, bytująca głównie 

w granulocytach obojętnochłonnych wywołuje stany patologiczne u ludzi  

i zwierząt. Te mikroorganizmy mogą być przenoszone między żywicielami przez 

transmisję wektorową, za którą głównie odpowiadają kleszcze z rodzaju Ixodes. Stałą 

obecność i krążenie A. phagocytophilum w środowisku naturalnym, zapewniają 

naturalne rezerwuary tych bakterii, do których należą m.in. dziko żyjące zwierzęta 

kopytne. 

 Badania przedstawione w cyklu trzech publikacji wchodzących w skład 

niniejszej rozprawy doktorskiej dotyczą określenia prewalencji i genotypowania  

A. phagocytophilum wśród populacji dzikich kopytnych: jeleni szlachetnych (Cervus 

elaphus), saren europejskich (Capreolus capreolus), danieli zwyczajnych (Dama 

dama), dzików euroazjatyckich (Sus scrofa), łosi euroazjatyckich (Alces alces) i żubrów 

europejskich (Bison bonasus); oraz zwierząt fermowych: jeleni szlachetnych i danieli 

zwyczajnych. 

 Pierwsza publikacja, otwierająca cykl prac, dotyczyła wykrywania bakterii 

Anaplasma phagocytophilum u dzików euroazjatyckich. Wykazano obecność bakterii  

u 20% badanych osobników. Genotypowanie oraz analiza filogenetyczna trzech 

markerów genetycznych: 16S rDNA, groEL i ankA pozwoliła na stwierdzenie, że  

A. phagocytophilum izolowane od dzików euroazjatyckich są potencjalnie 

chorobotwórcze dla ludzi i należą do ekotypu i klastra I. W drugim artykule opisano 

występowanie A. phagocytophilum wśród jeleniowatych. U saren i jeleni prewalencja 

wyniosła ponad 50%, u łosi było to 18%, a u danieli zwyczajnych nie wykryto 

obecności bakterii z rodzaju Anaplasma. W badanej grupie fermowych jeleni i danieli 

tylko u pierwszego gatunku wykryto obecność A. phagocytophilum. Opisano 3 

haplotypy fragmentu 16S rDNA, dwa z nich notowano już wcześniej, a trzeci został 

opisany po raz pierwszy. Ostatnia z cyklu, trzecia publikacja, dotyczyła 

genotypowania i prewalencji szczepów A. phagocytophilum izolowanych od dwóch 

gatunków największych dzikich przeżuwaczy, to jest żubra europejskiego i łosia 

euroazjatyckiego. Prewalencja wśród żubrów wyniosła 24%, a przebadanie 

dodatkowych dwóch osobników łosi euroazjatyckich, uzupełniła dane z publikacji 
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drugiej i prewalencja u tego gatunku wyniosła ponad 30%. Analiza amplifikowanych 

markerów genetycznych z izolatów A. phagocytophilum od żubrów europejskich 

scharakteryzowała te szczepy jako należące do ekotypu I i klastra IV, a izolaty od łosi 

euroazjatyckich do dwóch ekotypów – I i II i do klastra I. Wszystkie trzy markery 

genetyczne: groEL, ankA i 16S rDNA, zarówno od łosi jak i żubrów, są identyczne lub 

grupują się ze szczepami HGA, oznacza to, że wykryte szczepy Anaplasma 

phagocytophilum mogą być potencjalnie chorobotwórcze dla ludzi.  

 Aby kompleksowo opisać problematykę podjętą w rozprawie, dołączono 

niepublikowane wyniki z genotypowania szczepów A. phagocytophilum od jeleni 

szlachetnych i saren europejskich. Genotypowanie szczepów od jeleni wykazało, że 

obecne u tych gospodarzy bakterie A. phagocytophilum należą do ekotypu i klastra I. 

Większą różnorodnością wykazały izolaty od saren europejskich, które przypisano do 

ekotypu I i II i do klastra I i II. 

 Podsumowując, przebadano 305 osobników z 6 gatunków zwierząt kopytnych. 

Wszystkie bakterie wykryte, metodami molekularnymi, należały do jednego gatunku 

bakterii – Anaplasma phagocytophilum. Analiza sekwencji genu 16S rDNA oraz analiza 

filogenetyczna genów ankA i groEL, pozwoliła na potwierdzenie, że zwierzęta kopytne 

w Polsce są naturalnymi rezerwuarami A. phagocytophilum oraz że są wśród nich 

szczepy potencjalnie zoonotyczne. 
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Summary 

Anaplasma phagocytophilum is a common intracellular bacterial parasite of the 

order Rickettsiales. This Gram-negative bacterium, demonstrating tropism to 

neutrophils causes pathological conditions in humans and animals. These 

microorganisms can be transferred between hosts by vector transmission by ticks from 

Ixodes genus. The constant presence and circulation of A. phagocytophilum in the 

natural environment is provide by natural reservoirs of these bacteria, which include e.g. 

wild ungulates. 

Studies presented in three publications included in this dissertation concern the 

determination of the prevalence and genotyping of A. phagocytophilum strains among 

Polish populations of wild ungulates: red deer (Cervus elaphus), roe deer (Capreolus 

capreolus), fallow deer (Dama dama), wild boar (Sus scrofa), Eurasian moose (Alces 

alces) and European bison (Bison bonasus); and in farm animals: red deer and fallow 

deer. 

The first publication, opening the series of works, concerned the detection of 

Anaplasma phagocytophilum in wild boars. The presence of bacteria was found in 20% 

of the tested animals. Genotyping and phylogenetic analysis of three partial genetic 

markers: 16S rDNA, groEL and ankA allowed to prove that A. phagocytophilum 

isolated from wild boars are potentially pathogenic for humans, belong to ecotype and 

cluster I. The second article describes the presence of A. phagocytophilum in cervids. 

In roe deer and red deer, the prevalence was over 50%, in moose it was 18%, and in 

fallow deer no bacteria of the genus Anaplasma were detected. In the studied group of 

farmed red and fallow deer, the presence of A. phagocytophilum was detected only in 

the first species. Additionally, 3 haplotypes of the 16S rDNA partial gene has been 

described, two of them has been previously noted, and the third one is new. The last of 

the series, the third publication, concerned the genotyping and prevalence of  

A. phagocytophilum strains isolated from two species of the largest wild ruminants: 

European bison and Eurasian moose. Prevalence in bison was 24%, and the examination 

of two additional moose specimens supplemented the data from the second publication 

and the prevalence in this species was over 30%. Analysis of amplified genetic markers 

from A. phagocytophilum isolates from European bison characterized these strains as 

ecotype I and cluster IV, isolates from Eurasian moose to two ecotypes - I and II and to 
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cluster I. All three genetic markers: groEL, ankA and 16S rDNA, from moose and bison, 

are identical or grouped with HGA strains, means that detected Anaplasma 

phagocytophilum strains may be potentially pathogenic to humans.  

To comprehensively describe the issues dispute in the dissertation, unpublished 

results of genotyping of A. phagocytophilum strains from red deer and roe deer are 

attached. Genotyping of a red deer strains showed that the A. phagocytophilum bacteria 

present in these hosts belong to the ecotype and cluster I. More various were strains 

isolated from roe deer individuals. These strains were assigned to ecotypes I and II and 

to clusters I and II. 

In summary, 305 individuals of ungulates from 6 species were examined. All 

bacteria detected by molecular methods belonged to one species – Anaplasma 

phagocytophilum. Sequence analysis of the partial 16S rDNA gene and phylogenetic 

analysis of the ankA and groEL partial genes allowed to confirm that ungulates in 

Poland are natural reservoirs of A. phagocytophilum and there are strains potentially 

zoonotic for humans among them. 
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Wstęp 

Anaplasma phagocytophilum  

Anaplasma spp. to Gram-ujemne wewnątrzkomórkowe bakterie  

o charakterystycznej, podwójnej błonie komórkowej. Należą one do klasy 

Alphaproteobacteria, rzędu Rickettsiales i rodziny Anaplasmataceae (Dumler i wsp., 

2001; Rikihisa, 2011) (Ryc. 1). Do rodziny Anaplasmataceae należy pięć szczegółowo 

opisanych rodzajów bakterii: Ehrlichia, Anaplasma, Neorickettsia, Aegyptianella  

i Wolbachia oraz trzy gatunki niedawno zaproponowane jako prawdopodobnie nowe: 

Candidatus Neoehrlichia, Candidatus Cryptoplasma oraz Candidatus Xenohaliotis 

(Rikihisa, 2011; Eschoo i wsp., 2015). W rodzaju Anaplasma wyróżnia się 10 gatunków 

bakterii: A. marginale, A. centrale, A. ovis, A. capra, A. mesaeterum,  

A. phagocytophilum, A. platys, A. bovis, A. caudatum, A. odocoilei (Approved Lists of 

Bacterial Names, 1989; Dumler i wsp., 2001; Tate i wsp., 2013; Yang i wsp., 2017). 

Pierwsze doniesienie o A. phagocytophilum zostało opublikowane w latach 30 XX 

wieku i dotyczyło zachorowań owiec hodowlanych (Ovis aries) w Szkocji, których 

przyczyną miała być bakteria Cytoecetes phagocytophila (Gordon i wsp., 1932).  

U ludzi, bakterię A. phagocytophilum po raz pierwszy opisano w 1994 roku w USA 

jako Ehrlichia sp. (Chen i wsp., 1994). Do czasu ujednolicenia nazewnictwa bakterie te 

były nazywane m.in.: Cytoecetes phagocytophila, Ehrlichia phagocytophila czy E. equi 

(Severo i wsp., 2012). Nowa klasyfikacja opisana w 2001 roku, zaliczyła wszystkie te 

bakterie do jednego gatunku – A. phagocytophilum, na podstawie badań genetycznych  

i analizie filogenetycznej genu 16S rDNA (Dumler i wsp., 2001).  

 

Rycina 1. Drzewo filogenetyczne rodziny Rickettsiae z wyróżnionym rodzajem Anaplasma według 

Rikihisa, 2011 
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Anaplasma phagocytophilum to gatunek bakterii charakteryzujący się dużym 

pleomorfizmem, ich kształt można przyrównać do nieregularnego ziarniaka (Rikihisa  

i wsp., 1997; Popov i wsp., 1998). W rzędzie bakterii Rickettsiales tylko rodzina 

Anaplasmataceae, w tym A. phagocytophilum, rozwinęła bardzo charakterystyczną, dla 

tej rodziny wewnątrzkomórkowych bakterii, podwójną membranę. Zewnętrzna błona,  

z powodu swojego nieregularnego kształtu tworzy wokół bakterii przestrzeń 

peryplazmatyczną, przez co nie można określić dokładnego i jednoznacznego wyglądu 

bakterii A. phagocytophilum (Rikihsia, 2011). Rozmiar waha się od 0,4 µm do 1,3 µm, 

jednak notowano również bakterie osiągające do 2 µm średnicy. Wyróżnia się dwa 

morfotypy moruli bakterii: RC (reticulate) i DC (dense-core). RC to forma  

o siateczkowatej budowie, większa niż DC, którą wyróżnia duże zagęszczenie 

protoplazmy wewnątrz komórki (Popov i wsp., 1998) (Ryc. 2).  

 

Rycina 2. Ultrastruktura bakterii Anaplasma sp. w histiocycie psa. Na zdjęciu zaznaczono dwie formy 

budowy morfologicznej. * - forma RC, ♦ - forma DC (według Popov i wsp., 1998) 

W przeciwieństwie do innych bakterii z rzędu Rickettsiales, które replikują się  

w cytoplazmie gospodarza, bakterie z rodzaju Anaplasma wykształciły zdolność do 

replikacji i podziału w błonie komórki układu odpornościowego. W przypadku bakterii 

A. phagocytophilum są to granulocyty obojętnochłonne – neutrofile, co do których 

bakterie wykazują bardzo silny tropizm (Ryc. 3) (Bayard-McNeeley i wsp., 2004). 

Fizjologiczny aspekt bytowania A. phagocytophilum w komórkach krwi, asygnuje krew 

*

* *

*
♦ 
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jako nominalny materiał biologiczny do badań diagnostycznych tych bakterii. Innym, 

bardzo użytecznym materiałem do tego typu analiz jest śledziona. Ten swoisty filtr krwi 

zatrzymuje wszystkie komórki wykazujące patologiczne zmiany, m.in. granulocyty 

obojętnochłonne zainfekowane bakteriami A. phagocytophilum, dlatego w śledzionie 

koncentracja tych bakterii może być wyższa niż w innych organach czy tkankach. 

Genom, najlepiej poznanego ludzkiego szczepu, A. phagocytophilum ma wielkość 1,47 

Mb (1,471,282 pz) z czego ponad 12% to geny powtórzone (Rikihisa  

i wsp., 1997) i zawiera ponad 1300 otwartych ramek odczytu (ORFs – Open Reading 

Frame’s) (Dunning Hotopp i wsp., 2006). W porównaniu do bakterii Escherichia coli, 

genom A. phagocytophilum, jest dużo mniejszy i stanowi około 1/4 genomu E. coli 

(Dunning Hotopp i wsp., 2006). Również zawartość par G-C w genomie  

A. phagocytophilum (~ 41%) jest niższa niż u modelowych bakterii E. coli (~ 50%), ale 

w obrębie rzędu Rickettsiales notuje się niższe wartości par G-C na przykład genom 

Rickettsia prowazekii zawiera tych par niecałe 30% (Andersson i wsp., 1998). 

 

Rycina 3. Zdjęcie rozmazu krwi ludzkiej barwionej metodą Wrighta. Na zdjęciu widać granulocyty 

obojętnochłonne wewnątrz których znajdują się inkluzje komórek A. phagocytophilum (zaznaczone 

strzałkami) (Bayard-McNeeley i wsp., 2004) 
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W badaniach molekularnych do analizy A. phagocytophilum najczęściej 

wykorzystywanymi markerami genetycznymi są: 

 msp2 (Kazimírová i wsp., 2018; Jaarsma i wsp., 2019; Stigum i wsp,. 2019; 

Adamska, 2020; Grassi i wsp., 2021),  

 msp4 (de la Fuente i wsp., 2005; Silaghi i wsp., 2011; Blaňarová i wsp., 2014; 

Hornok i wsp., 2018),  

 16S rDNA (Dumler i wsp., 2001; Hapunik i wsp., 2011; Masuzawa i wsp., 

2011; Veronesi i wsp., 2011; Adaszek i wsp., 2012; Stuen i wsp., 2013; 

Blaňarová i wsp., 2014; Víchová i wsp., 2014; Matsuo i wsp., 2017; Silaghi  

i wsp., 2020; Cafiso i wsp., 2021),  

 groEL (Petrovec i wsp., 2003; Alberti i wsp., 2005; Jahfari i wsp., 2014; 

Kazimírová i wsp., 2018; Remesar i wsp., 2020),  

 ankA (Michalik i wsp., 2009; Scharf i wsp., 2011; Huhn i wsp., 2014; Jouglin  

i wsp., 2017).  

Gen msp2, koduje białko powierzchniowe p44 (Rikihsia, 2011). Jest on najczęściej 

wykorzystywany do detekcji molekularnej tych bakterii, ponieważ można amplifikować 

jego krótki fragment (77 pz) (Kazimírová i wsp., 2018; Jaarsma i wsp., 2019; Stigum  

i wsp,. 2019). Dodatkowo jest to gen, który w genomie A. phagocytophilum powtarza 

się ponad 100 razy, co zwiększa prawdopodobieństwo wykrycia DNA bakterii  

w badanym materiale (Dunning Hotopp i wsp., 2006). Marker genetyczny msp4, koduje 

główne białko powierzchniowe 4 i charakteryzuje się dużą stabilnością genetyczną 

niezależnie od fazy cyklu życiowego A. phagocytophilum (de la Fuente i wsp., 2005; 

Matei i wsp., 2019). Analiza markera mps4, klasyfikuje szczepy A. phagocytophilum do 

genotypu (Matei i wsp., 2019). Gen 16S rDNA, charakteryzuje się niską zmiennością 

(podobieństwo wewnątrz rodziny ok. 96%), w porównaniu do genów groEL i ankA. Na 

podstawie analizy sekwencji tego genu zunifikowano gatunek A. phagocytophilum. 

Marker genetyczny 16S rDNA jednoznacznie określa gatunek i pozwala na odróżnienie 

A. phagocytophilum od innych bakterii z rodziny Anaplasmataceae (Dumler i wsp., 

2001). Gen groEL, kodujący białko szoku cieplnego, pozwala na podział szczepów  

A. phagocytophilum na cztery ekotypy (Jahfari i wsp., 2014; Jaarsma i wsp., 2019; 

Adamska, 2020). Warianty I i II mają różnych żywicieli: ekotyp I jest powiązany m.in. 

z kozami (Capra hircus), jeżem zachodnim (Erinaceus europaeus), sarną europejską 
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(Capreolus capreolus) oraz człowiekiem, a ekotyp II jest związany głównie  

z przeżuwaczami. Ekotypy III i IV mają wyraźnie określonych żywicieli, tj. ekotyp III 

jest powiązany z gryzoniami, a IV z ptakami. (Jahfari i wsp., 2014; Jouglin i wsp., 

2017). Wszystkie cztery ekotypy występują w wektorach z rodzaju Ixodes (Bown  

i wsp., 2009; Stigum i wsp., 2019). Gen ankA, koduje cytoplazmatyczne białko 

antygenowe i na podstawie analizy jego sekwencji szczepy A. phagocytophilum można 

podzielić na pięć klastrów, przy czym każdy klaster jest skorelowany z gatunkiem 

gospodarza (Massung i wsp., 2000; von Loewenich i wsp., 2003; Scharf i wsp., 2011). 

Klaster I obejmuje szczepy związane z ludźmi, zwierzętami towarzyszącymi  

i hodowlanymi. Klaster II i III jak do tej pory powiązano z tylko sarnami, a IV z grupą 

zwierząt klasyfikowanych ogólnie jako przeżuwacze np.: owca (Ovis aries), żubr 

europejski (Bison bonasus) czy krowa (Bos taurus taurus). Ostatni klaster V występuje 

wśród gryzoni (Massung i wsp., 2000; von Loewenich i wsp., 2003; Scharf i wsp., 

2011; Majazki i wsp., 2013; Jouglin i wsp., 2017). 

Występowanie oraz żywiciele 

Anaplasma phagocytophilum jest powszechnym wewnątrzkomórkowym 

pasożytem bakteryjnym, notowanym prawie na całym świecie u wielu gatunków 

gospodarzy (Tab. 1). Co ciekawe w Australii notowano przypadki występowania 

bakterii z rodzaju Anaplasma (Gofton i wsp., 2015), jednak jak do tej pory nie 

zanotowano szczepów A. phagocytophilum na tym kontynencie (Dehhaghi i wsp., 

2019). 

Tabela 1. Zestawienie przykładowych rekordów z bazy GenBank (NCBI) sekwencji nukleotydowych  

A. phagocytophilum  

Kontynent Gospodarz Kraj 
Numer sekwencji 

w bazie GenBank  

EUROPA 

Lis rudy (Vulpes vulpes) 
Szwajcaria KX180948.1 

Polska MH328211.1 

Pies (Canis lupus familiaris) 
Chorwacja KY114936.1 

Niemcy JX173651.1 

Owca (Ovis aries) Norwegia CP015376.1 

Jeleń szlachetny (Cervus elaphus) Słowenia KM215243.1 

Sarna europejska (Capreolus capreolus) Hiszpania MN170723.1 

Kleszcz (Ixodes ricinus) 

Estonia MW922755.1 

Białoruś HQ629915.1 

Austria JX173652.1 

Muchówki (Haematopota pluvialis) Polska MH844585 
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Dziko żyjące kopytne, stanowią dużą grupę zwierząt, u których notuje się  

A. phagocytophilum. Stanowią one powszechnie występujący rezerwuar bakterii  

z rodzaju Anaplasma. Grupę tę, należy uważnie monitorować, jeśli chodzi  

Borsuk europejski (Meles meles) Polska MH328211 

Dzik euroazjatycki (Sus scrofa) Polska MT510541.1 

Nornica ruda (Myodes glareolus) Wielka Brytania AY082656.1 

Jeż zachodni (Erinaceus europaeus) Niemcy FN390878.1 

Człowiek (Homo sapiens) 
Austria KT454992.1 

Belgia KM259921.1 

AFRYKA 

Pies (Canis lupus familiaris) 

Republika 

Południowej 

Afryki (RPA) 

MK814406.1 

Myszorówka natalska (Mastomys 

natalensis) 
RPA MK814411.1 

AMERYKA 

PÓŁNOCNA 

Kleszcz  

Ixodes pacificus 

Stany 

Zjednoczone 

Ameryki (USA) 

KP276588.1 

Rhipicephalus 

sanguineus 
Meksyk KP844665.1 

Lama andyjska (Lama glama) USA AF241532.1 

Koń (Equus ferus caballus) USA AF172166.1 

Kojot preriowy (Canis latrans) USA AF170728.1 

Człowiek (Homo sapiens) USA AF093788.1 

Jeleń wirginijski (Odocoileus virginianus) Meksyk MH487660.1 

AMERYKA 

POŁUDNIOWA 

Koń (Equus ferus caballus) Chile MH159218 

Pies (Canis lupus familiaris) 
Brazylia HQ670750.1 

Paragwaj MT975643.1 

Kleszcz  Ixodes tapirus Panama MW677508.1 

AZJA 

Kleszcz 

Ixodes persulcatus Rosja HM366584.1 

Ixodes ricinus Turcja FJ172530.1 

Haemaphysalis 

longicornis 

Chiny KF569908 
Korea 

Południowa 
GU064898 

Nornica rudogrzbieta (Myodes rutilus) Rosja HQ630622.1 

Pies (Canis lupus familiaris) 
Irak MN453475.1 

Japonia LC334014.1 

Jenot azjatycki (Nyctereutes procyonoides) 
Korea 

Południowa 
KY458557.1 

Myszarka polna (Apodemus agrarius) 

Korea 

Południowa 
KR611719.1 

Chiny 
GQ412337 

DQ342324 

Kot (Felis catus) 
Korea 

Południowa 
KR021165.1 

Krowa (Bos taurus taurus) Turcja KP745629.1 

Koza (Capra hircus) Chiny KF569909.1 

Człowiek (Homo sapiens) 
Korea 

Południowa 
KP306520.1 
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o występowanie bakterii A. phagocytophilum, ponieważ szczepy, których są nosicielami 

mogą być zagrożeniem dla ludzi oraz zwierząt towarzyszących i hodowlanych. 

Dodatkowo ekologiczne i ekonomiczne aspekty gospodarki leśnej i hodowlanej 

zwiększają zapotrzebowanie i znaczenie monitoringu nad bakteriami z rodzaju 

Anaplasma, w celu ograniczenia strat w tych branżach (Hornok i wsp., 2018). Potencjał 

zagrożenia dodatkowo zwiększa brak możliwości zwalczania tych bakterii  

w środowisku naturalnym oraz brak kontroli nad dzikimi zwierzętami. W rozprawie, 

podjęto problematykę występowania A. phagocytophilum u dziko żyjących zwierząt 

kopytnych takich jak: jeleń szlachetny (Cervus elaphus), sarna europejska (Capreolus 

capreolus), daniel zwyczajny (Dama dama), żubr europejski (Bison bonasus), łoś 

euroazjatycki (Alces alces), dzik euroazjatycki (Sus scrofa) oraz dwóch gatunków 

zwierząt fermowych, tj.: jeleń szlachetny i daniel zwyczajny. W ostatnich latach, 

liczebność populacji wyżej wymienionych zwierząt, w Polsce i Europie, stale zwiększa 

się (Burbaité i Csányi, 2009, 2010; Massei i wsp., 2015). Jednak biorąc pod uwagę 

tylko Polskę, trendy populacyjne tych gatunków różnią się. Bardzo znaczącą różnicę 

zanotowano w populacji dzika euroazjatyckiego. W latach 2010-2015 populacja dzika 

w Polskich lasach wahała się od 250-270 tysięcy osobników. Jednak Afrykański Pomór 

Świń (African Swine Fever – ASF) szerzący się od 2018 roku w Polsce (Szymańska  

i Dziwulaki, 2022), spowodował drastyczny spadek populacji dzika i w latach 2019-

2020 notowano już tylko około 75 tysięcy osobników (Rocznik Statystyczny 

Rzeczpospolitej Polskiej 2021, Główny Urząd Statystyczny). Populacje: jelenia 

szlachetnego (276 tys.), sarny europejskiej (885 tys.) i daniela zwyczajnego (29,3 tys.), 

utrzymują ogólny trend wzrostowy, lecz w ostatnich latach, występują niewielkie 

wahania spadkowe wśród populacji saren oraz danieli (Rocznik Statystyczny 

Rzeczpospolitej Polskiej 2021, GUS). Łoś euroazjatycki i żubr europejski to gatunki 

zwierząt, które w Polsce są objęte różnymi formami ochrony gatunkowej. Łoś, 

podobnie jak inne duże dzikie jeleniowate, jest klasyfikowany jako zwierzyna łowna, 

jednak od 2001 r., gdy liczba osobników tego gatunku była bardzo niska (ok. 2 tys.), 

wprowadzono zakaz polowania na ten gatunek zwierząt, tzw. moratorium (Dz. U.  

z 2001 r. Nr 43, poz. 488). Od tego czasu stan populacji łosia euroazjatyckiego 

poprawia się, a populację szacuje się obecnie na około 28-30 tys. osobników 

(Wawrzyniak, 2016; Rocznik Statystyczny Rzeczpospolitej Polskiej 2021, GUS). Żubr 

europejski jest objęty ścisłą ochroną gatunkową (Dz.U. 2005 nr 48 poz. 459, Dz.U. 

2004 nr 92 poz. 880). Po Pierwszej i Drugiej Wojnie Światowej, rozpoczęto narodowy 



20 | S t r o n a  

 

program restytucji żubra do polskich lasów (Krasiński, 2015). Obecnie dwie największe 

populacje żubrów, żyjących na wolności, znajdują się w Polsce i żyją na terenie 

Białowieskiego Parku Narodowego i jego otulin (województwo podlaskie) oraz  

w Bieszczadach (województwo podkarpackie) (Klichi wsp., 2021). Od 2010 do 2020 

roku populacja żubra europejskiego w Polsce podwoiła się i obecnie wynosi około 2300 

osobników (Rocznik Statystyczny Rzeczpospolitej Polskiej 2021, GUS). W rozprawie 

wzięto również pod uwagę zwierzęta fermowe, tych samych gatunków co zwierzęta 

dzikie, czyli jelenia szlachetnego oraz daniela zwyczajnego. Analiza próbek od zwierząt 

fermowych stanowi bardzo dobre porównanie w stosunku do próbek zwierząt dzikich, 

ponieważ zwierzęta fermowe żyją w kontrolowanych warunkach, są regularnie 

odrobaczane, karmione oraz odizolowane od potencjalnych drapieżników. Te aspekty 

hodowli sprawiają, że zwierzęta są w dobrej kondycji życiowej i w teorii powinny być 

bardziej odporne na zarażenie bakteriami czy pasożytami. W ostatnich latach nastąpił 

wzrost liczby ferm jeleniowatych w odpowiedzi na zwiększony popyt na dziczyznę 

(Daszkiewicz i wsp., 2015). Według Europejskiej Federacji Związków Hodowców 

Jeleniowatych (Federation of European Deer Farmers Associations, FEDFA) szacuje 

się, że w Polsce działa co najmniej 200 ferm jeleniowatych. W Europie najczęściej 

fermowo hoduje się dwa gatunki jeleniowatych i są to: jeleń szalchetny i daniel 

zwyczajny (Kudrnáčová i wsp., 2018). Choć hodowla jest w Polsce wciąż stosunkowo 

nowym trendem, to jesteśmy czołowym producentem dziczyzny hodowlanej w Europie 

(Kuba i wsp., 2015). We wszystkich populacjach tych zwierząt stwierdza się obecność  

A. phagocytophilum, w Polsce (Hapunik i wsp., 2011; Michalik i wsp., 2012; Adaszek  

i wsp., 2012; Rymaszewska, 2014; Dzięgiel i wsp., 2015; Karbowiak i wsp., 2015; 

Teodorowski i wsp., 2020) i na świecie (Petrovec i wsp., 2003; Nahayo i wsp., 2014; 

Silaghi i wsp., 2014; Pûarité i wsp., 2015; Dugat i wsp., 2016; Matsuo i wsp., 2017; 

Malmsten i wsp., 2019; Ojeda-Chi i wsp., 2019; Stigum i wsp., 2019; Silaghi i wsp., 

2020; Razanske i wsp., 2021). Wśród zwierząt, bakterie A. phagocytophilum, mogą 

wywoływać anaplazmozę granulocytarną (Granulocytic Anaplasmosis – GA). 

Nieklinicznymi objawami zakażenia mogą być: mniejsza ilość udoju mleka, 

zmniejszenie masy ciała oraz ogólne otępienie zwierzęcia. Wśród objawów klinicznych 

wymienia się: wysoką gorączkę, anemię oraz leuko- i trombocytopenię (Stuen i wsp., 

2013a; Razanske i wsp., 2019). Notowano również kilka przypadków śmiertelnych 

wśród: owiec, saren oraz łosi (Jenkins i wsp., 2011; Stuen i wsp., 2013b). Powszechne 

występowanie A. phagocytophilum wśród zwierząt, powodowane jest przez wektory, 
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głównie kleszcze, które swobodnie przenoszą tę bakterię między różnymi osobnikami 

zwierząt oraz między zwierzętami a ludźmi (Rikihsia, 2011; Karbowiak i wsp., 2016).  

Wektory 

Bakterie z rodzaju Anaplasma są przenoszone przez kilka gatunków kleszczy  

z rodzaju: Ixodes (I. ricinus, I. pacificus, I. scapularis, I. persulcatus, I. tapirus) 

(Karbowiak i wsp., 2016; Bermúdez C. i wsp., 2021) i Dermacentor (D. reticulatus,  

D. albipictus) (Wirtgen i wsp., 2011; Jaarsma i wsp., 2019). Najpowszechniejszym  

z wektorów są kleszcze z rodzaju Ixodes (Honig i wsp., 2017). Ostatnie doniesienia, 

dotyczące detekcji A. phagocytophilum, wśród owadów pokazują, że muchówki  

z rodziny Tabanidae: Haematopota pluvialis, Tabanus bromius i T. distinguendus, 

również są nosicielami tych wewnątrzkomórkowych pasożytów, jednak ich rola, jako 

potencjalnych wektorów nie została jeszcze potwierdzona (Werszko i wsp., 2019). Cykl 

życiowy oraz krążenie bakterii A. phagocytophilum w środowisku są oparte na 

wektorach. Jak do tej pory, nie ma dowodów na transowarialne przenoszenie się 

bakterii z rodzaju Anaplasma wśród kleszczy, dlatego powszechnie uważa się, że larwy 

i nimfy kleszczy, same nabywają bakterie A. phagocytophilum żywiąc się krwią małych 

ssaków, a następnie jako wektory, przenoszą te pasożyty do innych żywicieli (Ryc. 4) 

(Ogden i wsp., 1998; Rar i Golovljova, 2011; Rikihsia, 2011; Stuen i wsp., 2013a; 

Karbowiak i wsp., 2016). Wektory, tak jak między zwierzętami, mogą przenosić  

A. phagocytophilum ze zwierząt na ludzi. 

HGA i projekt „One Health” 

Ludzka Anaplazmoza Granulocytarna (Human Granulocytic Anaplasmosis – 

HGA), jest chorobą odzwierzęcą powodowaną zakażeniem bakteriami Anaplasma 

phagocytophilum (Alberti i wsp., 2005). Objawy choroby to: gorączka, ból głowy, 

dreszcze, a w obrazie klinicznym obserwuje się małopłytkowość, leukopenię oraz 

zwiększoną aktywność enzymów wątrobowych. Wszystkie te objawy są na tyle mało 

specyficzne, że bez kierunkowej informacji na temat ukąszenia kleszcza, 

diagnozowanie anaplazmozy jest bardzo trudne (Bakken i Dumler, 2008; Tylewska-

Wierzbanowska i Chmielewski, 2010). Pierwszy przypadek anaplazmozy w Polsce 

zdiagnozowano w 2001 roku. Z powodu niecharakterystycznych objawów, chorobę 

początkowo pomylono z boreliozą z Lyme, jednak wyniki badań krwi nie odpowiadały 

boreliozie.  
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Rycina 4. Schemat cyklu życiowego oraz różnorodność szczepów w zależności od gospodarza, bakterii 

Anaplasma phagocytophilum (wg. Rikihsia, 2011) 

Zakażenie bakteriami A. phagocytophilum w końcu zdiagnozowano, jednak z powodu 

późnego rozpoznania, choroba miała ciężki, zagrażający życiu przebieg (Tylewska-

Wierzbanowska i Chmielewski, 2010). W ostatnich latach (2018-2019) zanotowano 13 

riketsjoz, a od rozpoczęcia pandemii wirusa SARS – CoV – 19, liczba przypadków 

spadła do zera (Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego. Choroby zakaźne i zatrucia  

w Polsce. Biuletyn Roczny. 2019, 2020). W Europie szczepy A. phagocytophilum 

wydają się być bardziej wirulentne wśród zwierząt niż wśród ludzi (Scharf i wsp., 

2011). Wyższą wirulencję, u ludzi, wykazują szczepy A. phagocytophilum występujące 

w Ameryce Północnej, głównie w USA, gdzie w 2019 roku zdiagnozowano ponad 5500 

przypadków anaplazmozy, a w Europie było ich tylko około 300 (Centers for Disease 

Control and Prevention – CDC, Matei i wsp., 2019). Duża liczba przypadków 

anaplazmozy w USA pozwoliła na potwierdzenie powiązania zwiększonej aktywności 
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kleszczy od wiosny do jesieni ze zwiększoną liczbą przypadków anaplazmozy wśród 

ludzi. Szczyt zachorowań w latach 2000-2019 przypadał w miesiącach czerwiec i lipiec, 

średnio w roku w tych miesiącach diagnozowano około 1000 przypadków (CDC – 

Anaplasmosis). W USA notuje się HGA, nabytą w drodze transfuzji krwi lub 

transplantacji, jednak to tylko kilka przypadków w ostatnim dwudziestoleciu (CDC; 

Townsend i wsp., 2014; Fiecek i wsp., 2020). Dodatkowo z uwagi na to, że nie notuje 

się transowarialnego przenoszenia A. phagocytophilum w populacji kleszczy (Ogden  

i wsp., 1998; Rar i Golovljova, 2011; Rikihsia, 2011; Stuen i wsp., 2013; Karbowiak  

i wsp., 2016), można przypuszczać, że większość przypadków HGA jest powodowane 

transmisją wektorową bezpośrednio od zwierząt. W świetle przedstawionych faktów, 

bardzo ważny jest monitoring dziko żyjących zwierząt pod względem prewalencji 

Anaplasma phagocytophilum, ponieważ bezpośrednio przekłada się to na zdrowie 

publiczne. W szerszej perspektywie opisuje to projekt Światowej Organizacji Zdrowia 

(World Health Organization – WHO) „One Health” (w tłum. „Jedno Zdrowie”). 

Przedstawia on powiązanie i oddziaływanie między sobą ekosystemów: ludzi, zwierząt 

oraz roślin. W dobie rosnącej globalizacji, światowej mobilności i zmian klimatu, 

współzależności tych ekosystemów dowodzi, że świat jako złożony system naczyń 

połączonych jest tak silny jak jego najsłabsze ogniwo (Ryc. 5). 

 

Rycina 5. Grafika prezentująca założenia projektu OneHealth (CDC)  
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Materiały 

Materiał do badań to wycinki z organów: śledziony i wątroby. Próby zbierano  

w trakcie polowań w sezonach łowieckich od 2017 do 2020 roku. Zebrano materiały 

biologiczne od czterech gatunków zwierząt: jeleń szlachetny, sarna europejska, daniel 

zwyczajny oraz dzik euroazjatycki. Od 2018 roku zbiór prób biologicznych od dzików 

euroazjatyckich nie był możliwy z powodu ASF. Materiał biologiczny od łosi 

kolekcjonowano w latach 2018-2021. Ponieważ polowania na łosie są w Polsce 

zawieszone (moratorium), wszystkie próby, zostały pobrane od osobników, które 

poniosły śmierć w wyniku wypadków komunikacyjnych lub od martwych zwierząt 

znalezionych w lasach przez pracowników lasów i parków narodowych. Próby od żubra 

europejskiego pobierano w latach 2021-2022. Wycinki organów pobrano od 

znalezionych martwych osobników (n=5) lub legalnie wyeliminowanych (n=24) przez 

pracowników parków narodowych lub leśników. Próby od żubrów w Bieszczadach 

pobrano od osobników wyeliminowanych z powodów sanitarno-epidemiologicznych, 

zgodnie z decyzją Generalnej Dyrekcji Ochrony Środowiska. Próby biologiczne od 

zwierząt fermowych pochodzą ze Stacji Badawczej Instytutu Parazytologii im. Witolda 

Stefańskiego Polskiej Akademii Nauk w Kosewie Górnym i pobrano je podczas uboju 

zwierząt w 2018 roku. Materiał biologiczny, od zwierząt dzikich, był kolekcjonowany  

w siedmiu województwach: 

 lubelskie – Poleski Park Narodowy 

 łódzkie – Puszcza Bolimowska (obszary Koła Łowieckiego nr 9 „Knieja”  

z Warszawy) 

 mazowieckie – Kampinoski Park Narodowy, Lasy Miejskie Warszawa 

 opolskie – Nadleśnictwo Turawa 

 podkarpackie – Nadleśnictwo Lesko, Nadleśnictwo Baligród, Nadleśnictwo 

Cisna, Nadleśnictwo Lutowiska, Nadleśnictwo Komańcza 

 podlaskie – Białowieski Park Narodowy, Puszcza Białowieska i ich otuliny 

 warmińsko-mazurskie – Puszcza Piska (Nadleśnictwo Strzałowo) (Ryc. 6).  

Łącznie zebrano materiał biologiczny od 305 osobników, z 6 gatunków zwierząt 

(Tab. 2).  
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Rycina 6. Mapa Polski przedstawiająca rozmieszczenie geograficzne miejsc poboru prób 

Tabela 2. Zestawienie informacji na temat liczebności badanych 305 osobników  

Gatunek 

n (% 

populacji 

badanej) 

Kategoria 

wiekowa 

n (% osobników 

danego gatunku) 
Płeć 

n (% 

dorosłych) 

Jeleń  90 (29,5%) 

Młode 33 (36,7%) - - 

Dorosłe 57 (63,3%) 
Samica 49 (86,0%) 

Samiec 8 (14,0%) 

Sarna 70 (22,9%) 

Młode 14 (20,0%) - - 

Dorosłe 56 (80,0%) 
Samica 49 (87,5%) 

Samiec 7 (12,5%) 

Łoś 13 (4,3%) 

Młode 7 (53,9%) - - 

Dorosłe 6 (44,1%) 
Samica 3 (50,0%) 

Samiec 3 (50,0%) 

Daniel  36 (11,8%) 

Młode 5 (13,9%) - - 

Dorosłe 31 (86,1%) 
Samica 9 (29,0%) 

Samiec 22 (71,0%) 

Żubr 29 (9,5%) 

Młode 1 (3,5%) - - 

Dorosłe 28 (96,5%) 
Samica 9 (32,1%) 

Samiec 19 (67,9%) 

Dzik 67 (22,0%) - - - - 
 

Zwierzęta dziko żyjące to 263 osobniki, a fermowe – 42.  
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Zgody na pobieranie materiału biologicznego od zwierząt objętych różnymi formami 

ochrony gatunkowej:  

 Żubr europejski (województwo podkarpackie) - Generalna Dyrekcja Ochrony 

Środowiska (DZP-WG.6401.2.2021.EB), Regionalna Dyrekcja Ochrony 

Środowiska w Rzeszowie (WPN.6401.1.94.2021.RN.2); 

 Żubr europejski (województwo podlaskie) - Białowieski Park Narodowy 

(PN.51.10.2021.AK); 

 Łoś euroazjatycki (województwo mazowieckie) – Porozumienie między 

Instytutem Parazytologii im. Witolda Stefańskiego Polskiej Akademii Nauk,  

a Kampinoskim Parkiem Narodowym (DE 0604/27/16), Porozumienie między 

Instytutem Parazytologii im. Witolda Stefańskiego Polskiej Akademii Nauk,  

a Miastem Stołecznym Warszawa (dokument z dnia 04.06.2019); 

 Łoś euroazjatycki (województwo lubelskie) – Poleski Park Narodowy 

(zezwolenie nr 3/2017 i 2/2018). 
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Metody 

Izolacja DNA 

Do izolacji DNA wykorzystano ok. 20-25 mg próby. Procedurę izolacji 

przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnie dostępnego kitu (DNA Mini Kit, 

Syngen, Polska) według instrukcji załączonej przez producenta. Otrzymany materiał 

genetyczny zawieszano w dwóch wariantach: w załączonym płynie do elucji oraz  

w wodzie destylowanej. Wyizolowane DNA przechowywano w temperaturze -20 ºC do 

dalszych analiz.  

Reakcja Łańcuchowa Polimerazy (Polymerase Chain Reaction – PCR) 

Molekularne analizy opierały się na detekcji bakterii z rodzaju Anaplasma,  

a następnie klasyfikacji do gatunku Anaplasma phagocytophilum. Wszystkie reakcje 

PCR wykonywano przy użyciu termocyklera DNA Engine T100 Thermal Cycler 

(BioRad, USA). 

• 16S rDNA  

Do detekcji fragmentu genu 16S rDNA, bakterii Anaplasma spp. opracowano startery: 

 A500F 5’-CGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTA-3’,  

 A520F 5’-GGGCATGTAGGCGGTTCGGT-3’,  

 A900R 5’-CCATGCAGCACCTGTGCGAG-3’.  

Pary starterów do reakcji PCR (A500F i A900R) i semi nested-PCR (A520F, A900R) 

zostały zaprojektowane w Zakładzie Ekologii i Ewolucji Pasożytnictwa Instytutu 

Parazytologii im. Witolda Stefańskiego Polskiej Akademii Nauk. Reakcja PCR i semi 

nested-PCR, przebiegała w następujących warunkach:  

92ºC 3 min  

95ºC 10 s 

60ºC 10 s           x 34 

72º C 30 s  

72ºC 5 min 

12ºC ∞.  
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Piśmiennictwo: 

Werszko J, Szewczyk T, Steiner-Bogdaszewska Ż, Laskowski Z, Karbowiak G. 

Molecular Detection of Anaplasma phagocytophilum in Blood-Sucking Flies (Diptera: 

Tabanidae) in Poland. J Med Entomol. 2019 Apr;16;56(3):822-827. doi: 

10.1093/jme/tjy217. 

Szewczyk T, Werszko J, Myczka AW, Laskowski Z, Karbowiak G. Molecular 

detection of Anaplasma phagocytophilum in wild carnivores in north-eastern Poland. 

Parasit Vectors. 2019 Oct;7;12(1):465. doi: 10.1186/s13071-019-3734-y. 

• groEL 

Do detekcji markera genetycznego groEL wykorzystano startery literaturowe  

z publikacji: 

Alberti A, Zobba R, Chessa B, Addis MF, Sparagano O, Pinna Parpaglia ML, 

Cubeddu T, Pintori G, Pittau M. Equine and canine Anaplasma phagocytophilum 

strains isolated on the island of Sardinia (Italy) are phylogenetically related to 

pathogenic strains from the United States. Appl Environ Microbiol. 2005 

Oct;71(10):6418-22. doi: 10.1128/AEM.71.10.6418-6422.2005.  

Reakcja PCR oraz nested-PCR została przeprowadzona zgodnie z opisem autorów w/w 

pracy.  

• ankA 

Do detekcji markera genetycznego ankA, w materiale genetycznym wyizolowanym  

z prób od: jeleni szlachetnych, łosi euroazjatyckich, dzików euroazjatyckich oraz 

żubrów europejskich, wykorzystano startery literaturowe z publikacji:  

Massung RF, Levin ML, Munderloh UG, Silverman DJ, Lynch MJ, Gaywee JK, 

Kurtti TJ. Isolation and propagation of the Ap-Variant 1 strain of Anaplasma 

phagocytophilum in a tick cell line. J Clin Microbiol. 2007 Jul;45(7):2138-43. doi: 

10.1128/JCM.00478-07. 

Reakcja PCR oraz nested-PCR została przeprowadzona zgodnie z opisem autorów w/w 

pracy.  



29 | S t r o n a  

 

Do detekcji markera genetycznego ankA, w materiale genetycznym wyizolowanym  

z prób od saren europejskich, opracowano startery: 

PCR: 

 ankAF1a 5’-TGCTGTAAATGAAGAAATTACAACTTC-3’ 

 ankAF1b 5’-TGGTGTAAATGAAGAAATTACAACTC-3’ 

 ankARC 5’-GCCTTTAGTAGTACTCTACATGC-3’. 

Reakcja PCR przebiegała w następujących warunkach:  

95ºC 2 min  

95ºC 10 s 

53ºC 20 s           x 34 

72º C 45 s  

72ºC 5 min 

12ºC ∞.  

Nested-PCR: 

 ankAF2a 5’-CTGACCGCTGAAGCACTAA-3’ 

 ankAR1a 5’-GAAGCCAGATGCAGTAACGA-3’ 

 ankAR1b 5’-GAAGCAAGATGCAGTAACGA-3’ 

Reakcja PCR przebiegała w następujących warunkach:  

95ºC 2 min  

95ºC 10 s 

53ºC 20 s           x 34 

72º C 45 s  

72ºC 5 min 

12ºC ∞.  
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Startery do reakcji PCR i nested-PCR zostały zaprojektowane w Zakładzie Ekologii  

i Ewolucji Pasożytnictwa Instytutu Parazytologii im. Witolda Stefańskiego Polskiej 

Akademii Nauk.  

Produkty reakcji PCR rozdzielano na 1,2% żelu agarozowym (Promega, USA)  

z dodatkiem barwnika SimplySafe (EURx, Polska). Jako punkt odniesienia i określenia 

wielkości otrzymanych produktów reakcji PCR użyto markera genetycznego DNA 

Marker 100bp LOAD DNA ladder (Syngen, Polska). Po przeprowadzeniu elektroforezy 

wyniki wizualizowano za pomocą ChemiDoc, MP Lab software (Imagine, BioRad, 

USA). Otrzymane produkty oczyszczano z wykorzystaniem komercyjnie dostępnych 

zestawów (QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, Niemcy; DNA Clean – up, Syngen, 

Polska) zgodnie z zaleceniami producenta. Wybrane produkty reakcji PCR były 

wysyłane do sekwencjonowania, usługę wykonywała firma zewnętrzna Genomed S.A. 

(Warszawa, Polska).  

Analiza sekwencji 

Otrzymane sekwencje nukleotydowe były odczytywane i składane przy użyciu 

ContigExpress, Vector NTI Advance v.11.0 (Invitrogen Life Technologies, USA), 

następnie porównane z sekwencjami z bazy internetowej GenBank (National Center for 

Biotechnology Information – NCBI, USA) w celu identyfikacji bakterii i markerów 

genetycznych. Sekwencje przycinano i porównywano między sobą za pomocą 

programu GeneDoc v. 2.7.0.0 (Nicholas i wsp., 1997) i deponowano w bazie 

internetowej GenBank (NCBI, USA) Drzewa filogenetyczne zostały skonstruowane  

z wykorzystaniem wnioskowania bayesowskiego (BI) w oprogramowaniu MrBayes  

w wersji 3.2.0 (Ronquist i Huelsenbeck, 2001). Modele ewolucji do analiz 

filogenetycznych sekwencji nukleotydowych fragmentów genów groEL oraz ankA, 

określano przy użyciu oprogramowania JModelTest w wersji 2.1.10 (Guindon  

i Gascuel, 2003; Darriba i wsp., 2012). Drzewa filogenetyczne wizualizowano za 

pomocą oprogramowania TreeView (S&N Genealogy Supplies, Wielka Brytania). 

Analiza statystyczna 

 Zmienne jakościowe opisano za pomocą liczby (n) oraz odsetka (%) osobników, 

dla których dana zmienna przyjmowała określoną wartość, w grupie lub w całej badanej 

populacji. Do porównania odsetków osobników dla których dana zmienna przyjmowała 

określoną wartość między grupami niezależnymi wykorzystywano test G najwyższej 
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wiarygodności lub dokładny test Fishera, w zależności od oczekiwanej liczebności  

w komórkach tabeli kontyngencji, a między grupami zależnymi – test McNemary. 

Przedziały ufności dla poziomu ufności równego 95% (95% PU) dla odsetków liczono 

za pomocą metody Wilsona (Altman i wsp., 2000). Zgodność między wynikami 

uzyskanymi przy badaniu różnych materiałów biologicznych (próbki śledziony  

i wątroby) liczono uwzględniając poprawkę na zgodność przypadkową (ang. agreement 

beyond chance, chance-corrected agreement) z zastosowaniem współczynnika 

zgodności kappa Cohena i współczynnika zgodności AC1 Gweta (Gwet, 2002). 

Interpretację jakościową współczynników zgodności oparto na klasyfikacji wg. Landis  

i Koch (1977). We wszystkich analizach przyjęto poziom istotności (α) równy 0,05 co 

oznaczało, że wartość p testu statystycznego niższa od 0,05 wskazywała na istnienie 

statystycznie istotnej różnicy. Analizę wykonano w programie TIBCO Statistica 13.3 

(TIBCO Software Inc., Palo Alto, USA). 
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Najważniejsze wyniki i wnioski 

Publikacja numer 1 

 

Najważniejsze wyniki 

W badanym materiale biologicznym od dzików euroazjatyckich (Sus scrofa) 

wykryto DNA bakterii Anaplasma spp. u 12 osobników, prewalencja wyniosła 20,34% 

(12/59). Materiał genetyczny Anaplasma spp. wykryto w 7 próbkach ze śledziony i 6 

próbkach z wątroby, tylko u jednego osobnika obie te tkanki obwodowe dały 

pozytywny wynik. Sekwencje nukleotydowe genu 16S rDNA (n=4), otrzymane w tych 

badaniach, były 100% identyczne na analizowanym fragmencie (MT510541). Analiza 

sekwencji genu 16S rDNA pozwoliła na zaklasyfikowanie wykrytych bakterii do 

gatunku Anaplasma phagocytophilum. Pozytywny wynik amplifikacji fragmentu genu 

groEL uzyskano u 3 osobników, a w przypadku genu ankA były to 4 osobniki. 

Najważniejsze wnioski 

To pierwsze doniesienie na temat bakterii Anaplasma phagocytophilum wśród 

dzików euroazjatyckich na terenach północno-wschodniej Polski (województwo 

warmińsko-mazurskie). Analiza sekwencji genu 16S rDNA A. phagocytophilum, na 

badanym fragmencie wykazała, że jest to powszechnie notowany szczep. Identyczne 

sekwencje genu 16S rDNA notowano w: Azji (Irak, Japonia, Korea Południowa), 

Afryce (RPA), Europie (Norwegia, Polska, Belgia, Austria) oraz Ameryce Północnej 

(USA). Na podstawie analizy filogenetycznej fragmentu genu groEL, wykazano, że 

wykryte szczepy A. phagocytophilum należą do ekotypu I. Wykryto dwa haplotypy 

genu groEL, jeden z nich (MT731760) notowano już wcześniej, drugi (MT731761, 

MT731762) został wykryty po raz pierwszy. W przypadku markera genetycznego ankA 

również wykryto dwa haplotypy. Pierwszy z nich, reprezentowany przez dwie 

sekwencje (MT534241, MT731758), był już notowany wcześniej i wykazuje 100% 

podobieństwa, na analizowanym fragmencie, między innymi do szczepów izolowanych 

od ludzi, psów, koni i kleszczy. Drugi haplotyp (MT731759) został wykryty po raz 

pierwszy. Analiza filogenetyczna fragmentu genu ankA wykazała, że wszystkie opisane 

w tej pracy szczepy A. phagocytophilum należą do klastra I. Na podstawie analiz 

sekwencji fragmentu genu 16S rDNA oraz analizach filogenetycznych genów groEL  

i ankA, które wykazywały 100% identyczności z sekwencjami A. phagocytophilum od 
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ludzi lub grupowały się w tych samych ekotypach i klastrach jak ludzkie szczepy HGA, 

można wnioskować, że dziki euroazjatyckie mogą być nosicielami patogennych dla 

ludzi szczepów A. phagocytophilum. Przedstawione badania pokazują, że oba organy tj. 

śledziona i wątroba, są odpowiednie do detekcji bakterii A. phagocytophilum u dzików. 
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Publikacja numer 2 

 

Najważniejsze wyniki 

 Przebadano 207 osobników kopytnych przeżuwaczy z czterech gatunków: jeleń 

szlachetny (Cervus elaphus), sarna europejska (Capreolus capreolus), daniel zwyczajny 

(Dama dama) oraz łoś euroazjatycki (Alces alces). 165 osobników to zwierzęta dziko 

żyjące, a 42 to osobniki hodowlane z dwóch gatunków: jeleń szlachetny (15) i daniel 

zwyczajny (27). Na cztery badane gatunki zwierząt, u trzech wykryto DNA Anaplasma 

spp., wszystkie próby od danieli zwyczajnych były ujemne. Amplifikowany fragment 

(480 pz) genu 16S rDNA Anaplasma spp. wykryto u 91 osobników zwierząt  

i prewalencja wyniosła 43,9%. Przetestowano 90 jeleni szlachetnych, wśród których 

wykryto 50 osobników pozytywnych (47 osobniki dzikie, 3 osobniki fermowe). Wśród 

70 testowanych saren europejskich DNA Anaplasma spp. wykryto w 39 osobnikach. 

Badano 11 osobników łosi euroazjatyckich, dwa z nich dały pozytywny wynik testu na 

obecność Anaplasma spp.. Ze wszystkich pozytywnych prób fragmentu genu 16S 

rDNA, 13 zsekwencjonowano. Otrzymane sekwencje porównano z danymi z bazy 

danych NCBI GenBank i ustalono, że wszystkie analizowane sekwencje można 

sklasyfikować jako fragment genu 16S rDNA Anaplasma phagocytophilum. Z 13 

otrzymanych sekwencji, 9 było identycznych (jeleń szlachetny: MZ314415, MZ317900, 

MZ317903, MZ317901; sarna europejska: MZ317898, MZ317904, MZ317899; łoś 

euroazjatycki: MZ317902, MZ317897). Wykryto trzy inne, ale identyczne ze sobą, 

sekwencje od saren (MZ314417, MZ319389, MZ319390) i jedną od jelenia 

szlachetnego (MZ314416), która nie była, w 100%, podobna do innych otrzymanych  

w tej pracy sekwencji, ani do żadnych dostępnych w bazie GenBank. Ta pojedyncza 

sekwencja, od jelenia szlachetnego, wykazywała najwyższe podobieństwo do szczepu 

A. phagocytophilum wyizolowanego z sarny (Hiszpania) o numerze MN170723.  

W testowanych śledzionach wykryto 72 próby pozytywne, a w wątrobach 42. Tylko  

u 23 osobników oba organy dały pozytywny wynik testu detekcji fragmentu genu 16S 

rDNA.  

Najważniejsze wnioski 

Porównując prewalencję Anaplasma phagocytophilum u zwierząt dzikich  

i hodowlanych, można jednoznacznie stwierdzić, że prewalencja w pierwszej grupie 
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(88/165; 53,3%) jest o wiele wyższa niż w drugiej (3/42; 7,1%). Wśród danieli 

zwyczajnych nie wykryto żadnej próby w której zidentyfikowano by bakterie 

Anaplasma spp.. Taki stan rzeczy może wynikać z tego, że większość prób od danieli 

pochodziła od zwierząt fermowych, gdzie według przedstawionych badań oraz 

światowych doniesień prewalencja jest zawsze niższa niż u zwierząt dzikich. Według 

danych zdeponowanych w bazie GenBank, 9 z 13 sekwencji, które były identyczne ze 

sobą, reprezentuje szczep A. phagocytophilum powszechnie występujący w: Europie, 

Azji, Ameryce Północnej i Afryce; wśród różnorodnych gospodarzy: kleszcze, 

muchówki, gryzonie, zwierzęta (dzikie, fermowe, towarzyszące) oraz człowiek. 

Pozostałe sekwencje od saren europejskich, miały jeden odpowiednik w bazie GenBank 

i była to sekwencja A. phagocytophilum, również od sarny, z Hiszpanii (MN170723). 

Próby pochodziły z różnych regionów (MZ314417 – woj. opolskie, MZ319389  

i MZ319390 – woj. warmińsko – mazurskie, MN170723 - Hiszpania) co przemawia za 

tym, że nie chodzi o lokalną mutację z jednego regionu, tylko że wśród saren występuje 

osobny i unikatowy szczep A. phagocytophilum, który wstępnie w tych badaniach 

określono jako „Anaplasma phagocytophilum roe deer strain”. Analizując wyniki  

wykrywalności A. phagocytophilum w poszczególnych organach, można stwierdzić, że 

wśród przeżuwaczy, śledziona jest bardziej efektywnym materiałem do tego typu 

analiz. W próbach ze śledziony uzyskano prawie 2 razy więcej wyników pozytywnych 

niż w próbach z wątroby. Na podstawie analizy statystycznej stwierdzono, że szczepy 

A. phagocytophilum częściej notuje się wśród młodych osobników, a wartość graniczna 

porównania występowania tych bakterii wśród samic i samców, może sugerować, że to 

wśród samic bakterie Anaplasma phagocytophilum są bardziej powszechne.  
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Publikacja numer 3 

 

Najważniejsze wyniki 

W przedstawionych badaniach przebadano 29 osobników żubra europejskiego  

i 13 osobników łosia euroazjatyckiego, łącznie przeanalizowano próby od 42 

osobników i wykryto 11 prób pozytywnych w kierunku Anaplasma spp.. Wśród żubrów 

europejskich prewalencja wyniosła 24,14% (7/29), a wśród łosi euroazjatyckich 30,76% 

(4/13). Sekwencjonowane próby wykazały obecność materiału genetycznego fragmentu 

genu 16S rDNA A. phagocytophilum. Ten marker genetyczny wykryto u żubrów 

europejskich w 6 próbach ze śledzion i 1 próbie z wątroby. Sekwencje nukleotydowe, 

fragmentu genu 16S rDNA, od łosi euroazjatyckich zostały opisane w Publikacji nr 2. 

Fragment genu groEL, amplifikowano od 5 osobników żubra europejskiego i 4 

osobników łosia euroazjatyckiego. Fragment genu ankA, amplifikowano w 5 próbkach, 

od 2 osobników żubra europejskiego i 3 osobników łosia euroazjatyckiego. 

Najważniejsze wnioski 

Sekwencje nukleotydowe genu 16S rDNA (ON007214, ON025953) od żubrów 

europejskich reprezentują grupę powszechnie występujących bakterii z gatunku 

Anaplasma phagocytophilum. Sekwencje wykazują 100% identyczność  

do rekordów z bazy GenBank od: saren, jeleni, lisów, psów, kotów, myszy, jeży, 

kleszczy, dzików, owiec, koni oraz ludzi. Otrzymane sekwencje fragmentu genu groEL 

należą do 5 haplotypów, tylko dwie sekwencje OM835687 i OM835688 są identyczne. 

Cztery z pięciu haplotypów, reprezentowanych przez sekwencje: OM835683, 

OM835684, OM835686 i OM835687, były już wcześniej notowane i mają swoje 

odpowiedniki w bazie internetowej NCBI GenBank. Ostatni piąty haplotyp OM835689 

nie był nigdy wcześniej notowany. Przedstawione wyniki genotypowania szczepów  

A. phagocytophilum od żubrów europejskich z wykorzystaniem genu groEL to pierwsze 

tego typu sekwencje na świecie, dzięki którym można przypisać wykryte szczepy  

A. phagocytophilum do konkretnego ekotypu – należą one do ekotypu I. Próbki od łosi 

euroazjatyckich po analizie filogenetycznej fragmentu genu groEL zaklasyfikowano do 

dwóch grup: ekotyp I i II. Otrzymane sekwencje fragmentu genu ankA należą do 5 

haplotypów. Tylko jeden z nich – OM835681 był notowany wcześniej, pozostałe 4: 

OM835678, OM835679, OM835680 i OM835682, są nowe. Żaden z otrzymanych 
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haplotypów genu ankA nie był taki sam, a większa część nigdy nie była notowana, co 

sugeruje wyższy poziom zmienności genetycznej tego genu niż w przypadku genów 

groEL czy 16S rDNA. Analiza filogenetyczna fragmentu genu ankA  

A. phagocytophilum od żubrów europejskich wykazała, że wykryte szczepy bakterii 

należy przypisać do klastra II, do którego należą haplotypy genu ankA  

A. phagocytophilum izolowane od hodowlanych przeżuwaczy. Jedna z sekwencji genu 

ankA od łosia na podstawie analizy filogenetycznej została przypisana do klastra I gdzie 

grupują się szczepy m.in. od: koni, psów, kleszczy i ludzi. Przedstawione wyniki to 

pierwsze w Polsce, dane na temat genotypowania szczepów A. phagocytophilum,  

z wykorzystaniem genów groEL i ankA wyizolowanych od łosi euroazjatyckich.  

W przypadku genu ankA jest to pierwsze notowanie na świecie. Również po raz 

pierwszy badano żubry europejskie z populacji Bieszczadzkiej pod względem 

występowania A. phagocytophilum, wszystkie wcześniejsze doniesienia naukowe w tym 

temacie dotyczyły tylko populacji Białowieskiej. Wszystkie trzy markery genetyczne: 

groEL, ankA i 16S rDNA, zarówno od łosi jak i żubrów, są identyczne albo grupują się  

w ekotypach lub klastrach ze szczepami HGA, co z wysokim prawdopodobieństwem 

oznacza, że wykryte szczepy A. phagocytophilum opisane w publikacji mogą być 

potencjalnie chorobotwórcze dla człowieka. Na podstawie tych informacji możemy 

wnioskować, że dwa gatunki największych dzikich przeżuwaczy w Polsce, stanowią 

rezerwuar zoonotycznych szczepów Anaplasma phagocytophilum. 
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Genotypowanie szczepów Anaplasma phagocytophilum izolowanych od saren 

europejskich (Capreolus capreolus) i jeleni szlachetnych (Cervus elaphus) 

Jeleń szlachetny i sarna europejska to dwa gatunki, najpowszechniej  

i najbardziej licznie występujących w Polsce, dzikich przeżuwaczy. Bogate tradycje 

gospodarki łowieckiej oraz rosnące zapotrzebowanie na dziczyznę w branży 

gastronomicznej sprawia, że ludzie mają stały kontakt z tymi zwierzętami. Oba 

opisywane w tym rozdziale gatunki są nosicielami szczepów Anaplasma 

phagocytophilum (Publikacja nr. 2). Aby kompleksowo omówić temat szczepów 

bakterii A. phagocytophilum wśród saren i jeleni, wykonano analizy markerów 

genetycznych groEL i ankA. Przedstawione wyniki pozwolą na lepsze poznanie 

badanych szczepów oraz poszerzenie, już dostępnej, wiedzy na temat krążenia  

i znaczenia bakterii A. phagocytophilum w środowisku naturalnym. 

Wyniki 

groEL 

 Otrzymane sekwencje nukleotydowe fragmentu genu groEL reprezentują 5 

haplotypów. W badanej grupie zwierząt nie wykryto nowych haplotypów, wszystkie 

sekwencje były już notowane i w bazie internetowej GenBank mają swoje 

odpowiedniki. Sekwencje nukleotydowe genu groEL A. phagocytophilum z izolatów, 

od jeleni szlachetnych były identyczne (ON604852 – ON604857). Fragmenty genu 

groEL amplifikowane z materiałów pobranych od saren europejskich należą do 4 

haplotypów (ON604846, ON604848, ON604849, ON604850). Analiza filogenetyczna 

markera genetycznego groEL pozwoliła ustalić, że izolaty A. phagocytophilum od jeleni 

szlachetnych należą do ekotypu I, a od saren europejskich do ekotypu I i II (Ryc.7).  

 



  

  

      

Rycina 7. Drzewo filogenetyczne fragmentu genu groEL (486 pz) A. phagocytophilum, skonstruowane metodą analizy wnioskowania bayesowskiego (BI). Model ewolucji HKY + I. Analiza 

została przeprowadzona dla 2 000 000 pokoleń, przy czym 500 000 pokoleń odrzucono jako „wypalenie”. Wsparcie węzłowe jest wskazywane jako prawdopodobieństwo bayesowskie  

a posteriori. Słupki skali są proporcjonalne do liczby podstawień na miejsce. Haplotypy opisywane w niniejszym rozdziale zostały wytłuszczone. I-IV - ekotypy według Jahfari et al., 2014 
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ankA 

 Otrzymane sekwencje nukleotydowe fragmentu genu ankA reprezentują 7 

haplotypów. Wśród sekwencji uzyskanych od saren europejskich 3 izolaty były 

identyczne (ON646026, ON646027, ON646028). Tylko jeden haplotyp (ON646031) 

nie był nigdy wcześniej notowany, pozostałe o różnej sekwencji (ON646029, 

ON646030, ON646026) mają odpowiedniki w bazie GenBank. Wykryto 3 haplotypy 

fragmentu genu ankA ze szczepów A. phagocytophilum od jeleni szlachetnych. Tylko 

jeden haplotyp (ON646032) był notowany wcześniej, pozostałe dwa reprezentowane 

przez sekwencje ON646033 i ON676564, są nowe. Od dwóch różnych osobników 

jeleni szlachetnych uzyskano identyczne sekwencje fragmenty genu ankA (ON646033, 

ON646034). Na podstawie analizy filogenetycznej szczepy izolowane od saren 

europejskich należą do klastra I i II, a wszystkie izolaty od jeleni szlachetnych należą do 

klastra I (Ryc. 8).  



  

  

 

Rycina 8. Drzewo filogenetyczne fragmentu genu ankA (633 pz) A. phagocytophilum, skonstruowane metodą analizy wnioskowania bayesowskiego (BI). Model ewolucji GTR + I + G. Analiza 

została przeprowadzona dla 2 000 000 pokoleń, przy czym 500 000 pokoleń odrzucono jako „wypalenie”. Wsparcie węzłowe jest wskazywane jako prawdopodobieństwo bayesowskie  

a posteriori. Słupki skali są proporcjonalne do liczby podstawień na miejsce. Haplotypy opisywane w niniejszym rozdziale zostały wytłuszczone 
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Dyskusja 

W badanej grupie jeleni szlachetnych i saren europejskich zidentyfikowano pięć 

różnych haplotypów fragmentu genu groEL. Analiza sekwencji groEL w programie 

internetowym NCBI BLAST wykazała, że wszystkie haplotypy można zaklasyfikować 

jako europejskie ekotypy. Mimo występowania w bazie danych GenBank sekwencji 

genu groEL z Azji (MT010579.1, KY379956.1, MN989864.1, MH722253.1, 

MH722254.1), Ameryki Północnej (AY219849.1, AF383227.1, JF494840.1, 

DQ680012.1) i Ameryki Południowej (MW699686.1, MW699687.1), uzyskane w tych 

badaniach haplotypy nie wykazały 100% identyczności z żadnym z tych przykładowych 

rekordów. Haplotypy ON604852-ON604857, ON604849 i ON604850 należą do 

ekotypu I (Ryc. 7). Sekwencje nukleotydowe fragmentu genu groEL  

A. phagocytophilum od saren europejskich (ON604849, ON604850) wykazują wyższy 

procent zgodności z izolatami od jeleni szlachetnych – zgodność na poziomie 99%, niż 

z izolatami od saren europejskich – zgodność ok. 95%. Sekwencje ON604849  

i ON604850, nie charakterystyczne dla sarniego gospodarza są notowane powszechnie 

w Europie m.in. w: Niemczech (kleszcz pospolity AY281823.1), Francji (krowa 

KJ832474), Szwajcarii (koza GQ452227.2), Czechach (jeż wschodni MW013536.1) 

oraz Norwegii (łoś euroazjatycki MK069949.1, jeleń szlachetny MK069696.1, kleszcz 

pospolity MK069797.1). Istotnym jest fakt, że sekwencja ON604849 (izolat z sarny 

S36) był notowany tylko w Norwegii i żadnym z gospodarzy nie była sarna. U jelenia 

szlachetnego zidentyfikowano jeden haplotyp fragmentu genu groEL  

A. phagocytophilum, który notuje się wśród: jeleni szlachetnych (MK069963.1, 

KU712106.1), koni (KJ832471), owiec (MZ348280) oraz kleszczy (MK069889, 

MW732493.1, KF312358.1). W badaniach opisano jeszcze dwa haplotypy fragmentu 

genu groEL uzyskanych od saren europejskich (grupa I: ON604846, ON604847, 

ON604851, grupa II: ON604848) (Tab. 3). Te dwa haplotypy nalezą do ekotypu II 

(Ryc. 7) i równie powszechnie, jak wcześniej opisane haplotypy, występują w całej 

Europie jednak notuje się je tylko u trzech gatunków gospodarzy: sarny europejskiej, 

łosia euroazjatyckiego i kleszczy z rodzaju Ixodes. Przypisanie wyżej opisanych 

haplotypów od jeleni szlachetnych i saren europejskich do ekotypu I oraz haplotypów 

od saren europejskich do ekotypu II, jest zgodne z wcześniejszymi doniesieniami na 

temat podziału szczepów Anaplasma phagocytophilum na ekotypy (Jahfari i wsp., 

2014). 
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Tabela 3. Haplotypy fragmentu genu groEL z izolatów A. phagocytophilum od saren europejskich i jeleni 

szlachetnych i identyczne do nich w 100% sekwencje z bazy GenBank, z podziałem na ekotypy 

EKOTYP GOSPODARZ 

HAPLOTYPY 

(numer sekwencji 

GenBank) 

HAPLOTYPY 

zgodne w 100% 

(numer sekwecji 

GenBank 

GOSPODARZ KRAJ 

I 

jeleń szlachetny ON604852-87 

MK069963 
jeleń szlachetny 

Norwegia 

KU712106 Austria 

KJ832471 koń Francja 

MZ348280 owca Niemcy 

MK069889  
kleszcz 

pospolity 

Norwegia 

MW732493 W. Brytania 

KF312358 Polska 

sarna europejska 

ON604849 

MK069949 
łoś 

euroazjatycki 

Norwegia MK069696 jeleń szlachetny 

MK069797 
kleszcz 

pospolity 

ON604850 

AY281823 
kleszcz 

pospolity 
Niemcy 

KJ832474 krowa Francja 

GQ452227.2 koza Szwajcaria 

MW013536.1 jeż wschodni Czechy 

II sarna europejska  

ON604846-47 

ON6048451 

MN093177.1 
kleszcz 

pospolity 
Holandia 

KU712112.1 sarna europejska 
Niemcy 

 KC800984.1 
łoś 

euroazjatycki 

AY220467.1 sarna europejska Austria 

ON604848 

KF031380.1 kleszcz 

pospolity 

Włochy 

HQ629905.1 Estonia 

MK069774.1 
łoś 

euroazjatycki 
Norwegia 

GQ988754.1 
sarna europejska 

Austria 

KU712121.1 Niemcy 

 

W badanej grupie jeleni szlachetnych i saren europejskich zidentyfikowano 

siedem różnych haplotypów fragmentu genu ankA A. phagocytophilum. Trzy haplotypy 

izolowane od saren europejskich (ON646026, ON646029, ON646030) notuje się  

w trzech Europejskich krajach: Hiszpania, Niemcy, Słowenia, tylko u saren 

europejskich (GU236905.1, GU236879.1, GU236900.1) i kleszczy z rodzaju Ixodes 

(AY282386.1). Analiza filogenetycznej fragmentu genu ankA A. phagocytophilum od 

saren europejskich potwierdza ścisłą korelację sekwencji genu ankA z gospodarzem 

(Massung i wsp., 2000; von Loewenich i wsp., 2003; Scharf i wsp., 2011; Majazki  

i wsp., 2013; Jouglin i wsp., 2017). Haplotypy ON646026, ON646029, ON646030 
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grupują się do klastra II (Ryc. 8) co jest zgodne z doniesieniami literaturowymi, że to 

głownie w tym klastrze, grupują się szczepy A. phagocytophilum od saren europejskich 

(Scharf i wsp., 2011). Jeden haplotyp ON646031 (izolat z sarny S36), nie ma swojego 

odpowiednika w bazie GenBank, a najwyższą identyczność (99,83%) wykazywał do 

haplotypu ankA A. phagocytophilum od jelenia szlachetnego ze Słowenii 

(GU236718.1). Ten haplotyp sklasyfikowano do klastra I (Ryc. 8), gdzie również notuje 

się obecność izolatów A. phagocytophilum od saren europejskich. Wspólna analiza 

fragmentów genów ankA i groEL dla izolatu A. phagocytophilum od sarny europejskiej 

S36 sugeruje, że ten osobnik był nosicielem nie charakterystycznego dla sarny 

europejskiej szczepu A. phagocytophilum. Wszystkie 3 haplotypy fragmentu genu ankA 

A. phagocytophilum od jeleni szlachetnych należą do klastra I (Ryc. 8), gdzie zgodnie  

z doniesieniami literaturowymi przypisuje się szczepy A. phagocytophilum izolowane 

od jeleni szlachetnych (Massung i wsp., 2000; von Loewenich i wsp., 2003; Scharf  

i wsp., 2011; Majazki i wsp., 2013; Jouglin i wsp., 2017). Haplotyp reprezentowany 

przez sekwencje ON646033 nie ma odpowiednika w bazie GenBank. Najwyższe 

podobieństwo (99,69%) wykazuje do sekwencji fragmentu genu ankA od: psów 

(KJ832286.1), kleszczy (HQ629928.1), koni (GU236863.1), owiec (GU236791.1)  

i człowieka (GU236805.1, AF100888.1). Dwa pozostałe haplotypy ON646032  

i ON676564 nie są identyczne, ale wykazują najwyższe podobieństwo do sekwencji 

fragmentu genu ankA A. phagocytophilum od jeleni szlachetnych. Haplotyp ON646032 

ma jeden odpowiednik w bazie GenBank, jest on w 100% identyczny do sekwencji 

genu ankA A. phagocytophilum od jelenia szlachetnego (GU236718), a haplotyp 

ON676564 do tej samej sekwencji z bazy GenBank wykazuje podobieństwo na 

poziomie 99,68%. 

Analiza sekwencji i analiza filogenetyczna fragmentów genów: 16S rDNA, 

groEL i ankA, wykazała, że wyizolowane szczepy A. phagocytophilum od jeleni 

szlachetnych mają identyczne sekwencje lub grupują się w ekotypach i klastrach  

z bakteriami A. phagocytophilum izolowanych od ludzi. Dlatego też istnieje 

prawdopodobieństwo, że jelenie szlachetne mogą stanowić naturalny rezerwuar 

potencjalnie chorobotwórczych szczepów A. phagocytophilum dla człowieka. 

Szczepy A. phagocytophilum od saren europejskich, te które są 

charakterystyczne dla tego gospodarza, nie wykazują podobieństw do szczepów 

zoonotycznych. Jednak z uwagi na to, że sarny mogą być nosicielami nie 
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specyficznych, dla gatunku, szczepów A. phagocytophilum (jak sarna S36) to nie można 

wykluczyć, że wśród saren europejskich będzie się wykrywać zoonotyczne szczepy  

A. phagocytophilum. 

Do amplifikacji fragmentu genu ankA A. phagocytophilum w próbach 

izolowanych od saren europejskich, zaprojektowano nowe startery (rozdział Metody). 

Zmiana starterów była spowodowana bardzo niską skutecznością amplifikacji genu 

ankA w DNA wyizolowanym od saren europejskich z wykorzystaniem starterów 

literaturowych (Massung i wsp., 2007). W początkowej fazie badań wybrano te startery 

literaturowe, ponieważ wiele zespołów badawczych z całego świata wykorzystywało te 

startery do amplifikacji fragmentu genu ankA od wielu różnych gospodarzy, w tym od 

saren europejskich (Massung i wsp., 2007, Scharf i wsp., 2011, Rymaszewska 2014; 

Lee i wsp., 2020). W badaniach przedstawionych w tej rozprawie z sukcesem 

amplifikowano gen ankA A. phagocytophilum z wykorzystaniem starterów 

literaturowych od: dzików euroazjatyckich, żubrów europejskich, łosi euroazjatyckich  

i jeleni szlachetnych. Jednak w przypadku saren europejskich po przebadaniu prób 

DNA od 25 osobników wykryto tylko jedną próbę dodatnią (S36) (1/25, 4%).  

W późniejszych analizach wykazano, że ta jedna pozytywna próba z sarny S36 

reprezentuje szczep A. phagocytophilum, nie charakterystyczny dla populacji 

gospodarzy jakim są sarny europejskie. Zmiana starterów pozwoliła na amplifikację 

fragmentu genu ankA A. phagocytophilum z DNA izolowanego od saren europejskich 

na poziomie około 70%. Poniżej przedstawiono zestawienie zdjęć żeli po rozdziale 

elektroforetycznym produktów reakcji nested-PCR amplifikacji fragmentu genu ankA 

A. phagocytophilum od tych samych osobników saren europejskich z wykorzystaniem: 

(A) starterów literaturowych, (B) nowych starterów, zaprojektowanych w IP PAN  

(Ryc. 9). 
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Rycina 9. Zdjęcia żeli agarozowych, po elektroforezie produktów reakcji nested-PCR amplifikacji 

fragmentu genu ankA A. phagocytophilum izolowanych od saren europejskich z wykorzystaniem (A) 

starterów literaturowych, (B) starterów zaprojektowanych w IP PAN. (M)- marker, (S1-S63)- próby 

badane, (K+)- kontrola dodatnia (izolat środowiskowy z łosia euroazjatyckiego, numer sekwencji w bazie 

GenBank OM835679), (K-) – kontrola ujemna (KK-)- kontrola kontroli ujemnej z pierwszej reakcji 

  

   M       S1       S2      S3      S7      S8     S10    S24    S36    S42    S63     M    

   M       K+     KK-     K- 

   M      S1       S2      S7      S8      S10     S24    S36    S42     S51    S63      M       

A 

B 

   M       K+     KK-     K- 
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Podsumowanie 

 Przebadano 305 osobników z 6 gatunków zwierząt z 7 województw. 

 Bakterie Anaplasma spp. wykryto u 112 osobników i prewalencja wyniosła 

36,7%. To pierwsze tak powszechne badanie dziko żyjących zwierząt łownych 

w Polsce. Określono prewalencję bakterii z rodzaju Anaplasma u: jelenia 

szlachetnego (55,6%), sarny europejskiej (55,7%), łosia euroazjatyckiego 

(30,8%), żubra europejskiego (24,1%), dzika euroazjatyckiego (20,34%).  

 Nie wykryto prób dodatnich w kierunku Anaplasma spp. wśród danieli 

zwyczajnych. 

 Wszystkie zsekwencjonowane, losowo wybrane, próby genu 16S rDNA 

pozwoliły na klasyfikacje izolatów do gatunku Anaplasma phagocytophilum. 

 Wykryto 3 haplotypy genu 16S rDNA, dwa notowane wcześniej (haplotyp 1: 

ON025953, MZ314415, MZ317898, MZ317902; haplotyp 2: MZ314417, 

MZ319389) i jeden nowy (MZ314416). 

 Otrzymano 12 różnych haplotypów genu groEL, dwa z nich wykryto po raz 

pierwszy (MT731761, OM835689). W sumie, w bazie GenBank zdeponowano 

22 sekwencje nukleotydowe fragmentu genu groEL. 

 Analiza filogenetyczna genu groEL wykazała, że izolaty A. phagocytophilum od 

badanych zwierząt należą do dwóch z czterech opisanych w literaturze 

ekotypów tj. ekotypu I i II. Szczepy klasyfikujące się do ekotypu I wykryto  

w każdym z gatunków badanych zwierząt, a ekotyp II identyfikowano u saren 

europejskich i łosi euroazjatyckich. 

 Otrzymano 15 różnych haplotypów genu ankA, 8 z nich wykryto po raz 

pierwszy (MT731759, OM835678, OM835679, OM835690, OM835682, 

ON646031, ON646033, ON676564). W sumie, w bazie GenBank zdeponowano 

18 sekwencji nukleotydowych fragmentu genu ankA. 

 Analiza filogenetyczna genu ankA wykazała, że izolaty A. phagocytophilum od 

badanych zwierząt należą do trzech z pięciu opisanych w literaturze klastrów tj. 

klastra I, II i IV. Szczepy klasyfikujące się do klastra I wykryto wśród: jeleni 

szlachetnych, saren europejskich, dzików euroazjatyckich i łosi euroazjatyckich. 

Bakterie A. phagocytophilum z klastra II zidentyfikowano u saren europejskich, 

a szczepy od żubrów europejskich należą do klastra IV. 
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 Wśród 5 gatunków analizowanych zwierząt, na podstawie analizy trzech 

markerów genetycznych: 16S rDNA, groEL i ankA stwierdzono występowanie 

szczepów bakterii A. phagocytophilum, które mają sekwencje w 100% 

identyczne na analizowanych fragmentach genów lub według analizy 

filogenetycznej grupują się ze szczepami A. phagocytophilum wykrytymi  

u człowieka. 

  



90 | S t r o n a  

 

Wnioski 

 Potwierdzono, że bakterie Anaplasma phagocytophilum powszechnie występują 

wśród badanych dzikich kopytnych zwierząt w Polsce. 

 Zwierzęta kopytne w Polsce są nosicielami potencjalnie zoonotycznych 

szczepów A. phagocytophilum. 

 Potwierdzono, że prewalencja A. phagocytophilum jest znacznie wyższa  

u zwierząt dzikich niż u hodowlanych. 

 Śledziona, jako tkanka obwodowa w badaniach prewalencji  

A. phagocytophilum, stanowi bardziej wydajne źródło materiału biologicznego 

do detekcji DNA tych bakterii niż wątroba. Obecność DNA Anaplasma spp. 

wykrywano istotnie częściej w próbkach ze śledziony niż z wątroby (ok. 2-

krotnie). 

 Analiza statystyczna wykazała, że bakterie A. phagocytophilum częściej 

występują u osobników młodych niż u dorosłych. 

 Analiza statystyczna występowania A. phagocytophilum, u dorosłych 

osobników, wykazała wyższą prewalencje u samic niż u samców. 

 Stworzenie dużej i różnorodnej bazy danych markerów genetycznych dotyczącej 

szczepów A. phagocytophilum oraz porównanie otrzymanych wyników  

z dostępną literaturą, pozwala na postawienie nowej hipotezy, że gatunek sarny 

europejskiej (Capreolus capreolus) jest gospodarzem szczepu  

A. phagocytophilum charakterystycznego tylko dla tego gatunku (Anaplasma 

phagocytophilum roe deer strain) lub nowego szczepu bakterii z rodzaju 

Anaplasma tymczasowo nazwanego Anaplasma capreolus. 
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