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Wykaz skrotow

ankA — ankyrin-repeat protein gene

ASF — African Swine Fever (Afrykanski Pomor Swif)

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 Lancuchowa Polimerazy)
pz — par zasad

RC — reticulate

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

Cele:

Okreslenie prewalencji bakterii Anaplasma phagocytophilum wsrdéd dziko
zyjacych i hodowlanych gatunkow zwierzat kopytnych: jelen szlachetny (Cervus
elaphus), sarna europejska (Capreolus capreolus), daniel zwyczajny (Dama
dama), dzik euroazjatycki (Sus scrofa), to$ ecuroazjatycki (Alces alces) i zubr
europejski (Bison bonasus) w Polsce.

Poréwnanie poziomu prewalencji miedzy zwierzetami dzikimi, a hodowlanymi
wsrod dwoch gatunkow: jelen szlachetny i daniel zwyczajny.

Charakterystyka molekularna izolowanych szczepow A. phagocytophilum
z zastosowaniem trzech markeréw genetycznych: 16S rDNA, groEL i ankA.
Poréwnanie tkanek obwodowych pochodzacych ze $ledziony i watroby pod
wzgledem uzyteczno$ci tych organdw jako odpowiedniego zrodta materiatu
biologicznego do badan nad prewalencjg A. phagocytophilum wsrod zwierzat
kopytnych w Polsce.

Hipotezy badawcze:

Anaplasma phagocytophilum jest powszechnie wystepujacym pasozytem
bakteryjnym wsrdd zwierzat kopytnych w Polsce.

Zwierzgta kopytne wystepujace w Polsce, sa nosicielami i1 naturalnymi
rezerwuarami,  potencjalnie  chorobotworczych dla ludzi  szczepow
A. phagocytophilum.

Dziko zyjace zwierzeta fowne czgsciej sa nosicielami A. phagocytophilum niz
zwierzeta hodowlane.

Sledziona, jako tkanka obwodowa, jest bardziej wydajnym materiatem

biologicznym do detekcji A. phagocytophilum, niz watroba.
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Streszczenie

Anaplasma phagocytophilum to powszechnie wystepujacy wewnatrzkomorkowy
pasozyt bakteryjny z rzedu Rickettsiales. Ta Gram — ujemna bakteria, bytujagca gtdéwnie
w granulocytach obojetnochtonnych wywotluje stany patologiczne u ludzi
1 zwierzat. Te mikroorganizmy moga by¢ przenoszone migdzy zywicielami przez
transmisj¢ wektorowa, za ktora gtdéwnie odpowiadaja kleszcze z rodzaju Ixodes. Statg
obecno$¢ 1 krazenie A. phagocytophilum w $rodowisku naturalnym, zapewniajg
naturalne rezerwuary tych bakterii, do ktorych nalezg m.in. dziko Zyjace zwierzeta

kopytne.

Badania przedstawione w cyklu trzech publikacji wchodzacych w skiad
niniejszej rozprawy doktorskiej dotycza okreslenia prewalencji i genotypowania
A. phagocytophilum wsréd populacji dzikich kopytnych: jeleni szlachetnych (Cervus
elaphus), saren europejskich (Capreolus capreolus), danieli zwyczajnych (Dama
dama), dzikow euroazjatyckich (Sus scrofa), tosi euroazjatyckich (Alces alces) i zubrow
europejskich (Bison bonasus); oraz zwierzat fermowych: jeleni szlachetnych i danieli

zwyczajnych.

Pierwsza publikacja, otwierajaca cykl prac, dotyczyta wykrywania bakterii
Anaplasma phagocytophilum u dzikéw euroazjatyckich. Wykazano obecno$¢ bakterii
u 20% badanych osobnikow. Genotypowanie oraz analiza filogenetyczna trzech
markerow genetycznych: 16S rDNA, groEL i ankA pozwolita na stwierdzenie, ze
A. phagocytophilum izolowane od dzikdw euroazjatyckich sg potencjalnie
chorobotworcze dla ludzi i naleza do ekotypu i klastra I. W drugim artykule opisano
wystepowanie A. phagocytophilum wsrod jeleniowatych. U saren i jeleni prewalencja
wyniosta ponad 50%, u tosi bylo to 18%, a u danieli zwyczajnych nie wykryto
obecnosci bakterii z rodzaju Anaplasma. W badanej grupie fermowych jeleni i danieli
tylko u pierwszego gatunku wykryto obecno$¢ A. phagocytophilum. Opisano 3
haplotypy fragmentu 16S rDNA, dwa z nich notowano juz wczes$niej, a trzeci zostat
opisany po raz pierwszy. Ostatnia z cyklu, trzecia publikacja, dotyczyta
genotypowania i prewalencji szczepow A. phagocytophilum izolowanych od dwoéch
gatunkow najwigkszych dzikich przezuwaczy, to jest Zzubra europejskiego i1 tosia
euroazjatyckiego. Prewalencja wsrod zubrow wyniosta 24%, a przebadanie

dodatkowych dwoch osobnikow tosi euroazjatyckich, uzupetnita dane z publikacji
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drugiej 1 prewalencja u tego gatunku wyniosta ponad 30%. Analiza amplifikowanych
markerow genetycznych z izolatow A. phagocytophilum od zubrow europejskich
scharakteryzowata te szczepy jako nalezace do ekotypu I i klastra IV, a izolaty od tosi
euroazjatyckich do dwoéch ekotypéw — | i 1l i do Klastra I. Wszystkie trzy markery
genetyczne: groEL, ankA i 16S rDNA, zaré6wno od tosi jak i zubrow, sg identyczne lub
grupuja si¢ ze szczepami HGA, oznacza to, ze wykryte szczepy Anaplasma

phagocytophilum mogg by¢ potencjalnie chorobotworcze dla ludzi.

Aby kompleksowo opisa¢ problematyke podjeta w rozprawie, dolaczono
niepublikowane wyniki z genotypowania szczepow A. phagocytophilum od jeleni
szlachetnych i saren europejskich. Genotypowanie szczepéw od jeleni wykazalo, ze
obecne u tych gospodarzy bakterie A. phagocytophilum naleza do ekotypu i klastra I.
Wigksza roznorodnoscia wykazaty izolaty od saren europejskich, ktore przypisano do

ekotypu I'i Il'i do Kklastra I'i Il.

Podsumowujac, przebadano 305 osobnikéw z 6 gatunkéw zwierzat kopytnych.
Wszystkie bakterie wykryte, metodami molekularnymi, nalezaty do jednego gatunku
bakterii — Anaplasma phagocytophilum. Analiza sekwencji genu 16S rDNA oraz analiza
filogenetyczna genow ankA i groEL, pozwolila na potwierdzenie, ze zwierzeta kopytne
w Polsce sg naturalnymi rezerwuarami A. phagocytophilum oraz ze sg wsrod 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 | and cluster 1V, isolates from Eurasian moose to two ecotypes - | and Il and to
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cluster 1. 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 | and Il and

to clusters | and IlI.

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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Wstep

Anaplasma phagocytophilum

Anaplasma  spp. to  Gram-ujemne  wewnatrzkomorkowe — bakterie
0 charakterystycznej, podwojnej blonie komorkowej. Nalezg one do Kklasy
Alphaproteobacteria, rzedu Rickettsiales i rodziny Anaplasmataceae (Dumler i wsp.,
2001; Rikihisa, 2011) (Ryc. 1). Do rodziny Anaplasmataceae nalezy pi¢¢ szczegdlowo
opisanych rodzajow 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 wyr6znia si¢ 10 gatunkoéw
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 zostalo opublikowane w latach 30 XX
wieku i dotyczylo zachorowan owiec hodowlanych (Ovis aries) w Szkocji, ktorych
przyczyng miata by¢ bakteria Cytoecetes phagocytophila (Gordon i wsp., 1932).
U ludzi, bakteri¢ A. phagocytophilum po raz pierwszy opisano w 1994 roku w USA
jako Ehrlichia sp. (Chen i wsp., 1994). Do czasu ujednolicenia nazewnictwa bakterie te
byly nazywane m.in.: Cytoecetes phagocytophila, Ehrlichia phagocytophila czy E. equi
(Severo i wsp., 2012). Nowa klasyfikacja opisana w 2001 roku, zaliczyta wszystkie te
bakterie do jednego gatunku — A. phagocytophilum, na podstawie badan genetycznych
i analizie filogenetycznej genu 16S rDNA (Dumler i wsp., 2001).
— L
A. bovis (UD3775)
A marginale (M60313)

_{ E.chaffeensis (M73222)
Ne. mikurensis (ABOB4582)
W. pipie tis (X61768)
{ X_californiensis (AF133090)
N.sennetsu (M73219)

I R. rickettsii (L36217)

Q. tsutsugamushi (D38623)
Es. coli (X80725)

14.2 T T T T
14 12 10 8 6 4 2 0
Nucleotide substitutions (x100)

Rycina 1. Drzewo filogenetyczne rodziny Rickettsiae z wyrdznionym rodzajem Anaplasma wedtug
Rikihisa, 2011
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Anaplasma phagocytophilum to gatunek bakterii charakteryzujacy si¢ duzym
pleomorfizmem, ich ksztalt mozna przyrowna¢ do nieregularnego ziarniaka (Rikihisa
i wsp., 1997; Popov i wsp., 1998). W rzedzie bakterii Rickettsiales tylko rodzina
Anaplasmataceae, w tym A. phagocytophilum, rozwingta bardzo charakterystyczna, dla
tej rodziny wewnatrzkomorkowych bakterii, podwdjng membrang. Zewnetrzna blona,
z powodu swojego nieregularnego ksztattu tworzy wokot bakterii  przestrzen
peryplazmatyczng, przez co nie mozna okresli¢ doktadnego i jednoznacznego wygladu
bakterii A. phagocytophilum (Rikihsia, 2011). Rozmiar waha si¢ od 0,4 um do 1,3 um,
jednak notowano rowniez bakterie osiggajace do 2 pum Srednicy. Wyrdznia si¢ dwa
morfotypy moruli bakterii: RC (reticulate) i DC (dense-core). RC to forma
0 siateczkowatej budowie, wigksza niz DC, ktora wyrdznia duze zageszczenie

protoplazmy wewnatrz komorki (Popov i wsp., 1998) (Ryc. 2).

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

budowy morfologicznej. * - forma RC, ¢ - forma DC (wedtug Popov i wsp., 1998)

W przeciwienstwie do innych bakterii z rzgdu Rickettsiales, ktore replikujg sie
w cytoplazmie gospodarza, bakterie z rodzaju Anaplasma wyksztatcity zdolno$¢ do
replikacji 1 podzialu w blonie komoérki uktadu odpornosciowego. W przypadku bakterii
A. phagocytophilum sg to granulocyty obojetnochtonne — neutrofile, co do ktorych
bakterie wykazujg bardzo silny tropizm (Ryc. 3) (Bayard-McNeeley i wsp., 2004).
Fizjologiczny aspekt bytowania A. phagocytophilum w komoérkach krwi, asygnuje krew
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jako nominalny materiat biologiczny do badan diagnostycznych tych bakterii. Innym,
bardzo uzytecznym materiatlem do tego typu analiz jest §ledziona. Ten swoisty filtr krwi
zatrzymuje wszystkie komorki wykazujace patologiczne zmiany, m.in. granulocyty
obojetnochtonne zainfekowane bakteriami A. phagocytophilum, dlatego w $ledzionie
koncentracja tych bakterii moze by¢ wyzsza niz w innych organach czy tkankach.
Genom, najlepiej poznanego ludzkiego szczepu, A. phagocytophilum ma wielkos¢ 1,47
Mb (1,471,282 pz) z czego ponad 12% to geny powtdrzone (Rikihisa
I wsp., 1997) i zawiera ponad 1300 otwartych ramek odczytu (ORFs — Open Reading
Frame’s) (Dunning Hotopp i wsp., 2006). W porownaniu do bakterii Escherichia coli,
genom A. phagocytophilum, jest duzo mniejszy i stanowi okoto 1/4 genomu E. coli
(Dunning Hotopp i wsp., 2006). Réwniez zawartos¢ par G-C w genomie
A. phagocytophilum (~ 41%) jest nizsza niz u modelowych bakterii E. coli (~ 50%), ale
w obrgbie rzedu Rickettsiales notuje si¢ nizsze wartosci par G-C na przyklad genom

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

Rycina 3. Zdjecie rozmazu krwi ludzkiej barwionej metoda Wrighta. Na zdjeciu wida¢ granulocyty
obojetnochtonne wewnatrz ktoérych znajduja sie¢ inkluzje komorek A. phagocytophilum (zaznaczone
strzatkami) (Bayard-McNeeley i wsp., 2004)
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W badaniach molekularnych do analizy A. phagocytophilum najczgsciej

wykorzystywanymi markerami genetycznymi s3:

e msp2 (Kazimirova i wsp., 2018; Jaarsma i wsp., 2019; Stigum i wsp,. 2019;
Adamska, 2020; Grassi i wsp., 2021),

e msp4 (de la Fuente i wsp., 2005; Silaghi i wsp., 2011; Blanarova i wsp., 2014;
Hornok i wsp., 2018),

e 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;
Blanarova i wsp., 2014; Vichova i wsp., 2014; Matsuo i wsp., 2017; Silaghi
i wsp., 2020; Cafiso i wsp., 2021),

e groEL (Petrovec i wsp., 2003; Alberti i wsp., 2005; Jahfari i wsp., 2014,
Kazimirova i wsp., 2018; Remesar i wsp., 2020),

e ankA (Michalik i wsp., 2009; Scharf i wsp., 2011; Huhn i wsp., 2014; Jouglin
i wsp., 2017).

Gen msp2, koduje biatko powierzchniowe p44 (Rikihsia, 2011). Jest on najczgsciej
wykorzystywany do detekcji molekularnej tych bakterii, poniewaz mozna amplifikowac
jego krotki fragment (77 pz) (Kazimirova i wsp., 2018; Jaarsma i wsp., 2019; Stigum
i wsp,. 2019). Dodatkowo jest to gen, ktory w genomie A. phagocytophilum powtarza
si¢ ponad 100 razy, co zwigcksza prawdopodobienstwo wykrycia DNA bakterii
w badanym materiale (Dunning Hotopp i wsp., 2006). Marker genetyczny msp4, koduje
glowne biatko powierzchniowe 4 i charakteryzuje si¢ duza stabilnoscig genetyczng
niezaleznie od fazy cyklu zyciowego 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 si¢ niskg zmiennoscig
(podobienstwo wewnatrz rodziny ok. 96%), w poréwnaniu do genéw groEL i ankA. Na
podstawie analizy sekwencji tego genu zunifikowano gatunek A. phagocytophilum.
Marker genetyczny 16S rDNA jednoznacznie okresla gatunek i pozwala na odréznienie
A. phagocytophilum od innych bakterii z rodziny Anaplasmataceae (Dumler i wsp.,
2001). Gen groEL, kodujacy biatko szoku cieplnego, pozwala na podzial szczepow
A. phagocytophilum na cztery ekotypy (Jahfari i wsp., 2014; Jaarsma i wsp., 2019;
Adamska, 2020). Warianty I i II maja roznych zywicieli: ekotyp I jest powigzany m.in.

z kozami (Capra hircus), jezem zachodnim (Erinaceus europaeus), sarng europejska
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(Capreolus capreolus) oraz cziowiekiem, a ekotyp II jest zwiazany glownie
z przezuwaczami. Ekotypy 1l i IV maja wyraznie okreslonych zywicieli, tj. ekotyp III
jest powigzany z gryzoniami, a IV z ptakami. (Jahfari i wsp., 2014; Jouglin i wsp.,
2017). Wszystkie cztery ekotypy wystepuja w wektorach z rodzaju Ixodes (Bown
I wsp., 2009; Stigum i wsp., 2019). Gen ankA, koduje cytoplazmatyczne biatko
antygenowe i na podstawie analizy jego sekwencji szczepy A. phagocytophilum mozna
podzieli¢ na pie¢ klastrow, przy czym kazdy klaster jest skorelowany z gatunkiem
gospodarza (Massung i wsp., 2000; von Loewenich i wsp., 2003; Scharf i wsp., 2011).
Klaster I obejmuje szczepy zwigzane z ludzmi, zwierz¢tami towarzyszacymi
1 hodowlanymi. Klaster II i III jak do tej pory powigzano z tylko sarnami, a IV z grupa
zwierzat klasyfikowanych ogolnie jako przezuwacze np.: owca (Ovis aries), zubr
europejski (Bison bonasus) czy krowa (Bos taurus taurus). Ostatni klaster V wystepuje
wsrod gryzoni (Massung i wsp., 2000; von Loewenich i wsp., 2003; Scharf i wsp.,
2011; Majazki i wsp., 2013; Jouglin i wsp., 2017).

Wystepowanie oraz Zywiciele

Anaplasma phagocytophilum jest powszechnym wewnatrzkomorkowym
pasozytem bakteryjnym, notowanym prawie na catym $wiecie u wielu gatunkow
gospodarzy (Tab. 1). Co ciekawe w Australii notowano przypadki wystepowania
bakterii z rodzaju Anaplasma (Gofton i wsp., 2015), jednak jak do tej pory nie
zanotowano szczepow A. phagocytophilum na tym kontynencie (Dehhaghi 1 wsp.,
2019).

Tabela 1. Zestawienie przyktadowych rekordow z bazy GenBank (NCBI) sekwencji nukleotydowych
A. phagocytophilum

Numer sekwencji

Kontynent Gospodarz Kraj W bazie GenBank
. Szwajcaria KX180948.1
Lis rudy (Vulpes vulpes) Polska MH328211.1
. . . Chorwacja KY114936.1
P | famil
ies (Canis lupus familiaris) Niemcy IX173651 1
Owca (Ovis aries) Norwegia CP015376.1
EUROPA Jelen szlachetny (Cervus elaphus) Stowenia KM215243.1
Sarna europejska (Capreolus capreolus) Hiszpania MN170723.1
Estonia MW922755.1
Kleszcz (Ixodes ricinus) Biatoru$ HQ629915.1
Austria JX173652.1
Muchowki (Haematopota pluvialis) Polska MH844585
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Borsuk europejski (Meles meles) Polska MH328211
Dzik euroazjatycki (Sus scrofa) Polska MT510541.1
Nornica ruda (Myodes glareolus) Wielka Brytania AY082656.1
Jez zachodni (Erinaceus europaeus) Niemcy FN390878.1
. . Austria KT454992.1
Cziowiek (Homo sapiens) Belgia KM259971 1
Republika
Pies (Canis lupus familiaris) Potudniowe;j MK814406.1
AFRYKA Afryki (RPA)
Myszor().wka natalska (Mastomys RPA MK814411.1
natalensis)
Stany
Ixodes pacificus Zjednoczone KP276588.1
Kleszcz Ameryki (USA)
Rhipicephal
AMERYKA sangucierllpeug ® Meksyk KP844665.1
POLNOCNA  Lama andyjska (Lama glama) USA AF241532.1
Kon (Equus ferus caballus) USA AF172166.1
Kojot preriowy (Canis latrans) USA AF170728.1
Cztowiek (Homo sapiens) USA AF093788.1
Jelen wirginijski (Odocoileus virginianus) Meksyk MH487660.1
Kon (Equus ferus caballus) Chile MH159218
. . e Brazylia HQ670750.1
QgﬂL%ngﬁgWA Pies (Canis lupus familiaris) Paragwaj M(?I'975643.1
Kleszcz Ixodes tapirus Panama MWG677508.1
Ixodes persulcatus Rosja HM366584.1
Ixodes ricinus Turcja FJ172530.1
Kleszcz . Chiny KF569908
Haer_naphysalls Korea
longicornis Potudniowa GU064898
Nornica rudogrzbieta (Myodes rutilus) Rosja HQ630622.1
. . S Irak MN453475.1
Pies (Canis lupus familiaris) Japonia [ C334014 1
Jenot azjatycki (Nyctereutes procyonoides) Korea . KY458557.1
AZIA Potudniowa
Korea . KR611719.1
Myszarka polha (Apodemus agrarius) Pofudniowa
Chiny GQ412337
DQ342324
. Korea
Kot (Felis catus) Potudniowa KR021165.1
Krowa (Bos taurus taurus) Turcja KP745629.1
Koza (Capra hircus) Chiny KF569909.1
. . Korea
Cztowiek (Homo sapiens) Poludniowa KP306520.1

Dziko zyjace kopytne, stanowig duzg grupe zwierzat, u ktorych notuje si¢
A. phagocytophilum. Stanowig one powszechnie wystepujacy rezerwuar bakterii
chodzi

z rodzaju Anaplasma. Grupe t¢, nalezy uwaznie monitorowac, jesli
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o wystepowanie bakterii A. phagocytophilum, poniewaz szczepy, ktorych sa nosicielami
moga by¢ zagrozeniem dla ludzi oraz zwierzat towarzyszacych i hodowlanych.
Dodatkowo ekologiczne i ekonomiczne aspekty gospodarki lesnej i hodowlanej
zwiekszajg zapotrzebowanie 1 znaczenie monitoringu nad bakteriami z rodzaju
Anaplasma, w celu ograniczenia strat w tych branzach (Hornok i wsp., 2018). Potencjat
zagrozenia dodatkowo zwigksza brak mozliwosci zwalczania tych bakterii
w $rodowisku naturalnym oraz brak kontroli nad dzikimi zwierzetami. W rozprawie,
podjeto problematyke wystepowania A. phagocytophilum u dziko zyjacych zwierzat
kopytnych takich jak: jelen szlachetny (Cervus elaphus), sarna europejska (Capreolus
capreolus), daniel zwyczajny (Dama dama), zubr europejski (Bison bonasus), to$
euroazjatycki (Alces alces), dzik euroazjatycki (Sus scrofa) oraz dwoch gatunkow
zwierzat fermowych, tj.: jelen szlachetny i daniel zwyczajny. W ostatnich latach,
liczebno$¢ populacji wyzej wymienionych zwierzat, w Polsce i Europie, stale zwigksza
si¢ (Burbaité i Csanyi, 2009, 2010; Massei i wsp., 2015). Jednak biorgc pod uwage
tylko Polske, trendy populacyjne tych gatunkow roznig si¢. Bardzo znaczaca rdznice
zanotowano w populacji dzika euroazjatyckiego. W latach 2010-2015 populacja dzika
w Polskich lasach wahata si¢ od 250-270 tysigcy osobnikéw. Jednak Afrykanski Pomor
Swin (African Swine Fever — ASF) szerzacy si¢ od 2018 roku w Polsce (Szymanska
i Dziwulaki, 2022), spowodowal drastyczny spadek populacji dzika i w latach 2019-
2020 notowano juz tylko okolo 75 tysiecy osobnikow (Rocznik Statystyczny
Rzeczpospolitej Polskiej 2021, Gtowny Urzad Statystyczny). Populacje: jelenia
szlachetnego (276 tys.), sarny europejskiej (885 tys.) i daniela zwyczajnego (29,3 tys.),
utrzymuja ogolny trend wzrostowy, lecz w ostatnich latach, wystepuja niewielkie
wahania spadkowe ws$réd populacji saren oraz danieli (Rocznik Statystyczny
Rzeczpospolitej Polskiej 2021, GUS). Lo$ euroazjatycki i zubr europejski to gatunki
zwierzat, ktore w Polsce s3 objete réoznymi formami ochrony gatunkowej. Los,
podobnie jak inne duze dzikie jeleniowate, jest klasyfikowany jako zwierzyna towna,
jednak od 2001 r., gdy liczba osobnikow tego gatunku byta bardzo niska (ok. 2 tys.),
wprowadzono zakaz polowania na ten gatunek zwierzat, tzw. moratorium (Dz. U.
z 2001 r. Nr 43, poz. 488). Od tego czasu stan populacji tosia euroazjatyckiego
poprawia si¢, a populacje szacuje si¢ obecnie na okoto 28-30tys. osobnikow
(Wawrzyniak, 2016; Rocznik Statystyczny Rzeczpospolitej Polskiej 2021, GUS). Zubr
europejski jest objety Scisla ochrong gatunkowa (Dz.U. 2005 nr 48 poz. 459, Dz.U.
2004 nr 92 poz. 880). Po Pierwszej i Drugiej Wojnie Swiatowej, rozpoczeto narodowy
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program restytucji zubra do polskich laséw (Krasinski, 2015). Obecnie dwie najwigksze
populacje zubrow, zyjacych na wolno$ci, znajduja si¢ w Polsce i zyja na terenie
Biatowieskiego Parku Narodowego i jego otulin (wojewddztwo podlaskie) oraz
w Bieszczadach (wojewoddztwo podkarpackie) (Klichi wsp., 2021). Od 2010 do 2020
roku populacja zubra europejskiego w Polsce podwoita si¢ 1 obecnie wynosi okoto 2300
osobnikéw (Rocznik Statystyczny Rzeczpospolitej Polskiej 2021, GUS). W rozprawie
wzigeto rowniez pod uwage zwierzeta fermowe, tych samych gatunkow co zwierzeta
dzikie, czyli jelenia szlachetnego oraz daniela zwyczajnego. Analiza probek od zwierzat
fermowych stanowi bardzo dobre poréwnanie w stosunku do probek zwierzat dzikich,
poniewaz zwierzeta fermowe zyja w kontrolowanych warunkach, sg regularnie
odrobaczane, karmione oraz odizolowane od potencjalnych drapieznikéw. Te aspekty
hodowli sprawiaja, ze zwierzgta s3 w dobrej kondycji zyciowej 1 w teorii powinny by¢
bardziej odporne na zarazenie bakteriami czy pasozytami. W ostatnich latach nastapit
wzrost liczby ferm jeleniowatych w odpowiedzi na zwigkszony popyt na dziczyzne
(Daszkiewicz i wsp., 2015). Wedtug Europejskiej Federacji Zwigzkéw HodowcoOw
Jeleniowatych (Federation of European Deer Farmers Associations, FEDFA) szacuje
si¢, ze w Polsce dziata co najmniej 200 ferm jeleniowatych. W Europie najczgsciej
fermowo hoduje si¢ dwa gatunki jeleniowatych i sa to: jelen szalchetny i daniel
zwyczajny (Kudrnacova i wsp., 2018). Cho¢ hodowla jest w Polsce wcigz stosunkowo
nowym trendem, to jesteSmy czotowym producentem dziczyzny hodowlanej w Europie
(Kuba i wsp., 2015). We wszystkich populacjach tych zwierzat stwierdza si¢ obecnos¢
A. phagocytophilum, w Polsce (Hapunik i wsp., 2011; Michalik i wsp., 2012; Adaszek
i wsp., 2012; Rymaszewska, 2014; Dziegiel i wsp., 2015; Karbowiak i wsp., 2015;
Teodorowski i wsp., 2020) i na $wiecie (Petrovec i wsp., 2003; Nahayo i wsp., 2014;
Silaghi i wsp., 2014; Paarité i wsp., 2015; Dugat i wsp., 2016; Matsuo i wsp., 2017;
Malmsten i wsp., 2019; Ojeda-Chi i wsp., 2019; Stigum i wsp., 2019; Silaghi i wsp.,
2020; Razanske i wsp., 2021). Wsrdd zwierzat, bakterie A. phagocytophilum, moga
wywotywac¢ anaplazmoze granulocytarng (Granulocytic Anaplasmosis — GA).
Nieklinicznymi objawami zakazenia moga by¢: mniejsza ilos¢ udoju mleka,
zmniejszenie masy ciata oraz og6lne otgpienie zwierzecia. Wsrod objawow klinicznych
wymienia si¢: wysokg goraczke, anemie oraz leuko- i trombocytopenie (Stuen i wsp.,
2013a; Razanske i wsp., 2019). Notowano rowniez kilka przypadkéw S$miertelnych
wsrod: owiec, saren oraz tosi (Jenkins i wsp., 2011; Stuen i wsp., 2013b). Powszechne

wystepowanie A. phagocytophilum wsrdd zwierzat, powodowane jest przez wektory,
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glownie kleszcze, ktore swobodnie przenosza t¢ bakteri¢ mi¢dzy réznymi osobnikami

zwierzat oraz miedzy zwierzg¢tami a ludzmi (Rikihsia, 2011; Karbowiak i wsp., 2016).

Wektory

Bakterie z rodzaju Anaplasma sg przenoszone przez kilka gatunkow kleszczy
z rodzaju: Ixodes (I. ricinus, I. pacificus, I. scapularis, 1. persulcatus, I. tapirus)
(Karbowiak 1 wsp., 2016; Bermudez C. i wsp., 2021) i Dermacentor (D. reticulatus,
D. albipictus) (Wirtgen i wsp., 2011; Jaarsma i wsp., 2019). Najpowszechniejszym
z wektorow sg kleszcze z rodzaju Ixodes (Honig i wsp., 2017). Ostatnie doniesienia,
dotyczace detekcji A. phagocytophilum, wsérod owadoéw pokazujg, ze muchowki
z rodziny Tabanidae: Haematopota pluvialis, Tabanus bromius i T. distinguendus,
roéwniez sg nosicielami tych wewnatrzkomorkowych pasozytéw, jednak ich rola, jako
potencjalnych wektoréw nie zostata jeszcze potwierdzona (Werszko i wsp., 2019). Cykl
zyciowy oraz krazenie bakterii A. phagocytophilum w $rodowisku sa oparte na
wektorach. Jak do tej pory, niec ma dowoddéw na transowarialne przenoszenie si¢
bakterii z rodzaju Anaplasma wsrdod kleszczy, dlatego powszechnie uwaza si¢, ze larwy
i nimfy kleszczy, same nabywajg bakterie A. phagocytophilum zywiac si¢ krwig matych
ssakow, a nastgpnie jako wektory, przenosza te pasozyty do innych zywicieli (Ryc. 4)
(Ogden i wsp., 1998; Rar i Golovljova, 2011; Rikihsia, 2011; Stuen i wsp., 2013a;
Karbowiak 1 wsp., 2016). Wektory, tak jak miedzy zwierzetami, moga przenosic¢
A. phagocytophilum ze zwierzat na ludzi.

HGA i projekt ,,One Health”

Ludzka Anaplazmoza Granulocytarna (Human Granulocytic Anaplasmosis —
HGA), jest chorobg odzwierzgca powodowang zakazeniem bakteriami Anaplasma
phagocytophilum (Alberti i wsp., 2005). Objawy choroby to: goraczka, bol glowy,
dreszcze, a w obrazie klinicznym obserwuje si¢ matoptytkowos¢, leukopeni¢ oraz
zwigkszong aktywnos$¢ enzyméw watrobowych. Wszystkie te objawy sg na tyle mato
specyficzne, ze bez kierunkowej informacji na temat ukgszenia 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 objawow, chorobe
poczatkowo pomylono z boreliozg z Lyme, jednak wyniki badan krwi nie odpowiadaty

boreliozie.
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Rycina 4. Schemat cyklu zyciowego oraz rdéznorodnosé¢ szczepdw w zalezno$ci od gospodarza, bakterii

Anaplasma phagocytophilum (wg. Rikihsia, 2011)

Zakazenie bakteriami A. phagocytophilum w koncu zdiagnozowano, jednak z powodu
poéznego rozpoznania, choroba miata ciezki, zagrazajacy zyciu przebieg (Tylewska-
Wierzbanowska i Chmielewski, 2010). W ostatnich latach (2018-2019) zanotowano 13
riketsjoz, a od rozpoczecia pandemii wirusa SARS — CoV — 19, liczba przypadkoéw
spadta do zera (Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego. Choroby zakaZne i zatrucia
w Polsce. Biuletyn Roczny. 2019, 2020). W Europie szczepy A. phagocytophilum
wydajg si¢ by¢ bardziej wirulentne wsérdod zwierzat niz wsrod ludzi (Scharf i wsp.,
2011). Wyzszg wirulencje, U ludzi, wykazujg szczepy A. phagocytophilum wystepujace
w Ameryce Potnocnej, gtownie w USA, gdzie w 2019 roku zdiagnozowano ponad 5500
przypadkéw anaplazmozy, a w Europie bylo ich tylko okoto 300 (Centers for Disease
Control and Prevention — CDC, Matei i wsp., 2019). Duza liczba przypadkow

anaplazmozy w USA pozwolila na potwierdzenie powigzania zwigkszonej aktywnosci
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kleszczy od wiosny do jesieni ze zwigkszong liczbg przypadkoéw anaplazmozy wsrod
ludzi. Szczyt zachorowan w latach 2000-2019 przypadal w miesigcach czerwiec i lipiec,
srednio w roku w tych miesigcach diagnozowano okoto 1000 przypadkow (CDC —
Anaplasmosis). W USA notuje sie¢ HGA, nabyta w drodze transfuzji krwi lub
transplantacji, jednak to tylko kilka przypadkéw w ostatnim dwudziestoleciu (CDC,;
Townsend i wsp., 2014, Fiecek i wsp., 2020). Dodatkowo z uwagi na to, Ze nie notuje
si¢ 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), mozna przypuszczaé, ze wigkszos¢ przypadkow HGA jest powodowane
transmisjag wektorowa bezposrednio od zwierzat. W $wietle przedstawionych faktow,
bardzo wazny jest monitoring dziko zyjacych zwierzat pod wzglgdem prewalencji
Anaplasma phagocytophilum, poniewaz bezposrednio przeklada si¢ to na zdrowie
publiczne. W szerszej perspektywie opisuje to projekt Swiatowej Organizacji Zdrowia
(World Health Organization — WHO) ,,One Health” (w tlum. ,Jedno Zdrowie”).
Przedstawia on powigzanie i oddzialywanie migdzy sobg ekosystemow: ludzi, zwierzat
oraz ro$lin. W dobie rosngcej globalizacji, swiatowej mobilnosci 1 zmian klimatu,
wspotzaleznoscei tych ekosysteméw dowodzi, ze $wiat jako zlozony system naczyn

polaczonych jest tak silny jak jego najstabsze ogniwo (Ryc. 5).
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Rycina 5. Grafika prezentujaca zatozenia projektu OneHealth (CDC)
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Materialy

Material do badan to wycinki z organdéw: $ledziony i watroby. Proby zbierano
w trakcie polowan w sezonach towieckich od 2017 do 2020 roku. Zebrano materialy
biologiczne od czterech gatunkéw zwierzat: jelen szlachetny, sarna europejska, daniel
zwyczajny oraz dzik euroazjatycki. Od 2018 roku zbidr prob biologicznych od dzikow
euroazjatyckich nie byt mozliwy z powodu ASF. Material biologiczny od losi
kolekcjonowano w latach 2018-2021. Poniewaz polowania na tosic s3 w Polsce
zawieszone (moratorium), wszystkie proby, zostaly pobrane od osobnikow, ktore
poniosty $mier¢ w wyniku wypadkéw komunikacyjnych lub od martwych zwierzat
znalezionych w lasach przez pracownikéw lasow i parkéw narodowych. Proby od zubra
europejskiego pobierano w latach 2021-2022. Wycinki organéw pobrano od
znalezionych martwych osobnikow (n=5) lub legalnie wyeliminowanych (n=24) przez
pracownikow parkow narodowych lub lesnikow. Proby od zubréw w Bieszczadach
pobrano od osobnikow wyeliminowanych z powodoéw sanitarno-epidemiologicznych,
zgodnie z decyzjg Generalnej Dyrekcji Ochrony Srodowiska. Proby biologiczne od
zwierzat fermowych pochodza ze Stacji Badawczej Instytutu Parazytologii im. Witolda
Stefanskiego Polskiej Akademii Nauk w Kosewie Gornym i pobrano je podczas uboju
zwierzat w 2018 roku. Materiat biologiczny, od zwierzat dzikich, byt kolekcjonowany

w siedmiu wojewodztwach:

e |ubelskie — Poleski Park Narodowy

e lodzkie — Puszcza Bolimowska (obszary Kota Lowieckiego nr 9 ,Knieja”
z Warszawy)

e mazowieckie — Kampinoski Park Narodowy, Lasy Miejskie Warszawa

e opolskie — Nadle$nictwo Turawa

e podkarpackie — Nadlesnictwo Lesko, Nadlesnictwo Baligrod, Nadlesnictwo
Cisna, Nadlesnictwo Lutowiska, Nadlesnictwo Komancza

e podlaskie — Bialowieski Park Narodowy, Puszcza Bialowieska i ich otuliny

e warminsko-mazurskie — Puszcza Piska (Nadlesnictwo Strzatowo) (Ryc. 6).

Lacznie zebrano material biologiczny od 305 osobnikéw, z 6 gatunkéw zwierzat

(Tab. 2).
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Q Dzik euroazjatycki (Sus scrofa)

m Los euroazjatycki (dices alces)
A Jelen szlachetny (Cervus elaphus)

a) Daniel zwyczajny (Dama dama)
« Sarna europejska (Capreolus
capreolus)

Zubr europejski (Bison boﬁasus)

1. wojewodztwo warmifisko — mazurskie
2. wojewodztwo podlaskie

3. wojewodztwo mazowieckie

4. wojewodztwo lodzkie

5. wojewodztwo lubelskie

6. wojewodztwo opolskie

7. wojewodztwo podkarpackie

Rycina 6. Mapa Polski przedstawiajgca rozmieszczenie geograficzne miejsc poboru prob

Tabela 2. Zestawienie informacji na temat liczebnosci badanych 305 osobnikéw

Gatunek po?n?lﬁ)cji Ka}tegoria n (% osobnikow Pled n (%

badanej) wiekowa | danego gatunku) dorostych)
Mtode 33 (36,7%) - -

Jelen 90 (29,5%) Doroste 57 (63,3%) ggm:gi 489((18466(2;;)
Mtode 14 (20,0%) - -

0, i 0,

Sarna 70 (22,9%) Dorosle 56 (80,0%) g:m:gi 479((1827’,55'2 /S)
Mtode 7 (53,9%) - -

Los 13(43%) | Doroste 6 (44,1%) gzm:gi g Egg’gzﬁg
Mtode 5 (13,9%) - -

Daniel 36 (11,8%) Doroste 31 (86,1%) ggm:gi 292((2791,?(;’33)
_ Mtode 1 (3,5%) - -

Zubr 2995%) | poroste | 28 (96,5%) gzm:gz 199(5’627’1;%
Dzik 67 (22,0%) - - - -

Zwierzeta dziko zyjace to 263 osobniki, a fermowe — 42.

25|Strona




Zgody na pobieranie materiatu biologicznego od zwierzat objetych réznymi formami

ochrony gatunkowej:

e Zubr europejski (wojewodztwo podkarpackie) - Generalna Dyrekcja Ochrony
Srodowiska (DZP-WG.6401.2.2021.EB), Regionalna Dyrekcja Ochrony
Srodowiska w Rzeszowie (WPN.6401.1.94.2021.RN.2);

e Zubr europejski (wojewodztwo podlaskie) - Biatowieski Park Narodowy
(PN.51.10.2021.AK);

e Lo$ euroazjatycki (wojewodztwo mazowieckie) — Porozumienie migdzy
Instytutem Parazytologii im. Witolda Stefanskiego Polskiej Akademii Nauk,
a Kampinoskim Parkiem Narodowym (DE 0604/27/16), Porozumienie migdzy
Instytutem Parazytologii im. Witolda Stefanskiego Polskiej Akademii Nauk,
a Miastem Stotecznym Warszawa (dokument z dnia 04.06.2019);

e Lo$ euroazjatycki (wojewodztwo 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 proby. Procedurg izolacji
przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnie dostgpnego kitu (DNA Mini Kit,
Syngen, Polska) wedtug instrukcji zatgczonej przez producenta. Otrzymany materiat
genetyczny zawieszano w dwoch wariantach: w zalaczonym ptynie do elucji oraz
w wodzie destylowanej. Wyizolowane DNA przechowywano w temperaturze -20 °C do

dalszych analiz.

Reakcja Lanicuchowa Polimerazy (Polymerase Chain Reaction — PCR)

Molekularne analizy opieraty si¢ na detekcji bakterii z rodzaju Anaplasma,
a nastepnie klasyfikacji do gatunku Anaplasma phagocytophilum. Wszystkie reakcje
PCR wykonywano przy uzyciu termocyklera DNA Engine T100 Thermal Cycler
(BioRad, USA).

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

» AS00F 5°’-CGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTA-3’,
» AS520F 5°-GGGCATGTAGGCGGTTCGGT-3’,
» A900R 5’-CCATGCAGCACCTGTGCGAG-3".

Pary starterow do reakcji PCR (A500F i A900R) i semi nested-PCR (A520F, A900R)
zostaly zaprojektowane w Zaktadzie Ekologii i Ewolucji Pasozytnictwa Instytutu
Parazytologii im. Witolda Stefanskiego Polskiej Akademii Nauk. Reakcja PCR i semi
nested-PCR, przebiegata w nastepujacych warunkach:

92°C 3 min
95°C 10s

60°C10s =x34

72°C30s

72°C 5 min
12°C oo.
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PiSmiennictwo:

Werszko J, Szewczyk T, Steiner-Bogdaszewska Z, 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/jmeltjy217.

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 zostata przeprowadzona zgodnie z opisem autorow w/w
pracy.

* ankA
Do detekcji markera genetycznego ankA, w materiale genetycznym wyizolowanym

z prob od: jeleni szlachetnych, losi euroazjatyckich, dzikow euroazjatyckich oraz

zubrow 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 zostata przeprowadzona zgodnie z opisem autorow w/w
pracy.
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Do detekcji markera genetycznego ankA, w materiale genetycznym wyizolowanym

z prob od saren europejskich, opracowano startery:
PCR:

» ankAF1a 5’-TGCTGTAAATGAAGAAATTACAACTTC-3’
» ankAF1b 5’-TGGTGTAAATGAAGAAATTACAACTC-3’
» ankARC 5’-GCCTTTAGTAGTACTCTACATGC-3".

Reakcja PCR przebiegata w nast¢pujgcych warunkach:
95°C 2 min
95°C 10s |

53°C20s ~— x34

72°C45s |
72°C 5 min
12°C .

Nested-PCR:

» ankAF2a 5’-CTGACCGCTGAAGCACTAA-3’
» ankARla 5’-GAAGCCAGATGCAGTAACGA-3’
» ankAR1b 5’-GAAGCAAGATGCAGTAACGA-3’

Reakcja PCR przebiegata w nast¢pujacych warunkach:
95°C 2 min
95°C 10s |

53°C20s — x34

72°C45s
72°C 5 min

12°C oo.
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Startery do reakcji PCR i nested-PCR zostaty zaprojektowane w Zaktadzie Ekologii
i Ewolucji Pasozytnictwa Instytutu Parazytologii im. Witolda Stefanskiego Polskiej
Akademii Nauk.

Produkty reakcji PCR rozdzielano na 1,2% zelu agarozowym (Promega, USA)
z dodatkiem barwnika SimplySafe (EURX, Polska). Jako punkt odniesienia 1 okreslenia
wielkos$ci otrzymanych produktow reakcji PCR uzyto markera genetycznego DNA
Marker 100bp LOAD DNA ladder (Syngen, Polska). Po przeprowadzeniu elektroforezy
wyniki wizualizowano za pomocg ChemiDoc, MP Lab software (Imagine, BioRad,
USA). Otrzymane produkty oczyszczano z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych
zestawow (QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, Niemcy; DNA Clean — up, Syngen,
Polska) zgodnie z zaleceniami producenta. Wybrane produkty reakcji PCR byly
wysytane do sekwencjonowania, ustuge wykonywata firma zewn¢trzna Genomed S.A.

(Warszawa, Polska).

Analiza sekwencji

Otrzymane sekwencje nukleotydowe byty odczytywane i sktadane przy uzyciu
ContigExpress, Vector NTI Advance v.11.0 (Invitrogen Life Technologies, USA),
nastepnie poroéwnane z sekwencjami z bazy internetowej GenBank (National Center for
Biotechnology Information — NCBI, USA) w celu identyfikacji bakterii i markerow
genetycznych. Sekwencje przycinano i poroéwnywano migdzy soba za pomoca
programu GeneDoc v. 2.7.0.0 (Nicholas i wsp., 1997) i deponowano w bazie
internetowej GenBank (NCBI, USA) Drzewa filogenetyczne zostaly 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 fragmentéw gendéw QroEL oraz ankA,
okre$lano przy uzyciu oprogramowania JModelTest w wersji 2.1.10 (Guindon
i Gascuel, 2003; Darriba i wsp., 2012). Drzewa filogenetyczne wizualizowano za

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

Analiza statystyczna

Zmienne jakos$ciowe opisano za pomoca liczby (n) oraz odsetka (%) osobnikow,
dla ktérych dana zmienna przyjmowata okreslong warto$¢, w grupie lub w calej badane;j
populacji. Do poréwnania odsetkéw osobnikow dla ktorych dana zmienna przyjmowata

okreslong warto$¢ miedzy grupami niezaleznymi wykorzystywano test G najwyzszej
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wiarygodno$ci lub doktadny test Fishera, w zalezno$ci od oczekiwanej liczebno$ci
w komorkach tabeli kontyngencji, a mi¢dzy grupami zaleznymi — test McNemary.
Przedzialy ufnosci dla poziomu ufnosci rownego 95% (95% PU) dla odsetkéw liczono
za pomocg metody Wilsona (Altman i wsp., 2000). Zgodnos$¢ miedzy wynikami
uzyskanymi przy badaniu roéznych materiatéw biologicznych (probki $ledziony
1 watroby) liczono uwzgledniajac poprawke na zgodno$¢ przypadkowsa (ang. agreement
beyond chance, chance-corrected agreement) z zastosowaniem wspoOtczynnika
zgodnosci kappa Cohena i wspolczynnika zgodnosci AC1 Gweta (Gwet, 2002).
Interpretacje¢ jakosciowa wspotczynnikow zgodnos$ci oparto na klasyfikacji wg. Landis
I Koch (1977). We wszystkich analizach przyjeto poziom istotnosci (o) rowny 0,05 co
oznaczato, ze warto$¢ p testu statystycznego nizsza od 0,05 wskazywala na istnienie
statystycznie istotnej roznicy. Analiz¢ wykonano w programie TIBCO Statistica 13.3

(TIBCO Software Inc., Palo Alto, USA).

31|Strona



Publikacja numer 1

The Occurrence of Zoonotic Anaplasma
phagocytophilum Strains, in the Spleen and
Liver of Wild Boars from North-West and

Central Parts of Poland

Anna W. Myczka
Tomasz Szewczyk

Zdzistaw Laskowski

Wklad doktorantki w publikacje:

Zbiér materiatu biologicznego, wykonanie badan z zakresu biologii molekularnej (czg$¢

izolacji DNA, PCR, nested-PCR), cze$¢ analiz filogenetycznych, przygotowanie
i redagowanie tekstu.

32|Strona



Acta Parasitologica
https://doi.org/10.1007/511686-021-00368-6

SHORT COMMUNICATION t')

Check for
updates

The Occurrence of Zoonotic Anaplasma phagocytophilum Strains,
in the Spleen and Liver of Wild Boars from North-West and Central
Parts of Poland

Anna W. Myczka'® - T. Szewczyk'® . Z. Laskowski' @

Received: 22 October 2020 / Accepted: 4 March 2021
© The Author(s) 2021

Abstract

Purpose The Anaplasma genus includes a Gram-negative bacterium infecting the blood cells of wild and domestic mammals,
causing tick-borne fever. Infection with pathogenic Anaplasma phagocytophilum strains may cause Human Granulocytic
Anaplasmosis. Wild boars (Sus scrofa) may act as natural wild reservoir hosts for potentially zoonotic A. phagocytophilum
strains; however, there is still little data to confirm this statement. The aim of this study was to verify whether wild boars
can be classified as natural reservoirs of Anaplasma spp. and to compare the suitability of spleen and liver samples for such
analysis.

Methods Liver and spleen samples were collected from 59 wild boars (2017-2019). The organs were tested for Anaplasma
phagocytophilum using short (partial) fragments of three markers: 16S rRNA, groEL, ankA.

Results Anaplasma spp. DNA was detected in 12 out of 59 samples, with a prevalence of 20.34%. The presence of A. phago-
cytophilum was confirmed by sequencing of the partial 16S rRNA gene. Positive individuals were tested for the characteristic
markers: groEL and ankA. The analysis of the nucleotide sequences of 16S rRNA, groEL and ankA, indicated that the strains
of A. phagocytophilum detected in these studies are potentially zoonotic for humans.

Conclusion Wild boars from Poland can be classified as a natural reservoir of the zoonotic strain of Anaplasma phagocyt-
ophilum. Both the spleen and the liver tissues were found to be suitable materials for the detection of A. phagocytophilum.

Keywords Anaplasma phagocytophilum - Sus scrofa - Tick—borne disease - groEL - ankA

Introduction

The causative agent of Human Granulocytic Anaplasmosis
(HGA), tick-borne fever (TBF) and granulocytic anaplasmo-
sis in wild, domestic and farm animals is the parasitic bac-
terium Anaplasma phagocytophilum [1, 2]. Anaplasma spp.
are gram-negative bacteria with a specific cell wall structure.
Anaplasma phagocytophilum is an obligatory intracellular
parasite that lives in neutrophils [3] and can be transmitted
by ticks: Ixodes ricinus, 1. persulcatus, I. scapularis and Der-
macentor reticulatus [4-6]. Recent reports by Werszko et al.
(2019) [7] show that the blood-sucking flies from Tabanidae
family can act as carriers of A. phagocytophilum; however,

Anna W. Myczka
annamyczka@twarda.pan.pl

Witold Stefariski Institute of Parasitology, Polish Academy
of Sciences, Twarda 51/55, 00-818 Warsaw, Poland

Published online: 26 March 2021

more research is needed to confirm whether they can act
as transmission vectors. Ticks and other hematophagous
ectoparasites can easily transfer such bacterial intracellular
parasites between natural animal reservoirs and humans [8,
9]. The considerable climate changes observed over the past
20 years have resulted in the spread of arthropods, such as
ticks and flies, carrying pathogenic bacteria into new regions.
Such an increase in annual temperatures has also led to a
significant increase in the number of ectoparasites already
present in the area, which significantly influences the spread
of intracellular bacterial parasites, including Anaplasma spp.,
in the natural environment [10]. Many wild animals, such as
roe deer (Capreolus capreolus), red deer (Cervus elaphus),
wild boar (Sus scrofa), red fox (Vulpes vulpes), raccoon dog
(Nyctereutes procyonoides) and the European badger (Meles
meles) are infected with A. phagocytophilum [11, 12]. Wild
boars are likely to be natural wild reservoir hosts for poten-
tially zoonotic A. phagocytophilum strains; however, there is
still little data to confirm this statement [11, 13].

@ Springer
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The aim of this study was to verify whether the wild boar
populations in the north-east and central parts of Poland can
be natural reservoirs of A. phagocytophilum, a bacterium
potentially pathogenic to humans. It also determines which
of the internal organs collected from wild boar, i.e., spleen
or liver, is more suitable for the detection of Anaplasma
phagocytophilum.

Materials and Methods

All materials were collected during the 2017/2018 hunting
season in the Pisz Forest (Warmian-Masurian Voivodeship)
and in the 2018/2019 hunting season in the Boliméw Forest
(L6dz Voivodeship). In total, spleen and liver samples were
collected from 59 adult wild boars.

DNA from both organs was isolated using a commercial
DNA Mini Kit (Syngen). Anaplasma spp. was then detected
using semi-nested PCR to amplify the partial 16S rRNA
gene with primers specific to Anaplasma genus according to
Szewczyk et al. (2019) [12]. Positive samples for A. phago-
cytophilum were additionally tested for the presence of the
partial groEL and ankA genes with nested PCR according
to Alberti el al. (2005), Massung et al. (2007) and Rymasze-
wska (2014), respectively (Table 1) [14—16]. DNA amplifi-
cation was performed using the DNA Engine T100 Thermal
Cycler (BioRad, USA). The PCR products were visualized
on a 1.2% agarose gel (Promega, USA) stained with Sim-
plySafe (EURx, Poland). Visualization was performed using
ChemiDoc, MP Lab software (Imagine, BioRad, USA). The
obtained PCR products were purified with the QIAquick
Purification Kit (Qiagen, Germany). The purified products
were sequenced directly using ABI BigDye™ chemistry
(Applied Biosystems, USA) on an ABI Prism 373xl or an

Results and discussion

Of the 59 wild boar from which spleen and liver samples were
taken, DNA of Anaplasma spp. were detected in 12 individ-
uals, i.e., a prevalence of 20.34%. Anaplasma spp. genetic
material was detected in seven individuals in the spleen sam-
ples, and in six individuals in the liver samples (Table 2). All
positive samples were obtained from boars in the Pisz Forest;
no positive samples were found in the Boliméw Forest. Four
positive samples were selected for sequencing, and the results
indicated the presence of A. phagocytophilum.

A number of studies in various countries have been per-
formed on wild boars with the aim of identifying natural res-
ervoirs of zoonotic strains of A. phagocytophilum [2, 17, 18].
Most of these tests are based on analyses of blood and spleen
samples [1,2, 17, 19, 20] and, very rarely, liver samples [18,
21]. Although some individual studies have used both the
spleen and liver [21, 22] none indicate which is more suit-
able for this type of analysis. Our findings clearly show that,
in wild boars, both these tissues are suitable (Table 2). How-
ever, as only one examined individual demonstrated positive
results for both organs (1/59), it is advisable that both organs
should sampled to maximize the detection possibilities when
there is no access to blood, which is the best material for this
type of analysis [23].

The prevalence of Anaplasma phagocytophilum in wild
boars varies across Europe and elsewhere, ranging from
0.97% in Belgium [24] to 44.8% in France [13]. In addition,
one study reports that genetic material of A. phagocytophilum
was not detected in the tested wild boar in Slovakia [25].

Table 2 The presence of Anaplasma spp. molecular markers in wild
boars

Biological material gene SPLEEN LIVER SPLEEN Total
ABI Prism 3100™ automated sequencer. The obtained and LIVER
sequences were submitted to the GenBank.
16S rRNA 7159 6/59 1/59 12/59
ankA 2/59 2/59 0/59 4/59
groEL 2/59 2/59 1/59 3/59
ankA and groEL ~ 2/59 1/59 0/59 3/59
Tablg1 Primer used to Gene Primers References
amplify DNA markers of A.
phagocytophilum in this study 16rRNA A 500 F 5'CGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTA-3' Szewczyk et al. 2019 [19]
A 520 F 5-GGGCATGTAGGCGGTTCGGT-3'
A 900 R 5-CCATGCAGCACCTGTGCGAG-3'
ankA ANK-F1 5-GAAGAAATTACAACTCCTGAAG-3' Massung et al. 2007 and
ANK-R1 5'-CAGCCAGATGCAGTAACGTG-3' Rymaszewska 2014
ANK-F2 5-TTGACCGCTGAAGCACTAAC-3' [15, 16]
ANK-R2 5'-ACCATTTGCTTCTTGAGGAG-3'
groEL EphplgroEL569 F 5'-ATGGTATGCAGTTTGATCGC-3' Alberti el al. 2005 [14]

EphplgroEL1193 R 5'-TCTACTCTGTCTTTGCGTTC-3'
EphgroEL1142 R 5'-TTGAGTACAGCAACACCACCGGAA-3'
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Although the prevalence of A. phagocytophilum identified
in wild boars in the present study (20.34%) is consistent with
the results of those carried out in Germany (12.5%) [26],
Czech Republic and Japan (14.3%) [22, 27], Slovakia (28.2%)
[2] and Hungary (39.2%) [1]; however, it is nevertheless one
of the higher rates. By comparison, A. phagocytophilum was
found to be present in 12% (39/325) of wild boars examined
in west-central Poland (Mazovian Voivodeship) in 2012 [18].

Comparing the prevalence of A. phagocytophilum in wild
boars in three regions of Poland, it can be seen that it is
much more widespread in the west-central (12%) [18] and
north-central (20.34%) regions than in the central (no posi-
tive samples) region (this study). The higher prevalence in
the west-central and north-central regions may be due to the
high afforestation density [28], which favors an increased
incidence of ticks, these being known vectors of A. phagocy-
tophilum [29]. The presence of increased numbers of vectors
in an environment enables a faster spread of A. phagocyt-
ophilum among hosts. A similar correlation between geo-
graphic distribution and an increase in host prevalence has
been shown by Szewczyk et al. [12].

Our sequencing of selected positive 16S rRNA partial
gene samples (n=4) confirmed the presence of A. phagocy-
tophilum in the tested wild boars (MT510541). The identi-
fied nucleotide sequences are 100% identical to each other
and to the 16S rRNA gene sequence of A. phagocytophilum
isolates from various wild animals including carnivores
(Vulpes vulpes MH328211, Meles meles MH328207, Nyc-
tereutes procyonoides MH328209), wild boar (KM215225),
cervids (Capreolus capreolus MN170723, Cervus ela-
phus KM215243) and small rodents (Apodemus agrarius
KR611718, Myodes glareolus KC583437), as well as tick
and flies (Ixodes ricinus HQ629922, JX173651, Hae-
matopota pluvialis MH844585, Tabanus distinguendus
MH844584), farm animals (Bos taurus taurus KP745629,
Equus caballus AY527212), domestic animals (Canis lupus
familiaris MN453474, MK814406) and humans (Belgium
KM259921, Austria KT454992, USA AF093788, South
Korea KP306518).

The two most common markers used to describe the
genetic diversity of A. phagocytophilum strains are the
groEL and ankA genes [10]. Based on our analysis of the
groEL gene sequences (MT731760, MT731761, MT731762)
the detected strains of A. phagocytophilum were classified
into ecotype I [10, 30]. In the groEL gene, one nucleo-
tide sequence (MT731760) showed 100% similarity to
a groEL sequence from the human strain of A. phagocy-
tophilum (AF033101), while another two (MT731761,
MT731762) showed only 99.78%. However, despite the
point change observed in the latter two sequences, all three
encode the same protein as in human strains of A. phago-
cytophilum. Regarding ankA, two sequences (MT534241,
MT731758), obtained from two wild boar individuals,

are 100% complementary to human isolates (AF100886,
AF100887, GU236800). The third isolate from wild boar
(MT731759) showed 99.4% similarity to human mark-
ers. From all obtained ankA gene sequences, only two of
them (MT534241 and MT731758) encode the same pro-
tein as human A. phagocytophilum strains: the third one
(MT731759) is significantly different from the protein
detected in humans. The analysis of the nucleotide sequences
of 16S rRNA, groEL and ankA indicates that the strains of
A. phagocytophilum detected in samples in this study can be
classified as potentially zoonotic for humans.

Conclusion

Our findings suggest that wild boars from Poland can be
classified as a natural reservoir of the zoonotic Anaplasma
phagocytophilum strains. In addition, both the spleen and
liver were found to be suitable for the detection of A. phago-
cytophilum. However, further research is needed in other
areas of Poland to comprehensively analyze the issues of A.
phagocytophilum natural reservoirs throughout the country,
and such studies should include other animals, which may
demonstrate different tissue predilection than wild boars.
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Abstract: Background: The role of cervids in the circulation of A. phagocytophilum has not yet been
clearly determined; however, several species of wild and farm cervids may be a natural reservoir
of this bacteria. Methods: Spleen and liver tissue samples were taken from 207 wild (red deer, roe
deer, fallow deer and moose) and farmed cervids (red deer and fallow deer) from five geographical
areas. These were tested for the A. phagocytophilum 16S rDNA partial gene by nested PCR. Results:
Anaplasma spp. were detected in 91 of 207 examined cervids (prevalence 43.9%). Three different
variants of 16S rDNA partial gene were reported, one for the first time. Anaplasma phagocytophilum
was more often detected in young specimens than in adults and more often in the spleen than in
the liver. Conclusions: Cervids from the four sites across Poland were found to be major natural
reservoirs of various strains of A. phagocytophilum. This is the first study to use spleen and liver as
biological material to detect A. phagocytophilum in moose in Poland.

Keywords: Anaplasma phagocytophilum; 165 rDNA; wild cervids; farm animals

1. Introduction

Anaplasma phagocytophilum is a Gram-negative, obligate intracellular bacterium that
lives mainly in neutrophils. It is a causative agent of HGA (Human Granulocytic Anaplas-
mosis), TBF (Tickborne Fever) in domestic animals and livestock, and GA (Granulocytic
Anaplasmosis) in wild animals [1]. In animals, it was first discovered in sheep (Ovis
aries) in Scotland, as Cytoecetes phagocytophila [2], while it was first reported in humans
as Ehrlichia spp. in the USA in 1994 [3]. In wild and domestic ruminants, infection with
Anaplasma phagocytophilum is asymptomatic and does not significantly affect the condition
of the animals. However, in severe disease, the symptoms usually include weight loss,
reduced milk yield, anorexia and apathy [4,5], with few fatal cases reported in sheep,
roe deer (Capreolus capreolus) and moose (Alces alces) [6,7]. In humans, the symptoms are
headache, dizziness, fever, abdominal pain and diarrhea [8]. In both humans and animals,
the symptoms are not very specific, which makes it difficult to diagnose anaplasmosis
correctly. Since the first cases over 90 years ago, A. phagocytophilum has been the subject of
interest in both human and veterinary medicine.

The bacteria Anaplasma phagocytophilum is transmitted by several tick species, includ-
ing those of Ixodes (I. ricinus, I. pacificus, 1. scapularis, I. persulcatus) [9,10] and Dermacentor spp.
(D. reticulatus, D. albipictus) [11,12]. An infected tick can transmit A. phagocytophilum to
a range of vertebrate hosts including small mammals, wild cervids and carnivores, wild
boars, horses, cattle and domestic animals [1,13-19]. The role of wildlife in the circulation
of A. phagocytophilum is yet to be clearly determined, but several species of wild ruminants
are thought to be important reservoirs [12].
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The population of red deer (Cervus elaphus), roe deer (Capreolus capreolus), fallow deer
(Dama dama) and other game animals continues to increase in Poland and Europe [20-23].
Moose (Alces alces), like other large wild cervids, had also been classified as game ani-
mals until 2001, when the government imposed a ban on hunting; since then the moose
population has recovered and the population is currently estimated to be approximately
28,000 individuals [24]. The past few years have also seen a rise in the number of deer
farms in response to increased demand for venison [25], and according to the Federation of
European Deer Farmers Associations, at least 200 deer farms are believed to be in operation
in Poland [FEDFA accessed on 08 March 2021]. In Europe, the most common species of
farmed deer are red deer and fallow deer [26]. While such farming is still a relatively new
trend in Poland, the country is a leading producer of farmed venison in Europe [27]. As
such, the growing ecological and economic aspects of forest and livestock management
have increased the need for molecular research of pathogens [28].

Detection and genotyping of Anaplasma phagocytophilum can lead to determining
which strains of this bacterium may or may not be pathogenic for animals and humans
and additionally how A. phagocytophilum circulates and spreads in the environment [29].
The most common genetic markers used for genotyping A. phagocytophilum are: msp4, 16S
rDNA, groEL and ankA [30]. In this study, to detect Anaplasma phagocytophilum in samples
from wild and farmed cervids, 165 rDNA marker was used. The aim of this study was
detection of Anaplasma phagocytophilum in farmed and wild populations of cervids in Poland.
It examines the significance of sex and age on the occurrence of A. phagocytophilum infection,
and determines whether the spleen or liver is a more appropriate tissue for detection.

2. Results
2.1. Prevalence of Anaplasma spp.

Out of 207 examined cervids (165 wild, 42 farmed), evidence of infection with
Anaplasma spp. was detected in 91 individuals, with a prevalence of 43.9% (44.0%, CI 95%:
37.4%, 50.8%). No positive samples were detected in fallow deer (0/36, 6 wild, 27 farmed).
Among the 90 tested red deer (75 wild, 15 farmed), genetic material of Anaplasma spp. was
detected in 50 individuals: 47 wild animals and three farmed animals. The total prevalence
among all red deer was therefore 55.6% (CI 95%: 44.1%, 66.8%): 62.8% (CI 95%: 51.4%,
72.7%) for wild ones and 20% (CI 95%: 7.0%, 45.2%;) for farmed red deer. In addition,
Anaplasma spp. DNA was detected in 39 of the 70 examined roe deer (39/70, 55.7%) and in
two of 11 moose (2/11, 18.2%) (Tables 1 and 2).

Table 1. The prevalence of Anaplasma phagocytophilum in age classes.

Young ! Adults
Specles pniooo.ofal  Pomlee oy Pl pVae
Young Animals Adult Animals

Red deer (n = 90) 22/33 66.7 (49.6, 80.2) 28/57 49.1 (36.6, 61.7) 0.104

Roe deer (n = 70) 8/14 57.1(32.6,78.6) 31/56 55.4 (42.4, 67.6) 0.904
Fallow deer (n = 36) 0/5 0 (0, 43.4) 0/31 0(0,11.0) >0.999

Moose (n =11) 2/5 40.0 (11.8,76.9) 0/6 0(0,39.0) 0.182
Overall (n = 207) 32/57 56.1 (43.3, 68.2) 59/150 39.3 (31.9,47.3) 0.030 *

* Difference significant at « = 0.05. ! Age of animals judged by hunters and based on evidence of animals in Research Station in

Kosewo Gorne.

The statistical analysis did not show any significant difference in the prevalence of
A. phagocytophilum between red deer and roe deer (p = 0.989). Prevalence was significantly
lower in fallow deer than in red deer (p < 0.001), roe deer (p < 0.001) and moose (p = 0.001).
Moreover, prevalence in red deer and roe deer were significantly higher than in moose
(p =0.019 and 0.021, respectively) (Table 2). Prevalence did not differ significantly between
young and adult individuals of any species (p = 0.104 for red deer, p = 0.904 for roe deer,
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p >0.999 for fallow deer, and p = 0.182 for moose), however it was significantly higher
in young individuals when all species were analyzed together (p = 0.030) (Table 1). No
statistically significant differences were found between male and female adults, neither
when analyzed separately for each species (p = 0.470 for red deer, p = 0.117 for roe deer,
p >0.999 for fallow deer, and p > 0.999 for moose) nor for all adult animals together
(p = 0.069).

Table 2. The prevalence of Anaplasma phagocytophilum in adult animals.

Females Males
Species No. of Positive Prevalence No. of Positive Prevalence p-Value
Animals/No. of Females (CI 95%) Animals/No. of Males (CI 95%)

Red deer (n = 57) 23/49 46.9 (33.7, 60.6) 5/8 62.5 (30.6, 86.3) 0.470
Roe deer (n = 56) 25/49 51.0 (37.5, 64.4) 6/7 85.7 (48.7,97.4) 0.117
Fallow deer (n = 31) 0/9 0(0,29.9) 0/22 0(0,14.9) >0.999

Moose (n = 6) 0/3 0(0,56.2) 0/3 0(0, 56.2) >0.999
Overall (n = 150) 48/110 43.6 (34.7,53.0) 11/40 27.5(16.1, 42.8) 0.069

2.2. Agreement between Spleen and Liver Samples

Of 172 animals in which both spleen and liver samples were tested, 81 (47.1%) of
the animals tested positive in at least one material; however, only 23 animals (28.4% of
81 positive) were positive in both materials. A. phagocytophilum was significantly more
often isolated from the spleen (66/172; 38.4%) than from the liver (38/172; 22.1%; p < 0.001).
The agreement beyond chance between results obtained on the spleen and liver samples
was moderate (Gwet's ACy: 41.7%; CI 95%: 29.5%, 53.9%).

2.3. 165 rDNA Anaplasma phagocytophilum

Sequences of A. phagocytophilum 16S tTDNA were obtained from three species: red
deer, roe deer and moose. Nine of the obtained sequences submitted to GenBank were
identical to each other and were obtained from all three species (Cervus elaphus: MZ314415,
MZ317900, MZ317903, MZ317901; Capreolus capreolus: MZ317898, MZ317904, MZ317899;
Alces alces: MZ317902, MZ317897). These sequences were found to have 100% similarity to
many Anaplasma phagocytophilum submissions across: Europe, Asia, North America and
Africa from various hosts: tick, domestic animals, farm animals, wild animals (ungulates
and carnivores), rodents and humans (Table 3). Three sequences obtained from roe deer
(MZ314417, MZ319389, MZ319390) were identical (100% similarity) to only one sequence
of A. phagocytophilum from roe deer in Spain (MN170723.1) (Table S2). Altogether these
four sequences from roe deer may belong to the newly described A. phagocytophilum Roe
deer strain (reference sequence MZ314417). Moreover, from red deer, one sequence of
A. phagocytophilum, was found without 100% similarity to any submission in GenBank (high
score Percent Identity was 99.75% to A. phagocytophilum MN170723.1) and presented a two
nucleotide difference of A. phagocytophilum reference sequence (NR_044762.1) (Table S2).
The sequence was submitted to GenBank with accession number MZ314416. All sequences
submitted to GenBank are included in Table 4. Variable sites in 16S rDNA partial gene
sequences can be seen in Table S2.
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Table 3. Examples of A. phagocytophilum sequences with 100% similarity from the NCBI GenBank.

Continent Host Country GenBank No.
Switzerland KX180948.1
Red fox (Vulpes vulpes)
Poland MH328211.1
Croatia KY114936.1
Dog (Canis lupus familiaris)
Germany JX173651.1
Sheep (Ovis aries) Norway CP015376.1
Red deer (Cervus elaphus) Slovenia KM215243.1
Roe deer (Capreolus capreolus) Spain MN170723.1
Estonia MW922755.1
EUROPE
Tick (Ixodes ricinus) Belarus HQ629915.1
Austria JX173652.1
European badger (Meles meles) Poland MH328211
Wild boar (Sus scrofa) Poland MT510541.1
Bank vole (Clethrionomys glareolus) United Kingdom AY082656.1
European hedgehog (Erinaceus europaeus) Germany FN390878.1
Austria KT454992.1
Human (Homo sapiens)
Belgium KM259921.1
Dog (Canis lupus familiaris) Reput?hc i S MK814406.1
Natal multimammate mouse (Mastomys natalensis) RSA MK814411.1
- ' " United States of
Tick (Ixodes pacificus) Aivierica (USA) KP276588.1
Llama (Lama glama) USA AF241532.1
NORTH ANERICA Horse (Equus ferus caballus) USA AF172166.1
Coyote (Canis latrans) USA AF170728.1
Human (Homo sapiens) USA AF093788.1
Ixodes persulcatus Russia (Irkutsk region) HM366584.1
T Ixodes ricinus Turkey FJ172530.1
ic
Haemaphysalis China KF569908
lotigicomits South Korea GU064898
Northern red-backed vole (Myodes rutilus) Russta (Syerdlovsk HQ630622.1
region)
. Iraq MN453475.1
Dog (Canis lupus familiaris)
Japan LC334014.1
ASIA Raccoon dog (Nyctereutes procyonoides) South Korea KY458557.1
South Korea KR611719.1
Black-striped field mouse (Apodemus agrarius) China GQ412337
DQ342324
Cat (Felis catus) South Korea KR021165.1
Cow (Bos taurus taurus) Turkey KP745629.1
Goat (Capra hircus) China KF569909.1
Human (Homo sapiens) South Korea KP306520.1
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Table 4. Accessions numbers and descriptions of nucleotide sequences submitted to GenBank from this study.
GenBank No. Host Sample Isolation Source GenBank No. Region of Origin
MZ314415 Red deer J23 Spleen MZ314415 Pisz Forest
MZ317900 Red deer J28 Spleen MZ317900 Pisz Forest
MZ317903 Red deer J75 Liver MZ317903 Pisz Forest
MZ317901 Red deer J80 Liver MZ317901 Pisz Forest
MZ314416 Red deer J70 Spleen MZ314416 Pisz Forest
MZ317902 Moose L9 Liver MZ317902 Warsaw Urban Forest
MZ317897 Moose L6 Spleen MZ317897 Warsaw Urban Forest
MZ314417 Roe deer S63 Spleen MZ314417 Strobawa-Turawa Forest
MZ317898 Roe deer S36 Spleen MZ317898 Boliméw Forest
MZ317904 Roe deer S24 Liver MZ317904 Pisz Forest
MZ317899 Roe deer 542 Spleen MZ317899 Pisz Forest
MZ319389 Roe deer S7 Liver MZ319389 Pisz Forest
MZ319390 Roe deer S8 Spleen MZ319390 Pisz Forest

3. Discussion

Studies performed across Europe on the potential of free-living and farmed cervids as
natural reservoirs of Anaplasma phagocytophilum have shown these reservoirs to vary depending
on the geographical region [5,18,28]. In this study, positive samples for Anaplasma spp. were
detected in at least one of the analyzed species from four geographical areas in Poland.
Only in individuals from Polesie National Park (Lublin Voivodeship) non positive samples
were found.

The infection rate of A. phagocytophilum in all cervids was shown to be lower than
in other European countries [4,18,28,30-33], lower rates, compared to the results of this
study were recorded only in Spain, Czech Republic and Italy [31,34-36]. Outside Europe,
A. phagocytophilum has been detected in deer from Japan, with a prevalence ranging from
15.6 to 75.4%; our results lie in the middle of this range [37,38]. However, in Poland, the
prevalence is usually lower [39—42] or at a similar level [43,44].

Genetic marker 165 rDNA is most commonly used to detect Anaplasma phagocytophilum
among wild and farm animals [17,18,36,39,44]. In this study, three different variants of
partial 16S rDNA genetic marker were found (Table S2). One genotype from this group
(MZ317901) is very common in the natural environment and on the analyzed fragment
is identical with the reference sequence of 16S rDNA A. phagocytophilum (NR_044762.1)
and with many other A. phagocytophilum sequences from various hosts and geographical
regions (Table 3). The second variant of described sequences, detected from three roe
deer (MZ314417, MZ319389, MZ319390) has one nucleotide change according to reference
sequence of 165 rDNA A. phagocytophilum (Table S2). Additionally, these three sequences
of partial 16S rDNA genetic marker were 100% identical to the sequence from roe deer in
Spain (MN170723) [45]. According to our results (Table 4) and the results of Remesar et al.
(2020), this strain of A. phagocytophilum was detected in three different geographical regions
from one animal species—roe deer. This may lead to the conclusion that this strain of
A. phagocytophilum can be characteristic for bacteria isolated from roe deer. However, to
confirm this fact more roe deer samples should be examined.

In the present study, the prevalence of A. phagocytophilum in farmed red deer was 20%.
Although this rate is significantly lower than that previously reported by Hapunik et al.
(2011) [44] in Poland, it is similar to the rate observed in farmed red deer from Ger-
many [18]. In fallow deer, the lack of detection of A. phagocytophilum may be due to the
fact that the majority (27/36, 75%) of the tested samples came from farmed animals, where
the prevalence was typically relatively low [40,44]. In China, a similar study about the
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prevalence of Anaplasma spp. in wild and farmed cervids reported a lack of positive sam-
ples of A. phagocytophilum in 68 tested farmed deer [46]. Such a low prevalence, or lack
of detection, of A. phagocytophilum in farmed animals may be due to the fact, that unlike
wild animals, these animals have regular and constant access to feed and are regularly
dewormed (twice a year to ectoparasites and endoparasites), which strengthens their con-
dition and makes them less susceptible to infection by Anaplasma phagocytophilum. They are
much less exposed to tick attacks than wild animals, by regular mowing pastures, minimal
contact with wild forest animals (mainly the presence of small and medium-sized rodents
is noted), lack of forest coverage and low density of farmed animals (about 8-10 individ-
uals/10,000 m2). The lower number of vectors in the environment may also reduce the
prevalence of A. phagocytophilum among these animals [44].

Only one previous report has examined the prevalence of A. phagocytophilum in moose
in Poland. Karbowiak et al. (2015) [41] reported one infected individual (1/7, 14.3%) based
on blood samples. In comparison, the present study examined samples that were from the
spleen and liver. Our findings indicated that A. phagocytophilum was present in both tissues
(2/11, 18.18%), and this is the first confirmation of the presence of A. phagocytophilum in
peripheral tissues in moose in Poland. Comparing results from this study with results
from Karbowiak et al. (2015) [41], all types of samples (spleen, liver, blood) are suitable for
detection of A. phagocytophilum.

Anaplasma phagocytophilum was more than twice as likely to be isolated and detected
in the spleen compared to the liver. However, from 91 individuals that tested positive,
19 samples were only from liver samples (without positive result from spleen or lack of
spleen sample) and 19 out of 91 positive samples regarded for more than 20% of all positive
samples. Therefore, when carrying out this type of analysis with the use of peripheral
tissue, based on the obtained results, it is suggested, if possible, to use a larger number
and variety of samples than only one from one individual. In Poland the most frequently
chosen material for this type of research was blood [39-41,44,47], although sometimes
spleen tissue was used to detect A. phagocytophilum in Poland [42]. However, recent reports
by Hornok et al. (2018) [28] and Kazimirova et al. (2018) [48] showed that more positive
samples with Anaplasma phagocytophilum detected in wild cervids species came from spleen
samples than from whole blood samples.

In the present study, wild red deer and roe deer more frequently tested positive for
Anaplasma phagocytophilum than the other species, viz wild fallow deer, moose, farmed
red deer and farmed fallow deer. In contrast to previous studies, where no differences
in Anaplasma phagocytophilum infection rate were reported between male and female
cervids [18,33,49], our present findings identified a difference at the borderline of sta-
tistical significance, suggesting that A. phagocytophilum may be more common in females.
In addition, a higher prevalence was noted in young individuals, which is in line with
reports from Germany [18,33,49]. The regularity of the higher incidence of Anaplasma
phagocytophilum among young individuals was observed in the analysis of all samples (all
cervids) examined in this study. Higher prevalence of A. phagocytophilum among young
individuals than in adults may be due to the fact that young cervids can have an under-
developed immune system, which may facilitate the development and maintenance of
Anaplasma phagocytophilum in their organisms. Additionally, a similar correlation between
the higher prevalence of parasites among juveniles was observed in cervids with nematodes
from the Protostrongylidae family [50].

4. Materials and Methods
4.1. Materials

Spleen and liver samples from free-ranging red deer, roe deer, moose and fallow
deer (n =207, 165 wild, 42 farmed) were collected in years 2017-2020 in five geographical
areas: Pisz Forest (Warmian-Masurian Voivodeship), Boliméw Forest (L6dZ Voivode-
ship), Kampinos National Park (Masovian Voivodeship), Warsaw Urban Forest (Masovian
Voivodeship), Polesie National Park (Lublin Voivodeship) and Stobrawa-Turawa Forest

45|Strona



Pathogens 2021, 10, 1190

7 of 11

‘ m B
@ 2.Masovian Voivodeship
3. Lublin Voivodeship
4.Lodz Voivodeship

(Opolskie Voivodeship) (Figure 1). Samples from wild game animals were collected during
hunting season. Samples from moose (protected animal), were secured on an ongoing
basis when there was an opportunity to collect this material and were collected from road
kill animals or those found dead by forest and national park employees. In addition,
spleen and liver materials were collected from farmed red deer and fallow deer from the
Research Station of the Institute of Parasitology, Polish Academy of Sciences in Kosewo
Gorne (Warmian-Masurian Voivodeship) (Table S1). Demographic characteristics of the
study population are presented in Table 5.

Red deer (Cervus elaphus)

Fallow deer (Dama dama)
ﬁ Roe deer (Capreolus capreolus)
LW Voirodeship

5. Opolskie Voivodeship

Figure 1. Geographical distribution of the collected samples in Poland.

Table 5. Demographic characteristics of the study population. The numbers of farmed cervids
presented in parentheses.

. Adults !
Species Young ! Total
Males Females
Red deer 8 (0) 49 (15) 33 (0) 90 (15)
Fallow deer 22 (20) 9(2) 5(5) 36 (27)
Roe deer 7 49 14 70
Moose 3 3 5 11

! Age of animals judged by hunters and based on evidence of animals in Research Station in Kosewo Gérne.

4.2. Molecular Methods

DNA from spleen and liver was isolated using a commercial DNA Mini Kit (Syn-
gen, Poland) according to the manufacturer’s protocol. Anaplasma spp. was detected
using semi-nested PCR to amplify the partial 16S rDNA gene with specific primers:
for the primary reaction: A500 F 5’CGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTA-3/, A900 R 5'-
CCATGCAGCACCTGTGCGAG-3' and for the semi-nested reaction: A520 F 5'-
GGGCATGTAGGCGGTTCGGT-3/, A900 R 5-CCATGCAGCACCTGTGCGAG-3' [17].
DNA isolated from wild boar (Sus scrofa) infected with A. phagocytophilum (MT510541.1)
was used as a positive control [19]. Nuclease-free water was added to the PCR mix as a
negative control. The PCR products were visualized on a 1.2% agarose gel (Promega, Madi-
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son, WI, USA) stained with SimplySafe (EURx, Gdarisk City, Poland) and a size-marked
DNA Marker 100 bp LOAD DNA ladder (Syngen, Wroctaw, Poland). Visualization was
performed using ChemiDoc, MP Lab software (Imagine, BioRad, Hercules, CA, USA).
The obtained PCR products were purified with the DNA clean-up Kit (Syngen, Wroctaw,
Poland). The purified products were sequenced by Genomed (Warsaw, Poland) and assem-
bled using ContigExpress, Vector NTT Advance v.11.0 (Invitrogen Life Technologies, New
York, NY, USA). The obtained sequences were compared with sequences from GenBank in
BLAST (NCBI, Bethesda, MD, USA) and submitted to GenBank.

4.3. Statistical Analysis

Categorical variables were presented as counts and percentages. Percentages were
compared between groups using the maximum likelihood G test or Fisher’s exact test
(if the expected count in any cell of the contingency table <5) for unpaired groups and
McNemar'’s test for paired groups. The 95% confidence intervals (CI 95%) for percentages
were calculated using the Wilson score method [51]. The agreement beyond chance be-
tween results obtained on different biological materials was assessed using Gwet’s AC;
coefficient [52] and classed according to Landis and Koch (1977) [53]. A significance level
(«) was set at 0.05 and all statistical tests were two-tailed. The statistical analysis was
performed in TIBCO Statistica 13.3 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, USA).

5. Conclusions

Anaplasma phagocytophilum infection seems to be common in red deer and roe deer
in Poland. It occurs more often in free-living than in farm red deer. A. phagocytophilum is
more likely to be detected in spleen than in liver samples, and results obtained on these
two types of samples are only moderately consistent. The prevalence of infection seems to
be lower than in previous studies, but it is still high in the natural environment. To our
knowledge, this is the first study using spleen and liver as biological material to detect
A. phagocytophilum in moose in Poland.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/
10.3390/ pathogens10091190/s1, Table S1: Geographical origin and the number of deer samples,
Table S2: Variable sites in 165 rDNA partial gene sequences from Anaplasma phagocytophilum aligned
with reference sequence derived from GenBank. Nucleotide position numbering is based on the
A. phagocytophilum 16S rDNA gene sequence, GenBank Accession no. NR_044762.1. In bold sequence
changes found in these studies according to reference sequence.
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Simple Summary: The populations of bison and moose, the largest wild ruminants in Poland, are
growing every year. These animals return to Polish forests after many years of risk of extinction or, as
in the case of European bison, are reintroduced step by step. Unfortunately, they are still rare and
require close health surveillance and monitoring. One serious threat to their health and life is the
bacterial parasite Anaplasma phagocytophilum. Moose and bison can also be sources of pathogenic
bacteria for humans, which can be transferred through tick bites. In line with the World Health
Organization (WHO) “OneHealth” program, indicating that animal health affects human health
and vice versa, the following study examines the occurrence of Anaplasma phagocytophilum bacteria
in European bison and Eurasian moose populations using molecular biology tools. Our results
provide useful data regarding Anaplasma phagocytophilum that could be used in future strategies for
the diagnosis and treatment of people and animals.

Abstract: Wild large ungulates, like European bison (Bison bonasus) and Eurasian moose (Alces
alces), form an important part of the circulation of Anaplasma phagocytophilum, a Gram-negative,
intracellular, tick-transmitted bacterium, in the natural environment. Bison and moose tissue samples
were subjected to 16S rDNA, groEL and ankA partial gene marker amplification with specific primers
using various variants of PCR. Out of 42 examined individuals, Anaplasma sp. were detected in 4/13
Eurasian moose (31%) and 7/29 European bison (24%). In addition, 12 groEL and 5 ankA partial gene
positive samples were obtained from the examined animals. The phylogenetic analysis of the groEL
partial gene classified samples from European bison to ecotype I, and samples from Eurasian moose
to ecotype I and II; the analysis of the ankA partial gene assigned the samples to clusters I and IV. This
study extends knowledge about A. phagocytophilum in wild large ungulates in Poland. This is the first
report about the occurrence of Anaplasma sp. in one of the largest populations of free living European
bison in the world. Our findings confirm that strains of A. phagocytophilum from Bison bonasus and
Alces alces may constitute a natural reservoir of pathogenic HGA Anaplasma strains.

Keywords: Anaplasma phagocytophilum; 16S rDNA; groEL; ankA; Bison bonasus; Alces alces

1. Introduction

Anaplasma phagocytophilum is a Gram-negative, intracellular, tick-transmitted bac-
terium from the Anaplasmataceae family known as the causative agent of anaplasmo-

Animals 2022, 12, 1222. https:/ /doi.org/10.3390/ani12091222
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sis [1,2]. The first report of A. phagocytophilum was published in the 1930s [3]. Since then, it
has been known as Cytoecetes phagocytophila, Ehrlichia phagocytophila and E. equi. [2]. Finally,
in the early 2000s, the species were unified into A. phagocytophilum [4].

The new classification of Anaplasma phagocytophilum in 2001 [4] was based on the genetic
analysis of the 165 rDNA gene, and since then this genetic marker, full or partial, has been
used for detection and phylogenetic analysis [5-9]. In addition, the genes groEL, ankA, msp2
and msp4 are frequently used for identifying A. phagocytophilum strains [10-12]. Anaplasma
phagocytophilum has been divided into four ecotypes circulating in the environment based on the
groEL heat—shock operon gene [6,11,13]. Of these, ecotypes IIl and IV have clearly defined hosts,
i.e., ecotype Il is associated with rodents and VI with birds, while variants I and II have a range
of varied hosts: ecotype I has been associated with goats (Capra hircus), hedgehogs (Erinaceus
europaeus), roe deer (Capreolus capreolus) and humans, and ecotype Il with ruminants [11,14].
All ecotypes occur in various vectors from the Ixodes genus [12,15]. Based on the analysis of
the ankA gene, A. phagocytophilum strains can be divided into five clusters, with each strain
being correlated with a host species [1,16-18]. Cluster I includes strains associated with humans,
companion and farm animals, while cluster IT and III are associated with roe deer and cluster IV
with various ruminants, including sheep (Owis aries), European bison (Bison bonasus) and cows
(Bos taurus taurus). Cluster V is associated with rodents [1,14,16-18].

The Eurasian moose (Alces alces) (IUCN—Ieast concern LC) and European bison
(IUCN—near threatened NT) are under protected status in Poland (Dz.U. 2005 nr 48 poz.
459, Dz.U. 2004 nr 92 poz. 880). A ban on hunting moose has been in place since 2001
(suspension of hunting/moratorium), and the European bison is under strict protection.
Both species were progressively reintroduced in Poland following WW Iand WW II [19,20].
The strains of Anaplasma phagocytophilum identified in Europe are more virulent for wild
and farm animals, especially cattle and ruminants, than humans [1,9]. However, more
than 5000 human granulocytic anaplasmosis (HGA) cases were reported in 2019 in the
USA (Centers for Disease Control and Prevention—CDC) compared to around 300 in
Europe [21]. Although the European bison and Eurasian moose populations in Poland
have stabilized relatively recently, both species remain rare and demand close supervision
and health monitoring.

The aim of this study was to detect Anaplasma phagocytophilum in tissues from wild
European bison and Eurasian moose, and to genotype and characterize the detected strains
with the use of 16S rDNA, ¢roEL and ankA genetic markers. The conducted analysis will be
used to provide a classification of A. phagocytophilum into ecotypes and clusters. This study
is the first groEL and ankA marker-based genetic characterization of A. phagocytophilum
strains in Eurasian moose in Poland.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

The tissue samples from the moose were collected in the period 2018 to 2021 from two
localizations in Poland: the Kampinos National Park (1 = 5), Warsaw Urban Forests (1 = 6) in
Mazovian Voivodeship (D) and the Polesie National Park (1 = 2) in the Lublin Voivodeship
(B) (Figure 1). As hunting for moose is illegal in Poland, all samples were collected from
road kill specimens or animals found dead by forest and national park employees. The
samples from the European bison were collected in the years 2021 to 2022, also in two
locations: the Bieszczady Mountains (Subcarpathian Voivodeship) (C) and the Bialowieza
Primeval Forest (Podlaskie Voivodeship) (A) (Figure 1). In the Bialowieza Primeval Forest,
the tissue samples were taken from specimens that were found dead (1 = 5) or had been
legally eliminated (n = 4) by employees of the Bialowieza National Park. Any spleen or liver
samples from European bison in the Bieszczady Mountains were collected from individuals
(n = 20) culled according to the decision of the General Directorate for Environmental
Protection (DZP-WG.6401.2.2021.EB). Spleen and liver samples were collected with the
approval of the Regional Directorate for Environmental Protection in Rzeszéw.
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2.2. Molecular Methods

DNA was isolated from the spleen and liver using a commercial DNA Mini Kit (Syn-
gen, Wroclaw, Poland) according to the manufacturer’s protocol. Anaplasma spp. was de-
tected using semi-nested PCR to amplify the partial 16S rDNA according to Szewczyk et al.
(2019) [22]. Positive samples were additionally tested for the partial groEL and ankA genes
with nested PCR according to Alberti el al. (2005) [10] and Massung et al. (2007) [23],
respectively. DNA amplification was performed using the DNA Engine T100 Thermal
Cycler (BioRad, Hercules, CA, USA). DNA isolated from wild boar (Sus scrofa) infected
with A. phagocytophilum (MT510541.1) was used as a positive control [24]. The PCR prod-
ucts were visualized on a 1.2% agarose gel (Promega, Madison, WI, USA) stained with
SimplySafe (EURx, Gdarisk, Poland) and a size-marked DNA Marker 100 bp LOAD DNA
ladder (Syngen, Wroclaw, Poland). Visualization was performed using ChemiDoc, MP
Lab software (Imagine, BioRad, Hercules, CA, USA). The obtained PCR products were
purified with the DNA clean-up Kit (Syngen, Wroclaw, Poland). Products were sequenced
by Genomed (Warsaw, Poland) and assembled using ContigExpress, Vector NTI Advance
v.11.0 (Invitrogen Life Technologies, New York, NY, USA). The obtained sequences were
compared with those from GenBank in BLAST (NCBI, Bethesda, MD, USA) and submitted
to GenBank. Phylogenetic trees were constructed using Bayesian inference (BI), as imple-
mented in the MrBayes version 3.2.0 software [25]. The HKY + G for groEL and GTR +
I + G for ankA model was chosen as the best-fitting nucleotide substitution model using
JModelTest version 2.1.10 software [26,27]. The analysis was run for 1,000,000 generations,
with 250,000 generations discarded as burn-in. The phylogenetic trees were visualized
using the TreeView software (S&N Genealogy Supplies, Chilmark, UK).
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Figure 1. Sampling location in western and central parts of Poland. A—Podlaskie Voivodeship;
B—Lublin Voivodeship; C—Subcarpathian Voivodeship; D—Masovian Voivodeship.

2.3. Statistical Methods

Categorical variables were presented as counts and percentages, and compared be-
tween groups using Fisher’s exact test. The 95% confidence intervals (CI 95%) for percent-
ages were calculated using the Wilson score method [28]. A significance level () was set
at 0.05, and all statistical tests were two-tailed. The statistical analysis was performed in
TIBCO Statistica 13.3 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, USA).

3. Results
3.1. Prevalence

In total, samples collected from 42 animals, i.e., 13 moose and 29 European bison, were
tested. Some of the findings regarding the detection of Anaplasma sp. in Eurasian moose
have been published previously [9]. In the spleen samples, Anaplasma sp. 165 rDNA partial
gene was detected in four moose and six bison. In the liver samples, 16S rDNA was de-
tected in three moose and one bison. In total, 11 animals tested positive for Anaplasma spp.
(26%; CI95%: 15%—41%)—four of 13 Eurasian moose (31%; CI 95%: 13%-58%) and seven of
29 European bison (24%; CI 95%: 12%-42%) By region, the prevalence of Anaplasma
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spp. in the European bison population was 44% (CI 95%: 19%-73%; 4/9) in the Bi-
alowieza Primeval Forest, and only 15% (CI 95% 5%-36%; 3/20) in the Bieszczady Mountain
(p =0.158).

3.2. 16S rDNA

A random selection of samples found to be positive for Anaplasma spp. 165 rDNA
partial gene were sent for sequencing. The sequences from Bison bonasus (ON007214,
ON025953) were identical to each other, and both demonstrated a 100% similarity with
a common strain of Anaplasma phagocytophilum. Among the moose (Alces alces), one of
the identified 16S rDNA sequence variants was previously described in Myczka et al.
(2021a) [9]. All sequences from European bison and Eurasian moose were found to be
identical to each other; they were also identical to many submissions (Table 1) from Europe,
Asia and North America associated with various hosts: carnivores, ungulates, humans,
small mammals, insects and ticks.

Table 1. Examples of Anaplasma phagocytophilum 16S rDNA sequences with 100% similarity to our
16S rDNA sequences, from the NCBI GenBank.

Hosts Group Host Country Gen Bank No.

Red fox (Vidpes vulpes) Switzerland KX180948.1
Poland MH328211.1

Croatia KY114936.1

Dog (Canis lupus familiaris) Genrtany [RS8l

Republic of South Africa MK814406.1

. (RSA)
Carnivores

Iraq MN453475.1

Japan LC334014.1

European badger (Meles meles) Poland MH328211

; United States of America
Coyote (Canis latrans) (USA) AF170728.1
RogcoT AUR (N e South Korea KY458557.1
procyonoides)
Cat (Felis catus) South Korea KR021165.1
European polgcat (Mustela Poland MH328208.1
putorius)

Austria KT454992.1
Humans Homo sapiens Belgium KM259921.1
USA AF093788.1

South Korea KP306520.1

Bank vole (Cletlfrzonomys United Kingdom AY082656.1

glareolus)
Natal multimammate mouse RSA MK814411.1
(Mastomys natalensis)
Small mammals Northern red-bac‘ked vole Russia (Syerdlovsk HQ630622.1
(Myodes rutilus) region)

Black-striped field mouse South Korea KR611719.1

(Apodemus agrarius) China GQ412337

DQ342324

European hedgehog (Erinaceus Germany FN390878.1

europaeus)
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Table 1. Cont.

Hosts Group Host Country Gen Bank No.

Estonia MW922755.1

Ixodes ricinus Belarus HQ629915.1

Austria JX173652.1

Turkey FJ172530.1

Insect Ixodes pacificus USA KP276588.1
Ixodes persulcatus Russia (Irkutsk region) HM366584.1
Ixodes tapirus Panama MW677508.1

Haemaphysalis longicornis China KKHoaians

South Korea GU064898
Haematopota pluvialis Poland MH844585.1

Sheep (Ovis aries) Norway CP015376.1
Red deer (Cervus elaphus) Slovenia KM215243.1
Ungulates Roe deer (Capreolus capreolus) Spain MN170723.1
Wild boar (Sus scrofa) Poland MT510541.1

Llama (Lama glama) USA AF241532.1

Horse (Equus ferus caballus) USA AF172166.1

Cow (Bos taurus taurus) Turkey KP745629.1

Goat (Capra hircus) China KF569909.1

3.3. groEL

In total, 12 groEL partial gene positive samples were obtained from the spleen and
liver samples. Seven randomly chosen samples, i.e., three from Eurasian moose and four
from European bison, were sequenced. The obtained sequences (OM835683-OM835689),
together with GenBank data, were used to build a phylogenetic tree (Figure 2). The
phylogenetic analysis placed most of the sequences into ecotype I. Only one sequence from
Alces alces (OM835683) was classified to ecotype II, according to Jahfari et al. (2014) [11].

100 — xodes ricinus ltaly KF031393

L Ixodes ricinus Switzerland JX082323 |V
— Alees alces Poland OMB3S683 (Ticks feeding on birds)

100 | Capreolus capreolus Norway MK069690

b— Capreolus capreolus Slovenia AF478555 | |

{— Alces alces Sweden KC800984

71 |— Ixodes ricinus Germany AY281848

| Capreolus capreolus Slovakia MF061230

Bison bonasus Poland OM83S689
_'OFAIm alces SwedenMK 069691
Cervus elaphus Norway MK069963

{— Bison bonasus Poland OMS3IS686
= Bison bonasus Poland OMS3S6897
_E‘s Bison bonasus Poland OM8IS6898

Ixodes ricinus Spain HM0S7232
Alces alces Poland OMB83S684

’_°°E Cervus elaphus Slovenia KM215261 |
Alces alces Sweden KC800986

100} Sus scrofa Slovakia KR092132
| Ovis aries Norway AF548385
| Bos taurus France KI832487
|- Bos taurus Germany KUS87060
|- Bos taurus Germany GQ452230
| Ixodes ricinus Spain MK341070
| Homo sapiens Slovakia AF033101
Homo sapiens USA JF494839
99— [xodes persulcatus Russia HM366570
100 Mbyodes rutilus Russia KF745744 || |
L AMyodes glareolus Slovakia KF382230

002

Figure 2. Phylogenetic tree of groEL partial gene (528 bp) haplotypes from Anaplasma phagocytophilum,
constructed by Bayesian inference (BI) analysis using MrBayes version 3.2. The HKY + G model was
chosen as the best-fitting nucleotide substitution model using JModelTest version 2.1.10 software.
The scale bars are proportional to the number of substitutions per site. In bold, sequences from this
study. I-IV ecotype of A. phagocytophilum according to Jahfari et al. (2014) [11].
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3.4. ankA

Of the 11 positive individuals, five partial ankA genes were obtained: two from bison
and three from moose. This marker was only successfully amplified from spleen samples in
European bison, but from both tissues from Eurasian moose. Only one moose demonstrated
the ankA gene in both tissue samples. The obtained sequences have been deposited in the
GenBank database under accession numbers: OM835678-OM835682. Our ankA partial
gene nucleotide sequence was assigned to three groups (Figure 3).

55 Alces alces Poland OM835679
59 929 E Cervus elaphus Slovenia GU236719
i Cervus elaphus Poland GU236725

—— Cervus elaphus Slovenia GU236718
— Homo sapiens Slovenia GU236802
5 | 64 __[ Canis lupus filfmliun.\‘ Germany GU236825
Felis catus Switzerland FI515309
Canis lupus familiaris Austria GU236826
{ Ixodes ricinus Belarus HQ629929

92 — Equus caballus Germany GU236857

91 (— Canis lupus familiaris Germany GU236837.
T Homo sapiens Slovenia GU236801
‘— [Ixodes ricinus Russia HQ629926
Cervus elaphus Slovenia GU236722
t— Ovis aries Norway GU236755

84

95

Ovis aries Norway GU236771

82— Owis aries Norway CP015376
g 1 Ovis aries Norway GU236757
Bison bonasus Poland OM835681
66 Bison bonasus Poland OM835682
Bos taurus Spain GU236729
Bos taurus Norway GU236731
Bas taurus Germany KC776919
Alces alces Poland OM835678

0.2

Figure 3. Phylogenetic tree of ankA partial gene (630 bp) haplotypes from Anaplasma phagocy-
tophilum, constructed by Bayesian inference (BI) analysis using MrBayes version 3.2. The GTR + 1 +
G model was chosen as the best-fitting nucleotide substitution model using JModelTest version 2.1.10
software. The scale bars are proportional to the number of substitutions per site. In bold, sequences
from this study.

3.5. Statistical Analysis

Our present findings do not indicate any statistically significant difference in the
number of animals infected with Anaplasma spp., neither in European bison nor in Eurasian
moose, with regard to sex or age, nor any difference with regard to the test used (detailed
results not shown). Although clear differences in prevalence can be seen between the sample
collection areas for the European bison, insufficient samples were taken from Biatowieza
Primeval Forest to determine whether the difference was statistically significant.

4. Discussion

Knowledge of the role and circulation of Anaplasma phagocytophilum in the natural
environment continues to grow, with increasing numbers of studies being concerned not
only with the detection and prevalence of A. phagocytophilum bacteria, but also with their
phylogenetic relationships based on the use of genetic markers such as ankA and groEL. Our
present findings extend current knowledge on the prevalence and genetic characteristics
of A. phagocytophilum strains in Eurasian moose (Alces alces) and European bison (Bison
bonasus): two large wild ruminant species currently under protection in Poland.

Out of 42 examined wild ruminants, 11 tested positive for Anaplasma sp., with a
prevalence of 26%. While only a few studies have confirmed the presence of Anaplasma
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phagocytophilum, the causative agent of bovine anaplasmosis, in Bison bonasus in Europe,
all samples were obtained from bison in the Bialowieza Primeval Forest. Matsumoto et al.
(2009) [29] found the prevalence to be 20%; however, the study only included five animals.
Later, Scharf et al. (2011) [1] reported a prevalence of 57.5%, while Dziegiel et al. (2015) [5]
found this rate to be 18.34%, and Karbowiak et al. (2015) [30] found it to be 66.57%. In the
present study, the overall prevalence of A. phagocytophilum in European bison was found
to be 24%, which, despite being a little low, is nevertheless in line with previous reports.
By region, the prevalence of Anaplasma spp. was found to be 44% (4/9) in the Bialowieza
Primeval Forest but only 15% (3/20) in the Bieszczady Mountain population, although the
difference in prevalences was not statistically significant, likely due to the small number
of animals enrolled in the study. In North America, bovine anaplasmosis, caused by A.
marginale, can also occur in American bison (Bison bison), an animal closely related to
the European bison. In one study, de la Fuente et al. (2003) [31] report the prevalence
of Anaplasma spp. to be 88% and 100% among two American bison populations from
the USA and Canada. Both rates are significantly higher than any reported in European
bison [1,5,29,30], including our present findings. The present study is the first report about
the occurrence of Anaplasma phagocytophilum in a European bison population from the
Bieszczady Mountains, the second largest population of free-living European bison in the
world [32,33]. In the Eurasian moose (Alces alces), our findings indicate a significantly lower
prevalence (31%) than that reported in Norway (41.4-70%) [12,34,35] and Sweden (82%) [36]
in Europe. In Poland, in only one report, the prevalence showed a lower rate (20%) [30].
In North America, moose are also subject to infection by Anaplasma spp. Its presence was
confirmed in Eastern moose (Alces alces americana) with a prevalence of 54% [37], which is
markedly higher than our present findings.

Our phylogenetic analysis of the partial groEL gene allowed the detected Anaplasma
phagocytophilum strains to be assigned to two of the four ecotypes proposed by Jahfari et al.
(2014) [11]. The obtained sequences of the groEL gene belong to five haplotypes. Of these,
four haplotypes, viz. OM835683, OM835684, OM835686 and OM835687, had already been
reported in the GenBank database, while another sequence, OM835689, is new; in addition,
OM835687 and OM835688 are identical to each other. All samples of the groEL partial
gene from European bison were found to be ecotype I. So far, no reports exist on the
division of A. phagocytophilum strains obtained from European bison into ecotypes based
on the groEL marker. Although a previous report from Slovakia did employ a partial
groEL gene sequence, it was too short to assign the detected A. phagocytophilum strain to
any particular ecotype [38]. However, some reports have described the amplification of a
partial groEL gene in samples from cattle, the group of animals most closely related to Bison
bonasus. A comparison of our samples of groEL (Figure 2) with representative sequences
of A. phagocytophilum strains detected in cattle from Germany (KU587056, KU587060,
GQ452230) and France (K]832487, KJ832483) revealed that the identified A. phagocytophilum
strains were ecotype I, like in the Bison bonasus samples [11,39,40]. The samples from Alces
alces tested in the present study were classified to ecotypes I and II [11]. The presence
of both ecotypes in the tested moose is in line with previous reports from Norway and
Sweden [12,41]. Interestingly, both our samples of Alces alces from Poland (Mazovian
Voivodeship) (Figure 1) and Alces alces from Norway and Sweden were collected in small
areas, in which two different ecotypes of A. phagocytophilum strains were among a single
species of animal [9,12,41].

The genetic marker ankA was able to divide Anaplasma phagocytophilum strains into
clusters. Sequences from European bison (OM835681, OM835682) were placed within
cluster IV [1] together with various bovine hosts (Figure 3). One of the ankA genes from
moose (OM835679) was found to share cluster I with sequences from humans, dogs, red
deer and horses, among others (Figure 3); this is in line with reports from Scharf et al.
(2011) [1]. None of the detected ankA haplotypes were identical. Only one haplotype from
Bison bonasus (OM835681) had a 100% match with sequences from the GenBank database
(KJ832243, GU236731); the other sequences of the ankA partial gene (OM835678, OM835679,
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OM835680, OM835682) are new haplotypes not reported before. This is the first report of
ankA gene sequences identified in Eurasian moose.

An important consideration in research about Anaplasma phagocytophilum in wild
animals is whether the detected strains may be potentially pathogenic to humans. Wild and
game animals can be potential reservoirs of pathogenic A. phagocytophilum strains [24,42,43].
The present study used three genetic markers for analysis, viz. 165 rDNA, groEL and ankA,
which are also suitable for identifying HGA A. phagocytophilum strains [1,43]. The 16S rDNA
partial gene described in European bison and Eurasian moose in the present study, and
in Myczka et al. (2021a) [9], is 100% identical to A. phagocytophilum samples from humans
in Europe (Austria, Belgium), North America (USA) and Asia (South Korea) (Table 1). In
addition, most of the groEL genes detected in the present study were classified to ecotype I
(Figure 2), which is also home to various HGA strains [11]. While the partial ankA gene
from Bison bonasus was placed in cluster IV, which does not include any pathogenic A.
phagocytophilum strains, the sequence from Alces alces was classified into cluster I, with the
ankA gene from humans (Figure 3). Based on these findings and the phylogenetic analysis,
it cannot be clearly confirmed whether the detected strains of A. phagocytophilum from bison
and moose are potentially pathogenic for humans. However, the fact that the tested strains
and their markers can be grouped with known HGA strains suggests that the animals
tested in this study may constitute a natural reservoir of pathogenic A. phagocytophilum.

5. Conclusions

This study extends current knowledge about Anaplasma phagocytophilum in wild large
ungulates in Poland. Our findings constitute the first report of the occurrence of Anaplasma
spp. in free-living European bison from the Bieszczady Mountains, one of the largest
populations in the world. They include the first genotyping of A. phagocytophilum strains
from moose (groEL, ankA) in Poland and the first record of the ankA partial gene from
Eurasian moose in the world. They also confirm that the detected strains from Bison bonasus
and Alces alces may constitute a natural reservoir of strains of A. phagocytophilum pathogenic
for humans.
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Najwazniejsze wyniki i wnioski

Publikacja numer 1

Najwazniejsze wyniki

W badanym materiale biologicznym od dzikéw euroazjatyckich (Sus scrofa)
wykryto DNA bakterii Anaplasma spp. u 12 osobnikéw, prewalencja wyniosta 20,34%
(12/59). Material genetyczny Anaplasma spp. wykryto w 7 probkach ze $ledziony i 6
probkach z watroby, tylko u jednego osobnika obie te tkanki obwodowe daty
pozytywny wynik. Sekwencje nukleotydowe genu 16S rDNA (n=4), otrzymane w tych
badaniach, byty 100% identyczne na analizowanym fragmencie (MT510541). Analiza
sekwencji genu 16S rDNA pozwolita na zaklasyfikowanie wykrytych bakterii do
gatunku Anaplasma phagocytophilum. Pozytywny wynik amplifikacji fragmentu genu
groEL uzyskano u 3 osobnikow, a w przypadku genu ankA byty to 4 osobniki.

Najwazniejsze wnioski

To pierwsze doniesienie na temat bakterii Anaplasma phagocytophilum wsrod
dzikow euroazjatyckich na terenach poinocno-wschodniej Polski (wojewodztwo
warminsko-mazurskie). Analiza sekwencji genu 16S rDNA A. phagocytophilum, na
badanym fragmencie wykazata, ze jest to powszechnie notowany szczep. Identyczne
sekwencje genu 16S rDNA notowano w: Azji (Irak, Japonia, Korea Potludniowa),
Afryce (RPA), Europie (Norwegia, Polska, Belgia, Austria) oraz Ameryce Péinocnej
(USA). Na podstawie analizy filogenetycznej fragmentu genu groEL, wykazano, ze
wykryte szczepy A. phagocytophilum nalezg do ekotypu 1. Wykryto dwa haplotypy
genu groEL, jeden z nich (MT731760) notowano juz wczesniej, drugi (MT731761,
MT731762) zostal wykryty po raz pierwszy. W przypadku markera genetycznego ankA
réwniez wykryto dwa haplotypy. Pierwszy z nich, reprezentowany przez dwie
sekwencje (MT534241, MT731758), byl juz notowany wczesniej i wykazuje 100%
podobienstwa, na analizowanym fragmencie, miedzy innymi do szczepow izolowanych
od ludzi, pséw, koni i kleszczy. Drugi haplotyp (MT731759) zostal wykryty po raz
pierwszy. Analiza filogenetyczna fragmentu genu ankA wykazata, ze wszystkie opisane
w tej pracy szczepy A. phagocytophilum nalezg do klastra I. Na podstawie analiz
sekwencji fragmentu genu 16S rDNA oraz analizach filogenetycznych genow groEL
I ankA, ktore wykazywaty 100% identycznosci z sekwencjami A. phagocytophilum od
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ludzi lub grupowaty si¢ w tych samych ekotypach i klastrach jak ludzkie szczepy HGA,
mozna wnioskowaé, ze dziki euroazjatyckie moga by¢ nosicielami patogennych dla
ludzi szczepoéw A. phagocytophilum. Przedstawione badania pokazujg, ze oba organy tj.

$ledziona i watroba, sg odpowiednie do detekcji bakterii A. phagocytophilum u dzikow.
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Publikacja numer 2

Najwazniejsze wyniki

Przebadano 207 osobnikéw kopytnych przezuwaczy z czterech gatunkow: jelen
szlachetny (Cervus elaphus), sarna europejska (Capreolus capreolus), daniel zwyczajny
(Dama dama) oraz to$ euroazjatycki (Alces alces). 165 osobnikow to zwierzeta dziko
zyjace, a 42 to osobniki hodowlane z dwoch gatunkow: jelen szlachetny (15) i daniel
zwyczajny (27). Na cztery badane gatunki zwierzat, u trzech wykryto DNA Anaplasma
spp., wszystkie proby od danieli zwyczajnych byty ujemne. Amplifikowany fragment
(480 pz) genu 16S rDNA Anaplasma spp. wykryto u 91 osobnikow zwierzat
1 prewalencja wyniosta 43,9%. Przetestowano 90 jeleni szlachetnych, wsrod ktorych
wykryto 50 osobnikdéw pozytywnych (47 osobniki dzikie, 3 osobniki fermowe). Wsrod
70 testowanych saren europejskich DNA Anaplasma spp. wykryto w 39 osobnikach.
Badano 11 osobnikéw tosi euroazjatyckich, dwa z nich daty pozytywny wynik testu na
obecnos¢ Anaplasma spp.. Ze wszystkich pozytywnych prob fragmentu genu 16S
rDNA, 13 zsekwencjonowano. Otrzymane sekwencje poréwnano z danymi z bazy
danych NCBI GenBank i ustalono, ze wszystkie analizowane sekwencje mozna
sklasyfikowa¢ jako fragment genu 16S rDNA Anaplasma phagocytophilum. Z 13
otrzymanych sekwencji, 9 byto identycznych (jelen szlachetny: MZ314415, MZ317900,
MZ317903, MZ317901; sarna europejska: MZ317898, MZ317904, MZ317899; tos
euroazjatycki: Mz317902, Mz317897). Wykryto trzy inne, ale identyczne ze soba,
sekwencje od saren (MZ314417, MZ319389, MZ319390) i jedng od jelenia
szlachetnego (MZ314416), ktora nie byta, w 100%, podobna do innych otrzymanych
w tej pracy sekwencji, ani do zadnych dostgpnych w bazie GenBank. Ta pojedyncza
sekwencja, od jelenia szlachetnego, wykazywata najwyzsze podobienstwo do szczepu
A. phagocytophilum wyizolowanego z sarny (Hiszpania) o numerze MN170723.
W testowanych $ledzionach wykryto 72 proby pozytywne, a w watrobach 42. Tylko
u 23 osobnikdéw oba organy daty pozytywny wynik testu detekcji fragmentu genu 16S
rDNA.

Najwazniejsze wnioski

Porownujac prewalencje Anaplasma phagocytophilum u zwierzat dzikich

i hodowlanych, mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze prewalencja w pierwszej grupie
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(88/165; 53,3%) jest o wiele wyzsza niz w drugiej (3/42; 7,1%). Wsréd danieli
zwyczajnych nie wykryto zadnej proby w ktoérej zidentyfikowano by bakterie
Anaplasma spp.. Taki stan rzeczy moze wynika¢ z tego, ze wiekszo$¢ prob od danieli
pochodzita od zwierzat fermowych, gdzie wedlug przedstawionych badan oraz
swiatowych doniesien prewalencja jest zawsze nizsza niz u zwierzat dzikich. Wedtug
danych zdeponowanych w bazie GenBank, 9 z 13 sekwencji, ktore byly identyczne ze
soba, reprezentuje szczep A. phagocytophilum powszechnie wystepujacy w: Europie,
Azji, Ameryce Polnocnej i1 Afryce; wsrod roéznorodnych gospodarzy: kleszcze,
muchowki, gryzonie, zwierzeta (dzikie, fermowe, towarzyszace) oraz czlowiek.
Pozostate sekwencje od saren europejskich, mialty jeden odpowiednik w bazie GenBank
i byla to sekwencja A. phagocytophilum, rowniez od sarny, z Hiszpanii (MN170723).
Proby pochodzity z réznych regionéw (MZ314417 — woj. opolskie, MZ319389
I MZ319390 — woj. warminsko — mazurskie, MN170723 - Hiszpania) co przemawia za
tym, ze nie chodzi o lokalng mutacje¢ z jednego regionu, tylko ze wérdd saren wystepuje
osobny i unikatowy szczep A. phagocytophilum, ktory wstgpnie w tych badaniach
okreslono jako ,,Anaplasma phagocytophilum roe deer strain”. Analizujac wyniki
wykrywalnosci A. phagocytophilum w poszczegélnych organach, mozna stwierdzié, ze
wsrod przezuwaczy, $ledziona jest bardziej efektywnym materialem do tego typu
analiz. W probach ze $ledziony uzyskano prawie 2 razy wigcej wynikow pozytywnych
niz w probach z watroby. Na podstawie analizy statystycznej stwierdzono, ze szczepy
A. phagocytophilum czesciej notuje si¢ wsrod mtodych osobnikow, a warto$¢ graniczna
poréwnania wystepowania tych bakterii wsrdd samic i samcow, moze sugerowac, ze to

wsrod samic bakterie Anaplasma phagocytophilum sg bardziej powszechne.
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Publikacja numer 3

Najwazniejsze wyniki

W przedstawionych badaniach przebadano 29 osobnikow zubra europejskiego
i 13 osobnikow tosia euroazjatyckiego, tacznie przeanalizowano préoby od 42
osobnikow i wykryto 11 prob pozytywnych w kierunku Anaplasma spp.. Wsrod zubrow
europejskich prewalencja wyniosta 24,14% (7/29), a wsérdd tosi euroazjatyckich 30,76%
(4/13). Sekwencjonowane proby wykazaly obecno$¢ materiatu genetycznego fragmentu
genu 16S rDNA A. phagocytophilum. Ten marker genetyczny wykryto u zubrow
europejskich w 6 probach ze $ledzion 1 1 probie z watroby. Sekwencje nukleotydowe,
fragmentu genu 16S rDNA, od tosi euroazjatyckich zostaty opisane w Publikacji nr 2.
Fragment genu groEL, amplifikowano od 5 osobnikéw zubra europejskiego i 4
osobnikow tosia euroazjatyckiego. Fragment genu ankA, amplifikowano w 5 probkach,

od 2 osobnikdéw zubra europejskiego i 3 osobnikdéw tosia euroazjatyckiego.

Najwazniejsze wnioski

Sekwencje nukleotydowe genu 16S rDNA (ON007214, ON025953) od zubroéw
europejskich reprezentuja grupe powszechnie wystepujacych bakterii z gatunku
Anaplasma  phagocytophilum.  Sekwencje  wykazuja  100%  identyczno$¢
do rekordéow z bazy GenBank od: saren, jeleni, lisow, pséw, kotow, myszy, jezy,
kleszczy, dzikow, owiec, koni oraz ludzi. Otrzymane sekwencje fragmentu genu groEL
nalezg do 5 haplotypow, tylko dwie sekwencje OM835687 i OM835688 sg identyczne.
Cztery z pigciu haplotypow, reprezentowanych przez sekwencje: OMB835683,
OM835684, OMS835686 1 OM835687, byly juz wczesniej notowane i maja swoje
odpowiedniki w bazie internetowej NCBI GenBank. Ostatni pigty haplotyp OM835689
nie byl nigdy wczesniej notowany. Przedstawione wyniki genotypowania szczepOw
A. phagocytophilum od zubréw europejskich z wykorzystaniem genu groEL to pierwsze
tego typu sekwencje na $wiecie, dzigki ktorym mozna przypisaé wykryte szczepy
A. phagocytophilum do konkretnego ekotypu — naleza one do ekotypu I. Probki od tosi
euroazjatyckich po analizie filogenetycznej fragmentu genu groEL zaklasyfikowano do
dwoch grup: ekotyp I i Il. Otrzymane sekwencje fragmentu genu ankA nalezg do 5
haplotypéw. Tylko jeden z nich — OM835681 byt notowany wczesniej, pozostate 4:
OMS835678, OMS835679, OMS835680 i OMS835682, sa nowe. Zaden z otrzymanych
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haplotypow genu ankA nie byt taki sam, a wicksza cze¢$¢ nigdy nie byta notowana, co
sugeruje wyzszy poziom zmienno$ci genetycznej tego genu niz w przypadku gendéw
groEL czy 16S rDNA. Analiza filogenetyczna fragmentu genu ankA
A. phagocytophilum od zubréw europejskich wykazata, ze wykryte szczepy bakterii
nalezy przypisa¢c do klastra II, do ktorego naleza haplotypy genu ankA
A. phagocytophilum izolowane od hodowlanych przezuwaczy. Jedna z sekwencji genu
ankA od tosia na podstawie analizy filogenetycznej zostata przypisana do klastra I gdzie
grupuja si¢ szczepy m.in. od: koni, psow, kleszczy i ludzi. Przedstawione wyniki to
pierwsze w Polsce, dane na temat genotypowania szczepow A. phagocytophilum,
z wykorzystaniem gendéw QgroEL i ankA wyizolowanych od tosi euroazjatyckich.
W przypadku genu ankA jest to pierwsze notowanie na $wiecie. Rowniez po raz
pierwszy badano zubry europejskic z populacji Bieszczadzkiej pod wzgledem
wystepowania A. phagocytophilum, wszystkie wczesniejsze doniesienia naukowe w tym
temacie dotyczyly tylko populacji Bialowieskiej. Wszystkie trzy markery genetyczne:
groEL, ankA i 16S rDNA, zarowno od tosi jak i zubréw, sa identyczne albo grupuja si¢
w ekotypach lub klastrach ze szczepami HGA, co z wysokim prawdopodobienstwem
oznacza, ze wykryte szczepy A. phagocytophilum opisane w publikacji moga by¢
potencjalnie chorobotwoércze dla czlowieka. Na podstawie tych informacji mozemy
wnioskowac¢, ze dwa gatunki najwigkszych dzikich przezuwaczy w Polsce, stanowig

rezerwuar zoonotycznych szczepoéw Anaplasma phagocytophilum.
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Genotypowanie szczepéw Anaplasma phagocytophilum izolowanych od saren

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

Jelen szlachetny 1 sarna europejska to dwa gatunki, najpowszechniej
1 najbardziej licznie wystepujacych w Polsce, dzikich przezuwaczy. Bogate tradycje
gospodarki towieckiej oraz rosnace zapotrzebowanie na dziczyzng¢ w branzy
gastronomicznej sprawia, ze ludzie majg staly kontakt z tymi zwierz¢tami. Oba
opisywane w tym rozdziale gatunki sg nosiciclami szczepéw Anaplasma
phagocytophilum (Publikacja nr. 2). Aby kompleksowo omowi¢ temat szczepow
bakterii A. phagocytophilum wsrod saren i jeleni, wykonano analizy markeréw
genetycznych groEL i ankA. Przedstawione wyniki pozwolg na lepsze poznanie
badanych szczepoéw oraz poszerzenie, juz dostgpnej, wiedzy na temat krazenia

i znaczenia bakterii A. phagocytophilum w srodowisku naturalnym.

Wyniki
groEL

Otrzymane sekwencje nukleotydowe fragmentu genu groEL reprezentujg 5
haplotypow. W badanej grupie zwierzat nie wykryto nowych haplotypow, wszystkie
sekwencje byly juz notowane i w bazie internetowej GenBank maja swoje
odpowiedniki. Sekwencje nukleotydowe genu groEL A. phagocytophilum z izolatow,
od jeleni szlachetnych byly identyczne (ON604852 — ON604857). Fragmenty genu
groEL amplifikowane z materiatbw pobranych od saren europejskich nalezg do 4
haplotypéw (ON604846, ON604848, ON604849, ON604850). Analiza filogenetyczna
markera genetycznego groEL pozwolita ustali¢, ze izolaty A. phagocytophilum od jeleni

szlachetnych nalezg do ekotypu I, a od saren europejskich do ekotypu I'i Il (Ryc.7).
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100 — Ixodes persulcatus Russia HM366570 III
100 L—  Myodes rutilus Russia KF745744
L Myodes glareolus Slovakia KF383230
100 — Ixodes ricinus Italy KF031393 (Ticks feeding on birds) IV
L—  Ixodes ricinus Switzerland JX082323
Bison bonasus Poland OMB835689
—— Bison bonasus Poland OM835686
Bison bonasus Poland OMB835897
—E Bison bonasus Poland OM835898
Ixodes ricinus Spain HM057232
a1 '—- Alces alces Poland OM835684
Cervus elaphus Slovenia KM215261
Alces alces Sweden KC800986
—  Sus scrofa Slovakia KR092132
—  Ovis aries Norway AF548385
— Bos taurus France KJ832487
L Bos taurus Germany KU587060 |
Alces alces SwedenMK 069691
—  Cervus elaphus Norway MK 069963
F—  Bos tarrus Germany GQ452230
Ixodes ricimus Spain MK341070
———— Homo sapiens Slovakia AF033101
—————————— Homo sapiens USA JF494839
— Capreolus capreolus Poland ON604850
Canis lupus familiaris Russia MH535862
Erinaceus roumanicus Hungary KF803998
F—  Canis lupus familiaris Albania KU712088
Capreolus capreelus Poland ON604849
Qg Alces alces Norway MK 069949
Cerviis elaphus Norway MK069696
Ixodes ricinis Norway MK069846
'— Cervus elaphus Poland ON 6046852-57

100%

Capreolus capreolus Poland ON604848
Capreolus capreotus Slovenia AF478555
Alces alces Norway MK069784
Capreolus capreohus Norway MK069687
Capreolus capreofus Germany KU712121
— Alces alces Sweden KC800984
—— Ixodes ricinus Germany AY281848 I I
— Capreolus capreolus Slovakia MF061230
—— Capreolus capreolus Poland ONG604846-7, ON604851
— Capreolus capreoius Germany KU712124
— Ixodes ricinus Italy EUS552923
—— Capreolus capreolus Ausria AY 220467
_E Alces alces Poland OM835683
Ixodes ricinus Norway MK069690

0.03

Rycina 7. Drzewo filogenetyczne fragmentu genu groEL (486 pz) A. phagocytophilum, skonstruowane metoda analizy wnioskowania bayesowskiego (BI). Model ewolucji HKY + I. Analiza
zostata przeprowadzona dla 2 000 000 pokolen, przy czym 500 000 pokolen odrzucono jako ,,wypalenie”. Wsparcie weztowe jest wskazywane jako prawdopodobienstwo bayesowskie
a posteriori. Stupki skali sa proporcjonalne do liczby podstawien na miejsce. Haplotypy opisywane w niniejszym rozdziale zostaty wyttuszczone. I-1V - ekotypy wedtug Jahfari et al., 2014



ankA

Otrzymane sekwencje nukleotydowe fragmentu genu ankA reprezentujg 7
haplotypow. Wsrod sekwencji uzyskanych od saren europejskich 3 izolaty byly
identyczne (ON646026, ON646027, ON646028). Tylko jeden haplotyp (ON646031)
niec byl nigdy wczesniej notowany, pozostale o roznej sekwencji (ON646029,
ON646030, ON646026) maja odpowiedniki w bazie GenBank. Wykryto 3 haplotypy
fragmentu genu ankA ze szczepow A. phagocytophilum od jeleni szlachetnych. Tylko
jeden haplotyp (ON646032) byt notowany wczesniej, pozostale dwa reprezentowane
przez sekwencje ON646033 1 ON676564, sg nowe. Od dwodch réznych osobnikéw
jeleni szlachetnych uzyskano identyczne sekwencje fragmenty genu ankA (ON646033,
ONG646034). Na podstawie analizy filogenetycznej szczepy izolowane od saren
europejskich naleza do klastra I i 11, a wszystkie izolaty od jeleni szlachetnych naleza do

klastra | (Ryc. 8).
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Alces alces Poland OM835678

Bison bonasus Poland OM835682
86 Bison bonasus Poland OM835682
87 Bog taurus Spain GU236729
Bos taurus Norway GU236731
Bos taurus Germany KC776919
Cwis aries Norway GU236757
Cvis aries Norway CP015376
Cvis aries Norway GU236755
Cwis aries Norway GU236771

100

100

Cervies elaphus Slovenia GU236722

— Cervus elapfus Poland ON676564

I Cervus elaphus Poland ON646033-34

Alces alces Poland LAY

Cerviey elaphus Slovenia GU236719
Cervis elaphus Poland GU236725

Cervas elaphus Poland ON646032
Cervies elaphus Slovenia GU236718

86

Capreolus capreolus Poland ON646031
Homo sapiens Slovenia GU236802
75 Canis lupus familiaris Germany GU236825
90 Felis catus Switzerland FI515309
Canis lupus familiaris Austria GU236826
Ivodes ricinus Belarus HQ629929

Homo sapiens Slovenia GU236801
9§[

Fguus cabalius Germany GU236857

Canis lupus jamiliaris Germany GU236837.
Ixodes ricinus Russia HQ629926

~ Capreolus capreolus Poland ON646026-28

Capreolus capreofus Poland ONG46029

Caprolus caprecius Spain GU236897

Caprolus caprecius Germany GU236894

Ixodes ricinus Germany AY282375
Capreolus capreolus Poland ON646030

95 Caprolus capreolus Slovenia GU236904

Caprolus capreclus Spain GU236898
Caprolus capreolus Germany GU236867

Caprolus capreolus Slovenia GU236908

- Caprolus capreclus Slovenia GU236909

|- Ixodes ricimus Germany AY282368

L Caprolus capreolus Germany GU236869

100

0.5

Rycina 8. Drzewo filogenetyczne fragmentu genu ankA (633 pz) A. phagocytophilum, skonstruowane metoda analizy wnioskowania bayesowskiego (BI). Model ewolucji GTR + | + G. Analiza
zostata przeprowadzona dla 2 000 000 pokolen, przy czym 500 000 pokolen odrzucono jako ,,wypalenie”. Wsparcie weztowe jest wskazywane jako prawdopodobienstwo bayesowskie
a posteriori. Stupki skali sa proporcjonalne do liczby podstawien na miejsce. Haplotypy opisywane w niniejszym rozdziale zostaty wytluszczone



Dyskusja

W badanej grupie jeleni szlachetnych i saren europejskich zidentyfikowano pigc
réznych haplotypéw fragmentu genu groEL. Analiza sekwencji groEL w programie
internetowym NCBI BLAST wykazata, ze wszystkie haplotypy mozna zaklasyfikowac
jako europejskie ekotypy. Mimo wystepowania w bazie danych GenBank sekwencji
genu groEL z Agzji (MT010579.1, KY379956.1, MNO989864.1, MH722253.1,
MH722254.1), Ameryki Polnocnej (AY219849.1, AF383227.1, JF494840.1,
DQ680012.1) i Ameryki Potudniowej (MW699686.1, MW699687.1), uzyskane w tych
badaniach haplotypy nie wykazaty 100% identycznosci z zadnym z tych przyktadowych
rekordow. Haplotypy ON604852-ON604857, ON604849 i ON604850 nalezg do
ekotypu | (Ryc. 7). Sekwencje nukleotydowe fragmentu genu groEL
A. phagocytophilum od saren europejskich (ON604849, ON604850) wykazujg wyzszy
procent zgodnosci z izolatami od jeleni szlachetnych — zgodnos$¢ na poziomie 99%, niz
z izolatami od saren europejskich — zgodnos¢ ok. 95%. Sekwencje ON604849
1 ON604850, nie charakterystyczne dla sarniego gospodarza sg notowane powszechnie
w Europie m.in. w: Niemczech (kleszcz pospolity AY281823.1), Francji (krowa
KJ832474), Szwajcarii (koza GQ452227.2), Czechach (jez wschodni MW013536.1)
oraz Norwegii (fo$ euroazjatycki MK069949.1, jelen szlachetny MK069696.1, kleszcz
pospolity MK069797.1). Istotnym jest fakt, ze sekwencja ON604849 (izolat z sarny
S36) byt notowany tylko w Norwegii i zadnym z gospodarzy nie byta sarna. U jelenia
szlachetnego  zidentyfikowano jeden  haplotyp  fragmentu genu  groEL
A. phagocytophilum, ktory notuje si¢ wsrdd: jeleni szlachetnych (MK069963.1,
KU712106.1), koni (KJ832471), owiec (MZ348280) oraz kleszczy (MKO069889,
MW732493.1, KF312358.1). W badaniach opisano jeszcze dwa haplotypy fragmentu
genu groEL uzyskanych od saren europejskich (grupa I: ON604846, ON604847,
ONG604851, grupa Il: ON604848) (Tab. 3). Te dwa haplotypy nalezag do ekotypu II
(Ryc. 7) i rownie powszechnie, jak wczesniej opisane haplotypy, wystepuja w catej
Europie jednak notuje si¢ je tylko u trzech gatunkéw gospodarzy: sarny europejskiej,
tosia euroazjatyckiego i kleszczy z rodzaju Ixodes. Przypisanie wyzej opisanych
haplotypow od jeleni szlachetnych i saren europejskich do ekotypu I oraz haplotypow
od saren europejskich do ekotypu II, jest zgodne z wczes$niejszymi doniesieniami ha
temat podzialu szczepéw Anaplasma phagocytophilum na ekotypy (Jahfari i wsp.,
2014).
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Tabela 3. Haplotypy fragmentu genu groEL z izolatow A. phagocytophilum od saren europejskich i jeleni

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

HAPLOTYPY HAPLOTYPY
.. zgodne w 100%
EKOTYP GOSPODARZ (numer sekwencji (numer sekwegji GOSPODARZ KRAJ
GenBank) GenBank
MK069963 el szlachetn Norwegia
KU712106 ) Y TAustria
KJ832471 kon Francja
jelen szlachetny ON604852-87 MZ348280 owca Niemcy
MKO069889 Kleszcz Norwegia
MW?732493 ospolit W. Brytania
KF312358 POSPOTIty Polska
MK069949 fos
| euroazjatycki
ON604849 MKO069696 jelen szlachetny ~ Norwegia
. kleszcz
sarna europejska MKO069797 pospolity
kleszcz .
AY281823 pospolity Niemcy
ON604850 KJ832474 krowa Francja
GQ452227.2 koza Szwajcaria
MW013536.1 jez wschodni Czechy
MN093177.1 Kleszcz Holandia
pospolity
ONG04846-47 KU712112.1 sarna europejska Niemcy
ON6048451 KC800984.1 to$
) euroazjatycki
) AY220467.1 sarna europejska  Austria
1 sarna europejska
KF031380.1 kleszcz Wiochy
HQ629905.1 pospolity Estonia
tos .
ON604848 MKO069774.1 euroazjatycki Norwegia
GQ988754.1 . Awustria
sarna europejska -
KU712121.1 Niemcy

W badanej grupie jeleni szlachetnych i saren europejskich zidentyfikowano

siedem réznych haplotypow fragmentu genu ankA A. phagocytophilum. Trzy haplotypy
izolowane od saren europejskich (ON646026, ON646029, ON646030) notuje si¢
w trzech Europejskich krajach: Hiszpania, Niemcy,
europejskich (GU236905.1, GU236879.1, GU236900.1) i kleszczy z rodzaju Ixodes
(AY282386.1). Analiza filogenetycznej fragmentu genu ankA A. phagocytophilum od

Stowenia, tylko u saren

saren europejskich potwierdza Scista korelacje 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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grupuja si¢ do klastra I (Ryc. 8) co jest zgodne z doniesieniami literaturowymi, ze to
glownie w tym klastrze, grupuja si¢ 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 najwyzsza identyczno$¢ (99,83%) wykazywat do
haplotypu ankA A. phagocytophilum od jelenia szlachetnego ze Slowenii
(GU236718.1). Ten haplotyp sklasyfikowano do klastra | (Ryc. 8), gdzie rowniez notuje
si¢ obecnos$¢ izolatow A. phagocytophilum od saren europejskich. Wspolna analiza
fragmentow gendow ankA i groEL dla izolatu A. phagocytophilum od sarny europejskiej
S36 sugeruje, ze ten osobnik byl nosicielem nie charakterystycznego dla sarny
europejskiej szczepu A. phagocytophilum. Wszystkie 3 haplotypy fragmentu genu ankA
A. phagocytophilum od jeleni szlachetnych nalezg do klastra I (Ryc. 8), gdzie zgodnie
z doniesieniami literaturowymi przypisuje si¢ 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. Najwyzsze
podobienstwo (99,69%) wykazuje do sekwencji fragmentu genu ankA od: psow
(KJB832286.1), kleszczy (HQ629928.1), koni (GU236863.1), owiec (GU236791.1)
I czlowieka (GU236805.1, AF100888.1). Dwa pozostale haplotypy ON646032
i ON676564 nie sg identyczne, ale wykazuja najwyzsze podobienstwo 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
ONG676564 do tej samej sekwencji z bazy GenBank wykazuje podobienstwo na
poziomie 99,68%.

Analiza sekwencji 1 analiza filogenetyczna fragmentow gendow: 16S rDNA,
groEL i ankA, wykazata, ze wyizolowane szczepy A. phagocytophilum od jeleni
szlachetnych majg identyczne sekwencje lub grupuja si¢ w ekotypach i klastrach
z bakteriami A. phagocytophilum izolowanych od ludzi. Dlatego tez istnieje
prawdopodobiefnstwo, zZe jelenie szlachetne moga stanowi¢ naturalny rezerwuar

potencjalnie chorobotworczych szczepow A. phagocytophilum dla cztowieka.

Szczepy A. phagocytophilum od saren europejskich, te ktore s3
charakterystyczne dla tego gospodarza, nie wykazuja podobienstw do szczepow

zoonotycznych. Jednak z uwagi na to, ze sarny moga by¢ nosicielami nie
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specyficznych, dla gatunku, szczepoéw A. phagocytophilum (jak sarna S36) to niec mozna
wykluczy¢, ze wsrod saren europejskich bedzie si¢ wykrywaé zoonotyczne Szczepy

A. phagocytophilum.

Do amplifikacji fragmentu genu ankA A. phagocytophilum w prébach
izolowanych od saren europejskich, zaprojektowano nowe startery (rozdziat Metody).
Zmiana starterow byla spowodowana bardzo niska skuteczno$cig amplifikacji genu
ankA w DNA wyizolowanym od saren europejskich z wykorzystaniem starteréw
literaturowych (Massung i wsp., 2007). W poczatkowej fazie badan wybrano te startery
literaturowe, poniewaz wiele zespoldw badawczych z calego §wiata wykorzystywato te
startery do amplifikacji fragmentu genu ankA od wielu réznych 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 starterow
literaturowych od: dzikow euroazjatyckich, zubrow europejskich, losi euroazjatyckich
I jeleni szlachetnych. Jednak w przypadku saren europejskich po przebadaniu prob
DNA od 25 osobnikow wykryto tylko jedng probe dodatnig (S36) (1/25, 4%).
W podzniejszych analizach wykazano, ze ta jedna pozytywna proba z sarny S36
reprezentuje szczep A. phagocytophilum, nie charakterystyczny dla populacji
gospodarzy jakim sg sarny europejskie. Zmiana starterow pozwolila na amplifikacje
fragmentu genu ankA A. phagocytophilum z DNA izolowanego od saren europejskich
na poziomie okoto 70%. Ponizej przedstawiono zestawienie zdje¢ zeli po rozdziale
elektroforetycznym produktow reakcji nested-PCR amplifikacji fragmentu genu ankA
A. phagocytophilum od tych samych osobnikéw saren europejskich z wykorzystaniem:
(A) starteréw literaturowych, (B) nowych starterow, zaprojektowanych w IP PAN
(Ryc. 9).
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Rycina 9. Zdjecia zeli agarozowych, po elektroforezie produktow reakcji nested-PCR amplifikacji
fragmentu genu ankA A. phagocytophilum izolowanych od saren europejskich z wykorzystaniem (A)
starterow literaturowych, (B) starteroéw zaprojektowanych w IP PAN. (M)- marker, (S1-S63)- proby
badane, (K+)- kontrola dodatnia (izolat srodowiskowy z tosia euroazjatyckiego, numer sekwencji w bazie
GenBank OM835679), (K-) — kontrola ujemna (KK-)- kontrola kontroli ujemnej z pierwszej reakcji

87|Strona



Podsumowanie

Przebadano 305 osobnikow z 6 gatunkow zwierzat z 7 wojewodztw.

Bakterie Anaplasma spp. wykryto u 112 osobnikéw i prewalencja wyniosta
36,7%. To pierwsze tak powszechne badanie dziko zyjacych zwierzat townych
w Polsce. Okreslono prewalencje bakterii z rodzaju Anaplasma u: jelenia
szlachetnego (55,6%), sarny europejskiej (55,7%), tosia euroazjatyckiego
(30,8%), zubra europejskiego (24,1%), dzika euroazjatyckiego (20,34%).

Nie wykryto prob dodatnich w kierunku Anaplasma spp. wsrod danieli
zwyczajnych.

Wszystkie zsekwencjonowane, losowo wybrane, proby genu 16S rDNA
pozwolity na klasyfikacje izolatow do gatunku Anaplasma phagocytophilum.
Wykryto 3 haplotypy genu 16S rDNA, dwa notowane wczesniej (haplotyp 1:
ONO025953, MZ314415, MZ317898, MZ317902; haplotyp 2: MZ314417,
MZ319389) i jeden nowy (MZ314416).

Otrzymano 12 réznych haplotypéw 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 wykazata, ze izolaty A. phagocytophilum od
badanych zwierzat naleza do dwoch z czterech opisanych w literaturze
ekotypoéw tj. ekotypu I i II. Szczepy klasyfikujace si¢ do ekotypu | wykryto
w kazdym z gatunkéw badanych zwierzat, a ekotyp Il identyfikowano u saren
europejskich 1 tosi euroazjatyckich.

Otrzymano 15 réznych haplotypow genu ankA, 8 z nich wykryto po raz
pierwszy (MT731759, OM835678, OMS835679, OM835690, OM835682,
ON646031, ON646033, ON676564). W sumie, w bazie GenBank zdeponowano
18 sekwencji nukleotydowych fragmentu genu ankA.

Analiza filogenetyczna genu ankA wykazata, ze izolaty A. phagocytophilum od
badanych zwierzat nalezg do trzech z pieciu opisanych w literaturze klastrow tj.
Klastra I, Il i 1V. Szczepy klasyfikujace si¢ do klastra I wykryto wsrod: jeleni
szlachetnych, saren europejskich, dzikéw euroazjatyckich i tosi euroazjatyckich.
Bakterie A. phagocytophilum z klastra 11 zidentyfikowano u saren europejskich,

a szczepy od zubrow europejskich naleza do klastra V.
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Wsrod 5 gatunkéw analizowanych zwierzat, na podstawie analizy trzech
markeréw genetycznych: 16S rDNA, groEL i ankA stwierdzono wystepowanie
szczepéw bakterii A. phagocytophilum, ktére maja sekwencje w 100%
identyczne na analizowanych fragmentach genéow lub wedlug analizy
filogenetycznej grupujg si¢ ze szczepami A. phagocytophilum wykrytymi

u cztowieka.
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Whioski

e Potwierdzono, ze bakterie Anaplasma phagocytophilum powszechnie wystepuja
wsrod badanych dzikich kopytnych zwierzat w Polsce.

e Zwierzeta kopytne w Polsce sg nosiciclami potencjalnie zoonotycznych
szczepow A. phagocytophilum.

e Potwierdzono, ze prewalencja A. phagocytophilum jest znacznie wyzsza
u zwierzat dzikich niz u hodowlanych.

o Sledziona, jako tkanka obwodowa w  badaniach  prewalencji
A. phagocytophilum, stanowi bardziej wydajne zrodto materiatu biologicznego
do detekcji DNA tych bakterii niz watroba. Obecno$¢ DNA Anaplasma spp.
wykrywano istotnie cze$ciej w probkach ze §ledziony niz z watroby (ok. 2-
krotnie).

e Analiza statystyczna wykazala, ze bakterie A. phagocytophilum czgsciej
wystepuja u osobnikéw mtodych niz u dorostych.

e Analiza statystyczna wystgpowania A. phagocytophilum, u dorostych
osobnikow, wykazata wyzsza prewalencje u samic niz u samcow.

e Stworzenie duzej i roznorodnej bazy danych markerow genetycznych dotyczacej
szczepow A. phagocytophilum oraz poréwnanie otrzymanych wynikow
z dostepna literatura, pozwala na postawienie nowej hipotezy, ze 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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