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1. Streszczenie

Strzyzaki (syn. jelenice) nalezg do rodzaju Lipoptena Nitzsch, 1818. Owady te sg potencjalnymi
wektorami patogenow o znaczeniu epizoonotycznym. Szczeg6lng uwage nalezy zwrocic¢ na Lipoptena
cervi (Linnaeus, 1758) - rodzimy gatunek owada oraz Lipoptena fortisetosa (Maa, 1965) - gatunek
inwazyjny rozprzestrzeniajacy si¢ po Europie. Strzyzaki sa ektopasozytami zywigcym si¢ krwia.
Ich zywicielami specyficznymi sg jeleniowate w tym: jelen sika, jelen szlachetny, daniel zwyczajny,
sarna europejska i to§ euroazjatycki. Opisywane ektopasozyty identyfikowano réwniez
u niespecyficznych zywicieli takich jak: kon, zubr, krowa i pies. W literaturze odnotowano réwniez
przypadki infestacji ludzi. Ugryzienia Lipoptena spp. moga powodowaé ostre lub przewlekte,
eozynofilowe lub limfocytarne zapalenie skory, lysienie, a nawet wstrzas anafilaktyczny. Ich rola
W przenoszeniu patogendéw nie zostata do tej pory doktadnie zbadana. W badaniach nad L. cervi
wykazano obecno$¢ materiatu genetycznego wielu patogendéw w tym: Anaplasma spp., Bartonella spp.,
Borrelia spp., Rickettsia spp., Theileria spp. i Trypanosoma spp. Okre$lono rdéwniez warunki
srodowiskowe wplywajace na aktywno$¢ tego gatunku w $rodowisku, jednak dalsze prace badawcze
nad przenoszeniem patogendéw i biologia tej muchowki nie byly kontynuowane. Nalezy réwniez
zauwazyC¢, ze w odniesieniu do L. fortisetosa nie przeprowadzono podobnych badan. Na brak
zainteresowania tym owadem wskazuje nawet brak oficjalnej polskiej nazwy.

W Polsce L. fortisetosa zostata po raz pierwszy zidentyfikowana na terenie Dolnego Slaska
pod koniec lat 80. XX wieku. W latach 2007-2012 obecnos¢ tego gatunku potwierdzono w potudniowe;j
i potnocnej Polsce. Ektopasozyt ten zostal zidentyfikowany na terenie Wielkopolski w 2017 roku

Celem przeprowadzonych badan byla ocena korelacji migdzy liczebnoscig L. fortisetosa
poszukujacych zywicieli w $rodowisku a wybranymi warunkami czasowo-mikroklimatycznymi
W lasach na poczatku okresu poszukiwania zywicieli. Celem badan byla rowniez ocena wystepowania
L. fortisetosa w potnocno-wschodniej Polsce oraz okreslenie zwigzkow filogenetycznych z innymi
sekwencjami L. fortisetosa uzyskanymi w poprzednich badaniach. Kolejnym celem badan
byta identyfikacja materiatu genetycznego patogendéw o potencjale zoonotycznym u L. fortisetosa
pozyskanych z zywicieli specyficznych i ze $rodowiska. Ostanim celem badan byta ocena rdéznic
genetycznych migdzy populacjami L. cervi oraz okreSlenie zwigzkow filogenetycznych z innymi
sekwencjami L. cervi uzyskanymi w poprzednich badaniach.

Dane do badan nad fenologia L. fortisetosa pozyskiwano w okresie od 6 maja do 15 lipca 2019
i 2020 roku w naturalnym lesie mieszanym. W trakcie badan rejestrowano liczbe zebranych strzyzakow,
date pobrania probki (czas w dniach), temperature (°C), wilgotno$¢ wzgledna (%), ciSnienie powietrza
(hPa) i predkos¢ wiatru (km/h). Do badan molekularnych nad probkami L. fortisetosa i L. cervi
pozyskanych z réznych regionow Polski wykorzystano gen 16S rRNA. Uzyskane wyniki poddano
analizie filogenetycznej. Pozyskane w trakcie badan DNA przeanalizowano na obecno$¢ nastepujacych
patogendéw: Anaplasma ovis, Anaplasma phagocytophilum, Babesia spp., Bartonella spp., Borellia spp.,
Coxiella burnetii, Francisiella tularensis, Mycoplasma spp.,
Rickettsia spp. i Theileria spp. przy uzyciu reakcji tancuchowej polimerazy i sekwencjonowania.

Wyniki przedstawionych badan dostarczaja dodatkowych dowodow na to, ze populacje
L. fortisetosa w Europie Srodkowej maja rozne linie genetyczne. Wyniki dotychczasowych badan
wskazuja, ze L. fortisetosa utworzyla stabilne i zréznicowane genetycznie populacje w catej Polsce.
Genetyka populacji L. fortisetosa powinna by¢ dalej badana w celu $ledzenia migracji
tych ektopasozytow na terenie Europy Potnocnej i Zachodniej. Potrzebne sa dalsze badania, aby wykry¢
nowe lokalizacje i przeanalizowac linie genetyczne L. fortisetosa. Sekwencje zidentyfikowane
w tych badaniach wskazuja, ze populacja L. fortisetosa kontynuuje rozprzestrzenianie sie, pomimo
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ograniczen geograficznych. Prezentowane badania ujawniaja zmienno$¢ genetyczng w genie 16S rRNA
populacji L. fortisetosa i L. cervi w wybranych wojewddztwach Polski. Badane regiony
byty skolonizowane przez dwa dominujace haplotypy L. cervi, ktore zidentyfikowano w innych krajach
Europy Srodkowej, a lokalne haplotypy wykryto w pojedynczych przypadkach. W analizowanych
probkach L. fortisetosa, pobranych od zwierzat i ze $rodowiska, znajdowat si¢ materiat genetyczny
A. phagocytophilum, Babesia spp., Bartonella spp., Borellia spp., Coxiella-like endosymbionts,
Francisiella tularensis, Mycoplasma spp., Rickettsia spp., oraz Theileria spp. Przyszte badania
moga ujawni¢ kompetencje L. fortisetosa jako wektora biologicznego lub mechanicznego.
Rola L. fortisetosa jako wektora patogenéw wymaga dalszych, bardziej rozlegtych badan ze wzgledu
na ich nowe miejsca kolonizacji oraz loty na ludzi i zwierzeta. Sa to istotne kwestie, ktore wymagaja
dalszej uwagi.

Stowa Kkluczowe: strzyzaki; ekofizjologia; ektopasozyty; Hippoboscidae; choroby zakazne;
narzgpikowate; fenologia; filogenetyka; zmienno$¢ czasowo-klimatyczna; wektory; choroby
przenoszone przez wektory
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2. Abstract

Deer keds (syn. louse flies) belong to the genus Lipoptena Nitzsch, 1818. These insects
are potential vectors of pathogens of epizoonotic importance. Particular attention should be paid
to Lipoptena cervi (Linnaeus, 1758) - a native insect species and Lipoptena fortisetosa (Maa, 1965) -
an invasive species spreading across Europe. Deer keds are blood-sucking ectoparasites. Their specific
hosts are cervids, including: sika deer, red deer, European fallow deer, European roe deer and Eurasian
elk. The aforementioned ectoparasites were also identified in non-specific hosts such as: horse,
European bison, cow and dog. Cases of human infestation have also been reported in the literature.
Lipoptena spp. bites can cause acute or chronic eosinophilic or lymphocytic dermatitis, alopecia
and even anaphylactic shock. Their role in the transmission of pathogens has not been thoroughly
investigated so far. Studies on L. cervi have shown the presence of genetic material of many pathogens,
including: Anaplasma spp., Bartonella spp., Borrelia spp., Rickettsia spp., Theileria spp.
and Trypanosoma spp. Environmental conditions affecting the activity of this species in the environment
were also determined, but further research on the transmission of pathogens and the biology of this louse
fly was discontinued. It should also be noted that similar studies have not been carried
out for L. fortisetosa. Even the lack of an official Polish name indicates the minor interest in this insect.

In Poland, L. fortisetosa was first identified in Lower Silesia in the late 1980s. In the years
2007-2012, the presence of this species was confirmed in southern and northern Poland.
This ectoparasite was identified in Greater Poland in 2017.

The aim of the study was to assess the correlation between the abundance of L. fortisetosa
searching for hosts in the environment and selected time and microclimatic conditions in forests
at the beginning of the search for hosts. The aim of the study was also to assess the occurrence
of L. fortisetosa in north-eastern Poland and to determine phylogenetic relationships with other
L. fortisetosa sequences obtained in previous studies. Another aim of the research was to identify
the genetic material of pathogens with zoonotic potential in L. fortisetosa obtained from specific hosts
and from the environment. The final aim of the study was to assess genetic differences between L. cervi
populations and to determine phylogenetic relationships with other L. cervi sequences obtained
in previous studies.

Data for research on the phenology of L. fortisetosa were obtained in the period
from May 6 to July 15, 2019 and 2020 in a natural mixed forest. During the study, the number of deer
keds collected, the date of sample collection (time in days), temperature (°C), relative humidity (%),
air pressure (hPa) and wind speed (km/h) were recorded. The 16S rRNA gene was used for molecular
studies on samples of L. fortisetosa and L. cervi obtained from various regions of Poland. The DNA
obtained during the tests was analyzed for the presence of the following pathogens: Anaplasma ovis,
Anaplasma phagocytophilum, Babesia spp., Bartonella spp., Borellia spp., Coxiella burnetii,
Francisiella tularensis, Mycoplasma spp., Rickettsia spp. i Theileria spp. using polymerase chain
reaction and sequencing.

The results of the presented study provide additional evidence that the populations
of L. fortisetosa in Central Europe have different genetic lineages. The results of previous studies
indicate that L. fortisetosa has formed stable and genetically diverse populations throughout Poland.
The population genetics of L. fortisetosa should be further studied in order to track the migration of these
ectoparasites in northern and western Europe. More research is needed to detect new locations
and analyze the genetic lineages of L. fortisetosa. The sequences identified in these studies indicate,
that the L. fortisetosa population continues to spread despite geographic constraints. The presented
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research reveals the genetic variability in the 16S rRNA gene of L. fortisetosa and L. cervi populations
in selected voivodeships of Poland. The study regions were colonized by two dominant L. cervi
haplotypes that were identified in other Central European countries, and local haplotypes were detected
in isolated cases. The analyzed samples of L. fortisetosa, taken from animals and the environment,
contained genetic material of A. phagocytophilum, Babesia spp., Bartonella spp., Borellia spp.,
Coxiella-like endosymbionts, Francisiella tularensis, Mycoplasma spp., Rickettsia spp., and Theileria
spp. Future research may reveal the competence of L. fortisetosa as a biological or mechanical vector.
However, the role of L. fortisetosa as a vector of pathogens requires further, more extensive research
due to their new colonization sites and flights on humans and animals. These are important issues
that require further attention.

Keywords: deer keds; ecophysiology; ectoparasites; Hippoboscidae; infectious diseases; louse flies;
phenology; phylogenetics; temporal-climatic variation; vectors; vector-borne diseases

10
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3. Wykaz skrétow

16-23S — 16S-23S ribosomal RNA gene intergenic M — $rednia
spacer region
Max — maksimum
16S rRNA — 16S ribosomal RNA gene
ME — mediana
18S rRNA — 18S ribosomal RNA gene
MEGA — Molecular Evolutionary Genetics Analysis
A — owady pozyskane od zwierzat
Min — minimum
8 —V-Cramera dla wszystkich probek
MS — $rednia kwadratowa
AIC — Kryterium informacyjne Akaike
MSP4 — Major Surface Protein 4 gene
b _V-Cramera dla owadéw pozyskanych od zwierzat
NCBI — National Center for Biotechnology Information
COX1 — gen oksydazy cytochromu c |
NP — wielko$¢ badanej populacji
d — Srednie odleglosci genetyczne
OR —iloraz szans
df — stopnie swobody
P — wojewodztwo pomorskie
E — owady pozyskane ze §rodowiska
PCR — Reakcja tancuchowa polimerazy
€ — btad maksymalny
r — Wspotczynnik korelacji r-Pearsona
EDTA — Kwas wersenowy
R? — wspolczynnik determinacji.
F — samica
SD — odchylenie standardowe
F — $rednia wariancji wewnatrz grupy
SE - btad standardowy
f — wielko$¢ frakcji
Ske — skosnosé
fla — flagellin gene
SS — standaryzacja
GAM coef. — wspdtczynnik uogdlnionego modelu

addytywnego TE —Tris-EDTA

GAM - Generalizowany Model Addytywny TUL4 — major membrane protein gene
GLM — Generalizowanych Modeli Linearnych V — wariancja

gltA — citrate synthase gene W — wspotczynnik Walda

GP — wojewoddztwo wielkopolskie WM — wojewddztwo warminsko-mazurskie
K — kurtoza y — funkcja logarytmiczna

KP — wojewodztwo kujawsko-pomorskie o — poziom ufnosci

L — wojewddztwo lubuskie x2 — Test zgodnosci chi-kwadrat

M — samiec
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4. Wprowadzenie

4.1. Taksonomia
Strzyzaki z rodzaju Lipoptena Nitzsch, 1818 s3 obligatoryjnymi hematofagicznymi
ektopasozytami ptakoéw i ssakéw. Nalezg one do nadrodziny Hippoboscoidea obejmujacej 4 rodziny:
Glossinidae (muchy Tsetse), Hippoboscidae (narzgpikowate), Nycteribiidae (mrokawkowate)
i Streblidae (Ryc. 1). Rodzine narzepikowatych dzielimy na 3 podrodziny: Hippoboscinae, Lipopteninae
i Ornithomyinae (Ryc. 2). Rodzina Hippoboscidae, obejmuje 21 rodzajow, z ktorych 4 pasozytuja
na ssakach (w tym Hippobosca Linnaeus, 1758 i Lipoptena spp.), a 17 obserwowanych jest u ptakow.
W sktad podrodziny Lipopteninae zalicza si¢ rodzaj Lipoptena spp. i Melophagus Latreille, 1802.
Sa to wysoce wyspecjalizowane muchowki spedzajace cale lub wigkszo$¢ swojego dorostego zycia
na zywicielu. Lipoptena spp. posiada duza liczbe unikalnych i zaawansowanych adaptacji
morfologicznych i fizjologicznych, z ktorych wiekszo$¢ jest $ci§le zwigzana z ich ektopasozytniczym
trybem zycia (Petersen et al. 2007). Rodzaj Lipoptena spp. sktada si¢ z 32 gatunkéw, w tym: Lipoptena
cervi (Linnaeus, 1758), Lipoptena capreoli (Rondani, 1878) i Lipoptena fortisetosa (Maa, 1965), ktore
sg powszechnie spotykane w Europie, Syberii, Chinach i Ameryce Péinocnej, a takze Lipoptena
depressa (Say, 1823), Lipoptena mazamae (Rondani, 1878) i Neolipoptena ferrisi (Bequaert, 1935),
ktére mozna znalez¢ w Ameryce Poinocnej. Szczegdtowa klasyfikacje systematyczng strzyzakow

przedstawiono w Tab. 1.

Ryc. 1. Przedstawienie nadrodziny Hippoboscoidea na mapie zycia (Lifemap NCBI) (http://lifemap-
ncbi.univ-lyonl.fr/)
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s
Ryc. 2. Przedstawienie rodziny Hippoboscidae na mapie zycia (Lifemap NCBI) (http:/lifemap-
ncbi.univ-lyonl.fr/)

oboscidae T

| (lsuseflies) \ X

Tab. 1. Klasyfikacja systematyczna strzyzakow z rodzaju Lipoptena spp.

Ranga kategorii systematycznej

Nazwa kategorii systematycznej
Krolestwo Metazoa (zwierzeta)
Podkrolestwo Eumetazoa (tkankowce)
Infrakrolestwo Bilateria (zwierzeta dwubocznie symetryczne)
Klad Protostomia (pierwouste)
Nadtyp Ecdysozoa (wylinkowce)
Klad Panarthropoda
Typ Arthropoda (stawonogi)
Klad Mandibulata (zuwaczkowce)
Klad Pancrustacea
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Podtyp Hexapoda (sze$cionogi)
Gromada Insecta (owady)

Klad Dicondylia (sze$cionogi z grupy jawnoszczekich)
Podklasa Pterygota (owady uskrzydlone)
Infraklasa Neoptera (nowoskrzydte)

Kohorta Endopterygota (skrytoskrzydte)
Rzad Diptera (muchowki)
Podrzad Brachycera (muchowki krotkoczulkie)
Infrarzad Muscomorpha
Klad Eremoneura
Klad Cyclorrhapha
Sekcja Schizophora
Podsekcja Calyptratae
Nadrodzina Hippoboscoidea
Rodzina Hippoboscidae (narzgpikowate)
Podrodzina Lipopteninae
Rodzaj Lipoptena spp. (strzyzaki)

Opracowano na podstawie bazy taksonomicznej NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=170902&mode=info)

Woprawdzie nadrodzinie Hippoboscoidea po$wiecono znaczng uwage taksonomiczng, jednak
stosunkowo niewiele wiadomo na temat relacji migdzy wspomnianymi rodzinami (Petersen et al., 2007).
Obecnie wigkszo$¢ danych przedstawionych na ten temat w dostepnej literaturze jest trudna
do ewaluacji.

4.2. Etymologia nazewnictwa

Polskie nazewnictwo jak i sama etymologia nazw gatunkowych opisywanych ektopasozytow
nie jest do konca wyjasniona. Tak samo niejasne pozostaje polskie pochodzenie nazw tych owadow.
W polskiej literaturze mozemy znalez¢ niewiele zrodet historycznych odnoszacych sie bezposrednio
do rodziny Hippoboscidae jak i samych Lipoptena spp. W dostepnej literaturze polskie opisy tych
owadow mozna znalez¢ w ,,Historya obyczajow i zmyS$lnoSci zwierzat, z podziatami metodycznemi
I naturalnemi wszystkich ich gromad: kurs czytany w Ateneum krolewskiem paryzkiem [...]. T. 2,
Zwierzgta niekregowe autorstwa Julien Joseph Virey (1844)”. Oto kilka przyktadow (pisownia
oryginalna):

Warszawa, naktadem S. Orgelrranda ksiegarza przy ulicy Miodowej Nro. 496. 1844.
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,»Zakoncza historyg owadow strzyzaki (Hippobosca) biegajace po koniach i ptakach, i pchty.
Sg one takie owadami pasorzytnemi i wysysajacemi; ulegaja przemianom jak poprzedzajace
i tacza wszystkie ich cechy, wyjawszy ze te muchy maja tylko poczatki skrzydet niezdatne
do lotu®...® - Strzyzakom lot stuzy tylko na przypadek potrzeby przeniesienia si¢ z jednego
na drugie zwierze, bo zreszta Zyja pasorzytnie i rozmnazajg si¢ na zwierzeciu. Najpospolitszy
jednak, ktory na koniu zyje (zwykle kleszczem zwany), ma zupetne skrzydta i dobrze lata a ten
ktory zyje na owcach, nawet i §ladu skrzydet nie ma.”. str. 30-31.
o Komentarz: Strzyzaki sg przyrownywane do pchet i kleszczy a sam opis
prawdopodobnie dotyczyt Lipoptena spp.
,»Widujemy czasem na koniach, jaskotkach, i innych ptakach, pewne owady dwuskrzydte, z tak
krotkiemi skrzydetkami, ze ledwie lata¢é mogg, a biegaja jak pajaki; nazwane ztad zostaly
pajgkomuchami, sg to narzepiki (Hippobosca) naturalistow. Te pasorzyty, z haczystemi
do przyczepiania si¢ nogami, W tem sg szczegolne, iz wydaja, nie jaja, nie ggsienice jak muchy
zyworodne, ale prawdziwa poczwarke w zawiciu; tak, iz pierwsza przemiana robaka, odbywa
si¢ w ciele matki; jedyny pomigdzy owadami przyktad.”. str. 542.
o Komentarz: Narzegpiki nazywane sa inaczej ,,pajgkomuchami”, a sam opis dotyczy
muchowek z rodzaju Hippobosca spp. lub Lipoptena spp.
, U strzyzakow (Hippobosca) sa to muchy z krotkiemi skrzydtami, jak pajaki, biegajace
po koniach), gasienica obnaza sie ze swojego choryonu w tonie matki, ktora wigc tym sposobem
jest latkorodng (pupipara), czyli juz poczwarke niosaca. Tej przeto poczwarce, tylko jeszcze
Z ostatniej odziewki obnazy¢ sie pozostaje.”. str. 206.
o Komentarz: opis ten dotyczy rozmnazania si¢ muchdéwek z rodziny Hippoboscidae.
,»Strzyzak, Ornithomyia”. str. 709
o Komentarz: Za strzyzaki uznawano rowniez rodzaj Ornithomyia spp. Obecnie
prawidtowa nazwa polska dla tego rodzaju sa ptasznice, a za przyktad mozna podac
Ornithomyia avicularia (Linnaeus, 1758) czyli Ptasznica przydymiona.
,Hippobosca, Narzepik”. str. 720
o Komentarz: Nazwa gatunku wykorzystywana do dzis.

Omowione dzieto zawiera liczne btedy logiczne w nomenklaturze opisywanych ektopasozytow.

Wskazuje jednak na formowanie si¢ nazewnictwa omawianych owadow w XIX wieku, ktora w roznych
regionach kraju mogta by¢ inna.

W srodkach masowego przekazu strzyzaki sa popularnie nazywane ,,latajacymi kleszczami”.

Oto kilka przyktadow (pisownia oryginalna):

,Latajace kleszcze to malo znana, ale grozna odmiana owadow. Jak ochroni¢ przed
strzyzakami? Spotkanie z latajgcymi kleszczami nie nalezy do najprzyjemniejszych — mogg Cig
obsia$¢ nawet calag chmara, a ich ukaszenie jest bolesne. Co wigcej, owady moga przenosi¢
bakterie Bartonella schoenbuchensis, ktéra wywotuje bolesne zmiany skérne. Jak wyglada
strzyzak czyli latajacy kleszcz?”

Zrodto: https://klodzko.naszemiasto.pl/jak-wygladaja-i-czym-sa-strzyzaki-latajace-kleszcze-
sa/ar/c1-8284384

,Latajace kleszcze w polskich lasach. Jak odstraszy¢ strzyzaki sarnie?”

Zrodto: https://deccoria.pl/artykuly/porady-domowe/latajace-kleszcze-w-polskich-lasach-jak-
odstraszyc-strzyzaki-sarnie-25-8867

,Uwazaj na latajace kleszcze. Strzyzak jeleni atakuje chmarami”
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Zrédto: https://parenting.pl/uwazaj-na-latajace-kleszcze-strzyzak-jeleni-atakuje-chmarami

o Latajace kleszcze, czyli strzyzaki jelenie atakuja w Polsce”
Zrédto: https://www.medme.pl/artykuly/latajace-kleszcze-czyli-strzyzaki-jelenie-atakuja-w-
polsce,73957.html

e Strzyzak jeleni (sarni). Latajace kleszcze - objawy ukaszenia przez kleszcza ze skrzydtami”
Zrédto: https://www.poradnikzdrowie.pl/zdrowie/choroby-pasozytnicze/strzyzak-jeleni-sarni-
kleszcz-ze-skrzydlami-objawy-ukaszenia-aa-dXGL-mCtg-Yth7.html

o Latajace kleszcze - czym s3? Jak wyglada ugryzienie? Czy jest grozne?”
Zrédto: https://www.tokfm.pl/Tokfm/7,103085,25930818, latajace-kleszcze-czym-sa-jak-
wyglada-ugryzienie-czy-jest.html

Zjawisko to moze by¢ spowodowane podobienstwem tych owadow i kleszczy w wygladzie oraz
poruszaniu si¢ po ciele. Dodatkowo niektore gatunki tych muchowek zrzucajg skrzydta po znalezieniu
zywiciela ostatecznego, co dodatkowo zwigksza ich podobienstwo do kleszczy. Omawiane zjawisko
wskazuje takze na niski poziom wiedzy spotecznej w odniesieniu do ektopasozytow wystepujacych
na terenie Polski. Nalezy z calg mocg zaznaczy¢, ze strzyzaki nie nalezag do gromady paj¢czakow
(Arachnida) a tym samym do rzedu kleszczy (Ixodida). Do innych nieprawidtowych nazw
Lipoptena spp. pojawiajacych si¢ w mass mediach mozemy zaliczy¢: towik (rodzina Asilidae), wesz
jelenia (podrzad owaddéw wtornie bezskrzydtych - Anoplura), strzykacz (nazwa prawidlowa dla
Cephenemyia stimulator, Clark, 1815), muchdéwka krétkoczutka (jest to prawidtowa nazwa tylko dla
podrzedu muchowek) itd.

Prawidtowe nazwy polskie dla rodziny Hippoboscidae to narzgpikowate i wpleszczowate.
Obie te nazwy mozna traktowac synonimicznie, cho¢ ich pochodzenie i znaczenie jest raczej zbiezne.
Stowo ,,narz¢pikowate” prawdopodobniej pochodzi od stow na- i —rzgp. Stowo ,,rzgp” lub ,,rzapia”
pochodzi z okoto XVI wieku i zgodnie ze stownikiem etymologicznym je¢zyka polskiego 0znacza
guzice, zakonczenie kregostupa i jego okolice, kos¢ ogonowsa, kuper lub ogon (Briickner, 1926).
W dostownym tlumaczeniu nazwa narzgpikowate oznacza owada siadajacego na zakonczeniu
kregostupa (w okolicach kregéw ogonowych). Znaczenie tej nazwy wpisuje si¢ chociazby
w zachowania narzepika konskiego (Hippobosca equina Linnaeus, 1758) zwigzane ze zdobywaniem
pokarmu. Ektopasozyt ten pobiera krew od zwierzat zwykle w okolicach zadu (Romaniuk et al., 2008).
Owad ten mogt by¢ czesto dostrzegany przez naszych przodkéw, chociazby w trakcie jazdy na koniach.
Stowo ,,wpleszczowate” mozliwe, ze pochodzi od stow w- i —ples¢. ,,Ples¢” lub ,,ples¢ si¢” pochodzi
Z czasow prastowianskich i oznacza wic si¢ wokot czego$ lub przeplataé si¢ z czyms, taczy¢ pasma,
przektadajac jedne przed drugie, wi¢ sig, przeplata¢ sig, plata¢ si¢ (Briickner, 1926). W wolnym
tlumaczeniu wiec, wpleszczowate oznaczaja owady wplatajace/wplatujace sie¢ w co$. Znaczenie
to wpisuje si¢ w naturalny behawior i zachowania pasozytniczne muchéwek z podrodziny Lipopteninae.
Dobrym przyktadem jest tu wpleszcz owczy (Melophagus ovinus Linnaeus, 1758), ktorego nasi
przodkowie mogli spotyka¢ wplatanego w siers¢ matych przezuwaczy. Homologiczne zachowania
sg obserowalne u Lipoptena spp. Mozliwe, Zze nazwa strzyzak pochodzi od stowa ,strzyc”.
Stowo to oznacza skraca¢ wlosy, siers¢; obcinac sier§¢ zwierzat w celu pozyskania welny (Briickner,
1926). W wolnym tlumaczeniu strzyzak oznaczaé moze owada strzyzacego. Proba wyjasnienia
etymologii tego stowa ma swoje odzwierciedlenie w rzeczywisto$ci, poniewaz, zwierzeta silnie
zainfestowane tracg sier§¢ W miejscu aktywnosci tych owadow (Madslien et al., 2011). Biologiczne
nazewnictwo zwyczajowe dla gatunku Lipoptena cervi to: strzyzak jeleni, strzyzak jelenica lub jelenica.
Obecnie strzyzak sarni rowniez jest wykorzystywany jako nazwa zwyczajowa pokrewnego gatunku
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L. capreoli pochodzacego z basenu Morza Srodziemnego. Lipoptena fortisetosa aktualnie nie posiada
swojej polskiej biologicznej nazwy zwyczajowej. W literaturze popularnonaukowej stosowano nazwy
strzyzak mniejszy lub strzyzak syberyjski. Lacinska nazwe ,fortisetosa” mozna interpretowaé
jako ,fortis” (silny), a ,,setosa” pochodzi od tacinskiego stowa ,,seta” i 0znacza szczecing (owlosienie).
W wolnym tlumaczeniu nazwa ,fortisetosa” oznacza wigc silny w szczecinie. Jak do tej pory nikt
nie zaproponowat polskiej nazwy zwyczajowej. Nazwa ,,strzyzak azjatycki” podkreslitaby charakter
inwazyjny tego owada oraz zaznaczytaby prawdopodobne pochodzenie tego gatunku w Europie.

4.3. Wystepowanie strzyzakow

Lipoptena cervi to rodzimy gatunek z obszaru Palearktyki. Stabilne populacje L. cervi zostaly
zidentyfikowane w kontynentalnej czesci Europy, Algierii, Wielkiej Brytanii, potnocnych Chinach
oraz na wschodnim wybrzezu Stanéw Zjednoczonych (Skvarla & Machtinger, 2019). Jego obecnosé
w Europie Srodkowej i Polnocnej zostata szczegdtowo opisana (Kadulski, 1996; Szczurek & Kadulski,
2004). Poétnocna granica dystrybucji lezy obecnie na okoto 65°N dtugosci geograficznej i stopniowo
przesuwa si¢ na poétnoc (Hackman, 1979; Halkman, 1983).

Lipoptena fortisetosa zostata po raz pierwszy zidentyfikowana w 1965 roku w Japonii przez
Maa (1965). Gatunek ten pochodzi ze wschodniej Palearktyki, w szczegdlnosci z Dalekiego Wschodu
i wschodniej Syberii. W Europie Srodkowej L. fortisetosa byt uwazany za gatunek kryptogeniczny,
ale coraz czesciej jest klasyfikowany jako gatunek inwazyjny (Kowal et al., 2016). Lipoptena fortisetosa
zostala po raz pierwszy odnotowana w Europie w latach 60. (Theodor, 1967). Na naszym kontynencie
owad ten zostal opisany jako nowy gatunek - Lipoptena parvula Theodor, 1967, jednak
po przeprowadzeniu badan morfologicznych i morfometrycznych nazwy te zostaly ujednolicone.
Istnieja dowody sugerujace, ze gatunek ten nadal rozprzestrzenia si¢ po Europie. Obecnie owad
ten zostat zauwazony w kilku krajach europejskich, w tym w Czechach (Zeman, 1998), Estonii (Kurina
et al., 2019), Wloszech (Andreani et al., 2019; Salvetti et al., 2020), Motdawii (Metelitsa, 1989)
i Stowacji (Obona et al., 2019). Opisywany ektopasozyt nie zostat wykryty w Polsce podczas programu
monitorujgcego prewalencje ektopasozytow posrdd dzikich zwierzat w latach 1973-1980 (Kadulski,
1989). W Polsce L. fortisetosa po raz pierwszy zaobserwowano w rejonie Dolnego Slaska pod koniec
lat 80. (Borowiec & Zatwarnicki, 1989). Pozniej, w latach 2007-2012, L. fortisetosa zostata
zidentyfikowana u jeleniowatych w poinocnej Polsce i w Tatrach (Cydzik & Kadulski, 2009; Jedrysik
& Kadulski, 2012; Kowal et al., 2009; Matysek & Kowal, 2014). W 2017 gatunek ten zostat wykryty
na terenie Wielkopolski (Sokot & Gatecki, 2017). Na rycinie 3 przedstawiono mape Europy wraz
z zaznaczonymi miejscami wystepowania L. cervi i L. fortisetosa.
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Ryc. 3. Wystgepowanie Lipoptena cervi i Lipoptena fortisetosa w Europie. Opracowanie wtasne
na podstawie dostepnej literatury.

D- Lipoptena cervi

- Lipoptena fortisetosa

Lipoptena cervi i L. fortisetosa spotykane sg przede wszystkim u zywicieli specyficznych,
czyli jelenia sika (Cervus nippon Temminck, 1838), sarny syberyjskiej (Capreolus pygargus Pallas,
1771) i sarny europejskiej (Capreolus capreolus Linnaeus, 1758). Pasozyt ten wykorzystuje rowniez
jelenia szlachetnego (Cervus elaphus Linnaeus, 1758), daniela zwyczajnego (Dama dama Linnaeus,
1758) i tosia euroazjatyckiego (Alces alces Linnaeus, 1758) jako zywicieli specyficznych (Kowal et al.,
2016). Obecnie na terenie Europy, z uwagi na silng dyspersje tych owadéw w $rodowisku, niemozliwe
jest okreslenie zywiciela dominujgcego.

Obserwowane obecnie zmiany klimatyczne doprowadzity do zmian w dynamice populacji
zwierzat, a takze pojawienia si¢ nowych gatunkow w miejscach, gdzie nigdy nie wystepowaly
(Halkman, 1983; Hansford et al., 2019; Kowal et al., 2009; Sokot & Gatecki, 2017). Procesy te znaczaco
zwigkszyly populacje ektopasozytow w Europie. Z biegiem lat wzrosta rowniez populacja muchdéwek
z rodziny Hippoboscidae. Zaobserwowano nowe wzorce migracji strzyzakow, na przyklad migracje
Lipoptena spp. na Pétwysep Fennoskandzki. Owady te migrujg na potwysep z potudniowego wschodu
od wczesnych lat sze$édziesigtych (Hackman, 1979; Halkman, 1983). Nalezy takze zauwazy¢,
ze populacja dzikich zwierzat kopytnych w Polsce stale rosnie. Na szczegolng uwagg zastuguje wysoki
wzrost liczebnosci jeleniowatych (Zalewski et al., 2018). Zjawiska te wptywajg rowniez na populacje
gatunkow wchodzacych z nimi w interakcje, zwlaszcza ektopasozytow (Madslien et al., 2012). Strzyzaki
sg pasozytami o waskim zakresie zywicieli i sg bezposrednio zwigzane z jeleniowatymi (Harkdnen et
al., 2010). W ostatnich latach aktywnos¢ Lipoptena spp. nasilita sie, zwtaszcza w lasach.
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Prewalencja i intensywnos$¢ infestacji Lipoptena spp. moze by¢ bardzo wysoka u dzikich
przezuwaczy. W Polsce te ektopasozyty wykryto u wielu gatunkow jeleniowatych i innych zwierzat.
Prewalencja tych ektopasozytow u poszczegdlnych zywicieli waha si¢ od 64% do 78%, w zaleznos$ci
od gatunku (Kadulski, 1996; Szczurek & Kadulski, 2004). Strzyzaki zidentyfikowano u 64% saren
europejskich (Kadulski, 1996), 76% danieli zwyczajnych i 78% jeleni europejskich (Szczurek &
Kadulski, 2004). Stwierdzono rowniez, ze Lipoptena spp. kolonizujg zubry (1zdebska, 2001). Obecnosé
Lipoptena spp. stwierdzono u niespecyficznych zywicieli, takich jak zwierzeta towarzyszace (Sokot &
Gatecki, 2017), a takze u zwierzat gospodarskich (Dehio et al., 2004). Dla przyktadu, wykazano, ze
strzyzaki moga atakowa¢ konie i bydto (Dehio et al., 2004; Metelitsa, 1989). Srednio jednego zywiciela
zasiedla okoto 9,9 strzyzakow (Szczurek & Kadulski, 2004). Jednak w literaturze znane sg przypadki,
ze na jednym osobniku (osiu) bytowa¢ moze nawet 16 000 strzyzakow (Vikeren et al., 2008).

4.4. Opis wybranych cech morfologicznych Lipoptena spp.

4.4.1. Lipoptena spp.

Opisy morfologiczne przygotowano na podstawie klucza do oznaczania autorstwa Borowca
(1984). Strzyzaki sg wysoce wyspecjalizowanymi owadami przystosowanymi do pasozytnictwa
zewnetrznego. Owady te posiadaja mate oczy, zajmujace co najwyzej potowe dlugosci glowy,
oraz bardzo male przyoczka. Oczy majg kolor ciemnobrunatny z odcieniami czerwieni.
Owady charakteryzujg si¢ szeroka gtowa umiejscowiong pomiedzy wystajacymi do przodu biodrami
pierwszej pary nog. Posiadaja krotkie czutki ukryte w zaglebieniach na gtowie. Obecne sa pojedyncze
pazurki na stopach. Skrzydta obserwowane sa u mlodych osobnikow bezposrednio
po przepoczwarzeniu. Na zywicielu ostatecznym skrzydta nie sa obecne. Lipoptena spp. posiadaja
zredukowang pare skrzydetl (przezmianki) wystepujacych na zatutowiu. Wyraznie zaznaczone skleryty
tergalne na odwloku. Ciato jest grzbietobrzusznie sptaszczone 1 silnie schitynizowane.
Roznice w kolorze ciata owadow sg prawdopodobnie skorelowane z wiekiem (Cowan, 1943; Cowan,
1946).

4.4.1.1. Lipoptena cervi

Cialo owada ma dtugos¢ 4,5-6,5 mm. Dhlugos$¢ skrzydet u tego gatunku wynosi ok. 5-6 mm.
W zalezno$ci od lokalizacji na ciele, pancerz posiada kolor od jasnobrgzowego po ciemnobrunatny.
Szeroka glowa wraz z wyraznie zaznaczong plytka $rodciemieniowa. Plytka $rodciemieniowa jest
wigksza na szeroko$¢. Szeroko$¢ ptytki zaciemieniowej okoto 3 razy wieksza niz dlugo$¢. Po bokach
parafrontalii wystepuja 2-4 dtugie szczecinki. Srodplecze z charakterystycznym szwem na $rodku
ciagnacym si¢ do tarczki. Srodplecze posiada ztozona szczecine. Po kazdej stronie szwu wystepuje
ok. 21-27 szczecin. Przed tarczkg obecne 3-4 szczeciny postalarne i tyle samo szczecin prescutellarnych.
Na tarczce wystepuje 6-8 szczecin. Samce nie posiadajg siodmego sklerytu tegralnego. U samic,
przed otworem ptciowym obecne sa 3 skleryty pokryte szczecinkami. Dodatkowo u samic trzeci skleryt
tegralny jest mniejszy od czwartego i pigtego.

4.412. Lipoptena fortisetosa
Ciatlo owada ma dlugos$¢ 2,8-3,5 mm. Dlugos¢ skrzydet L. fortisetosa wynosi ok. 3 mm.
Kolor pancerza taki sam jak L. cervi. Posiada dobrze zaznaczong ptytke $rodciemieniowa na glowie.
Szerokos$¢ ptytki srodciemieniowej jest nieznacznie wigksza od dtugosci, a plytki zaciemieniowej okoto
3 razy wigksza niz dlugo$¢. Po bokach parafrontalii wystepuja 2-3 krotkie i grube szczecinki
oraz 1 dluga szczecinka. Srodplecze posiada szew na $rodku, ktory nie dochodzi do tarczki. Po obu
stronach szwu obserwowalny jest rzad szczecin. Dodatkowo po kazdej stronie szwu wystepuja
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5-9 szczecin. Przed tarczka wystepuja po dwie szczeciny postalarne i prescutellarne. Na tarczce
obecnych jest 6 szczecin. Samce nie posiadajg siodmego sklerytu tegralnego. U samic, przed otworem
ptciowym brak jest sklerytow. Przy otworze ptciowym samic obecne sg 4 szczeciny. Charakterystyczne
dla samic jest tez to, ze trzeci skleryt tegralny jest nieznacznie mniejszy od czwartego.

4.5. Cykl rozwojowy Lipoptena spp. i fenologia wystepowania

Cykl zyciowy tych ektopasozytow jest uzalezniony od dostepnosci zywicieli jak 1 od warunkéw
klimatycznych. Obecnie uwaza si¢, ze strzyzaki rozmnazajg si¢ tylko na dzikich przezuwaczach.
Lipoptena spp. charakteryzuje zyworodnos$¢ adenotroficzna. Owady te sa zdolne do lotu na krotkich
dystansach (ok. 50 m). Po wyladowaniu na zywicielu owad wpelza w siers¢ i zrzuca skrzydta.
Generalnie, ektopasozyt spedza cate swoje zycie na jednym zywicielu. Zarowno samice, jak i samce
strzyzakow spozywaja krew swoich zywicieli. Pobieranie pokarmu trwa od 15 do 25 minut. Po pobraniu
krwi zwykle dochodzi do kopulacji. Sugeruje si¢, ze Lipoptena cervi jest uniwoltywna a Lipoptena
fortisetosa multiwoltywna. Rozrodczo$¢ samicy utrzymuje si¢ przez okoto 10 miesigcy. Larwa zywi sig
wydzielinami gruczolu mlecznego w macicy samicy (Murad & Ansari, 1980). Samica rodzi w pehni
dojrzata biatg przedpoczwarke. Narodzona przedpoczwarka natychmiast ciemnieje, tworzy poczwarke,
ktora utrzymuje si¢ na sierSci zwierzat lub opada na $cidtke. Zjawisko to ma miejsce jesienia i zima.
Nastepnie poczwarki rozwijajg si¢ do maja-wrzesnia, w zaleznosci od warunkéw klimatycznych.
Po przepoczwarzeniu skrzydlaty dorosty osobnik wspina si¢ na roslinnos¢ i czeka na pojawienie si¢
zywiciela. Gtéwnym zmyslem stuzacym do odnajdywaniu dogodnego zywiciela jest wzrok odbierajacy
bodzce ruchowe oraz kolory. Strzyzaki wykorzystujg takze mechano- i chemoreceptory. Cykl zyciowy
w przypadku L. cervi zalezy glownie od temperatury otoczenia i trwa do 30 dni w cieptym klimacie
i 270-370 dni w klimacie umiarkowanym z zimowg diapauza.

4.6. Znaczenie strzyzakow w medycynie ludzkiej i weterynaryjnej

Rola wektorow w przenoszeniu choréb zakaznych jest w ostatnich latach szeroko badana.
Najbardziej przebadanymi stawonogami posiadajagcymi zdolno$ci do przenoszenia patogenow
sg kleszcze, komary, meszki, pchty i wszy. Wiele rodzimych owadow potencjalnie zdolnych
do przenoszenia patogenow, nie zostalo doktadnie zbadanych w Europie (Baldacchino et al., 2014;
Bueno-Mari & Jiménez-Peydrd, 2011; Salvetti et al., 2020). Jednymi z najbardziej niedocenianych
ektopasozytow sg opisywane strzyzaki. Dotychczasowa wiedza na temat wptywu Lipoptena spp.
na dzikie jeleniowate jest powierzchowna, a ich znaczenie medyczne i weterynaryjne jest enigmatyczne.
Gatunki wazne dla weterynarii to L. capreoli, L. cervi, L. depressa, L. fortisetosa, L. mazamae
i N. ferrisi. Wektory sa istotng czescia koncepcji ,,One Health”, poniewaz sa odpowiedzialne
za przenoszenie patogenéw migdzy dzika zwierzyng, zwierzgtami gospodarskimi, zwierzgtami
towarzyszacymi i ludzmi (Benelli & Duggan, 2018; Mencke, 2013). Wiele patogendéw
rozprzestanianych przez stawonogi, wywotuje choroby przenoszone przez wektory (z ang. Vector-borne
diseases). Wektory moga przenosi¢ wirusy, bakterie, pierwotniaki i nicienie. Wirusy przenoszone
przez wektory obejmujg migdzy innymi wirus Chikungunya, wirus choroby niebieskiego jezyka, wirus
dengi, wirus krymsko-kongijskiej goraczki krwotocznej, wirus Zachodniego Nilu, hantawirus czy wirus
Zika. Nastepujace bakterie sa rowniez przenoszone przez wektory: Anaplasma Theiler, 1910; Bacillus
Cohn, 1872; Bartonella Strong et al, 1915; Borellia Swellengrebel, 1907; Brucella Meyer & Shaw,
1920; Clostridium Prazmowski 1880; Coxiella Philip, 1943; Ehrlichia Moshkovski 1945;
Erysipelothrix Rosenbach, 1909, Francisella Dorofe'ev, 1947; Leptospira Noguchi 1917, Listeria Pirie,
1940; Mycoplasma Nowak, 1929; Pasteurella Trevisan, 1887; Rickettsia da Rocha-Lima, 1916;
Salmonella Ligni¢res, 1900 i Yersinia van Loghem 1944. Wektory odgrywaja réwniez bardzo wazna
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rolg¢ w cyklu zyciowym pierwotniakow, w tym Babesia Starcovici, 1893; Leishmania Ross, 1903;
Plasmodium Marchiafava & Celli, 1885; Theileria Bettencourt et al. 1907 i Trypanosoma Gruby, 1843.
Podobnie jak inne muchy z rodziny Hippoboscidae (Baker, 1967), L. fortisetosa sa potencjalnymi
wektorami chordb zakaznych (Bezerra-Santos & Otranto, 2020; Regier et al., 2018). W organizmie L.
fortisetosa, przy uzyciu badan molekuralnych zidentyfikowano materiat genetyczny Coxiella spp.,
Theileria luwenshuni i T. ovis (Lee et al., 2016). Lipoptena fortisetosa moze rowniez stuzy¢ jako wektor
dla Trypanosoma spp. (Bose & Petersen, 1991). Material genetyczny wspomnianego pierwotniaka
wykryto u 20% przebadanych osobnikow L. cervi i 48,64% L. fortisetosa (Werszko et al., 2020). U
strzyzakow wykryto takze material genetyczny Anaplasma spp. i Rickettsia spp.(Hornok et al., 2011;
Vichova et al., 2011). W pojedynczych przypadkach wykazano obecno$¢ materiatu genetycznego
pochodzacego od Borrelia spp. (Doby et al., 1994; Hulinsky & Smetana, 2002). Prewalencja Bartonella
spp., ktora jest przenoszona pionowo U strzyzakow, zostata szeroko przebadana u L. cervi (De Bruin et
al., 2015; Korhonen et al., 2015; Songailaité et al., 2018; Szewczyk et al., 2017). Material genetyczny
wspomnianego patogenu wykazywano nawet u 98% owadow (Songailaité et al., 2018; Szewczyk et al.,
2017).

U specyficznych zywicieli masowa infestacja przez L. cervi moze prowadzi¢ do cigzkiego
tysienia (Madslien et al., 2011). Wigkszo$¢ zwierzat zainfestowanych przez L. cervi rozwija zmiany
skorne, w tym ostre do przewlektego, wieloogniskowe do rozrastajgcego si¢ i eozynofilowe
do limfocytarnego zapalenia skory (Madslien et al., 2011). Obecno$é L. cervi na tyrolskiej mumii Otzi
sprzed ponad 5000 lat sugeruje, ze gatunek ten w przesztosci mogt pasozytowac na ludziach (Gothe &
Schol, 1994). Obecnie odnotowuje si¢ rowniez przypadkowe infestacje u ludzi (Héarkonen et al., 2009;
Kortet et al., 2010). U ludzi ugryzionych przez strzyzaki moze rozwina¢ si¢ zapalenie skory, alergiczny
niezyt nosa i spojowek, a nawet wstrzas anafilaktyczny (Decastello & Farkas, 2010; Laukkanen et al.,
2005; Rantanen et al., 1982). Wedtug Harkonena i in. (2009) liczba osob, ktore beda wymagaty leczenia
z powodu zapalenia skory wywotanego przez Lipoptena spp., bedzie nadal rosta.

Lipoptena fortisetosa jest potencjalnym wektorem chorob zakaznych. Mogg one przenosi¢
Bartonella spp., a wertykalna transmisja tego patogenu stanowi szczegdlnie istotny problem (De Bruin
et al., 2015; Korhonen et al., 2015; Szewczyk et al., 2017). W ostatnich badaniach, Bartonella spp.
pochodzenia japonskiego wyizolowano z L. cervi na Warmii i Mazurach w Polsce (Szewczyk et al.,
2017). Wedtug Szewczyka i in. (2017), wyizolowany szczep Bartonella spp. pochodzi od japonskiego
jelenia sika, ktory zostat wprowadzony do Europy i zostal przeniesiony do lokalnego srodowiska przez
rozne wektory. Badania molekularne potwierdzily, ze opisywane owady nosily material genetyczny
A. phagocytophilum, A. ovis, Borrelia spp., bakterii Coxiella-like, Theileria luwenshuni, T. ovis
i Trypanosoma spp.(Bose & Petersen, 1991; Doby et al., 1994; Hornok et al., 2011; Hulinsky &
Smetana, 2002; Lane et al., 2005; Lee et al., 2016; Vichova et al., 2011). Pomimo powyzszego niewiele
wiadomo na temat zdolnosci ektopasozytow do przenoszenia patogenow, innych niz Bartonella spp.,
na nowych gospodarzy.

4.7. Zasadnos¢ podjetych badan
Warunki srodowiskowe odgrywaja duza role w liczebnos$ci Lipoptena spp. Nalezy zauwazyc¢,
ze warunki pogodowe mogg roéwniez znaczgco wplywaé na zachowanie i1 fizjologi¢ strzyzakow
(Kaunisto et al., 2011). Poczwarki L. cervi s3 w stanie przetrwa¢ zime¢ nawet w mroznych rejonach
poocnej Europy (Hérkonen et al., 2010). Badania wskazuja, ze te ektopasozyty wyksztalcily silne
mechanizmy adaptacyjne do niskich temperatur. Harkonen i in. (2012) stwierdzili, ze L. cervi moze
przetrwa¢ w niekorzystnych warunkach nawet bez okresu aklimatyzacji. Opisywane ektopasozyty
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wylapane p6zna jesienig charakteryzowaty si¢ znacznie wyzszym stosunkiem kwaséw thuszczowych
nienasyconych do nasyconych, co prawdopodobnie poprawia pltynno$¢ bton lipidowych i sprzyja
utrzymaniu funkcji biatek w niskich temperaturach (Nieminen et al., 2013). Ze wzgledu na wyzsze
stezenia wolnych aminokwasow po aklimatyzacji na zimno, omawiane owady moga by¢ gatunkami
odpornymi na zamarzanie z temperaturg przechtodzenia -7,8°C i nizsza temperaturg $miertelng -16°C
(Nieminen et al., 2012). Powyzsze zjawisko nie tylko przyczynia si¢ do migracji ektopasozytow
do chtodniejszych obszarow, ale moze rowniez wywotywaé zmiany w ich liczebnosci sezonowej
I zwigksza¢ przezywalno$¢ strzyzakow dzigki wyzszej tolerancji na niskg temperature. Jednak czynniki
te nigdy nie byly badane u L. fortisetosa. Wczesniejsze badania potwierdzity wptyw zmian temperatury
i rocznych zmian klimatu na liczebno$¢ L. cervi (Hérkonen et al., 2010; Mysterud et al., 2016).
Nalezy zwroci¢ uwagg, ze wigckszo$¢ badan opierata si¢ na danych ze stacji meteorologicznych
i o$rodkéw meteorologicznych. Tymczasem mikroklimat okre$lonych ekosystemow, takich jak lasy,
moze rézni¢ si¢ od danych meteorologicznych (Aussenac, 2000; Larrieu et al., 2018).
Roéznice w mikroklimacie moga odgrywaé istotng role nawet na niewielkich obszarach i lasach
ze wzgledu na ich specyficzng topografie terenu (Bohlman et al., 1995; Chen et al., 1999).
Las jest naturalnym biotopem L. fortisetosa, ale nigdy nie zidentyfikowano czynnikow wplywajacych
na liczebnos¢ opisywanych owadow w lasach. Nie ma doniesien opisujacych wplyw warunkow
klimatycznych na poczatku sezonu lotow na wystepowanie L. fortisetosa. Roznice w rozktadzie ptci
W czasie nigdy nie byly badane. Ponadto wptyw warunkoéw Klimatycznych na populacje i aktywnosc¢
L. fortisetosa nigdy nie byt analizowany w Europie Srodkowe;.

Europejska populacja L. fortisetosa nadal si¢ rozprzestrzenia i potrzebne sa dalsze badania
W celu oceny roli tego ektopasozyta w rozprzestrzenianiu si¢ chorob zakaznych. Rozszerzenie zasiggu
geograficznego tego owada potwierdzity badania prowadzone we Wtoszech i Estonii (Andreani et al.,
2019; Kurina et al., 2019). Dotychczasowe badania opierajg si¢ w duzej mierze na pojedynczym
wykazaniu materiatu genetycznego danych patogenéw. Wigkszos¢ z nich byta prowadzona w matych
i ograniczonych lokalizacjach. Wptyw L. fortisetosa na populacje zwierzat dzikich, gospodarskich,
towarzyszacych oraz ludzi nie zostal w pelni wyjasniony. Izolacja i identyfikacja materiatu
genetycznego od tych ektopasozytdéw moze dostarczy¢ waznych informacji o sytuacji epizoonotycznej
w krajowej populacji jeleniowatych.

Obserwowane wzorce migracji L. fortisetosa sugeruja, ze ich zasi¢g geograficzny powinien
by¢ monitorowany ze wzgledu na potencjalng role tego ektopasozyta jako wektora choréb zakaznych.
Salvetti i in. (2020) zauwazyli, ze geograficzne rozmieszczenie L. fortisetosa w Europie powinno
by¢ analizowane pod katem spotecznych i srodowiskowych implikacji, poniewaz L. fortisetosa moze
powodowac problemy w gospodarce towieckiej, w tym w zarzadzaniu populacjami dzikich zwierzat.
Salvetti i in. (2020) sugeruja, ze szczegotowa ocena linii przodkéw i szlakéw migracji wymaga
wigkszego i czestszego pobierania probek. Na uwage zastuguje takze fakt, ze istnieje znaczna luka
w rozmieszczeniu genetycznym L. fortisetosa migdzy Europg Zachodnig i Wschodnig. Andreani i in.
(2020; 2019) nie wykryli zadnych oczywistych i stabilnych réznic morfologicznych oraz molekularnych
w okazach z Azji i Europy. We Witoszech zidentyfikowalo monofiletyczny klad L. fortisetosa wraz
z dwoma $rodkowoeuropejskimi i dwoma koreanskimi haplotypami (Andreani et al., 2020).

Opisywane ektopasozyty zostaly w duzej mierze zaniedbane w polskich badaniach,
a potencjalnie wazne dane genetyczne, w tym rdznorodnos$¢ genetyczna, z terenu Europy Srodkowej
sa skape. Wigkszos¢ polskich badan L. fortisetosa opierata si¢ na analizach makroskopowych, dlatego
genetyczna i filogenetyczna charakterystyka gatunku, w tym genu rRNA 16S DNA, pozostaje nieznana.
Lokalizacje skolonizowane przez L. fortisetosa w poéinocno-wschodniej Polsce nie zostaly dotychczas
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zbadane. Ten region Polski obfituje w lasy i charakteryzuje si¢ coraz cz¢stszymi lotami Lipoptena spp.
oraz masowymi atakami na zwierzeta i ludzi. W tej lokalizacji nie badano r6éznic w proporcjach pici
owadow poszukujgcych zywicieli. Moze to by¢ na tyle istotne, ze u wielu samic ektopasozytow czesciej
identyfikuje si¢ materiat genetyczny patogenéw. Rozprzestrzenianie si¢ L. fortisetosa poza Azjg mogto
zosta¢ przyspieszone przez wprowadzenie na kontynent europejski jelenia sika (Cervus nippon
Temminck, 1838), ktérego niewielkie, ale stabilne populacje, mozna znalezé w centralnej czesci Slaska
oraz we wschodniej czgsci Warmii i Mazur.

Wickszo$¢ badan nad L. cervi przeprowadzono w Pdétnocnej Europie. Pasozyt ten cieszyt sie
niewielkim zainteresowaniem badaczy z Europy Srodkowej po 2000 roku. W Polsce zaprzestano badan
nad L. cervi, a zaawansowane techniki badawcze, takie jak narzgdzia biologii molekularnej, byty
wykorzystywane na niewielka skale (Szewczyk et al., 2017). Lipoptena cervi nie jest w stanie
pokonywa¢ duzych odleglosci i moze tworzy¢ izolowane populacje, gdy migracje jeleniowatych
wystepujg na malg skale. Trout i in. (2010) zaobserwowali pewne podobienstwa miedzy Lipoptena spp.
i Glossina Wiedemann, 1830, w tym niskie wskazniki reprodukcji i ograniczenia siedliskowe
spowodowane preferencjami gospodarza, i doszli do wniosku, ze populacje Lipoptena spp. powinny
charakteryzowac si¢ wyrazng zmiennos$cia genetyczna. W Polsce istnieje ogolny niedostatek dowodow
na zmienno$¢ genetyczng w populacjach L. cervi w odrgbnych lokalizacjach. Kurina i in. (2019)
twierdzili, ze doktadna identyfikacja, rozmieszczenie i bionomia L. cervi majg ogromne znaczenie
dla zdrowia zwierzat i ludzi oraz sa niezbedne dla kontroli wektoréw. Badania nad L. cervi
i L. fortisetosa wydaja si¢ by¢ uzasadnione ze wzgledu na potencjalng migracje gatunkéw zywicieli
migdzy krajami. Lepsze zrozumienie haplotypow L. fortisetosa w Europie Srodkowej pomogloby
w identyfikacji potencjalnych patogenow przenoszonych migdzy migrujacymi populacjami jeleni.

4.7.1. Potencjal wdrozeniowy

Prewalencja choréb przenoszonych przez wektory w populacjach zwierzyny dzikiej moze by¢
wysoka, cho¢ zalezy ona w duzej mierze od rozmiaru populacji, gatunku zwierzat oraz lokalizacji.
Wykazano obecnos¢ kretkow Borrelia burgdorferi sl. w 28% bioptatow skory pobranych
od jeleniowatych. Bartonella spp. zostata wykryta u 4.9% - 75.4% jeleniowatych. Dodatkowo gatunki
Bartonella spp. u tych zwierzat moga by¢ silnie zréoznicowane. U jeleniowatych stwierdzono obecno$¢
Coxiella burnetii Derrick, 1939 u 2.2% - 5.1% osobnikéw, a do 39% moze posiadaé przeciwciata
skierowane przeciwko tej bakteri. Okoto 1% - 11.67% dzikich przezuwaczy posiada przeciwciata
na Francisella tularensis McCoy and Chapin, 1912. Zakazenia hemotropowa Mycoplasma spp.
u jeleniowatych moze sigga¢ nawet 87%. Przypadki Rickettsia spp. u jeleniowatych odnotowywano
w Stowacji i Japonii a seroprewalencja u tych zwierzat moze wynosi¢ 21.5% - 23.3%. W badaniach
stwierdzono, ze fluktuacje prewalencji Anaplasma spp. w populacji jeleniowatych wynosi¢ moga
od 72.1% do 100% w zaleznosci od lokalizacji. W przypadku Babesia spp. te fluktuacje obserwuje si¢
na poziomie 13.9% - 100%. U jeleni europejskich stwierdzono, ze Theileria spp. wystepowaé moze
u 87.8% osobnikdéw. Réznorodnos¢ oraz wysoka prewalencja patogendw spowodowana jest silng presja
ektopasozytow na dzikie zwierzgta.

Pozyskanie wczesniej wspomnianych wynikow zwykle wigze si¢ z badaniem materiatu
biologicznego pozyskanego od upolowanych zwierzat. Stosowanym materiatem do tego typu badan
sg: krew, §ledziona, watroba itp. Przy pobieraniu takich prob wazne jest ich prawidtowe pobranie,
zabezpieczenie i transport w kontrolowanej temperaturze, co w warunkach terenowych czesto
jest problematyczne. Innym aspektem jest tatwa mozliwo$¢ kontaminacji probek. Wspomniane
problemy moga wptywaé na jako$¢ uzyskanych badan w tym uzyskanie wynikow falszywie
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dodatnich/ujemnych. W przypadku dzikich jeleniowatych istnieje mozliwo$¢ uzyskania dodatkowego
materiatu biologicznego, ktory stanowi¢ moga ektopasozyty zyjace na tych zwierzetach.

Czes¢ ektopasozytow (wektorow) zmienia swoich zywicieli w trakcie cyklu rozwojowego
(np. kleszcze). Inne za$ bytuja zaledwie chwile na swoim zywicielu np. komary. Powoduje
to, ze poszczegolne ektopasozyty nie moga by¢ przypisane do konkretnego zwierzgcia. Aby ektopasozyt
mogt zosta¢ uznany za biologiczny marker choréb przenoszonych przez wektory musi spedzac cate
swoje zycie na jednym osobniku oraz wykazywaé zblizony behawior do najczesciej spotykanych
wektorow w Polsce. Wspomniane zatozenia spetniaja opisywane muchéwki. Zgodnie z tymi
zatozeniami, L. cervi i L. fortisetosa mogg by¢ zastosowane jako biomarkery. Oba wspomniane gatunki
sa ecktopasozytami specyficznymi dla jeleniowatych. Zajmuja one identyczny biotop do tego
zamieszkiwanego przez dzikie przezuwacze i inne wektory. Doroste muchowki musza znalezé
zywiciela wkrotce po przeobrazeniu, aby przezy¢ i rozmnazaé si¢. Zaraz po odnalezieniu dzikiego
przezuwacza zrzucaja skrzydia i spedzaja na nim cate swoje zycie. Po zrzuceniu skrzydet zaczynajg
pobierac krew z czgstotliwoscig co ok. 15min.

4.8. Cele badawcze
W trakcie realizacji rozprawy doktorskiej zaplanowano nastepujace zadania badawcze:

e ocena korelacji migdzy liczebnoscia osobnikow L. fortisetosa poszukujacych zywicieli
w srodowisku a wybranymi warunkami czasowo-mikroklimatycznymi w lasach na poczatku
okresu ich aktywnosci;

e potwierdzenie wystgpowania L. fortisetosa w poétnocno-wschodniej Polsce oraz okreslenie
zwiazkow filogenetycznych z innymi sekwencjami L. fortisetosa uzyskanymi w poprzednich
badaniach;

e ocena roznic genetycznych miedzy populacjami L. cervi oraz okreslenie zwigzkoéw
filogenetycznych z innymi sekwencjami L. cervi uzyskanymi w poprzednich badaniach;

o identyfikacja materiatu genetycznego patogendw o potencjale zoonotycznym (Anaplasma ovis,
Anaplasma phagocytophilum, Babesia spp., Bartonella spp., Borellia spp., Coxiella spp.,
Francisiella tularensis, Mycoplasma spp., Rickettsia spp. i Theileria spp.) u L. fortisetosa
pozyskanych z zywicieli specyficznych oraz srodowiska.

Realizacja powyzszych zadan badawczych pozwolita na wstgpng ocene Lipoptena spp.
jako potencjalnych wektorow chorob zakaznych ludzi i zwierzat oraz pozwolita na okreslenie
ich znaczenia epizoonotycznego na terenie Polski. Przeprowadzone badania, otrzymane wyniki oraz
pozyskane do$wiadczenie w trakcie realizacji doktoratu pozwolily takze na opracowanie pojemnikow
do przetrzymywania i transportu ektopasozytéw, zwlaszcza muchéwek z rodziny Hippoboscidae
ze srodowiska naturalnego oraz metody stosujacej strzyzaki jako biologiczne markery do wykrywania
chordb przenoszonych przez wektory u jeleniowatych.

5. Materialy i metody

5.1. Badania nad fenologia wystepowania Lipoptena fortisetosa w srodowisku
5.1.1.Pobieranie prébek
Muchoéwki pozyskiwano w okresie od 6 maja do 15 lipca 2019 i 2020 roku w naturalnym lesie
mieszanym w gminie Olsztynek, woj. warminsko-mazurskie w Polsce (53°40°31,4”N 20°20°00,4”E).
Wybrano ten okres na przeprowadzenie badan, poniewaz nie pokrywat si¢ on z sezonem rozrodczym
zwierzat ani z dziatalnoscia gospodarki lesnej i charakteryzowat si¢ zauwazalnym wzrostem aktywnosci
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entomofauny. W badanym lesie dominowaly drzewa iglaste, gtéwnie sosna zwyczajna. Podszyt i runo
sktadaty sie z gatunkéw roslin typowych dla lokalnej strefy klimatyczno-geograficznej. Podszyt pokryty
byl warstwg roslin zielnych i mchem. Obszar badan byt siedliskiem duzej populacji jeleniowatych,
w tym jelenia szlachetnego, sarny europejskiej i tosia euroazjatyckiego. Las spetniat rowniez wszystkie
cechy siedliskowe i nie charakteryzowat si¢ negatywnymi czynnikami wptywajacymi na intensywnos¢
aktywnosci strzyzakow, opisanymi przez Madsliena i in. (2012). Doktadna trasa zostata wyznaczona
przed eksperymentem i obejmowata dystans ok. 581 km na podstawie odczytow
GPSMAP® 62 (Garmin, Olathe, KS, USA). Zakres wysoko$ci wynosit od 151 do 158 m n.p.m.
Trasa pobierania probek przecinata szlaki migracji zwierzat na ktorej znajdywano S$wieze $lady
ich aktywnosci. Nie zaobserwowano dziatalnosci cztowieka, ktéra moglaby potencjalnie wptynaé
na otrzymane wyniki. tacznie przeprowadzono 140 obserwacji. Pomiary wykonano w godzinach
od 13:00 do 17:00 (dane nie byly rejestrowane poza tym przedziatem czasowym). Badacz poruszat
si¢ po $ciezce przez ok. 15 minut, a nastepnie zatrzymywat si¢ na ok. 10 minut. Badacz nosit brazowe,
bawetniane ubranie zakrywajace cale cialo i zbieral strzyzaki natychmiast po tym, jak wyladowaty
na ubraniu. Podobne metody stosuje si¢ do pobierania probek kleszczy i innych ektopasozytow
ze $rodowiska (Ginsberg & Ewing, 1989; Mysterud et al., 2016). Pozyskane ektopasozyty umieszczano
w oddzielnych probowkach.

5.1.2.1dentyfikacja gatunku

Probki muchéwek zostaty przewiezione do Laboratorium Analiz Zagrozen Biologicznych
na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Gatunki
i ple¢ strzyzakow zostaty zidentyfikowane na podstawie ich cech morfologicznych i morfometrycznych
pod mikroskopem stereoskopowym Leica M165C i Leica Application Suite 4.4 (Leica, Wetzlar,
Germany). W oparciu o Klucze taksonomiczne dla Lipoptena spp. opracowane przez Borowca (1984)
i Maa (1969) oraz opisy morfologiczne dostarczone przez Andreani i in. (2019), strzyzaki zostaty
zidentyfikowane do poziomu gatunku na podstawie wymiardéw ciata, ozytkowania skrzydet, dtugo$ci
i budowy gatki ocznej oraz liczby wyprostowanych wlosow na mezonatum. Probki zawierajgce gatunki
inne niz L. fortisetosa zostalty wyeliminowane z dalszej analizy.

5.1.3.Pomiary mikroklimatu

W trakcie badan rejestrowano liczbg zebranych strzyzakow, date pobrania probki
(czas w dniach), temperature (°C), wilgotno$¢ wzgledng (%), cisnienie powietrza (hPa) i predko$é
wiatru (km/h). Pomiary wykonywano przed kazdg sesja pobierania probek, co godzine w trakcie proby
polowej oraz po jej zakonczeniu. Podczas kazdej sesji pobierania probek wykonano tgcznie
pie¢ pomiarow. Wybrane parametry mikroklimatu mierzono: miernikiem wielofunkcyjnym ST-8820
(Cem, Shenzhen, Chiny) (temperatura, wilgotnos¢ wzgledna), manometrem Testo 511
(Testo SE and Co. KGaA, Lenzkirch, Niemcy) (ci$nienie powietrza) oraz anemometrem Kestrel 2000
(Kestrel Instruments, Boothwyn, PA, USA) (predko$¢ wiatru). Urzadzenia zostaty skalibrowane przez
producentdéw przed przeprowadzeniem pomiardw. Wszystkie pomiary zostaly wykonane na wysokosci
ramion przez tego samego badacza.

5.1.4.Analiza statystyczna

Zatozenie liniowosci i normalnosci zostalo sprawdzone przed analiza statystyczng. W celu
zbadania liniowo$ci wygenerowano dwuwymiarowe wykresy punktowe analizowanych zmiennych.
Zatozenie normalno$ci walidowano za pomocg histograméw i wykresow normalnosci dla pozostatosci.
Anomalie statystyczne zostaly wykluczone za pomocg algorytmu ,k-najblizszych sasiadow”.
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Statystycznie istotne roznice migdzy rozmieszczeniem pici L. fortisetosa a czasem okreslono za pomoca
Generalizowanych Modeli Linearnych (GLM). Modele korelacji liniowej (wspotczynnik korelacji
r-Pearsona) zostaty opracowane w celu zilustrowania korelacji migedzy warunkami czasowo-
mikroklimatycznymi ~ a  liczbg ~ zebranych  osobnikow L.  fortisetosa.  Obliczone
warto$ci I zinterpretowano nastepujaco: < 0,2 — brak korelacji, 0,2-0,4 — korelacja staba, 0,4-0,6 —
korelacja umiarkowana, 0,6-0,8 — korelacja silna, 0,8-0,9 — korelacja bardzo silna oraz 0,9-1,0— prawie
idealna korelacja. Wptyw warunkéw czasowo-mikroklimatycznych na liczbe zebranych ektopasozytow
oceniono za pomocag Uogolnionego Modelu Addytywnego (GAM). Model zostat zbudowany w celu
maksymalizacji jakos$ci predykcji zmiennej zaleznej (liczebno$¢ L. fortisetosa) na podstawie
analizowanych zmiennych towarzyszacych (czas, temperatura, wilgotnos¢ wzgledna, cisnienie
powietrza i predko$¢é wiatru). Dla zebranych liczby muchéwek z poszczegolnych dni obliczono
nastgpujace wartosci statystyczne: $rednia (M), mediana (ME), odchylenie standardowe (SD),
btad standardowy (SE), wariancja (V), minimum (Min), maksimum (Max), kurtoza (K) i sko$no$¢ (Ske).
Roéznice uznano za statystycznie istotne przy wartosci p < 0,05. Dane zostaly przetworzone w programie
Statistica 13.3 (TIBCO Software, Palo Alto, CA, USA).

5.1.5.Walidacja Uogolnionego Modelu Addytywnego

Opracowany GAM zostal oceniony (bez wspolzmiennej czasowej) w czterech roznych
lokalizacjach (1—53°39°34,2”N 20°30°46,0”E; 11-—52°09°59,9”N 18°18°55,9”E; 111—52°11°27,6”"N
17°51°53,0”E; TV—53°28°24,8”N 20°34°04,9”E). W kazdej lokalizacji wykonano trzy obserwacje
zgodnie z opisanymi powyzej protokotami pobierania probek i pomiarow.

5.2. Charakterystyka molekularna prébek Lipoptena fortisetosa pozyskanych

ze sSrodowiska w pélnocno-wschodniej Polsce

5.2.1.Pobieranie préobek

Wystepowanie Lipoptena spp. monitorowano w naturalnych lasach mieszanych na terenie
Warmii 1 Mazur w poéinocno-wschodniej Polsce. Ektopasozyty monitorowano w nastgpujgcych
gminach:  Etk  (54°19'10,1"N  22°22'38,7"E),  Goldap  (54°19'10,1"N  22°22'38,7"E),
Kolno (53°57'34,3"N 21°04'46.0"E), Jedwabno (53°28'24,8"N 20°34'04.9"E),
Pieni¢zno (54°15'52,1"N  20°11'14,2"E) i  Ruciane-Nida  (53°35'47,4"N  21°33'13,3"E).
Szczegdtowa mape badanego regionu przedstawia Ryc. 4.
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Ryc. 4. (a) Mapa Polski i regionu Warmii i Mazur (b) ze wskazaniem gmin, w ktorych przeprowadzono
badania terenowe. Legenda: WM = region Warmii i Mazur; E = Etk; G = Goldap; J = Jedwabno;
K = Kolno; P = Pieni¢gzno; R = Ruciane-Nida
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Wybrane miejsca do przeprowadzenia badan charakteryzuja si¢ rozlegtymi kompleksami
lesnymi i duzymi populacjami jeleniowatych, w tym jelenia szlachetnego, sarny europejskiej i tosia
euroazjatyckiego. Badanie przeprowadzono w okresie od czerwca do lipca 2019 r. w godzinach od 7.00
do 10.00. Wybrano ten okres ze wzgledu na zauwazalny wzrost aktywno$ci strzyzakow.
Liczbe osobnikow Lipoptena spp. wyrazono jako dzienng sumg liczby skrzydlatych muchowek,
schwytanych na ubraniu badacza. W kazdym miejscu pobierania probek przeprowadzono piec¢
pomiarow. Lacznie przeprowadzono 30 pomiarow. Badacz szedt przez las ubrany w brazowe,
bawetniane ubranie zakrywajace cale ciato. Lipoptena spp. byty chwytane natychmiast po wyladowaniu
na ubraniu. Podczas spaceru, badacz co 20 m sprawdzat odziez ochronng i zbierat owady. Strzyzaki,
ktore uciekly, nie byly liczone. Zebrane ektopasozyty umieszczono w pojedynczych probowkach
zawierajacych 70% etanol.
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5.2.2.1dentyfikacja gatunku
Identyfikacji gatunku dokonywano zgodnie z opisem zaprezentowanym w pkt 2.1.2

5.2.3.Analiza statystyczna

Statystycznie istotne réznice w rozktadzie ptci L. cervi i L. fortisetosa przeanalizowano testem
t-Studenta dla prob niezaleznych. Dla analizowanych populacji L. cervi i L. fortisetosa obliczono
nastgpujace parametry statystyczne na podstawie ogdlnych danych z obserwacji dziennych (n = 30):
srednia (M), mediana (ME), odchylenie standardowe (SD), btad standardowy (SE), wariancja (V),
minimum (Min) i maksimum (Max). Réznice uznano za istotne statystycznie przy wartosci p < 0,05.
Dane zostaly przetworzone statystycznie w Statistica 13.3 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, USA).

5.2.4.1zolacja DNA

Z kazdej lokalizacji wybrano losowo pig¢ probek L. fortisetosa (n = 30) do analiz
molekularnych. Reprezentatywng liczb¢ probek oszacowano za pomocg wzordw na obliczenie
minimalnej liczebnosci proby gwarantujacej wiarygodno$¢ wynikow (wielkos¢ proby: NP = liczba
pobranych probek, o = 95%, f = 0,5, e = 15%). Pozyskany materiat biologiczny suszono w temperaturze
pokojowej przez 15 minut i zmiazdzono sterylna pateczka w sterylnych probéwkach Eppendorfa.
Zkazdej probki wyekstrahowano genomowe DNA za pomoca zestawu Sherlock AX
(A&A Biotechnology, Polska) zgodnie z instrukcjami producenta. DNA eluowano w 40 ul buforu
Tris-EDTA (TE), a stezenie eckstraktu sprawdzano w spektrofotometrze Nano Drop 2000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Wyekstrahowane DNA przechowywano w -20°C,
az do uzycia.

5.2.5.Reakcja lancuchowa polimerazy

Z pozyskanego materiatu biologicznego L. fortisetosa amplifikowano sekwencj¢ genu rRNA
16S mitochondrialnego DNA o szacowanej dtugosci 412 bp metoda reakcji tancuchowej polimerazy
(PCR).  Starterami  amplifikacji byly L700F (5-AAAGTTTAACCTGCCCACTGAT-3%)
i L1213R (5’-CTGAACTCAGATCACGTAAGAAT-3) (Szewczyk et al.,, 2017). Zastosowano
nastepujgce warunki reakcji: poczatkowa denaturacja w 92°C przez 3 min; 35 cykli denaturacji w 95°C
przez 10 s; przytaczanie starterow w 60°C przez 10 s; elongacja w 68°C przez 30 s; elongacja koncowa
w 68°C przez 5 min (Szewczyk et al., 2017). Reakcje przeprowadzono w Veriti Thermal Cycler
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Kazda reakcj¢ przeprowadzono w objetosci 25 ul
zawierajacej 2,5 pl 10x Standard Taq Reaction Buffer (Biolabs, NC, USA), 0,5 pl 10 mM trifosforanu
deoksyrybonukleotydow (dNTPs) (Biolabs, USA), 0,5 pl 10 uM kazdego startera, 1 ul DNA
Lipoptena spp., 0,125 uL Taq DNA Polymerase (Biolabs, NC, USA) i 19,875 uL wody podwdjnie
destylowanej. Kontrolg ujemng byta woda podwdjnie destylowana. Kontrolg pozytywna bytlo DNA
Lipoptena cervi pozyskane podczas poprzednich badan. Produkty PCR poddano elektroforezie
na 2% zelu agarozowym. Wybarwiono je bromkiem etydyny i uwidoczniono w transiluminatorze UV.

5.2.6.Sekwencjonowanie

Probki DNA po PCR oczyszczono metoda precypitacji etanolem opisang przez Weinbergera
(2000). DNA zsekwencjonowano z uzyciem opisanych starterow (L700F/L1213R) oraz zestawu
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), a wyniki
analizowano w analizatorze genetycznym ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornia, USA). Uzyskane sekwencje nukleotydowe edytowano w programie BioEdit (Hall, 1999).
Nastepnie wyniki poroéwnano z sekwencjami GenBank w programie BLAST NCBI (zataczone w sekcji
wynikow). Sekwencje dopasowano algorytmem ClustalW. Analizg filogenetyczng sekwencji 16S rRNA

28



»Strzyzaki (Lipoptena spp.) jako potencjalny wektor chordb zakaznych ludzi i zwierzat - znaczenie
epizoonotyczne na terenie Polski”

Lek. wet. Remigiusz Gatgcki — rozprawa doktorska

&
057N

i odpowiadajagcych im sekwencji GenBank przeprowadzono metoda najwickszej wiarygodnosci
i modelu Tamura—Nei w MEGA 10.1.17 (Kumar et al., 2018). Sekwencje L. cervi stuzyly jako grupa
zewnetrzna. Wybor modelu oparto na kryterium informacyjnym Akaike (AIC). Wartosci ufnosci
Bootstrap do oceny wiarygodnosci gatgzi obliczono dla 10 000 powtorzen.

5.3. Charakterystyka molekularna prébek Lipoptena cervi pozyskanych ze

srodowiska w Polsce
5.3.1.Pobieranie probek
Muchowki pozyskiwano lasach mieszanych w Polsce. Badania przeprowadzono w pigciu
wojewodztwach: wielkopolskim, kujawsko-pomorskim, lubuskim, pomorskim i warminsko-
mazurskim. Szczegotowa mape badanych regionéw przedstawiono na Ryc. 5. Doroste L. cervi pobrano
z losowo wybranych kompleksow lesnych w kazdym wojewodztwie. Fauna i flora sktadaty sig¢
z gatunkdéw typowych dla polskiej strefy klimatyczno-geograficznej. W kazdym miejscu znaleziono
swieze §lady jeleniowatych, w tym jelenia szlachetnego i sarny europejskiej. Strzyzaki pozyskiwano
zgodnie z metodologia opisana w pkt 4.2.1. Owady umieszczono w oddzielnych probowkach
wypetnionych 70% etanolem. Z kazdego wojewddztwa pobrano po siedem probek L. cervi do dalszych
analiz.

Ryc. 5. Mapa Polski z zaznaczonymi wojewodztwami, w ktorych pobrano probki Lipoptena cervi.

- Studied voivodeship

- Voivodeship borders

Legenda: GP - wojewodztwo wielkopolskie; KP - wojewddztwo — kujawsko-pomorskie;
L - wojewodztwo lubuskie; P - wojewodztwo pomorskie; WM - wojewddztwo warminsko-mazurskie.

5.3.2.1dentyfikacja gatunku
Identyfikacji gatunku dokonywano zgodnie z opisem zaprezentowanym w pkt 4.1.2.
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5.3.3.1zolacja DNA
Do analiz molekularnych wykorzystano 7 losowo wybranych probek L. cervi z kazdego
wojewoOdztwa (n = 35). Izolacje DNA przeprowadzono zgodnie z opisem w pkt. 4.2.4.

5.3.4.Reakcja lancuchowa polimerazy
Procedure wykonano zgodnie z pkt. 4.2.5.

5.3.5.Sekwencjonowanie
Procedure wykonano zgodnie z pkt. 4.2.6.

5.3.6.Analiza statystyczna

Statystyki opisowe, w tym: $rednig (M), odchylenie standardowe (SD) i wariancje (V) obliczono
w programie Statistica 13.3 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, USA). Wewnatrzgatunkowe odlegtosci
genetyczne (d), $rednie zréznicowanie migdzypopulacyjne (d), Srednie odlegtosci genetyczne (d), btad
standardowy (SE), $redni dystans ewolucyjny i czestosci nukleotydow obliczono w MEGA 10.1.17
(Kumar et al., 2018).

5.4. Molekularna identyfikacja wybranych patogenow o potencjale

zoonotycznym u Lipoptena fortisetosa

5.4.1.Pobieranie prébek

Strzyzaki pobrano w pigciu wojewodztwach opisanych w pkt 4.3.1. Szczegotowa mape
badanych regionéw przedstawiono na rycinie 5. Pozyskane owady L. fortisetosa podzielono na dwie
grupy: Zwierzeta (A) — owady pobrane od jeleniowatych oraz Srodowisko (E) — owady ze srodowiska
poszukujace zywiciela. Do badania pobrano acznie 500 osobnikow L. fortisetosa. Grupa A sktadata si¢
z 250 strzyzakow. Owady zbierano z ciat martwych lub zywych jeleniowatych. Do analizy losowo
wybrano jednego ektopasozyta z kazdego zwierzgcia. Pozyskano po 50 probek z kazdego badanego
wojewoOdztwa. Grupa E skladata sie z 250 strzyzakow. Owady zebrano w losowo wybranych
srodkowoeuropejskich lasach mieszanych. Z kazdego miejsca pozyskano do 5 osobnikéw L. fortisetosa.
Owady pozyskano zgodnie z procedura opisang w pkt 2.2.1. Z kazdego badanego wojewodztwa
uzyskano po 50 owadow. Ektopasozyty z grup A i E zanurzono w 70% etanolu w oddzielnych
probéwkach.

5.4.2.1dentyfikacja gatunku
Identyfikacji gatunku dokonywano zgodnie z opisem zaprezentowanym w pkt 4.1.2

5.4.3.1zolacja DNA
Izolacjg DNA przeprowadzono zgodnie z opisem w pkt. 4.2.4

5.4.4. Wybor patogenéow do analizy

Na podstawie przegladu literatury (Aguirre et al., 1995; Astobiza et al., 2011; Bourque &
Higgins, 1984; Bruno et al., 2000; Dehio et al., 2001; Elfving et al., 2015; Grazziotin, Duarte, et al.,
2011; Grazziotin, Santos, et al., 2011; Inokuma et al., 2008; Kauffmann et al., 2017; Oaaland et al.,
1977; Sacristan et al., 2021; Sawczuk et al., 2008; Stefanidesova et al., 2008), wyselekcjonowano
nastgpujace patogeny: Anaplasma ovis Lestoquard, 1924; A. phagocytophilum Foggie, 1949;
Babesia spp.; Bartonella spp.; Borellia spp.; Coxiella burnetii; Francisiella tularensis;
Mycoplasma spp.; Rickettsia spp. i Theileria spp.
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5.4.5.Reakcja lancuchowa polimerazy

Sekwencje starterow i warunki PCR przedstawiono w Tab. 2. Kazda reakcje przeprowadzono
w koncowej objetosci 25 pl, zawierajacej 2,5 ul 10 Standard Taq Reaction Buffer (Biolabs, Boston,
MA, USA, USA), 0,5 pul 10 mM dNTPs (Biolabs, USA), 0,5 1 10 M roztworu kazdego startera,
1 pl izolowanego DNA, 0,125 ul polimerazy Tag DNA (Biolabs, USA) i 19,875 ul podwojnie
destylowanej wody. Reakcje przeprowadzono w Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). W probee ujemnej DNA zastapiono woda podwoéjnie destylowang. Probka dodatnia
sktadata si¢ z probek referencyjnych DNA kazdego analizowanego patogenu udostgpnionych przez
National Research Center for Protozoan Diseases, Obihiro University of Agriculture and Veterinary
Medicine. Produkty PCR poddano elektroforezie w 1,5-2,5% zelu agarozowym, wraz drabinka DNA
100 bp, jako marker wielko$ci masy czasteczkowej i wybarwiono bromkiem etydyny a nastgpnie
ogladano pod transiluminatorem UV. Do sekwencjonowania kierowano dwie probki dla kazdego
patogenu o najsilniejszej ekspresji prazka. Wszystkie produkty PCR, ktore byly pozytywne na

Francisella spp. zostaly zweryfikowane za pomoca sekwencjonowania.

Tab.2. Startery i zastosowane warunki prowadzonych PCR.

Docelowy . Oczekiwan Warunki cyklu .
Gatunek Nazwa startera Sekwencja startera (5' - 3) a wielko$é Literatura
gen (bp) PCR
CCG GAT CCT TAG CTG o .
MSP43R AAC AGG AAT CTT GC 347 C?/‘LIE/ g 4‘?(‘:‘;’332 Ochirkhuu et
Anaplasma ovis MSP4 GGG AGC TCC TAT GAA 6()°C/30 s 72°C/’1 al. (2017)
MSP45F TTA CAG AGAATT GTT . o .
TAC min; 72°C/7 min
Aphamsp4F ATGAATTACAGAGAATTG 94°_C/5 min; 40
Anaplasma MSP4 CTTGTAGG 849 cykli: 94°C/10 s, Bown et al.
phagocytophilum AphamspdR TTAATTGAAAGCAAATCT 58°C/10 s, 72°C/50 (2007)
phamsp TGCTCCTATG s; 72°C/5 min
Bovine* . BabsppF1 GTTTCTGMCCCATCAGCTT 45 cykli: 94°C/30's, .
ovine* Babesia 18S IRNA GAC 440 61°C/30 s. 72°C/45 Hilpertshause
spp. BabsppR CAAGACAAAAGTCTGCTT " 72°C/’1 0 min ret al. (2006)
GAAAC ’
Bartonellaspp. - crregTTTCTCTTTCTTCA 95°C/2min; 45
F cykli: 95°C/1 min,
Bartonella spp. 16-23S 154-260 60°C/1 min, Jensen et al.
gene Bartonellaspp.  AACCAACTGAGCTACAAG 72°C/30 s 72°C/5 (2000)
R cc 5
min
Borrelia spp. ACATATTCAGATGCAGAC 95°C/5 min; 40
Borrelia spp fla flaF AGAGGT 350 cyk5I|5.O9CS/1C£i;nm, Barbour et al.
' Borrelia spp. AACAGCTGAAGAGCTTGG 72°9C/30 s 72°’C /s (1996)
flaR AATG mi;1
Coxiella ATTGAAGAGTTTGATTCTG 95°C/3 m; (2 cykKli:
16SrRNA F G 95°C/30 s, 58°C/30
s, 72°C/2 min; 10
cykli: 95°C/30 s,
Coxiellaburnetii 165 rRNA Coxiclla 1457 72%'(':5/02 Sﬁf s th’zngl‘;t)a"
16SrRNA R CGGCTTCCCGAAGGTTAG cykli: 95°C/30 s,
48°C/30 s, 72°C/2
min); 72°C/5 min
) Ff393 ATGGCGAGTGATACTGCT 98°C/30 s; 35 cykli:
Francisella TUL4 TG 248 98°C/10 s, 53.4°C/ Long et al.
tularensis Ff642 GCATCATCAGAGCCACCT 30 s, 72°C/1 min; (1993)
AA 72°C/10 min.
HBT-F ATA CGG CCC ATATTC 94°C/10 min; 40
Mycoplasma spp 165 rRNA CTACG 595 cykli: 95°C/30 s, Liuetal.
' HBT-R TGC TCC ACC ACT TGT 60°C/30 s, 72°C/30 (2016)
TCA s; 72°C/10 min
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Rickettsia gltA GCAAGTATCGGTGAGGAT 95°C/3 min; 40
F GTAAT cykli: 95°C/15 s,
. . gltA : o Labruna et al.
Rickettsia spp. Rickettsia gitA  GCTTCCTTAAAATTCAATA 401 WS TR0 (2004)
R AATCAGGAT ’
94°C/5 min; 35
989 AGT TTC TGA CCT ATC AG cykli: 94°C/30s, Lietal
Theileria spp. 18S rRNA TTG CCT TAA ACT TCC 1098 53‘_’C/3005, 72°C1 (2014)
990 76 min; 72°C/7 min

Legenda: *- B. divergens, B. bigemina, B. major.

5.4.6. Sekwencjonowanie

Probki DNA po PCR oczyszczono metoda precypitacji etanolem DNA zsekwencjonowano
Z uzyciem opisanych starterow opisanych w Tab. 2 oraz zestawu BigDye Terminator Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), a wyniki analizowano w analizatorze genetycznym
ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornia, USA). Uzyskane sekwencje
nukleotydowe edytowano w programie BioEdit (Hall, 1999) i poréwnano z danymi GenBank
w programie BLAST-NCBI. Analiza filogenetyczna otrzymanych sekwencji i odpowiadajacych
im sekwencji GenBank zostata przeprowadzona przez estymacj¢ Neighbor Joining w MEGA 10.1.17
(Kumar et al., 2018). Wartosci ufnosci Bootstrap do szacowania niezawodnosci rozgat¢zien obliczono
w 10 000 powtorzen.

6. Wyniki
6.1. Czynniki temporalno-mikroklimatyczne wplywaja na fenologie Lipoptena
fortisetosa w Europie Srodkowej
Pierwsze muchowki zidentyfikowane jako L. fortisetosa zebrano 7 maja 2019 r. i 2 czerwca
2020 r. Podczas badan terenowych pozyskano tacznie 1995 osobnikow (M = 14,25; ME = 14,5;
SD =10,96; SE = 0,93; V = 76,87; Min = 0; Max = 39,0; K = 0,94; Ske = 0,23), w tym 1028 (51,53%)
samic i 967 (48,47%) samcOéw. Roznice rozkladu plci w czasie nie byly istotne statystycznie
(dla modelu: df = 1; MS = 225,04; F = 5,38; p = 0,02; samice vs. samce: df = 1; MS = 2,61; F = 0,78;
p = 0,38; samice vs. samce vs. czas: df = 1; MS = 0,047; F = 0,014; p = 0,91). Pierwsze piki liczebnosci
strzyzakow zaobserwowano w 16 dniu 2019 r. i 35 dniu 2020 r. badan. Liczbe strzyzakow zebranych
w kazdym dniu pobierania probek przedstawiono na Ryc. 6.
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Ryc 6. Liczba osobnikow Lipoptena fortisetosa pobranych w kazdym dniu pobierania probek w okresie
od 6 maja do 15 lipca w 2019 r. (A) i 2020 r. (B).

40

w
w

w
(=]

n
Wi

il

ha
(=]

=
i

no. of Lipaptena fortisetosa collected in 2019
=
=]

5
g ‘LIIL
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 3% 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69
days
W no. L, fortisetosa
[ i g
;‘;’t;'::“ff;:’:i:msa =2 % 1075 - 5 105" + 0,0004x" - 0.016+ + 0.3072%7 - 1.3846x + 2.2225
—_— i <M
o Palynomial trendline L
s

30

25

20

15

10

ne. of Lipoptena fortisetosa collected in 2020

bl

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 B7 69

days
o, L fortisetosa | Y
M 0. | fortisetnsa & y=8x10%F + 2 x 103 - 0.0014x% + 0.0534x% — 0.9071x? + 5.9668x% - 9.8716
totzl no. L fertisetosa R?=0.7867

- Polynomial trendline

Legenda: y — funkcja logarytmiczna; R* — wspétczynnik determinacji.

Stwierdzono bardzo silng korelacj¢ liniowa migdzy temperatura a liczebnoscig L. fortisetosa
w srodowisku. Wykazano silng korelacje liniowg pomigdzy wilgotnoscia a lotami strzyzakow.
Stwierdzono umiarkowana korelacj¢ liniowa migdzy czasem a wystgpowaniem L. fortisetosa.
Zaobserwowano ujemng, umiarkowang korelacje liniowg miedzy predkosciag wiatru a liczebnos$cia
strzyzakow. Nie stwierdzono istotnie statystycznej korelacji pomiedzy liczebnoscig L. fortisetosa
a cis$nieniem powietrza. Wyniki analizy korelacji przedstawiono w Tab. 3.
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Tab. 3. Korelacje pomigdzy warunkami czasowo-mikroklimatycznymi a liczebnoscig Lipoptena
fortisetosa (wspotczynnik korelacji r-Pearsona).

L. . . . Wartosci
Korelacje mi¢dzy badanymi czynnikami 5 ;
Czas (dzien) <0,001 0,45
Temperatura (°C) <0,001 0,84
Liczba osobnikow Lipoptena fortisetosa Wilgotno$¢ wzgledna (%) <0,001 0,76
Cisnienie powietrza (hPa) 0,15 -0,19
Predkosé¢ wiatru (km/h) <0,001 —-0,59

Legenda: wartosci p < 0,05 uznano za statystycznie istotne.

Wyniki GAM wskazuja, ze czas, temperatura, wilgotno$¢ wzgledna i predko§¢ wiatru miaty
statystycznie istotny wplyw na loty muchowek. Mozliwe nieliniowe efekty wspotzmiennych ciagtych,
na liczebno$¢ L. fortisetosa, przedstawiono na Ryc. 7. Czgsto$¢ wystgpowania L. fortisetosa znacznie
wzrosta migdzy 15 a 20 dniem od rozpoczecia lotow (Ryc. 7A), a niewielki spadek zaobserwowano
w kolejnych dniach. Temperatury ponizej 5°C miaty negatywny wptyw na liczebno$é¢ L. fortisetosa.
Przeprowadzone pomiary wskazujg, ze strzyzaki byly najbardziej aktywne w temperaturze 17-22°C
(Ryc. 7B). Na podstawie GAM mozna zaobserwowac, ze temperatury wyzsze od 22°C, nie maja
addytywnego wplywu na ich wystepowanie. W zaprezentowanym modelu liczebnoé¢ strzyzakoéw byta
rowniez umiarkowanie skorelowana z wilgotnoscia wzgledng. Liczba ektopasozytow wykazywata
tendencje do wzrostu wraz ze wzrostem wilgotnosci. Zwigkszona aktywno$¢ strzyzakow byta wzglednie
stabilna w zakresie wilgotno$ci 70-80% (Ryc. 7C). Optymalna predkos¢ wiatru dla L. fortisetosa
wynosita 4-12 km/h (Ryc. 7E), a wigksze predkosci wiatru miaty negatywny wptyw na liczebnosc¢
opisywanych owadéw. Cisnienie powietrza nie bylo statystycznie istotnie skorelowane
z wystepowaniem L. fortisetosa (Ryc 7D). Wyniki GAM przedstawiono w Tab. 4. Wyniki walidacji
modelu przedstawiono w Tab. 5.
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A Ryc. 7. Nieliniowe efekty wspotzmiennych ciggtych, wptywajacych na liczebnos¢ Lipoptena
fortisetosa.
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* — nieistotne statystycznie.
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Tab. 4. Estymacja parametréw w uog6élnionym modelu addytywnego (GAM) analizujaca korelacje
miedzy czynnikami czasowo-mikroklimatycznymi a liczebnos$cia Lipoptena fortisetosa.

Parametry Wartosei
n =140 df GAM SE SS p
coef.
Wyraz wolny 1 1,12 0,23 4,82 0,005
Czas 4,15 -0,0054 0,0013 —4,21 0,038
Temperatura 4,06 0,057 0,0068 8,39 <0,001
Wilgotno$c wzgledna 4,02 0,017 0,0029 5,29 0,041
Cisnienie powietrza 4,04 -0,0086 0,0035 —2,42 0,074
Predkos¢ wiatru 3,94 0,026 0,0088 -3,04 0,003

Legenda: n — liczba pomiarow; df — stopnie swobody; GAM coef. — wspotczynnik uogdlnionego
modelu addytywnego; SE — btad standardowy; SS — standaryzacja; p < 0,05 uznano za statystycznie
istotne.

Tab. 5. Walidacja uog6lnionego modelu addytywnego (GAM) w roéznych lokalizacjach.

Lokalizacja Temperatura Wilgomose Cisnienie powietrza Predko$¢ wiatru
n=12 wzgledna

°C log % log hPa log km/h log

18,1 0,29 72,6 0,11 1002,4 0,44 13,3 -0,17

| 19,5 0,40 77,8 0,17 1001,2 0,48 14,7 —0,26
15,2 —-0,06 68,2 0,07 998,5 0,22 8,2 0,28

19,3 0,27 62,4 —-0,06 1001,6 -0,19 15,5 -0,07
1 17,9 0,23 64,3 -0,13 997,3 0,05 8,0 0,34
20,6 0,36 67,7 0,002 1000,6 0,12 10,2 0,09
22,3 0,41 74,8 0,29 1002,7 —-0,29 8,9 0,05
1 21,7 0,34 76,0 0,14 1005,2 0,33 6,8 0,21
18,8 0,12 71,9 —-0,03 1003,7 -0,16 10,6 0,04

22,3 0,33 67,8 0,05 1000,8 -0,31 16,1 -0,32
v 17,4 0,12 70,4 —-0,08 999,2 0,25 10,3 0,08
19,1 0,28 71,3 0,16 1003,4 —-0,07 10,2 0,05

Legenda: n — liczba pomiardéw; I-IV — badane lokalizacje; log — log (loty L. fortisetosa)

6.2. Charakterystyka  molekularna  osobnikéw  Lipoptena  fortisetosa
pozyskanych ze sSrodowiska w polnocno-wschodniej Polsce
Reprezentatywne sekwencje L. fortisetosa zostaty zdeponowane w bazie danych GenBank
NCBI za pomoca narzedzia Banklt pod numerami dostepu MT182645-MT182661, MT182663.
W sumie w miejscach pobierania probek pobrano 482 probki Lipoptena spp. (M = 80,33; ME = 79,5;
SD =12,39; SE =5,06; V = 15,43; Min = 61; Max = 96). Spo$rod nich 385 zidentyfikowano jako L. cervi
(M =64,17; ME =67; SD = 9,26; SE = 3,78; V = 14,43; Min = 47; Max = 72), w tym 196 samic (50,9%)
i 189 samcow (49,1%). Nie stwierdzono istotnych roznic statystycznych w proporcji ptci u L. cervi
(p =0,74). Lipoptena fortisetosa zostata zarejestrowana we wszystkich szesciu lokalizacjach. W sumie
zidentyfikowano 97 osobnikow L. fortisetosa (M = 16,17; ME = 15,5; SD = 5,53; SE = 2,56; V = 34,20;
Min = 8; Max = 24), w tym 51 samic (52,58%) i 46 samcow (47,42%). Nie stwierdzono statystycznie
istotnych réznic w proporcjach pici (p = 0,65). Ogolna populacja L. cervi i L. fortisetosa z badanych
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lokalizacji roznita si¢ istotnie pod wzgledem wielkosci (p < 0,001). Szczegdtowe wyniki przedstawiono
w Tab. 6.

Tab. 6. Liczba strzyzakow zebranych w miejscach poboru probek, z podziatem na gatunki i ptec.

- Lipoptena cervi Lipoptena fortisetosa
Lokalizacja M F v = Suma
Etk 28 39 3 5 75
Gotdap 29 32 7 10 78
Jedwabno 34 33 6 8 81
Kolno 40 32 14 10 96
Pienigzno 20 27 7 7 61
Ruciane-Nida 38 33 9 11 91

Legenda: pte¢: M- samce; F- samice.

Drzewo filogenetyczne przedstawiono na Ryc. 8. Dtugos¢ dopasowania uzytego do zbudowania
drzewa filogenetycznego wynosita 445 bp. Wykazano, ze 29 sekwencji (MT182645-MT182658,
MT182660-MT182661, MT182663) charakteryzowato 98,32% do 100% podobienstwa z sekwencjami
L. fortisetosa z Czech i Litwy (MF495939, MN889549). Podobienstwo miedzy sekwencjami
MT182659 i sekwencjg L. fortisetosa z Japonii (AB632589) osiggneto 95,56%. Szczegdtowe dane,
w tym identyfikator najblizszego dopasowania, kraj pochodzenia i procent identycznosci sekwencji,
przedstawiono w Tab. 7.
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Ryc. 8. Analiza filogenetyczna genu rRNA 16S u Lipoptena fortisetosa.

97 —MT182654

[
—

MT182655
MT182658

66 ————MT182660

—

61

—

52

99

87

s IR
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99

MT182648

MT182650

MT182649

MT182651

MT182647

Lipoptena fortisetosa Japan AB832589
Lipoptena fortisetosa Czech Republic MF495939
Lipoptena fortisetosa Lithuania MN889548
Lipoptena fortisetosa Lithuania MN889549
MT182661

MT182657

MT182663

MT182645

MT182656

MT182646

MT182653

MT182652

MT182659

Lipoptena cervi Poland MF541728
Lipoptena cervi Czech Republic MF495940
Lipoptena cervi Lithuania MN889542

Legenda: Drzewo filogenetyczne na podstawie wynikow analizy maksymalnego prawdopodobienstwa
fragmentu genu rRNA 16S u Lipoptena fortisetosa. Zidentyfikowane unikalne haplotypy sg oznaczone
numerami identyfikacyjnymi sekwencji. W drzewie wskazano sekwencje referencyjne z GenBank.
Wartosci ufnosci Bootstrap do oceny wiarygodnosci gatezi obliczono w 10 000 powtorzen.

Tab. 7. Porownanie uzyskanych wynikow z sekwencjami umieszczonymi w GenBank.

D ID najbllzsze.go Kraj Dopasowanie ]

selwencii dopasowania pochodzenia procentowe Literatura
(Genbank)

MT182645 99,56%
MT182646 99,78%
MT182647 98,68% Radzijevskaja et
MT182648 99,58% al. (2020)
MT182649 MF495939 Czechy 99,36% Sochova et al.
MT182650 MN889549 Litwa 99,58% (2017)
MT182651 100%
MT182652 98,32%
MT182653 99,04%
MT182654 98,93%
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MT182655 98,93%

MT182656 98,91%

MT182657 98,43%

MT182658 99,36%

MT182659 AB632589 Japonia 95,56% Hosokawa et .
(2012)

MT182660 99,36% Radzijevskaja et

MT182661 MF495939 Czechy 99,15% al. (2020)

MN889549 Litwa Sochova et al.
0,
MT182663 98,91% (2017

6.3. Charakterystyka molekularna osobnikéw Lipoptena cervi pozyskanych
ze Srodowiska w Polsce
Reprezentatywne sekwencje L. cervi uzyskane w tym badaniu zostaly zdeponowane w bazie
danych GenBank NCBI. Sekwencjom przypisano numery indentyfikacyjne MT337409 — MT337416.
Sekwencje uzyskane z GenBank a nastgpnie wykorzystane w analizie filogenetycznej zostaty
wymienione w Tab. 8.

Tab. 8. Sekwencje wykorzystane przy analizie filogenetycznej probek DNA pozyskanych od Lipoptena
cervi.

ID sekwencji Gatunek Kraj pochodzenia Literutura

MT337409- MT337416  Lipoptena cervi Polska Badania wiasne
MF541726-MF541729 Lipoptena cervi Polska Szewczyk et al. (2017)
MF495940 Lipoptena cervi Czechy Sochova et al. (2017)
AF322437 Lipoptena cervi Czechy Nirmala et al. (2001)
DQ133043 Lipoptena cervi Niemcy Dittmar et al. (2006)
MN889542- MN889544  Lipoptena cervi Litwa Radzijevskaja et al. (2020)
EF531114 Lipoptena cervi Dania Petersen et al. (2007)

W  wojewddztwie wielkopolskim wykryto trzy haplotypy (MT337410, MT337413,
MT337416). W wojewddztwie kujawsko-pomorskim znaleziono cztery haplotypy (MT337409,
MT337410, MT337413, MT337415). W wojewddztwie lubuskim pozyskano trzy haplotypy
(MT337410, MT337412, MT337413). W wojewodztwie pomorskim zidentyfikowano trzy haplotypy
(MT337410, MT337413, MT337414), a dwa (MT337410, MT337411) w wojewodztwie warminsko-
mazurskim. Szczegdtowy rozktad haplotypéw w badanych lokalizacjach przedstawia Tab. 9.

Tab. 9. Charakterystyka molekularna Lipoptena cervi w badanych stanowiskach.

Lipoptena cervi o poszczegdlnych haplotypach w badanych wojewddztwach

Wykryte wielkopolskie kujawsko- lubuskie pomorskie warmifisko-
haplotypy (n=7) pomorskie (n=7) (n=7) mazurskie
(n=7) n=7)
MT337409 ; 2 ] : :
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MT337410 4 3 3 3 5

MT337411 - - - - 2

MT337412 - - 2 - -

MT337413 2 1 2 3 -

MT337414 - - - 1 -

MT337415 - 2 - - -

MT337416 1 - - - -

W uzyskanych sekwencjach, miedzygatunkowe parowane odlegtosci genetyczne wahaty si¢
od 0,000 do 0,0496 (M = 0,0135; SD = 0,0149; SE = 0,0006; V = 110,11). Srednie zréznicowanie
miedzypopulacyjne wyniosto d = 0,0135 (SE = 0,0027). Srednie odleglosci genetyczne w obrebie
wojewodztw wynosity: d = 0,013 (SE = 0,003) dla wojewoddztwa wielkopolskiego; d = 0,004
(SE =0,002) dla wojewodztwa kujawsko-pomorskiego; d = 0,018 (SE = 0,004) dla wojewddztwa
lubuskiego; d = 0,021 (SE = 0,005) dla wojewodztwa pomorskiego; oraz d = 0,007 (SE = 0,003)
dla wojewodztwa warminsko-mazurskiego. Srednie odlegloéci genetyczne miedzy wojewodztwami
przedstawiono w Tab. 10.

Tab. 10. Srednie odlegtosci genetyczne w wojewddzkich populacjach Lipoptena cervi.

Srednie odleglo$ci genetyczne

(d)

Wojizj(?(;];twa GP KP L P WM
GP(n=7) - - - - -
KP(n=7) 0,0083 - - - -
L(n=7) 0,0159 0,0125 - - -
P(n=7) 0,0199 0,0165 0,0174 - -
WM (n=7) 0,0099 0,0062 0,0136 0,0169 -

Legenda: GP - wielkopolskie; KP - kujawsko-pomorskie; L - lubuskie; P - pomorskie;
WM - warminsko-mazurskie; n - liczba probek

Srednie wspotczynniki ewolucyjne w tych kategoriach wynosity 0,00, 0,00, 0,00, 0,03 i 4,97
podstawien na miejsce. Czestosci nukleotydow okreslono na: A = 37,55%, T = 38,82%, C = 9,54%,
G =14,10%. Osiem sekwencji (MT337409-MT337416) charakteryzowato sie 97,24%% do 100%
podobienstwem z sekwencjami L. cervi z Polski i Litwy (MF541726, MF541729, MN889544,
MN889544). Nie znaleziono podobienstw miedzy zidentyfikowanymi sekwencjami a haplotypami
wykrytymi w Danii i Niemczech (Dittmar et al., 2006; Petersen et al., 2007). Szczegoétowe dane, w tym
identyfikator najblizszego dopasowania, kraj pochodzenia i procent identycznosci sekwencji,
przedstawiono w Tab. 11. Drzewa filogenetyczne przedstawiono na Ryc. 9 i 10.
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Tab. 11. Poréwnanie uzyskanych sekwencji z sekwencjami umieszczonymi w GenBank.

ID najblizszego Dopasowanie
ID sekwencji dopasowania Kraj pochodzenia P Literatura
procentowe
(Genbank)
MF541726 Polska 99,51%
MT337409 -
MN889542 Litwa 99,58%
MF541726 Polska 100%
MT33741 -
337410 MN889544 Litwa 100%
MF541729 Polska 99,51%
MT337411 -
MN889544 Litwa 99,36%
MT337412 MF541726 quska 97,46% Szewczyk et al.
MN889542 Litwa 97,24% (2017)
MF541726 Polska 100% ij j
MT337413 ; 0 Radzijevskaja et al.
MN889542 Litwa 99,79% (2020)
MF541726 Polska 100%
MT337414 -
MN889542 Litwa 99,79%
MF541726 Polska 100%
MT337415 -
MN889542 Litwa 99,79%
MF541726 Polska 98,06%
MT337416 -
MN889544 Litwa 98,01%
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Legenda: Topologia filogenetyczna do analizy maksymalnego prawdopodobienstwa czgsciowej
sekwencji genu rRNA 16S Lipoptena cervi. Unikalne haplotypy zidentyfikowane w badaniu
sg oznaczone odpowiednimi numerami identyfikacyjnymi sekwencji. Warto$ci ufnos$ci Bootstrap
dla niezawodnosci rozgatezien obliczono w 10 000 powtorzen. GP - wojewodztwo wielkopolskie;
KP - wojewodztwo kujawsko-pomorskie; L - wojewddztwo lubuskie; P - wojewddztwo pomorskie;
WM - wojewddztwo warminsko-mazurskie.

Ryc. 10. Analiza filogenetyczna genu rRNA 16S Lipoptena cervi wzglgdem innych sekwencji.

Lipoptena cervi Czech Republic MF495940

42 |0.000
0.004 . ,
33 Lipoptena cervi Denmark EF531114
0 0.017
16 0000 Lipoptena cervi Poland MF541728
o ——Lipoptena cervi Poland MF541729
| o000
2 0.0001 44 7500 Lipoptena cervi Poland MF541727
b.000 i
0.000
i m—— MT337414
b.000
: T MT337415
1.000 e MT337413
0
D.000 TS MT337410
36 — MT337409
0.004
e Lipoptena cervi Czech Republic AF322437
2
0.000 'WLipoptena cervi Lithuania MN889542
37 12
D.008 0.004| 5, [o0p LiPOPtena cervi Lithuania MN889544
000l ivoptena cervi Lithuania MN889543
57 0.000
D.064
e MT337416
— 62 5000 MT337411
' 0.014
= MT337412
o Lipoptena cervi Germany DQ133043
5 Lipoptena cervi Poland MF541726

Legenda: Topologia filogenetyczna do analizy maksymalnego prawdopodobienstwa czeSciowej
sekwencji genu 16S rRNA Lipoptena cervi. Unikalne haplotypy zidentyfikowane w tym badaniu
sg oznaczone odpowiednimi numerami identyfikacyjnymi sekwencji. Sekwencje referencyjne dostepne
w GenBank sa wskazane w drzewie. Warto$ci ufnosci Bootstrap dla niezawodno$ci rozgatezien
obliczono w 10 000 powtorzen.
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6.4. Molekularna identyfikacja wybranych patogenéw o potencjale
zoonotycznym u Lipoptena fortisetosa

W sumie zidentyfikowano 9 z 10 analizowanych patogendéw, w tym 5 w grupie E i 9 w grupie

A. W grupie A zidentyfikowano: A. phagocytophilum w 20 (8%) probkach, Babesia spp. —w 51 (20,4%)

probkach, Bartonella spp. — w 158 (63,2%) probkach, Borrelia spp. — w 12 (4,8%) probkach, Coxiella

spp. —w 12 (4,8%) probkach, Francisella spp. —w 7 (2,8%) probkach, Mycoplasma spp. —w 74 (29,6%),

probkach Rickettsia spp. — w 76 (30,4%) probkach i Theileria spp. —w 49 (19,6%) probkach. W grupie

E zidentyfikowano Bartonella spp. w 89 (35,6%) probkach, Coxiella spp. — w 3 (1,2%) prébkach,

Francisella spp. — w 2 (0,8%) probkach, Mycoplasma spp. — w 17 (6,8%) probkach,
a Rickettsia spp. —w 30 (12%) probkach. Szczegotowe dane przedstawiono w Tab. 12.

Tab. 12. Prewalencja wybranych patogenow u Lipoptena fortisetosa z podziatem na wojewodztwa,
grupy i ptec.

Grupa A Grupa E
Gatunki n- 250 n- 250 Suma
M F M F n- 500
n- 99 n-151 n- 115 n-135
Anaplasma ovis 0 0 0 0 0
(0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
Anaplasma phagocytophilum 6 14 0 0 20
(6,0%) (9,3%) (0%) (0%) (4%)
Babesia spp. 21 30 0 0 o1
(21,21%) (19,86%) (0%) (0%) (10,2%)
Bartonella spp. 64 %4 87 52 247
(64,65%) (62,25%) (32,17%) (38,52%) (49,4%)
Borrelia spp. 3 9 0 0 12
(3,03%) (6,6,%) (0%) (0%) (24,30%)
Coxiella spp. 3 9 . 2 15
(3,03%) (6,6,%) (2,87%) (1,48%) (3%)
Francisella spp. 2 ° 0 2 %
(2,02%) (3,31%) (0%) (1,48%) (1,8%)
Mycoplasma spp. 22 52 9 8 9l
(22,22%) (34,44%) (7,82%) (5,93%) (18,2%)
Rickettsia spp. 30 46 14 16 106
(30,30%) (30,46%) (12,17%) (3,2%) (21,2%)
Theileria spp. 22 21 0 0 49
(22,22%) (17,88%) (0%) (0%) (9,8%)

Legenda: A — owady pozyskane od zwierzat; E - grupa pozyskana ze srodowiska; M - samiec;
F — samica.

Reprezentatywne sekwencje wybranych patogendéw zostaly zdeponowane w bazie danych
GenBank Narodowego Centrum Informacji Biotechnologicznej pod nastgpujacymi numerami dostgpu:
A. phagocytophilum MW531454, MW531455; Babesia spp. MT350573, MW522567; Bartonella spp
MW531456, MW531457; Borrelia spp. MW531458, MW531459; Coxiella spp. MW526947,
MW526948; Francisella spp. MW531460; Mycoplasma spp. MW547438, MW547439; Rickettsia spp.
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MW531461, MWH531462; Theileria spp. MW531681, MWA531682. Drzewa filogenetyczne
dla otrzymanych sekwencji przedstawiono Ryc. 11-20.

Ryc. 11. Topologia filogenetyczna Anaplasma phagocytophilum, wykonana przy uzyciu metody
Neighbour Joining dla sekwencji genu MSP4. Unikalne haplotypy zidentyfikowane w tym badaniu
oznaczono odpowiednimi numerami identyfikacyjnymi sekwencji i kropkami. W drzewie wskazano
sekwencje referencyjne pozyskane z GenBank. Warto$ci ufnosci Bootstrap dla niezawodnosci
rozgatezien obliczono dla 10 000 powtorzen.

KJ832659.1 Uncultured Anaplasma sp. clone NO-BO-01 major surface protein 4 (msp4) gene partial cds
KIM205430.1 Anaplasma phagocytophilum strain red-D3217 msp4 (msp4) gene partial cds

MF974850.1 Anaplasma phagocytophilum isclate d171 major surface protein 4 (msp4) gene partial cds
(5Q412346.1 Anaplasma phagocytophilum strain China-C-Y major surface protein 4 gene partial cds
MF974859.1 Anaplasma phagocytophilum isolate d371 major surface protein 4 (msp4) gene partial cds
HIM063433.1 Anaplasma ovis genotype HU-2009-4 major surface protein 4 (msp4) gene complete cds
JNG72931 1 Anaplasma ovis isolate GZ16 major surface protein 4 (MSP4) gene complete cds
JN572932.1 Anaplasma owvis isolate GZ20 major surface protein 4 (MSP4) gene complete cds

AY829457 1 Anaplasma phagocytophilum strain Roe deer 1539/25 major surface protein 4 gene complete

IMF974848.1 Anaplasma phagocytophilum isolate d47 major surface protein 4 (msp4) gene complete cds

@ 1W531454

10 MF374860 1 Anaplasma phagocytophilum isclate d438 major surface protein 4 (msp4) gene complete cds
—— HQB61158.1 Anaplasma phagocytophilum isolate SMVE major surface protein 4 (msp4) gene complete cd

65— @ MW531455

MF974854.1 Anaplasma phagocytophilum isclate d289 major surface protein 4 (msp4) gene complete cds

71 AY530198.1 Anaplasma phagocytophilum strain Elsa major surface protein 4 gene complete cds

HQE61158 1 Anaplasma phagocytophilum isolate 28MVF major surface protein 4 (msp4) gene complete c
EU436164.1 Anaplasma phagocytophilum major surface protein 4 gene complete cds

HQE61157.1 Anaplasma phagocytophilum isolate 27FVF major surface protein 4 (msp4) gene complete ¢

9
28
10

30
61

\_|: HQE61155.1 Anaplasma phagocytophilum isolate 13MVF major surface protein 4 (msp4) gene complete cds
4

HQE61160.1 Anaplasma phagocytophilum isolate 268D major surface protein 4 (msp4) gene complete cds

cds

S

19 AYT706389.1 Anaplasma phagocytophilum isolate bison 15 major surface protein 4 (msp4) gene complete cds
HQE61163.1 Anaplasma phagocytophilum isolate 15 OS maijor surface protein 4 (msp4) gene complete cds

ds

HQE61156.1 Anaplasma phagocytophilum isolate 18MVF major surface protein 4 (msp4) gene complete cds
MF974855.1 Anaplasma phagocytophilum isclate d299 major surface protein 4 (msp4) gene complete cds

ds

HQE61154.1 Anaplasma phagocytophilum isolate 12MVF major surface protein 4 (msp4) gene complete cds
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Ryc. 12. Topologia filogenetyczna Babesia spp., wykonana przy uzyciu metody Neighbour Joining
dla czgéciowej sekwencji genu 18S rRNA. Unikalne haplotypy zidentyfikowane w tym badaniu
oznaczono odpowiednimi numerami identyfikacyjnymi sekwencji i kropkami. W drzewie wskazano
sekwencje referencyjne pozyskane z GenBank. Warto$ci ufnosci Bootstrap dla niezawodno$ci
rozgatezien obliczono dla 10 000 powtdrzen.
93 KUT14605.1 Babesia sp. MA-2016a isolate v5 185 ribosomal RNA gene partial sequence
428|£ IMMN5589389 1 Babesia sp. isolate oglak small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
15 IMN563153.1 Babesia odocoilei isolate 000007 2013 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
. MN563150.1 Babesia odocoilei isolate 000033 2012 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
21 I:

MN563154 1 Babesia odocoilei isolate 000048 2012 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
MG344773.1 Babesia sp. deer clade isolate D93 18S ribosomal RNA gene partial sequence
ﬁE MKB12775.1 Babesia cf. odocoilei isolate GPS8 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
47 MG344776.1 Babesia sp. deer clade isolate D84 18S ribosomal RNA gene partial sequence
@ WMT350573
MKB12774.1 Babesia cf. odocoilei isolate GPS56 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence

KY242389.1 Babesia odocoilei isolate GK-050 18S ribosomal RNA gene partial sequence
DQ312433.1 Babesia sp. d6 185 nbosomal RNA gene partial sequence

" DQ312432.1 Babesia sp. d79 185 ribosomal RNA gene partial sequence
el @ wez
56

11G344775 1 Babesia sp. deer clade isolate D92 185 ribosomal RNA gene partial sequence
MN563145.1 Babesia odocoilei isolate 000056 2012 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence

20

20

3E

Ryc. 13. Topologia filogenetyczna Bartonella spp., wykonana przy uzyciu metody Neighbour Joining
dla czesciowej sekwencji genu 16-23S. Unikalne haplotypy zidentyfikowane w tym badaniu oznaczono
odpowiednimi numerami identyfikacyjnymi sekwencji i kropkami. W drzewie wskazano sekwencje
referencyjne pozyskane z GenBank. Wartosci ufnosci Bootstrap dla niezawodno$ci rozgatezien
obliczono dla 10 000 powtorzen.

72 — EF418050.1 Bartonella schoenbuchensis strain S2-S 185-23S ribosomal RNA intergenic spacer partal sequence
18054.1 Bartonella schoenbuchenss strain $4-S 165-23S ribosomal RNA intergenic spacer partal sécuence
18052.1 Bartonella schoenbuchensss strain $3-S 165-235 nbosomal RNA Intergenic spacer panal sequence

_"“ EF418048 1 Bartonells schosnbuchenss strain 31-8 183-233 ribosormal RNA infergenic spacer partal sequence
65
= ® s
£
{ ( L @ MWV531457
MTB73583 1 Uncultuced Bartonella sp clane Al 216 288
34

MTET3592 1 Uncultured Banoneila sp. clone Ce.e17.18r28 185-23S ribosomal RNA intergenc spacer partial sequence
1 Uncultured Bartonetia sp. clone Ce.e17.1Br36 165-238 ribosomal RNA intergenic spacer partal sequence
1 Uncultured Bartonelia sp. clone Ce e16.3Br6 165-23S ribesomal RNA intergenx spacer parial sequence

35 intergenc spacer complete sequence and 238 nbosomal RNA gene partizl sequence
33 ribosornal RNA intergenic spacer partial sequence

S nbosomal RNA intergenic spacer partal sequence

— AY116639.1 Bartonela schoenbuchensis 185 ribosomal RNA gene partial sequence 188.2
14— NITB73594.1 Uncultured Barlonella sp. clone SKaulBri3
1 Uncultured Bartoneiia sp clone Al a16 4Br13 16
—— MTB73584 1 Uncultured Bartonedta sp clone Al 218 18r25 16 3 ribosomal RNA intergenic spacer partial sequence
MTB73584 1 Uncultured Bartoneiia sp clone SDra18r5 165-23S nbosomal RNA infergenic spacer patial sequence
NF491740 1 Bartonefia sp solate Br22 165-235 nbasomal RNA Intergenic spacer parial sequence

r MF481739 1 Bartonella sp solate Brd2 168-235 nbosomal RNA intergenic spacer partial seguence
— MF491733.1 Bartonedla sp. solate NT2! 18S.238 ribosomal RNA intergenic spacer partial sequence
m NF491737.1 Bartoneiia sp. rsolate NT18 185-23S ribosomal RNA intergenic spacer partial sequence

= ~ AY116640 1 Bartonela brtless 165 ribosomal RNA gene partial sequence 163-21% infergenic spacer compiete sequence and 235 nbosomal RNA gene partial sequence
"0 — AB49G009 1 Bartonells capreoli genes for 165 rRNA 165-235 rRNA intergenic spacer IRNA-le IRNA-ia partial and complete sequence
Qr AF415209.1 Uncultured Bartonella sp. clong BT7498 165-235 nbosomal RNA intergenic spacer patial sequence
KM215718 1 Bartonella chomell strain Ru31 165-23S nbosomal RMNA mergenic spacer partisl sequence

5 nbosomal RNA infergenic spacer partial sequence

- 2l ——— MTET3597 1 Uncultured Bartorella sp. clone SVie1Br1 185-23S nbosomal RNA ntergenic spacer parta sequence
5 |_'f— DQ472431.1 Bartonels sp. TR-9 165-23S intergenic spacer partial sequence
» Kl 2121 Bartonela bovis isolate ByS42 18S-23S rbosomal RNA intergenic spacer partial sequence
=i AY116638 1 Bartons1a bows 163 nbosomal RNA gene parbial sequence 105-233 intergeric spacer complets sequence and 233 rbosormal RNA gere patial sequence
81 L— KURBSG05 1 Rartonelia bovis isolate BUST 163.235 nbosamal RNA ntergenic spacer partisl sequence
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Ryc. 14. Topologia filogenetyczna Borrelia spp., wykonana przy uzyciu metody Neighbour Joining
dla czgéciowej sekwencji genu fla. Unikalne haplotypy zidentyfikowane w tym badaniu oznaczono
odpowiednimi numerami identyfikacyjnymi sekwencji i kropkami. W drzewie wskazano sekwencje
referencyjne pozyskane z GenBank. Wartosci ufnosci Bootstrap dla niezawodnos$ci rozgalezien
obliczono dla 10 000 powtorzen.

14 MKE04262.1 Borreliella garinii isolate GD1700-12 flagellin gene partial cds
15 KF422778.1 Borrelia garinii strain 2BN1W flagellin gene partial cds
24 MKE04261 .1 Borreliella garinii isolate GD1631-12 flagellin gene partial cds
19 KF422772.1 Borrelia garinii strain J8P1F-IR flagellin gene partial cds

KF422761.1 Borrelia garinii strain 2BN1N-IC flagellin gene partial cds
KF422782.1 Borrelia garinii strain 8N1L-IC flagellin gene partial cds
36 MKB04256.1 Borreliella garinii isolate SW87-12 flagellin gene partial cds

KR782225 1 Borrelia garinii clone EP29-NE flagellin gene partial cds
0 E KR782236.1 Borrelia garinii clone IM735 flagellin gene partial cds
0 29 KR782232 1 Borrelia garinii clone IMG06 flagellin gene partial cds
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45 I: @ 1W531458
KR782233.1 Borrelia garinii clone IM627 flagellin gene partial cds
- 51 MKE04259.1 Borreliella garinii isolate CM1002-12 flagellin gene partial cds
MKE04257 1 Borreliella garinii isolate SW104-12 flagellin gene partial cds
| 2 MKE04258 1 Borreliella garinii isolate CM806-12 flagellin gene partial cds
83 @ MW531459
25 |: KR782234 1 Borrelia garinii clone IM710 flagellin gene partial cds
KF422775.1 Borrelia garinii strain J2-1N-IR flagellin gene partial cds
18 KF422763.1 Borrelia garinii strain 1N2N-IC flagellin gene partial cds
! KF422783.1 Borrelia garinii strain KT9F-IR flagellin gene partial cds
2 KR782227 1 Borrelia garinii clone EP40-FE flagellin gene partial cds
a KF422770.1 Borrelia garinii strain JOP5SN-IR flagellin gene partial cds
37 KF422766.1 Borrelia garinii strain 1A1F-IR flagellin gene partial cds
— MKEB04253.1 Borreliella garinii isolate SW17-12 flagellin gene partial cds

55— MKB04263.1 Borreliella garinii isolate LB1910-12 flagellin gene partial cds

Ryc. 15. Topologia filogenetyczna Coxiella spp., wykonana przy uzyciu metody Neighbour Joining
dla czgsciowej sekwencji genu 16S rRNA. Unikalne haplotypy zidentyfikowane w tym badaniu
oznaczono odpowiednimi numerami identyfikacyjnymi sekwencji i kropkami. W drzewie wskazano
sekwencje referencyjne pozyskane z GenBank. Wartosci ufnosci Bootstrap dla niezawodno$ci
rozgatezien obliczono dla 10 000 powtdrzen.

JNBE6564.1 Uncultured bacterium clone CH1 18S ribosomal RNA gene partial sequence

KT835656.1 Coxiella endosymbiont of Haemaphysalis lengicornis isolate HT-131 165 ribosomal RNA gene partial sequence
MN836551.1 Coxiella endosymbiont of Haemaphysalis longicornis isolate NKGT-CE-37 165 ribosomal RNA gene partial sequence
MN836552.1 Coxiella endosymbiont of Haemaphysalis flava isolate NKGT-CE-2 16S ribosomal RNA gene partial sequence
MG682449.1 Coxiella endosymbiont of Rhipicephalus sp. clone 5 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MGE82448.1 Coxiella endosymbiont of Haemaphysalis sp. clone 15 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KC776318.1 Uncultured Coxiella sp. clone CYP-1 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KC170757.1 Coxiella endosymbiont of Haemaphysalis sp. isclate TSD26 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JQT764626.1 Bacterium symbiont of Haemaphysalis lagrangei clone HLSD3 16S ribosomal RNA gene partial sequence
AY342035.1 Haemaphysalis longicornis symbiont 47 16S ribosomal RNA gene partial sequence

AY342036.1 Haemaphysalis longicornis symbiont 66 163 ribosomal RNA gene partial sequence

LT009433.1 Uncultured Coxiella sp. partial 165 rRNA gene isolate S006

LT548052.1 Uncultured Coxiella sp. partial 165 rRNA gene isolate PdA1

LT009432.1 Uncultured Coxiella sp. partial 165 rRNA gene isolate S002

@ MW526947

® MW526048

KU356913.1 Coxiella endosymbiont of Lipoptena fortisetosa isolate KED & 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KU3256909.1 Coxiella endosymbiont of Lipoptena fortisetosa isolate KED 1 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KU356911.1 Coxiella endosymbiont of Lipoptena fortisetosa isolate KED 3 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KU356910.1 Coxiella endosymbiont of Lipoptena fortisetosa isolate KED 2 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU356912.1 Coxiella endosymbiont of Lipoptena fortisetosa isolate KED 4 16S ribosomal RNA gene partial sequence
MN5404371 Coxiella burnetii strain H316 16S ribosomal RNA gene partial sequence

,7 MN540439.1 Coxiella burnetii strain SFAQ16 163 ribosomal RNA gene partial sequence
= MN540436.1 Coxiella burnetii strain H301 16S ribosomal RNA gene partial sequence
\_WE LC464974.1 Coxiella burnetii CB 27 gene for 16S ribosomal RNA partial sequence
16 KT835662.1 Coxiella burnetii isolate C-CN-3 165 ribosomal RNA gene partial sequence
MN540438.1 Coxiella burnetii strain SFA013 16S ribosomal RNA gene partial sequence
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Ryc. 16. Topologia filogenetyczna Francisella spp., wykonana przy uzyciu metody Neighbour Joining
dla czgsciowej sekwencji genu TUL4. Unikalne haplotypy zidentyfikowane w tym badaniu oznaczono
odpowiednimi numerami identyfikacyjnymi sekwencji i kropkami. W drzewie wskazano sekwencje
referencyjne pozyskane z GenBank. Wartosci ufnosci Bootstrap dla niezawodnos$ci rozgalezien
obliczono dla 10 000 powtorzen.

FJ360765.1 Uncultured Francisella sp. clone BB1 17 kDa outer membrane protein Tul4 (tul4) gene partial sequence
AM261150.1 Francisella tularensis subsp. novicida partial tul4 gene for membrane protein isolate FG0

AM261151.1 Francisella tularensis subsp. novicida partial tul4 gene for membrane protein isolate F59

AM261162.1 Francisella tularensis subsp. mediasiatica partial tul4 gene for membrane protein isolate FG3
AM261154.1 Francisella tularensis subsp. mediasiatica partial tul4 gene for membrane protein isolate FG5
AM261153.1 Francisella tularensis subsp. tularensis partial tul4 gene for membrane protein isolate Schu S4
AM261152.1 Francisella tularensis subsp. tularensis partial tul4 gene for membrane protein strain ATCC 6223

@ NMW531460

AM261157 1 Francisella tularensis subsp. holarctica partial tul4 gene for membrane protein strain ATCC 29684

AM261155.1 Francisella tularensis subsp. holarctica partial tul4 gene for membrane protein strain RKl 03-1295
KT805283.1 Francisella tularensis subsp. holarctica isolate F88 Tul4 (tul4) gene partial cds

KFB07099.1 Francisella tularensis subsp. holarctica isolate ad Tul4 (tul4) gene partial cds

] 33 HIM371333.1 Francisella tularensis strain 410107 17 kDa lipoprotein (tul4) gene partial cds

57 HIM371341.1 Francisella tularensis strain 920607 17 kDa lipoprotein (tul4) gene partial cds
HM371339.1 Francisella tularensis strain 410116 17 kDa lipoprotein (tul4) gene partial cds
HM371337.1 Francisella tularensis strain 410112 17 kDa lipoprotein (tul4) gene partial cds

AM261156.1 Francisella tularensis subsp. holarctica partial tul4 gene for membrane protein isolate F28
4 JN411545 1 Francisella tularensis subsp. holarctica isolate PH-N 26 08 17 kDa lipoprotein {lpnA) gene partial cds
FNG86825.1 Francisella tularensis subsp. holarctica partial IpnA gene clone 236 clone no15
7 FNE86818.1 Francisella tularensis subsp. holarctica partial IpnA gene clone 183 clone no3
15 JN411541.1 Francisella tularensis subsp. holarctica isolate PH-N 3 08 17 kDa lipoprotein (IpnA) gene partial cds
FJ151534.1 Francisella tularensis subsp. holarctica strain FTDM1 17 kDa lipoprotein gene partial cds

Ryc. 17. Topologia filogenetyczna Arsenophonus spp., wykonana przy uzyciu metody Neighbour
Joining dla cze$ciowej sekwencji genu 16S rRNA. Unikalne haplotypy zidentyfikowane w tym badaniu
oznaczono odpowiednimi numerami identyfikacyjnymi sekwencji i kropkami. W drzewie wskazano
sekwencje referencyjne pozyskane z GenBank. Warto$ci ufnos$ci Bootstrap dla niezawodno$ci
rozgalezien obliczono dla 10 000 powtorzen. Otrzymane sekwencje uzyskano przez reakcje krzyzowa.

FJ265798.1 Arsenophonus symbiont of Lipoptena fortisetosa clone 2 165 ribosomal RNA gene partial sequence
FJ265797.1 Arsenophonus symbiont of Lipoptena fortisetosa clone 1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
FJ265796.1 Arsenophonus symbiont of Lipoptena fortisetosa clone 3 183 ribosomal RNA gene partial sequence
1

FJ265799.1 Arsenophonus symbiont of Lipoptena sp. 16S ribosomal RNA gene partial sequence

FJ265795.1 Arsenophonus symbiont of Lipoptena cervi clone 2 18S ribosomal RNA gene partial sequence
FJ265794.1 Arsenophonus symbiont of Lipoptena cervi clone 1 163 ribosomal RNA gene partial sequence

® MW526990

@ MW526991

— LN828949.2 Arsenophonus endosymbiont of Bemisia tabaci partial 165 rRNA gene clone 13 2 4

85 L—— MN594577.1 Arsenophonus endosymbiont of Drosophila sp. isolate AEVG 167 165 ribosomal RNA gene partial sequence
LN829950.2 Arsenophonus endosymbiont of Bemisia tabaci partial 165 rRNA gene clone 1325

KM197197_1 Arsenophonus endosymbiont of Bemisia tabaci strain Guntur 18S ribosomal RNA gene partial sequence
. { KM197198.1 Arsenophonus endosymbiont of Bemisia tabaci strain Havery 163 ribosomal RNA gene partial sequence
33 LN829922 2 Arsenophonus endosymbiont of Bemisia tabaci partial 165 rRNA gene clone 11 32

LN829925.2 Arsenophonus endosymbiont of Bemisia tabaci partial 165 rRNA gene clone 121 3
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62 1M1G432692 1 Francisella tularensis subsp. holarctica strain OvPVDx1 17 kDa major membrane protein (tuld) gene partial cds

MF429859.1 Arsenophonus endosymbiont of Lipoptena sp. ES-2018 clone AeK10c3 16S ribosomal RNA gene partial sequence
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Ryc. 18. Topologia filogenetyczna Mycoplasma spp., wykonana przy uzyciu metody Neighbour Joining
dla cze$ciowej sekwencji genu 16S rRNA. Unikalne haplotypy zidentyfikowane w tym badaniu
oznaczono odpowiednimi numerami identyfikacyjnymi sekwencji i kropkami. W drzewie wskazano
sekwencje referencyjne pozyskane z GenBank. Warto$ci ufnosci Bootstrap dla niezawodnosci
rozgatezien obliczono dla 10 000 powtorzen.

KF306247.1 Candidatus Mycoplasma erythrocervae clone 13 163 ribosomal RNA gene partial sequence
KF306251.1 Candidatus Mycoplasma erythrocervae clone 49 165 ribosomal RNA gene partial sequence
AB558897 .1 Candidatus Mycoplasma erythrocervae gene for 16S rRNA partial sequence strain: Sika99
® MW547438

MK328958.1 Uncultured Mycoplasma sp. clone 172-32-88 163 ribosomal RNA gene partial sequence
MT170020.1 Mycoplasma ovis isolate Mo4a 165 ribosomal RNA gene partial sequence

@ MW547439

—— MH379798.1 Mycoplasma ovis isolate MOBRRS02 165 ribosomal RNA gene partial sequence

31— MHB15809.1 IMycoplasma ovis strain Fars 1M 1635 ribosomal RNA gene partial sequence

MT170019.1 Mycoplasma ovis isolate Mo3a 165 ribosomal RNA gene partial sequence

MT170018.1 Mycoplasma ovis isolate Mo2a 16S ribosomal RMNA gene partial sequence

62 EU165511.1 Mycoplasma ovis isolate Mo-Hu-1-05.2007 16S ribosomal RNA gene partial sequence
423‘—5 KF313922.1 Mycoplasma ovis isolate 1284 165 ribosomal RNA gene partial sequence
KU983740.1 Mycoplasma ovis isolate Anyang 407 165 ribosomal RNA gene partial sequence
11 ——————————— MGT732908.1 Uncultured Mycoplasma sp. clone toros1 165 ribosomal RNA gene partial sequence

MG018458.1 Mycoplasma ovis isolate CHIPAHS-C187 16S ribosomal RNA gene partial sequence
MG018459.1 Mycoplasma ovis isolate TITAHS-T58 165 nbosomal RMA gene partial sequence
EU165509.1 Mycoplasma ovis isolate Mo-Hu-2-05.2007 163 ribosomal RNA gene partial sequence
56 EU165510.1 Mycoplasma ovis isolate Mo-Hu-3-05.2007 16S ribosomal RMNA gene partial sequence
MT170017.1 Mycoplasma ovis isolate Mo1a 16S ribosomal RNA gene partial sequence
MT170025.1 Mycoplasma ovis isolate Ma%A 165 nbosomal RNA gene partial sequence

84
72

77 MF377459.1 Mycoplasma ovis isolate ada19 165 ribosomal RNA gene partial sequence
8 MF377461.1 Mycoplasma ovis isolate ada47 163 ribosomal RNA gene partial sequence
43 MF377460.1 Mycoplasma ovis isolate ada32 16S ribosomal RNA gene partial sequence

50 MF377462.1 Mycoplasma ovis isolate adab 1635 nbosomal RNA gene partial sequence

Ryc. 19. Topologia filogenetyczna Rickettsia spp., wykonana przy uzyciu metody Neighbour Joining
dla czeSciowej sekwencji genu gItA. Unikalne haplotypy zidentyfikowane w tym badaniu oznaczono
odpowiednimi numerami identyfikacyjnymi sekwencji i kropkami. W drzewie wskazano sekwencje
referencyjne pozyskane z GenBank. Wartosci ufnosci Bootstrap dla niezawodnosci rozgalezien
obliczono dla 10 000 powtorzen.

2 KF859959. 1 Rickettsia helvetica isolate Komi 13-1019/3 citrate synthase (gltA) gene partial cds
441|£ KF859957 1 Rickettsia helvetica isolate Komi 13-106 citrate synthase (gltA) gene partial cds

&3 KF859958.1 Rickettsia helvetica isolate Komi 13-1013/1 citrate synthase (ghtA) gene partial cds

26 KP866150.1 Rickettsia helvetica isolate Komi type |l citrate synthase (gltA) gene complete cds

MT150588.1 Rickettsia helvetica isolate Nsk969 type |l citrate synthase (gltA) gene complete cds
o Tl @ e
46 @ 1531462

KU310588.1 Rickettsia helvetica citrate synthase (gltA) gene complete cds

—65|: AF384901.1 Rickettsia asiatica strain I0-1 citrate synthase (gltA) gene partial cds
KU723493.1 Rickettsia raoultii clone Tacheng3 citrate synthase gene partial cds

88 —|: AB297808.1 Rickettsia asiatica gltA gene for citrate synthase partial cds strain: Huangshan-3
98 AB297810.1 Rickettsia asiatica gltA gene for citrate synthase partial cds strain: Jeju-2
KM288468.1 Rickettsia helvetica isolate Novosibirsk-12-27 citrate synthase (gltA) gene partial cds

p KM288465 1 Rickettsia helvetica isolate Novosibirsk-08-5 citrate synthase (gltA) gene partial cds
E U59723.1 Rickettsia helvetica CIP9 citrate synthase (gItA) gene partial cds
25 KM288467.1 Rickettsia helvetica isolate Novosibirsk-12-26 citrate synthase (gltA) gene partial cds

KM288466.1 Rickettsia helvetic a isolate Novosibirsk-10-24 citrate synthase (gltA) gene partial cds
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Ryc. 20. Topologia filogenetyczna Theileria spp., wykonana przy uzyciu metody Neighbour Joining
dla czgéciowej sekwencji genu 18S rRNA. Unikalne haplotypy zidentyfikowane w tym badaniu
oznaczono odpowiednimi numerami identyfikacyjnymi sekwencji i kropkami. W drzewie wskazano
sekwencje referencyjne pozyskane z GenBank. Warto$ci ufnosci Bootstrap dla niezawodno$ci
rozgatezien obliczono dla 10 000 powtorzen.

90 MN493111.1 Theileria ovis isolate 3kz7 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
95 AY508456.1 Theileria ovis clone 9-21 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
. EUG22911 1 Theileria ovis isolate France 1 18S ribosomal RNA gene partial sequence
61 AY533144 1 Theileria ovis 1838 small subunit ribosomal RNA gene complete sequence
s ———— FJ668374.1 Theileria sp. HNT 18S ribosomal RNA gene partial sequence

KJ451470.1 Theileria capreoli clone 13P 1838 ribosomal RNA gene partial sequence

JX134577.1 Theileria capreoli isolate JH77 185 ribosomal RNA gene partial sequence

|

97 KJ451469.1 Theileria capreoli clone 8P 183 ribosomal RNA gene partial sequence

3 —— DQ520836.1 Theileria sp. Z5 T04 185 ribosomal RNA gene partial sequence

sl—— @ MWs31681

— JX134576.1 Theileria capreoli isolate JHGS 185 ribosomal RNA gene partial sequence

71— JUX134575 1 Theileria capreoli isolate JH19 185 ribosomal RNA gene partial sequence

57 KJ188208 1 Theileria capreoli clone Qilian-Mountain 2 18S ribosomal RNA gene partial sequence

KJ188220 1 Theileria capreoli clone Qilian-Mountain 14 185 ribosomal RNA gene partial sequence
KJ188218 1 Theileria capreoli clone Qilian-Mountain 13 185 ribosomal RNA gene partial sequence

I

KJ188207 .1 Theileria capreoli clone Qilian-Mountain 1 18S ribosomal RNA gene partial sequence
49 AB012189.1 Theileria sp. CNY3B gene for small subunit rRNA clone: CNY3B
MH489007.1 Theileria sp. Sola isolate Sika deer 97 clone 2 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence

a9 LC169093.2 Theileria sp. G162 gene for 185 ribosomal RNA partial sequence isolate: G162

63 MH489009.1 Theileria sp. Sola isolate Sika deer 107 clone 2 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
AY421708.1 Theileria sp. 3185/02 185 ribosomal RNA gene partial sequence
MN463019.1 Theileria capreoli isclate Tr/Th889 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
33 AYT26011.1 Theileria capreoli isolate BAB1158 18S ribosomal RNA gene partial sequence
@ MW531682
DQ866842.1 Theileria sp. 3185/02 18S ribosomal RNA gene complete sequence
92 MHO085202.1 Theileria capreoli isolate Pb17c small subunit ribosomal RNA gene partial sequence

71

1

13

|

Sekwencje Anaplasma phagocytophilum (MW531454, MW531455) charakteryzowaty sie
99,76% podobienstwem do sekwencji z Wegier (MF974860) i Stowacji (HQ661159). Jedna sekwencja
Babesia spp. (MT350573) byta identyczna do sekwencji Babesia odocoilei Emerson & Wright, 1970
udokumentowanej w Norwegii (MK612774). Druga sekwencja (MW522567) byta identyczna z Babesia
spp. pochodzaca z Czech (MG344773). Sekwencje Bartonella spp. (MW531456, MW531457) byty
identyczne z sekwencjami Bartonella schoenbuchensis Dehio et al., 2001 z Francji (AY116639) i Polski
(EF418048, EF418052). Sekwencje Coxiella spp. (MW531458, MW531459)) charakteryzowaly si¢
97,63%-97,64% podobienstwem z sekwencjami z Korei Potudniowej (KU356909-KU356913).
Jedna sekwencja Francisella spp. (MW531460) byta identyczna z Francisella tularensis subsp.
holarctica z Niemiec (EF418048, EF418052). Pozostate sekwencje Francisella spp. zostaty
zidentyfikowane jako Arsenophonus spp. Sekwencja Mycoplasma spp. (MW547438) byta identyczna
z sekwencjg Candidatus Mycoplasma erythrocervae Watanabe et al., 2010 z Japonii (KF306251,
KF306247, AB558897). Druga sekwencja (MW547439) byta identyczna z sekwencjami
Mycoplasma ovis Neitz et al., 1934, pochodzacymi z Wegier (EU165509) lub Turcji (MF377462).
Sekwencje Rickettsia spp. (MWS531461, MWS531462) byly identyczne =z sekwencjami
Rickettsia helvetica Beati et al., 1993 z Rosji (KU310588) i Francji (U59723). Jedna sekwencja
(MW531681) charakteryzowata sie 99,73% podobienstwem do sekwencji Theileria capreoli
Rukhlyadev, 1939 z Turcji (MN463019). Druga sekwencja (MW531682) byla identyczna
z sekwencjami z Turcji (MN463019) i Hiszpanii u jelenia importowanego z Niemiec (AY421708).
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Strzyzaki pozyskane od zwierzat byly czgsciej nosicielami patogenéw niz owady pozyskane
ze srodowiska. Material genetyczny patogenoéw byt znacznie czesciej wykrywany u samic niz samcow.
Wykazano, ze DNA A. phagocyphilum byto czesciej identyfikowane u samic niz u samcow. Materiat
genetyczny Babesia spp. byt czgsciej identyfikowany u L. fortisetosa pozyskanych w wojewodztwie
warminsko-mazurskim i lubuskim. Wystepowanie DNA nalezacego do Bartonella spp., Coxiella spp.,
Mycoplasma spp. i Rickettsia spp. byto czestsze w grupie A niz w grupie E. Material genetyczny
Theileria spp. byt wykrywany rzadziej u owadéw pobranych na terenie wojewodztwa lubuskiego.
Szczegotowe dane przedstawia Tab. 12.

Zaobserwowano istotne statystycznie zaleznosci w czgstotliwosci wspotwystepowania
badanych patogenow. Jednak, wszystkie wartosci V-Cramera wskazywaly na brak skojarzen lub stabe
skojarzenia. Wspomniane zalezno$ci przedstawiono szczegétowo w Tab. 13.

Tab. 12. Model regresji logistycznej przedstawiajacy istotne statystycznie zalezno$ci migdzy
analizowanymi patogenami a picig, grupa i lokalizacja pobierania Lipoptena fortisetosa.

Gatunki Warto$é p

Warto$ci niezalezne SE w * OR
(warto$¢ zalezna) (dla modelu) P

ple¢ M 0,32 4,06 0,044 0,584
oo F 1,476
catkowita liczba A 8.04
grupa £ 0,22 92,32 <0,001 0.12

Anaplasma phagocytophilum ptec I\él 0,56 2,85 0,03 35233
Babesia s lokalizacja WM 054 433 0037 3,09
Pp- ] L 055 367 0045 285
Bartonella spp. <0.001 grupa A 0,20 26,04 <0,001 2,808
E 0,36
. A 3,410
Coxiella spp. grupa £ 0,582 4,445 0,035 0.203
Mycoplasma spp. grupa '2 0,283 3553 <0,001 31‘8
. . A 2,51
Rickettsia spp. grupa £ 0,226 16,559 <0,001 0,40
Theileria spp. lokalizacja L 0,653 6,483 0,011 0,19

Legenda: *- wynik uznawany za statystycznie istotny przy wartosci p < 0,05; SE - btad standardowy;
W - wspotczynnik Walda; OR - iloraz szans; M - samiec; F - samica; A — owady pozyskane od zwierzat;
E — owady pozyskane ze srodowiska; WM - wojewodztwo warminsko-mazurskie; L — wojewodztwo
lubuskie.
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Tab. 13. Wspotzaleznosci migdzy pomigdzy wystepowania analizowanych patogenow u Lipoptena
fortisetosa obliczone na podstawie wartosci V-Cramera.

Gatunki  Anaplasma Babesia spp. Bartonella Borrelia spp.Coxiella spp. Francisella Mycoplasma Rickettsia  Theileria

phagocytop- spp. tularensis spp. spp. spp.
hilum
Anaplasma - 0,033° 0,013° 0,21* P 0,20* P 0,057 ° 0,062° 0,035° 0,040°
phagocytop-
hilum
Babesia spp. 0,079 2 - 0,024 ° 0,026 ° 0,029° 0,11° 0,041° 0,011° 0,050 °
Bartonella 0,026 2 0,094* 2 - 0,005° 0,016° 0,037° 0,029° 0,009 ° 0,04°
spp.
Borreliaspp. 0,21** 0,0772 0,0322 - 0,032° 0,043° 0,1° 0,027° 0,078°
Coxiellaspp. 0,16*? 0,010° 0,0372 0,0432 - 0,045° 0,073° 0,080° 0,025°
Francisella 0,035 ? 0,12*2 0,0242 0,0252 0,30° - 0,063° 0,059 ° 0,041°
spp.
Mycoplasma 0,012 0,13*2 0,0282 0,128* 2 0,0322 0,132 - 0,028 ° 0,055 °
spp.
Rickettsia 0,012 0,069 @ 0,077 2 0,0080 2 0,11*2 0,039 @ 0,050 2 - 0,046 °
spp.
Theileria 0,08* 2 0,16* 2 0,112 0,12*2 0,012 0,008 @ 0,052 2 0.090 @ -
spp.

Legenda: * - warto$¢ p< 0.05 dla y2; @ — V-Cramera dla wszystkich probek; ? — V-Cramera dla owadow
pozyskanych od zwierzat.

7. Dyskusja

Przeprowadzone badania wskazujg, ze populacja L. fortisetosa stale ro$nie w $rodowisku
naturalnym. Te ektopasozyty wystepuja rowniez w srodowiskach niespecyficznych, takich jak miasta
(Gatecki et al., 2022). W przysztosci liczebnos¢ populacji L. fortisetosa prawdopodobnie wzrosnie
i mozna si¢ réwniez spodziewac, ze gatunek ten bedzie kolonizowal nowe ekosystemy, zar6wno
ze wzgledu na zmiang klimatu, jak i penetracj¢ dzikich przezuwaczy na obszary antropogeniczne.
Fenologia analizowanych ektopasozytow jest jednym z najwazniejszych rozwazan w monitoringu
epidemiologicznym wektoréw. Fenologia L. cervi zostala szczegotowo opisana w Europie Potnocnej
(Mysterud et al., 2016). Nie przeprowadzono jednak takich badan w odniesieniu do inwazyjnego
gatunku L. fortisetosa. Podobne badania nie byly tez prowadzone na terenie Europy Srodkowe;.
Poprzednie obserwacje przeprowadzone w latach 2017-2018 potwierdzity wystgpowanie L. fortisetosa
W maju, ale nie przeprowadzono doktadnych pomiaréw mikroklimatycznych. Odkrycia te roznig sig
od obserwacji przeprowadzonych na innych gatunkach strzyzakow. Obserwowane réznice w fenologii
Lipoptena spp. moga by¢ zwigzane ze wzrostem temperatur w Europie (Christidis et al., 2015;
Ward et al., 2016). Programy monitoringu w Europie Srodkowej wykazaty wzrost $rednich temperatur,
W szczegblnosci migdzy styczniem a sierpniem, a takze wzrost maksymalnych temperatur w latach
1961-2010 (Hoy et al., 2018).

Przeprowadzone badania potwierdzity wystgpowanie korelacji migdzy czynnikami czasowo-
mikroklimatycznymi a liczbg muchowek poszukajacych nowych zywicieli. Stwierdzono silng korelacje
miedzy temperaturg a liczebno$cia muchowek. Istotnym czynnikiem byl réwniez czas pomiaru,
ale byl on znacznie stabiej skorelowany z liczba zebranych strzyzakow niz temperatura. Podobna
korelacje zaobserwowano miedzy liczebnoscia L. fortisetosa a wilgotnoscia. W kolejnych dniach badan
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terenowych zaobserwowano nieznaczny spadek wielkosci pobranych probek, co moze wskazywac
na brak nowych pokolen tych owadoéw. Rozktad pici nie byt skorelowany z czasem pomiarow.

Podobne korelacje migdzy temperaturg a liczebnos$cig L. cervi zostaty opisane przez Harkénena
i in.(Harkonen et al., 2010), Mysterud i in. (Mysterud et al., 2016) oraz Vilimaki i in. (Véliméki et al.,
2010). Cytowane badania byly prowadzone w regionach o innym klimacie i odmiennych populacjach
zwierzat niz w Polsce. Temperatura moze znaczgco wplyna¢ na cykl rozwojowy L. fortisetosa poprzez
zaktocenie zimowej diapauzy. Istnieje wiele przyczyn zakonczenia diapauzy przez owady
(Hodek & Hodkova, 1988), a w opisywanym przypadku jedna z nich mogly by¢ warunki §rodowiskowe.
Hodek i Hodkova (1988) podaja, ze diapauza konczy si¢ w temperaturach posrednich lub wysokich
poprzez duza amplitude temperaturowg, a nawet moze by¢ stymulowana przez wysoka temperature.
Na poczatek sezonu, na aktywnos$¢ tych muchéwek moga roéwniez wptywacé krioprotektanty (Nieminen
etal., 2013; Nieminen et al., 2012). W przysztosci dalszy wzrost krioprotektantow u tych owadéw moze
zmieni¢ korelacje migdzy liczebnoscia Lipoptena spp. i czynnikami §rodowiskowymi. Krioprotektanty
moga rowniez przyczyni¢ si¢ do wzrostu populacji L. fortisetsa poprzez zmniejszenie $miertelnosci
poczwarek w okresie zimowym. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze niska temperatura odgrywa pewna rolg
w cyklu zyciowym strzyzakéw. Harkonen i Kaitala (Harkonen & Kaitala, 2013) stwierdzili,
ze poczwarki L. cervi wymagaja dluzszej ekspozycji na wysokie temperatury, aby przerwaé diapauzg,
jesli okres niskich temperatur jest zbyt krotki. Zjawisko to moze by¢ gtéwnag przyczyng obserwowanych
roznic w fenologii poniewaz, wysokie temperatury najprawdopodobniej wydtuzaty okres zimowej
diapauzy.

Fotoperiodyzm moze by¢ odpowiedzialny za korelacje miedzy czasem a lotami L. fortisetosa.
Badania w warunkach laboratoryjnych wskazuja, ze pojawienie si¢ dorostych L. cervi nie bylo
skorelowane z fotoperiodem (Danks, 1987). Natomiast Mysterud i in. (Mysterud et al., 2016)
sugerowali, ze fotoperiod moze by¢é waznym czynnikiem w warunkach terenowych. Ekspozycja
na $wiatlo odgrywa istotna rol¢ w przypadku innych ektopasozytow z rodziny Hippoboscidae.
Na przyktad Pseudolynchia canariensis Macquart, 1839 rozwija si¢ z poczwarki tylko w wybranym
fotoperiodzie (Klei & Degiusti, 1975), podczas gdy loty H. equina sg czgstsze w okreslonych porach
dnia (Sokot & Michalski, 2015). Znaczenie fotoperiodu moze by¢ rowniez zwigzane z silng korelacja
migdzy datg pomiaru a temperaturg. Potrzebne sa dalsze badania w celu oceny wptywu fotoperiodu
na aktywnos¢ L. fortisetosa.

Whyniki przeprowadzonych badan sugeruja rdéwniez, ze aktywno$¢ ektopasozytow moze
by¢ skorelowana ze zmianami wilgotnosci wzglednej. Moyer i in. (2002) stwierdzili, ze czynniki
abiotyczne, takie jak wilgotnos¢ wzgledna, moga wywotywac znaczace zmiany w presji ektopasozytow
na populacje zywicieli. Niska wilgotno§¢ moze hamowaé¢ rozwdj poczwarki (Danks, 1987).
Wedlug Bakhtushkina (2018), zywotno$¢ L. cervi wzrasta wraz ze wzrostem wilgotnosci.
Opisywane ektopasozyty zyja najdtuzej w zakresie wilgotnosci 60-80% i temperaturze 14-16°C.
W warunkach laboratoryjnych rozwo6j poczwarki trwa $rednio 90 dni w temperaturze okoto 20-25°C
I wilgotnosci 60-80% (Bakhtushkina, 2018). Przeprowadzone badania wskazuja, ze podobne zaleznosci
moga wystapi¢ w Srodowisku leSnym. Dlatego tez wilgotnos¢ wzgledna moze by¢ powigzana z liczbg
L. fortisetosa poszukujacych nowych zywicieli.

Wplyw ci$nienia powietrza na aktywnos¢ roznych owadoéw potwierdzono w wielu badaniach.
Wedlug Wellingtona (1946), spadek ci$nienia barometrycznego stymuluje ogo6lng aktywnosé
muskoidow. Jednak czuto$¢ receptorow odpowiedzialnych za monitorowanie ci$nienia powietrza
moze by¢ inna po$rod roznych gatunkow owadow (Tichy & Kallina, 2010). McFarlane i in. (McFarlane
et al., 2015) odkryli, ze Frankliniella schultzei Trybom, 1910 byta zdolna do wykrywania zmian
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ci$nienia atmosferycznego. U owaddéw mechanizmy monitorowania cisnienia powietrza mogly
ewoluowaé, aby zapewni¢ ochrone przed niekorzystnymi zjawiskami  pogodowymi.
Nie zaobserwowano istotnej korelacji migdzy cisnieniem powietrza a liczebnoscia strzyzakoéw. Pomimo
braku istotnych korelacji migdzy ci$nieniem powietrza a liczebno$cia owadéw w prezentowanych
badaniach, nie mozna wykluczy¢ tego mechanizmu. Jednak potrzebne sa dalsze badania, aby okresli¢
wptyw L. fortisetosa na wigksze amplitudy ci$nienia powietrza.

Obliczone warto$ci r oraz wyniki GAM wykazaty istotng korelacje miedzy liczebnos$cia
L. fortisetosa a predkoscig wiatru. Wedtug Harkonena i in. (2010), przydatnos¢ siedlisk w Poinocnej
Europie do zasadzek na gospodarzy, zwlaszcza w bezdrzewnej tundrze, moze by¢ niska
dla L. fortisetosa z uwagi na silny wiatr. Badania przeprowadzone we wschodniej Finlandii przez
Paakkonen i in. (Paakkonen, 2012; Paakkonen et al., 2014) potwierdzaja, ze liczba strzyzakow
jest ujemnie skorelowana z wietrznosécig. O obecnosci takiego zwigzku mozna rowniez wywnioskowac
z zachowania reniferéow, ktére wykorzystujg wietrzne szczyty gorskie przede wszystkim w celu
unikniecia nekania przez ektopasozyty (Hagemoen & Reimers, 2002).

W badaniu zastosowano GAM, aby uwzgledni¢ zwiazki miedzy analizowanymi
wspotzmiennymi. Przedstawione korelacje jednak niekoniecznie $wiadcza o bezposrednim zwigzku
przyczynowo-skutkowym. Mozliwe, ze opisane czynniki s3 skorelowane z nieznang zmienng
lub zbiorem zmiennych. Na liczbe pobranych osobnikow, a takze na poczatek sezonu lotéw, moga mieé
wpltyw glebsze zmiany w systemie ztozonych zmiennych $rodowiskowych (np. migracje jeleni)
i pogodowych (np. nastonecznienie).

Autochtoniczny gatunek L. cervi stanowit 79,88% pobranych prébek, co sugeruje,
ze jest to gatunek dominujacy w regionie Warmii i Mazur. Jednak proporcje gatunkéw Lipoptena spp.
powinny by¢ regularnie monitorowane w badanym regionie ze wzgledu na mozliwy wzrost populacji
L. fortisetosa. W Europie L. fortisetosa uwazana jest za gatunek multiwoltywny, podczas gdy L. cervi
za gatunek uniwoltywny (Kowal et al., 2016). Opisane powyzej zjawiska moga wpltyna¢ na tempo,
w jakim te populacje ektopasozytow rozwijaja si¢ i w przysztosci moga zwigkszy¢ liczbg osoobnikow
L. fortisetosa poszukujacych zywiciela. Ze wzgledu na roznice fenologiczne miedzy gatunkami,
na liczbe zebranych osobnikow moze mie¢ rowniez wptyw miesigc pobierania probek. Prezentowane
badania wykazaty, ze doroste osobniki L. fortisetosa i L. cervi sg aktywne w tym samym czasie.
Podobne wnioski ze swoich badan zasugerowali Obona i in. (2019). Zaden z przebadanych gatunkéw
nie charakteryzowat sie¢ istotnymi réznicami w proporcji ptci. U okoto 30% gatunkéw ektopasozytow
stosunek pici nie odbiega znaczaco od jednosci (Marshall, 1981). Stosunek pici Lipoptena spp.
zamieszkujacych gospodarza moze jednak r6zni¢ si¢ od odnotowanych w tym badaniu ze wzglgdu
na potencjalnie krotsza dtugo$¢ zycia samcow (Marshall, 1981).

Schematy migracji L. fortisetosa w Europie nie zostaly w pelni wyja$nione, ale zasigg
geograficzny opisywanych ektopasozytow zostat prawdopodobnie poszerzony przez naturalng migracje
tych owadoéw ze wschodu. Nie mozna wykluczy¢, ze owad ten mogt zosta¢ przywieziony do Europy
wraz z importowanymi zwierzgtami (Andreani et al., 2020). Lipoptena fortisetosa zostata wczesniej
zidentyfikowana tylko w kilku krajach europejskich, w tym w Czechach (Zeman, 1998), Motdawii
(Metelitsa, 1989) i Polsce (Kowal et al., 2009). Ostatnie doniesienia z Estonii (Kurina et al., 2019)
i Wioch (Andreani et al., 2020; Andreani et al., 2019; Salvetti et al., 2020) wskazuja, ze od 2017 roku
zasieg geograficzny Lipoptena spp. rozszerzyt si¢ zardwno na poéinoc, jak i potudnie.
Andreani i in. (Andreani et al., 2020; Andreani et al., 2019) zasugerowali, ze stosunkowo niedawna
migracja osobnikéw jelini sika lub hybryd do Wtoch z sgsiednich krajéw mogta przyczynié
si¢ do przenoszenia tych ektopasozytow. Nie ma jednoznacznych dowodoéw wskazujacych, czy ta
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zmiana geograficzna wynika ze wzrostu populacji jeleniowatych, czy ze zmian klimatycznych. Wptyw
globalnych zmian klimatycznych na ekspansj¢ geograficzng Lipoptena spp. postulowali Kurina i in.
(Kurina et al., 2019). Nalezy jednak zauwazy¢, ze opisywane owady sa stabymi lotnikami,
ktore w poszukiwaniu zywicieli pokonujg odlegtos¢ do 50 m (Paakkonen, 2012). Dlatego tez, zywiciele
odgrywajg rownie istotng role w migracji tych ektopasozytow. Obecno$¢ L. fortisetosa w bardzo
zroznicowanych regionach sugeruje rowniez, ze owady te sg gatunkami eurytopowymi, tolerujgcymi
szeroki zakres warunkow Srodowiskowych. W przysztosci dalszy wzrost poziomu krioprotektantow
moze zmieni¢ Korelacje pomiedzy liczebnoscig Lipoptena spp. i czynnikami $rodowiskowymi.
Krioprotektanty moga rowniez przyczynié¢ si¢ do wzrostu populacji L. fortisetosa poprzez zmniejszenie
$miertelnosci poczwarek zimg. Warto zauwazy¢, ze niska temperatura tez odgrywa pewna role w cyklu
zyciowym strzyzakow.

Znaczenie Lipoptena spp. w medycynie weterynaryjnej nie zostato w petni ustalone, dlatego
te ektopasozyty powinny zosta¢ przebadane bardziej szczegdtowo. Istniejaca wiedza na temat wptywu
L. fortisetosa na dzikie zwierzeta jest powierzchowna, a owady te moga w przysztosci wptynac
na gospodarke towiecka. Stwierdzono, Zze polskie jeleniowate i inne dzikie zwierzeta byly silnie
zainfestowane przez narzepiki. Strzyzaki wykryto u 64% saren europejskich, 76% danieli zwyczajnych
i 78% jeleni europejskich (Kadulski, 1996; Kadulski, 1998; Szczurek & Kadulski, 2004). We Wtoszech
Andreani iin. (2019) wykryli infestacj¢ rodzimych gatunkow jeleniowatych przez L. fortisetosa.
Stabilno$¢ populacji tego gatunku mozna przypisac¢ adaptacyjnej zmiennos$ci genetycznej i korzysciom
zwigzanym z kolonizacja réznych gatunkow jeleniowatych jako zywicieli. Obserwacje te wskazuja
na duza plastycznos¢ w doborze zywicieli, na ktorag wptyw ma dostepnosc i ggstos¢ populacji danego
gatunku gospodarza. Z tego powodu nie ma oczywistych barier dla przysztej ekspansji omawianych
ektopasozytow (Andreani et al., 2020; Kurina et al., 2019).

Dostepne dane w GenBank wskazujg, ze sekwencje uzyskane w badaniach wilasnych
byty bardzo podobne do sekwencji pochodzacych z Czech lub Litwy. Baza danych GenBank zawiera
jednak tylko kilka sekwencji 16S rRNA europejskiej L. fortisetosa. Sekwencja MT182659, uzyskana
W niniejszym badaniu, byfa najbardziej zblizona do sekwencji pochodzacej z Japonii (AB632589)
(Hosokawa et al., 2012). Sekwencja pozyskana zostala w gminie Pieni¢zno, gdzie od poczatku
XX wieku istnieje stabilna populacja jeleni sika. Lipoptena fortisetosa mogta zosta¢ przypadkowo
wprowadzona do tego regionu wraz z introdukcja tych zwierzat. Podobne wnioski w odniesieniu
do krajowych populacji L. fortisetosa sformutowali Andreani i in. (Andreani et al., 2020; Dittmar et al.,
2006) oraz Mihalca i in. (Mihalca et al., 2019). Co cickawe, we Wtoszech wykryto dwa koreanskie
haplotypy tego owada (Andreani et al., 2020). Polimorfizm genetyczny L. fortisetosa
jest prawdopodobnie zwigzany z segregacja haplotypow, ktore sa stosunkowo popularne u tego gatunku,
a stabilno$¢ populacji L. fortisetosa wskazuje na obecno$¢ dynamicznych mechanizmow ewolucyjnych.

Podobne poziomy réznorodnosci genetycznej odnotowano w badaniu przeprowadzonym na
L. mazamae (Trout et al., 2010). Trout in. (2010) zidentyfikowali sze$¢ unikalnych haplotypow przy
uzyciu 30 sekwencji DNA regionu 259 pz genu 16S rRNA. Takie réznice molekularne odnotowano
rowniez u innych pasozytow zewngtrznych, w tym Cimex lectularius (Linnaeus 1758), much tsetse
(Glossina spp.) i kleszczy (Krafsur et al., 2000; Kulakova et al., 2014; Livanova et al., 2015; Szalanski
et al., 2014). Szalanski i in. (Szalanski et al., 2014) =zaobserwowali duza réznorodnosé
mitochondrialnego DNA z umiarkowanym lub wysokim poziomem przeptywu genow u C. lectularius.
Krafsur i in. (Krafsur et al., 2000) zidentyfikowali 26 haplotypéw u much tsetse za pomoca markeréw
12S rRNA 1 16S rRNA, przy czym wigkszos¢ haplotypow wystapita tylko raz lub dwa razy.
W tych samych lokalizacjach zidentyfikowano nawet sze$¢ haplotypow (Krafsur et al., 2000).
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Sekwencje genow 16S rRNA i COX1 sa rowniez uzytecznymi markerami do analizy polimorfizmu
genetycznego kleszczy oraz identyfikacji i réznicowania populacji Dermacentor nuttalli (Olenev,
1928), Ixodes persulcatus (Schulze, 1930) i I. pavlovskyi (Pomerantsev, 1946) (Kulakova et al., 2014;
Livanova et al., 2015). Odkrycia te wskazuja, ze gen 16S rRNA mitochondrialnego DNA mozna
wykorzysta¢ do badania genetyki populacji pasozytow zewnetrznych. Wezesniejsze odkrycia wykazaty,
ze rodzaj Lipoptena spp. moze by¢ parafiletyczny; dlatego potrzebne sa dalsze badania w celu zbadania
zmiennosci genetycznej i taksonomii tego rodzaju (Petersen et al., 2007). Kurina i in. (2019) i Andreani
i in. (Andreani et al., 2020) stwierdzili, ze sekwencje COX1 L. fortisetosa zdeponowane w GenBank
sa zr6znicowane genetycznie i maja rozne linie geograficzne w FEuropie. Podobne wnioski
mozna sformulowaé na podstawie przedstawionych wynikow badan.

Obecne badania ujawnily znaczne zréznicowanie genetyczne L. fortisetosa na szeSciu
stanowiskach na Warmii i Mazurach, co wskazuje, ze struktura genetyczna populacji tego owada
jest znacznie bardziej ztozona niz dotychczas sadzono. Mozliwe, Ze kilka genetycznie odmiennych
pierwotnych populacji prawdopodobnie migrowato lub =zostalo zawleczonych do Europy.
Obecno$¢ progresywnych mechanizmoéw ewolucyjnych wskazuje na mozliwo$¢ dalszej adaptacji
L. fortisetosa do warunkoéw $rodowiskowych Europy Srodkowej. Lipoptena fortisetosa to gatunek
inwazyjny, ktory silnie konkuruje o zywicieli z rodzimg populacjg L. cervi, co moze w przysztosci
wplyna¢ na wielkos¢ obu populacji owadow. Potrzebne sa dalsze analizy genetyczne strzyzakow,
skonsolidowane z wykrywaniem patogenéw, aby zidentyfikowaé obszary o potencjalnic wysokim
ryzyku przenoszenia chordb zakaznych przez L. fortisetosa (Trout et al., 2010). Struktura populacji
strzyzakéw powinna zosta¢ przeanalizowana bardziej szczegélowo, aby odpowiednio zarzadzaé
i chroni¢ dzikie zwierzeta oraz monitorowaé przenoszenie patogenéw nawet miedzy odleglymi
regionami. ldentyfikacje japonskiego haplotypu Bartonella spp. przez Szewczyk i in. (2017)
i japonskiego haplotypu L. fortisetosa i Candidatus Mycoplasma erythrocervae w przedstawionych
badaniach sugeruja, w jaki sposob rozproszenie Lipoptena spp. w $rodowisku moze przyczynié
si¢ do rozprzestrzeniania chorob zakaznych przenoszonych przez te wektory.

Badania ujawnity dwa dominujace haplotypy L. cervi (MT337410 oraz MT337413) w Polsce.
Te haplotypy znaleziono w prawie wszystkich badanych regionach. Niektore sekwencje wykryto
tylko w jednym wojewodztwie. Sugeruje to, ze dwie dominujagce sekwencje sa najstarszymi
sekwencjami, ktore daly poczatek lokalnie zidentyfikowanym haplotypom. Haplotypy
te prawdopodobnie rozprzestrzenity si¢ w calej Polsce i wyewoluowaty niezaleznie, droga doboru
naturalnego, czego potwierdzeniem mogg by¢ sekwencje uzyskane w niniejszych badaniach.
Obserwacje te potwierdzaja roznice w analizowanym genie. Ekspansja L. cervi jest nieograniczona
w klimacie umiarkowanym (ze wzgledu na potencjalng migracje jeleniowatych); dlatego populacja
i roznorodno$¢ strzyzakow moga by¢ prawie identyczne w badanych lokalizacjach (pomimo
poszczegbdlnych mutacji). W przysztosci prawdopodobnie zostang odkryte nowe haplotypy lokalne
ze wzgledu na niskie wskazniki reprodukcji i ograniczenia siedliskowe wynikajace z preferencji
zywicieli (Troutetal., 2010). Nalezy rowniez zauwazy¢, ze zroznicowanie genetyczne populacji L. cervi
w Europie Srodkowej sugeruje obecno$é wspolnych przodkéw i ciagle migracje (przeplywy genow)
miedzy krajami. Powyzsze mozna rowniez przypisa¢ ograniczonej panmiksii, poniewaz rozmnazanie
wystepuje tylko wsrdd osobnikdéw kolonizujgcych tego samego zywiciela. Obecnosé stabilnych
populacji L. cervi na niektorych obszarach prawdopodobnie indukowata selekcj¢ genetyczng, na ktora
miaty wplyw czynniki $rodowiskowe i dostepnos¢ zywicieli. Powyzsze sugeruje, ze L. cervi tatwo
przystosowuje si¢ do nowych ekosystemow. Zaobserwowano bardzo bliskie podobienstwa miedzy
badanymi sekwencjami L. cervi a sekwencjami z Czech, Litwy i Polski zdeponowanymi w GenBank
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(Nirmala et al., 2001; Radzijevskaja et al., 2020; Sochova et al., 2017; Szewczyk et al., 2017).
Cociekawe, nie wykazano podobienstwa z sekwencjami pozyskanymi z Niemiec i Danii
(Dittmar et al., 2006; Petersen et al., 2007). Moze to wskazywa¢ na obecno$¢ genetycznie réznych
populacji w Europie. Jednak moze to tez wynikac¢ z tego, ze tylko kilka sekwencji markerowych 16S
badanego ektopasozyta jest dostgpnych w GenBank.

Strzyzaki podobnie jak inne gatunki ektopasozytow charakteryzujg si¢ znacznym
rozdrobnieniem populacji, co moze prowadzi¢ do izolacji i aberracji genetycznych. Z tego powodu
uzasadnione wydaje si¢ wykorzystanie genu 16S rRNA w analizach zr6znicowania genetycznego
w ograniczonych populacjach. W przysztosci wyniki tego badania powinny zosta¢ zweryfikowane
poprzez analize zmienno$ci genetycznej genu oksydazy cytochromu c I (COX1) L. cervi w Polsce.
Analiza korelacji miedzy sekwencjami genow COXI1 i 16S rRNA moze rowniez dostarczy¢ nowych
informacji. Badania populacyjne wydaja si¢ by¢ istotne, poniewaz L. cervi i L. fortisetosa
sg niedocenianymi wektorami chorob zakaZnych. Nalezy zauwazyé, ze rola tego owada
z epidemiologicznego punktu widzenia nie jest w pelni zrozumiata. Doglgbna znajomosé profilu
genetycznego Lipoptena spp. w potaczeniu z prewalencja chorob przenoszonych przez wektory
pomoglyby w identyfikacji potencjalnych regionow wysokiego ryzyka. Potrzebne sg dalsze badania
ze wzgledu na staly wzrost populacji strzyzakéw. Obecnos$¢ Lipoptena spp. na niespecyficznych
zywicielach lub w niespecyficznych lokalizacjach (takich jak miasta) moze réwniez wskazywac,
ze owady te szybko asymilujag si¢ do nowych warunkéw $rodowiskowych. Powyzsze stwierdzenie
mozna skorelowa¢ z okreslonymi haplotypami, ktore lepiej przystosowuja si¢ do niespecyficznych
ekosystemow. Procesy migracyjne moga przyczynic si¢ do rozprzestrzeniania si¢ nowych patogenow
na wczesniej nieskolonizowane obszary, w tym osiedla ludzkie. Mozna oczekiwaé, ze populacja
Lipoptena spp. wzrosnie w Europie Srodkowej z powodu zmian klimatycznych i wzrostu populacji
zywicieli. W badanych regionach wysokie temperatury zimg i latem moga potencjalnie zintensyfikowac
migracje tego gatunku ektopasozyta do osiedli ludzkich. Potrzebne sg jednak dalsze badania,
aby potwierdzi¢ to zalozenie. Wyzsze temperatury moga znaczaco wplyna¢ na cykl rozwojowy
opisywanych owadoéw poprzez skrocenie zimowej diapauzy, zmiang fenologii Lipoptena spp.
i zwigkszenie populacji ze wzgledu na nizszg $miertelnos¢ w zimie. Staly wzrost poglowia jeleni
w Polsce zwicksza rowniez dostepnos¢ zywicieli. Dlatego wzrost zaggszczenia populacji dzikich
zwierzat kopytnych moze réwniez zmniejszy¢ Smiertelno$¢ zwiazang z brakiem zywicieli. Migracje
jeleniowatych odgrywajg istotng role w rozprzestrzenianiu si¢ Lipoptena spp. Opisywane ektopasozyty
moga przetrwaé na zywicielu ponad rok (Harkonen et al., 2010), dlatego nowa generacja moze rozwijac
si¢ nawet w odleglych lokalizacjach. Opisywane zjawisko moze by¢ tez przyczyna wystgpowania
dwoch dominujgcych haplotypow. W przysztosci nalezy podja¢ wysitki w celu zbadania potencjalnej
hybrydyzacji miedzy tymi dwoma gatunkami strzyzakéw. Ze wzgledu na widoczne podobienistwa
fizjologiczne i podobne wzorce aktywnosci L. cervi i L. fortisetosa (Obona et al., 2019) nieprawidlowa
identyfikacja moze dawac¢ mylace wyniki w przysztych badaniach.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze L. fortisetosa jest wszechobecna
w analizowanych wojewddztwach. W poprzednim badaniu ten ektopasozyt zostat zidentyfikowany
tylko w izolowanych lokalizacjach (Kowal et al., 2016). Strzyzaki mogly rozprzestrzeni¢ si¢ na nowe
miejsca ze wzgledu na niski poziom specyficzno$ci w doborze zywiciela, a takze poprzez migracje
zwierzat. Lipoptena fortisetosa jest gatunkiem inwazyjnym w Polsce, ale jego populacja stale
si¢ powigksza, co sugeruje, ze owad ten dobrze przystosowat si¢ do warunkow srodowiskowych Europy
Srodkowej. Doroste (skrzydlate) osobniki sa odpowiedzialne za zdecydowana wickszosé infestacji
niespecyficznych gospodarzy, w tym u ludzi (Maslanko et al., 2020), zwierzat towarzyszacych (Sokot
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& Gatecki, 2017) i zwierzat gospodarskich (Metelitsa, 1989). Loty L. fortisetosa w poszukiwaniu
gospodarzy mogg stanowi¢ zagrozenie dla pracownikow lesnych i mysliwych (Hérkonen et al., 2009;
Maslanko et al., 2020). Mysliwi moga zosta¢ zainfestowani przez Lipoptena spp. podczas patroszenia
dzikich zwierzat. Psy mysliwskie moga zosta¢ zainfestowane przez te ektopasozyty podczas tropienia
(Sokot & Galecki, 2017). Bydto i konie wypasane w sgsiedztwie lasow rowniez moga by¢ zagrozone
lotami L. fortisetosa (Dehio et al., 2004; Metelitsa, 1989). Najbardziej podatne na loty owadoéw sg osoby
noszace ciemne ubrania oraz zwierz¢ta o ciemnym futrze (Kortet et al., 2010).

Wykazano, ze czgstos¢ wystepowania i liczba gatunkéw badanych patogenoéw byty nizsze
u skrzydlatych owadow, niz u osobnikoéw pobranych od jeleniowatych. Ze wzgledu na to, ze strzyzaki
odtamuja sobie skrzydla po przyczepieniu si¢ do zywiciela, kazda pozniejsza zmiana gospodarza
jest utrudniona (Halkman, 1983). Jednak Lipoptena spp. moze zmienia¢ zywicieli w okresie godowym
jeleniowatych (Davis, 1973). Zainfestowane samice moga rowniez przenosic¢ te ektopasozyty na swoje
potomstwo (Samuel & Trainer, 1972). Patogeny mogg roéwniez zosta¢ przeniesione, gdy owad zostanie
zmiazdzony na skorze (Frischknecht, 2007). Przeprowadzone badania wskazuja na obecno$¢ DNA
patogenéw U L. fortisetosa, ktére moga by¢ pobierane wraz z krwig oraz przenoszone podczas rozwoju
embrionalnego larw. Material genetyczny Babesia spp., Borrelia spp. i Theileria spp. wykryto tylko
U strzyzakow, ktore miaty bezposredni kontakt z jeleniowatymi. Jest to pierwsze badanie, w ktorym
wykryto materiat genetyczny Babesia spp. u L. fortisetosa. Ponadto interesujgca jest identyfikacja DNA
Borrelia spp. u tych ektopasozytow pomimo tego, ze jeleniowate sa niekompetentnymi nosicielami tych
bakterii (Jaenson & Talleklint, 1992). Material genetyczny Bartonella spp., Mycoplasma spp.
i Rickettsia spp. zostal dodatkowo zidentyfikowany u owadow skrzydlatych pobranych ze §rodowiska.
Obecnos¢ skrzydet oznacza, ze osobniki te prawdopodobnie nie mialy wczesniej kontaktu
z gospodarzem (Haarlov, 1964). Nalezy zaznaczy¢, ze niektore patogeny moga by¢ przenoszone przez
wektory bez bezposredniego kontaktu z gospodarzem (tzn. wertykalnie). Dlatego tez, ze wzgledu
na charakterystyczny rozw6j nowego pokolenia u L. fortisetosa zjawisko to jest jak najbardziej
prawdopodobne.

Co ciekawe, analizowane owady byly rowniez nosicielami DNA Coxiella spp. i Francisella
tularensis, a wystepowanie tych bakterii u strzyzakow zostato do tej pory stabo zbadane. Te gatunki
bakterii zidentyfikowano w obu grupach owadow; jednak wigkszo$¢ otrzymanych sekwencji
zidentyfikowano jako endosymbionty. Ponadto, niniejsze odkrycia nie dostarczajg wystarczajacych
dowodow na poparcie powyzszego twierdzenia, poniewaz zestaw do izolacji stosowany w tym badaniu
jest przeznaczony do wykrywania §ladowych ilosci DNA. Mozliwe jest, ze poczwarki rozwijajace si¢
w podszyciu lesnym mogly zosta¢ skontaminowane bakteriami pochodzenia $rodowiskowego.
Coxiella spp. i Francisella spp. kolonizuja glebe (Barns et al., 2005; Shabbir et al., 2016), a to wlasnie
na niej nastgpuje przepoczwarczenie. Dodatkowo interesujace jest odnalezienie bakterii Candidatus
Mycoplasma erythrocervae, ktora bylta najblizej spokrewniona =z izolatami z Japonii
(Watanabe et al., 2010). Wariancja tego materiatu genetycznego zwigzanego z badanym fragmentem
DNA jest niska, albo patogen zostal wprowadzony wraz z jeleniem sika (Cervus nippon). Mozliwe, ze
wraz z wprowadzeniem tego gatunku do Polski patogen rozprzestrzenit si¢ w populacji rodzimych
jeleniowatych. Ewentualna obecnos¢ japonskiego haplotypu Bartonella spp.
byta sugerowana roéwniez w innych badaniach (Szewczyk et al., 2017).

Wykrycie materiatu genetycznego patogenéw za pomocg testow molekularnych
moze by¢ waznym aspektem w badaniach nad rolg Lipoptena spp. w przenoszeniu choréb zakaznych.
Badania te pozwalaja na wstepne okreslenie potencjalnych patogenow, dla ktorych L. fortisetosa moze
pehi¢ rolg wektora. Jednak trzeba zaznaczy¢, ze transmisj¢ czynnikow zakaznych przez L. fortisetosa
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nalezy ocenia¢ w oparciu 0 postulaty Kocha (Byrd & Segre, 2016; Evans, 1976; Gradmann, 2014).
Na przyktad ukonczenie cyklu rozwojowego Babesia spp. oraz Theileria spp. u Lipoptena spp. wydaje
si¢ watpliwe, poniewaz kleszcze sg jedynymi znanymi zywicielami ostatecznymi tych pierwotniakow
(Gray et al., 2019). Potrzebne sg jednak dalsze badania, aby potwierdzi¢ to zatozenie. Pomimo tego,
strzyzaki moga peti¢ rolg mechanicznych wektorow dla tych patogenow (Bezerra-Santos & Otranto,
2020; Vichova et al., 2011). Sugeruje si¢, ze L. cervi jest wektorem mechanicznym
dla A. phagocytophilum (Buss et al., 2016; Vichova et al., 2011). Hornok i in. (Hornok et al., 2020)
zidentyfikowali Theileria spp. u bolimuszki kleparki (Stomoxys calcitrans Linnaeus, 1758)
i zasugerowali, ze ten ektopasozyt moze stwarza¢ ryzyko mechanicznego przenoszenia teleriozy.
Dlatego w badaniach nalezy oceni¢, czy podobne zjawisko moze wystapi¢ u strzyzakow. Lipoptena
fortisetosa moze by¢ potencjalnym wektorem biologicznym dla  Trypanosoma  spp.
(Werszko et al., 2020). Obecnie Bartonella spp. jest najdoktadniej zbadanym patogenem przenoszonym
przez Lipoptena spp., ktory wydaje si¢ stwarza¢ najwigksze ryzyko przy infestacji tymi ektopasozytami
(De Bruin et al., 2015; Korhonen et al., 2015; Songailaité et al., 2018; Szewczyk et al., 2017).
W niniejszym badaniu material genetyczny patogenéw byt czesciej identyfikowany u samic
L. fortisetosa, co mozna ttumaczy¢ faktem, ze w przypadku niektorych gatunkow ektopasozytow samice
spozywaja wiecej pokarmu niz samce (Lehane, 2005; Yanovski & Ogston, 1982). Samice Lipoptena
spp. prawdopodobnie muszg pobra¢ wiecej krwi potrzebnej do embriogenezy i wewnatrzmacicznego
karmienia larw (Mustonen et al., 2015). W badaniach wykryto prawdopodobna, wertykalng transmisj¢
DNA wybranych mikroorganizméw. Niektore patogeny byly rowniez bardziej rozpowszechnione
w wybranych wojewoddztwach. Roznice te mozna prawdopodobnie przypisa¢ zmiennosci prewalencji
patogenéw w populacjach jeleniowatych (Kauffmann et al., 2017; Sawczuk et al., 2008). Obliczone
wartosci V-Cramera wskazuja na brak istotnych powigzan mig¢dzy wystgpowaniem badanych
patogendw, co moze sugerowac, ze inne wektory odgrywajg istotniejsza role w transmisji opisywanych
drobnoustrojow. W przysztosci strzyzaki moga by¢ wykorzystywane jako biologiczne markery chorob
przenoszonych przez wektory w populacjach jeleniowatych, ze wzgledu na biologi¢ i behawior tych
pasozytow zewnetrznych oraz specyficzne relacje ektopasozyt — zywiciel. Pozyskiwanie materiatu
biologicznego — w szczegdlnosci  krwi  — nadajgcego sie do analiz molekularnych moze
by¢ problematyczne, jesli nie jest dostepny odpowiedni sprzet oraz zaplecze transportowe i analityczne.
Niniejsze badania wykazaty, ze DNA patogendow mozna tatwo zidentyfikowaé u strzyzakow.
Jednak potrzebne sg dalsze badania, aby potwierdzi¢, czy zywotne patogeny sg rzeczywiScie obecne,
ajesli tak, to czy moga by¢ przenoszone przez Lipoptena spp. Doswiadczenia przeprowadzone
na zwierzetach laboratoryjnych, ktorych nie wykonano do tej pory, wyjasnityby role tych owadow
jako potencjalnych wektoréw chordéb zakaznych. Przyszie badania powinny koncentrowac
si¢ na metodach kontrolowania tych ektopasozytow oraz ochrony ludzi i zwierzat przed ich atakami.
Wiekszg uwage nalezy rowniez zwrocié na obecnosé L. fortisetosa w Europie Srodkowej, poniewaz
jej wpltyw na rodzime populacje jeleniowatych pozostaje w duzej mierze nieznany. Strzyzaki powinny
by¢ kategoryzowane jako szkodniki w gospodarce towieckiej i lesnej, poniewaz moga one wptywaé
negatywnie na zwierzyne ptowa i mogg uprzykra¢ hodowle i pozyskiwanie zwierzyny dzikiej.

8. Aspekt wdrozeniowy
8.1. Zastosowanie strzyzakow jako biologicznych markeréw chorob
przenoszonych przez wektory u jeleniowatych

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie strzyzakow do diagnostyki patogenow
przenoszonych przez wektory w populacjach jeleniowatych. Pozwala to na okre§lenie prewalencji

63



»Strzyzaki (Lipoptena spp.) jako potencjalny wektor chordb zakaznych ludzi i zwierzat - znaczenie
epizoonotyczne na terenie Polski”

Lek. wet. Remigiusz Gatgcki — rozprawa doktorska

&
o5z

choréb przenoszonych przez wektory u wspomnianych zwierzat za pomoca standardowych badan
molekularnych. Strzyzaki mozna wykorzystac jako biologiczne markery do oceny epidemiologicznej.

Przeprowadzone badania wskazuja, ze u strzyzakéw pozyskanych od zwierzat wykrywany
jest materiat genetyczny patogenow specyficznych dla dzikich zwierzat. W trakcie badan wlasnych
W organizmie strzyzakow pozyskanych z ciat jeleniowatych wykryto material genetyczny
A. phagocytophilum, Babesia spp., Bartonella spp., Borellia spp., Coxiella spp., Francisiella tularensis,
Mycoplasma spp., Rickettsia spp. i Theileria spp. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze zwykle
od poszczegblnych zwierzat pozyskiwano pojedyncze osobniki muchéwek. Istotnym jest rowniez fakt,
ze nikt nie powigzal obecnosci materialu genetycznego patogenéw w  strzyzakach
z prewalencja/monitoringiem patogenéw przenoszonych przez wektory w populacjach zwierzyny
dzikiej.

Na podstawie powyzszych informacji zaproponowane zostalo postepowanie, w ktoérym
strzyzaki stosuje si¢ jako alternatywny marker/dodatkowy materiat biologiczny, przy pomocy, ktorego
okresla¢ mozna prewalencje chorob przenoszonych przez wektory w populacjach dzikich
jeleniowatych. Istota wynalazku jest zastosowanie strzyzakow jako biologicznych markerow chordb
przenoszonych przez wektory u jeleniowatych. Zastosowanie ektopasozytniczej muchowki L. cervi
i L. fortisetosa pozwala na wykrycie patogenow, przenoszonych przez wektory wystepujacych u dzikich
przezuwaczy. Przyjeto, ze wspomniane owady stanowig alternatywny material biologiczny,
ktoéry moze zosta¢ zastosowany w badaniach laboratoryjnych.

8.2. Pojemniki do przetrzymywania i transportu ektopasozytow, zwlaszcza

muchowek z rodziny Hippoboscidae ze Srodowiska naturalnego

Przedmiotem wynalazku opracowanego w trakcie prowadzonych badan sa pojemniki
do przetrzymywania i transportu ektopasozytow, zwlaszcza muchdéwek z rodziny Hippoboscidae
ze srodowiska naturalnego do celéw badawczych w medycynie weterynaryjnej, entomologii,
parazytologii, badaniach srodowiskowych, diagnostyce laboratoryjnej i zoologii.

Pomimo wysokiej odporno$ci na warunki srodowiskowe, wiele gatunkéw wchodzacych w sktad
tej rodziny nie przetrwa bez pozywienia. Skutkuje to utrudnionym transportem zywych owadow
do laboratorium w celu zbadania ich behawioru czy zalozenia hodowli laboratoryjnej. Sredni czas
przezywalno$ci tych owadow bez dodatkowych zabiegdow protekcyjnych wynosi 2 - 6 h w zaleznosci
od temperatury. Z uwagi, ze muchowki te, zyja czasem w ci¢zko dostgpnych biotopach, Smiertelnos¢
wsrod pozyskanych owadow moze by¢ wysoka. Problematyczne staje si¢ tez przewiezienie owadow
do laboratorium z odlegtych terenow.

W ramach realizowanych prac naukowych opracowano pojemniki, ktére pozwalaja
na nieinwazyjne przenoszenie zywych owadow do laboratorium czy hodowli. Na podstawie
przeprowadzonych obserwacji wynika, ze mozna przedtuzy¢ zywotnos¢ muchoéwek z rodziny
narzepikowatych nawet do 96 h. Obserwacje przeprowadzono na przykladzie gatunkow L. cervi
i L. fortisetosa.

Wedlug wynalazku pojemniki do przetrzymywania i transportu ektopasozytow, zwlaszcza
muchowek z rodziny Hippoboscidae ze srodowiska naturalnego charakteryzujg si¢ tym, ze zakretka
pojemnika posiada co najmniej jeden otwor powietrzny o wielkosci od 0,5 mm, a w $rodku posiada
material sorpcyjny nasaczony antykoagulantem, na ktéry naniesiona jest krew ssaka lub ptaka.
Stezenie antykoagulantu we krwi wynosi od 0,001 mg/ml do 1000 mg/ml. Jako antykoagulant
zastosowa¢ mozna: K2 lub K3 EDTA, heparyne, fluorek sodu, szczawian potasu lub octan jodu.
Wykorzysta¢ mozna krew, ktora zostata pobrana do standardowo stosowanych probéwek do morfologii.
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Jest to rozwigzanie pozwalajace na wydtuzenie czasu zycia muchowek utrzymywanych
w warunkach sztucznych. Opisywana technika jest szczegdlnie skuteczna wobec gatunkow z rodzaju
Hippobosca spp. i Lipoptena spp. Pojemnik daje mozliwo$¢ sztucznego karmienia ektopasozytow,
aprzez to zwigksza przezywalno§¢ pozyskanych osobnikow. Pojemniki transportowe moga byc
wykorzystywane takze do utrzymywania owadow np. w laboratorium.

9. Podsumowanie

Znaczenie Lipoptena spp. w medycynie weterynaryjnej nie zostalo w pelni poznane,
dlatego te ektopasozyty nalezalo zbadaé bardziej szczegdtowo. Istniejaca wiedza na temat wplywu
L. fortisetosa na dzikie zwierzeta jest powierzchowna, a te ektopasozyty moga w przysztosci wptynaé
na zarzadzanie zwierzyng towna. Stwierdzono, ze polskie jeleniowate byty silnie zainfestowane
strzyzakami (Kadulski, 1996; Kadulski, 1998; Szczurek & Kadulski, 2004). Andreani i in.
(Andreani et al., 2020; Andreani et al., 2019) wykryli inwazj¢ europejskich gatunkéw jeleni przez
L. fortisetosa. Stabilno$¢ populacji L. fortisetosa na nowych terenach mozna przypisa¢ adaptacyjne;j
zmienno$ci genetycznej i korzy$ciom zwigzanym z kolonizacjg roznych gatunkow jeleniowatych jako
zywicieli. Obserwacje te wskazuja na duza plastycznos¢ w doborze zywicieli, na ktora wplyw
ma dostepnos¢ 1 gestos¢ populaciji danego gatunku zywiciela. Z tego powodu nie ma oczywistych barier
dla przysztej ekspansji omawianych ektopasozytow (Andreani et al., 2020; Kurina et al., 2019).

Wyniki przedstawionych badan dostarczaja dodatkowych dowodow na to, ze populacje
L. fortisetosa w Europie Srodkowej maja rézne linie genetyczne. Szczegdlowa charakterystyka
genetyczna strzyzakow w Europie Srodkowej umozliwia sledzenie i przewidywanie rozprzestrzeniania
si¢ L. fortisetosa. Migracje na nowe obszary powinny zacheca¢ do nowych badan nad dynamikg
i genetyka populacji L. fortisetosa, poniewaz wedlug Kurina i in. (Kurina et al., 2019) gruntowne
zrozumienie rozmieszczenia i bionomii tego inwazyjnego gatunku wedrownego ma kluczowe znaczenie
dla jego skutecznej kontroli w Europie. Wyniki dotychczasowych badan wskazuja, ze L. fortisetosa
utworzyly stabilne i zrdéznicowane genetycznie populacje w calej Polsce. Genetyka populacji
L. fortisetosa powinna by¢ dalej badana w celu $ledzenia migracji tych ektopasozytow do Europy
Potnocnej 1 Zachodniej. Potrzebne sa dalsze badania, aby wykry¢ nowe lokalizacje i przeanalizowaé
linie genetyczne L. fortisetosa. Sekwencje zidentyfikowane w tych badaniach wskazuja, ze populacja
L. fortisetosa kontynuuje rozprzestrzenianie si¢ pomimo ograniczen geograficznych.

Prezentowane badania ujawniajg zmienno$¢ genetyczng w genie 16S rRNA populacji
L.fortisetosa i L. cervi w wybranych wojewddztwach Polski. Badane regiony byty skolonizowane przez
dwa dominujace haplotypy L. cervi, ktore zidentyfikowano w innych krajach Europy Srodkowej, a
lokalne haplotypy wykryto w pojedynczych przypadkach. Brak istotnych powiazan z sekwencjami
uzyskanymi w regionach potozonych na zachod od stanowisk badawczych (na zachdd od rzeki Odry)
sugeruje obecnos¢ innych populacji genetycznych w Europie. W przysztosci genetyka populacji L. cervi
powinna zostaé zbadana bardziej szczegélowo, aby przyczyni¢ si¢ do rozwoju programow
prewencyjnych majgcych na celu zmniejszenie populacji tych pasozytow zewnetrznych w srodowisku
I zminimalizowanie negatywnego wplywu strzyzakow na dzikie zwierzgta, zwierzgta gospodarskie
i ludzi.

W analizowanych probkach L. fortisetosa, pozyskanych od zwierzat i ze srodowiska, znajdowat
si¢ materiat genetyczny A. phagocytophilum, Babesia spp., Bartonella spp., Borellia spp., Coxiella-like
endosymbionts, F. tularensis, Mycoplasma spp., Rickettsia spp., oraz Theileria spp. Strzyzaki
moga by¢ uzywane jako markery biologiczne do identyfikacji patogenow w populacjach jeleniowatych,
ale potrzebne sg dalsze badania, aby potwierdzi¢ to zalozenie. Przyszie badania mogg ujawnié
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kompetencje L. fortisetosa jako wektora biologicznego lub mechanicznego. Rola L. fortisetosa
jako wektora patogenow wymaga dalszych, bardziej rozlegtych badan ze wzgledu na ich nowe miejsca

kolonizacji oraz ataki na ludzi i zwierzgta. Istotnym jest, aby badania te spetnily zatozenia postulatow
Kocha. Sa to wazne kwestie, ktore wymagaja dalszej uwagi.
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Populacja L. fortisetosa wystepuje na terytorium catej Polski, dlatego tez te owady powinny uznane
za szkodniki w gospodarce towieckiej i lesne;j.

Liczebno$¢ populacji L. fortisetosa prawdopodobnie wzro$nie w przysztosci. Mozna si¢ rowniez
spodziewac, ze gatunek ten bedzie kolonizowal nowe ekosystemy, zardéwno ze wzgledu na zmiany
Klimatyczne, jak i migracj¢ dzikich przezuwaczy na tereny antropogeniczne.

Przeprowadzone badania potwierdzity —wystgpowanie korelacji migdzy czynnikami
czasowo-mikroklimatycznymi a liczbg muchdéwek poszukajacych nowych zywicieli.
Stwierdzono silng korelacje migdzy temperaturg a liczebno$cig muchowek. Istothym czynnikiem
byt réwniez dzien pomiaru, ale byt on znacznie stabiej skorelowany z liczba zebranych strzyzakow
niz temperatura. Podobng korelacje zaobserwowano migdzy liczebnoscia L. fortisetosa
a wilgotnoscia. Podczas badan terenowych zaobserwowano nieznaczny spadek liczby pobranych
ektopasozytéw, co moze wskazywac na brak nowych pokolen tych owadéw. Rozktad ptci nie byt
skorelowany z czasem pomiarow.

Obecnos¢ L. fortisetosa w bardzo zr6znicowanych ekosystemach sugeruje, ze gatunek ten moze
by¢ okreslony jako eurytopowy.

Autochtoniczny gatunek L. cervi stanowit 79,88% pobranych probek, co sugeruje, ze jest
to gatunek dominujacy w regionie Warmii i Mazur. Ze wzgledu na réznice fenologiczne miedzy
gatunkami, na liczbg zebranych osobnikéw moze mie¢ rowniez wptyw sezon pobierania probek,
Co wigcej prezentowane badania potwierdzily, ze doroste osobniki L. fortisetosa i L. cervi
sg aktywne w tym samym czasie.

Polimorfizm genetyczny L. fortisetosa jest prawdopodobnie zwigzany z segregacjg haplotypow,
ktore sg stosunkowo popularne u tego gatunku, a stabilno$¢ populacji L. fortisetosa wskazuje
na obecnos¢ dynamicznych mechanizmoéw ewolucyjnych.

Dostepne dane w GenBank wskazuja, ze sekwencje genu 16S rRNA uzyskane w badaniach
wiasnych od L. fortisetosa byty bardzo podobne do sekwencji pochodzacych z Czech lub Litwy.
Sekwencja genu 16S rRNA L. fortisetosa MT182659, uzyskana w opisywanych badaniach,
byta najbardziej zblizona do sekwencji DNA pochodzacej z Japonii (AB632589), co oznacza, ze
gatunek te mogt zosta¢ zawleczony wraz z jeleniami sika.

Wyniki przedstawionych badan dostarczaja dodatkowych dowoddéw na to, ze populacja
L. fortisetosa w Europie Srodkowej posiada rézne linie genetyczne.

Potwierdzenie materialu genetycznego patogenow sugeruje, ze L. fortisetosa moze by¢
potencjalnym wektorem chorob zakaznych.

Bakteria Candidatus Mycoplasma erythrocervae, ktora byta najblizej spokrewniona z izolatami
pochodzacymi z Japonii, zostata prawdopodobnie zawleczona wraz z importowanymi zwierzetami.
Materiat genetyczny patogenow jest czesciej identyfikowany u samic L. fortisetosa.

Prewalencja i liczba gatunkow badanych patogendéw jest nizsza u skrzydlatych owadow,
niz U osobnikdéw pobranych od jeleniowatych.

Zasigg geograficzny tych ektopasozytow mogl by¢ poszerzony przez naturalng migracje tych
owadow ze wschodu. Nie mozna wykluczy¢, ze L. fortisetosa mogta by¢ przywieziona do Europy
wraz z importowanymi zwierzgtami znacznie wczesniej niz sagdzono.

Aby podkresli¢ charakter inwazyjny opisywanego gatunku, propozycja polskiej nazwy
zwyczajowej dla L. fortisetosa to strzyzak azjatycki.
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Simple Summary: The population of Lipoptena spp. continues to increase in Central Europe. Deer
keds are obligatory hematophagous ectoparasites. Environmental conditions play a large role in
the prevalence of these insects. However, the relationship between environmental conditions and
population size has not been assessed in Lipoptena fortisetosa. The objective of this study was to find a
link between L. fortisetosa flights and selected weather conditions in forests. Insects were sampled,
and selected climatic factors were measured. The correlations between the number of insects and the
examined factors were calculated with the use of statistical methods. The results suggest that the
abundance of ectoparasites is correlated with time, temperature, relative humidity and wind speed.
The beginning of ked flights could also be associated with variations in climatic conditions. In the
future, these relationships can be used to minimize the negative impact of keds on humans, livestock
and companion animals.

Abstract: The objective of this study was to determine the correlations between the abundance of
Lipoptena fortisetosa on new potential hosts and selected temporal-microclimatic conditions in a forest
at the beginning of the host-seeking period. Louse flies were collected between 6 May and 15 July of
2019 and 2020 in a natural mixed forest in Poland. Keds were collected by three investigators walking
along the same forest route during each sampling session. The number of captured keds and the
date (time), temperature (°C), relative humidity (%), air pressure (hPa) and wind speed (km/h) were
recorded. A total of five measurements were performed during each sampling session. The influence
of temporal-microclimatic conditions on the number of collected ectoparasites was evaluated with
the use of a Generalized Additive Model (GAM). A total of 1995 individuals were obtained during
field surveys. The results of the GAM revealed a correlation between the number of host seeking
L. fortisetosa vs. time, temperature, relative humidity, and wind speed. An increase in temperature
was most highly correlated with the abundance of louse flies in the environment.

Keywords: deer ked; ecophysiology; ectoparasite; louse flies; temporal-climatic variation; vector;
phenology

1. Introduction

The presently observed climatic variations have led to changes in animal population dynamics as
well as the appearance of new species in locations where they have never been known to occur [1-3].
These processes have significantly increased the population of ectoparasites in Europe. The population

Animals 2020, 10, 2012; d0i:10.3390/ani10112012 www.mdpi.com/journal/animals


http://www.mdpi.com/journal/animals
http://www.mdpi.com
https://orcid.org/0000-0002-1005-3945
https://orcid.org/0000-0003-2780-110X
http://dx.doi.org/10.3390/ani10112012
http://www.mdpi.com/journal/animals
https://www.mdpi.com/2076-2615/10/11/2012?type=check_update&version=2

Animals 2020, 10, 2012 20f12

of flies of the family Hippoboscidae has also increased over the years. New ked migration patterns have
been observed, for example, the migration of louse flies to Fennoscandia. Keds have been migrating to
Fennoscandia from the southeast since the early 1960s. The northern distribution limit currently lies at
approximately 65° N and is gradually spreading northwards [4,5].

Keds are obligatory hematophagous ectoparasites of birds and mammals. They belong to the
family Hippoboscidae, which comprises 21 genera, of which 4 feed primarily on mammals (including
Hippobosca spp. and Lipoptena spp.) and 17 feed on birds. The genus Lipoptena spp. consists of 32
species. The species that are of greatest concern in veterinary medicine include L. cervi, L. capreoli and
L. fortisetosa, which are commonly encountered in Europe, Siberia, China and North America, as well
as L. depressa, L. mazamae and Neolipoptena ferrisi, which can be found in North America. Flies of the
genera Lipoptena and Neolipoptena shed their wings after finding the definitive host. Keds are highly
host-specific, and they breed only on wild ruminants. Louse flies are univoltine insects that reproduce
by adenotrophic viviparity. Females produce larvae that do not have mouth hooks. The larvae molt
several times; the last molt is retained, and it hardens on the pupa to form a puparium. Pupation lasts
around 1 h, and pupae remain on the host’s body or fall to the ground. The life cycle of keds is probably
determined by climate conditions, and it lasts up to 30 days in a warm climate and 270-370 days in a
temperate climate with winter diapause [6,7]. Soon after emergence, adult flies need to find a host in
order to survive and breed.

The prevalence and intensity of Lipoptena spp. infestation in specific hosts (cervids) can be very
high. In Poland, large numbers of cervids and other animal species have been found to be infected with
this ectoparasite. Deer keds were identified in 64% of European roe deer [8], 76% of fallow deer and
78% of European red deer [9]. Louse fly infestations have also been reported in the European bison [10]
and in nonspecific hosts such as companion animals [2]. These ectoparasites also colonize livestock [11].
Lipoptena spp. can land on and bite humans [12,13]. Humans bitten by these ectoparasites are at risk of
dermatitis, allergic rhinoconjunctivitis or even anaphylactic shock. Deer keds pose a potential threat of
horizontal transmission of pathogens [14-17].

Environmental conditions play a large role in the abundance of Lipoptena spp. It should be
noted that weather conditions can also significantly affect the behavior and physiology of keds [18].
Lipoptena cervi pupae are able to survive winter even in the cold regions of northern European [19].
Research indicates that these ectoparasites have developed strong adaptive mechanisms to low
temperatures. Harkonen et al. [20] reported that L. cervi can survive in adverse conditions even without
an acclimatization period. Keds caught in late autumn were characterized by a significantly higher
ratio of unsaturated to saturated fatty acids, which probably enhances the fluidity of lipid membranes
and promotes the maintenance of protein functions at low ambient [21]. Due to higher concentrations
of free amino acids after cold acclimation, keds could be a freeze-tolerant species with a supercooling
point of —7.8 °C and a lower lethal temperature of —16 °C [22]. The above not only contributes to
ectoparasite migration to colder areas, but it can also induce changes in their seasonal abundance and
increase ked survival rates due to higher tolerance to low temperature. However, these factors have
never been investigated in L. fortisetosa.

Previous studies confirmed the role of temperature and annual variations in climate on the
abundance of L. cervi [19,23]. However, most research was based on data from weather stations and
meteorological centers. Meanwhile, the microclimate of specific ecosystems such as forests may differ
from meteorological data [24,25]. Differences in microclimate can play an important role even in small
areas and forests on account of their specific topography [26,27]. The forest is the natural biotope for
L. fortisetosa, but the factors that influence the abundance of keds in forests have never been identified.
There are no reports describing the impact of climatic conditions at the beginning of the flight activity
season on the prevalence of L. fortisetosa. Differences in gender distribution over time have never been
investigated. Moreover, the impact of climate on L. fortisetosa has never been analyzed in Central Europe.

The objective of this study was to identify the correlations between the abundance of L. fortisetosa
among new potential hosts and selected temporal-microclimatic conditions in forests at the beginning
of the host-seeking period.
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2. Materials and Methods

2.1. Sample Collection

Louse flies were collected between 6 May and 15 July of 2019 and 2020 in a natural mixed forest
in Olsztynek municipality, Warmian-Masurian voivodeship in Poland (53°40’31.4” N 20°20"00.4” E).
This study period was chosen because it did not coincide with the animal breeding season or forest
management activities and it was characterized by a noticeable increase in entomofauna activity.
Coniferous trees, mainly Scots pine, were predominant in the studied forest. The underwood and
undergrowth consisted of plant species typical of the local climate and geographic zone. The undergrowth
was covered with a layer of herbaceous plants and moss. The research area was a habitat of a large
cervid population, including red deer, European roe deer and moose. The forest also met all habitat
characteristics and did not feature any negative factors associated with the intensity of ked activity,
described by Madslien et al. [28]. Keds were collected by three investigators walking along the same
forest route during each sampling session. The exact route had been determined before the experiment,
and it spanned a distance of 5.81 km based on GPSMAP® 62 readouts (Garmin, Olathe, KS, USA).
The altitude range was between 151 and 158 m above sea level. The sampling route intersected animal
migration routes, and fresh traces of animal activity were found. Human activity that could potentially
influence the results was not observed. A total of 140 observations were carried out. The measurements
were performed between 1:00 p.m. and 5:00 p.m. (data were not recorded outside this time interval).
The investigators walked for 15 minutes and then paused for 10 minutes. They wore brown cotton
clothing covering the entire body and collected keds immediately after they had landed on the clothing.
Similar methods are used to sample ticks and ectoparasites [23,29]. The acquired ectoparasites were
placed in separate test tubes.

2.2. Species Identification

Ked samples were transported to the Biological Hazard Laboratory at the Faculty of Veterinary
Medicine of the University of Warmia and Mazury in Olsztyn. Ked species and sex were identified
based on their morphological characteristics under the Leica M165C stereoscopic microscope. Louse
flies were identified to species level based on body dimensions, wing venation, length and structure of
palpi, and the number of erect hairs on the mesonotum [6,30,31]. Samples containing species other
than L. fortisetosa were eliminated from further analysis.

2.3. Microclimate Measurements

The number of collected keds, and the sampling date (time in days), temperature (°C), relative
humidity (%), air pressure (hPa), and wind speed (km/h), were recorded. The measurements were
performed before each sampling session, every hour during the field trial, and after its completion.
A total of five measurements were performed during each sampling session. Selected microclimate
parameters were measured with the ST-8820 Multi-Function Environment Meter (Cem, Shenzhen,
China) (temperature, relative humidity), Testo 511 manometer (Testo SE and Co. KGaA, Lenzkirch,
Germany) (air pressure) and Kestrel 2000 anemometer (Kestrel Instruments, Boothwyn, PA, USA)
(wind speed). The devices had been calibrated by the manufacturers before the experiment. All
measurements were performed at shoulder height by the same investigator.

2.4. Statistical Analysis

The assumption of linearity and normality was checked before the statistical analysis.
Two-dimensional scatter plots of the analyzed variables were generated to examine linearity. The
assumption of normality was validated with the use of histograms and normality charts for residues.
Statistical anomalies were ruled out with the k-nearest neighbors algorithm. Statically significant
differences between the sex distribution of L. fortisetosa and time were determined with the use of the
General Linear Model (GLM). Linear correlation models (Pearson’s correlation coefficient—r) were built
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to illustrate the correlations between temporal-microclimatic conditions and the number of collected
L. fortisetosa. The calculated values of r were interpreted as follows: below 0.2—absence of correlation,
0.2-0.4—weak correlation, 0.4-0.6—moderate correlation, 0.6-0.8—strong correlation, 0.8-0.9—very
strong correlation and 0.9-1.0—nearly perfect correlation. The influence of temporal-microclimatic
conditions on the number of collected ectoparasites was evaluated with the use of the Generalized
Additive Model (GAM). The model was built to maximize the prediction quality of the dependent
variable (abundance of deer keds) based on the analyzed covariates (time, temperature, relative
humidity, air pressure and wind speed). The following statistical descriptors were calculated for the
collected samples: mean (M), median (ME), standard deviation (SD), standard error (SE), variance
(V), minimum (Min), maximum (Max), kurtosis (K) and skewness (Ske). Differences were regarded as
significant at p < 0.05. Data were processed in the Statistica 13.3 program with a medical application
(TIBCO Software, Palo Alto, CA, USA).

2.5. Model Validation

The developed Generalized Additive Model was evaluated (without the time covariate) in four
different locations (I—53°39"34.2” N 20°30746.0” E; II—52°09’59.9” N 18°18’55.9” E; IlI—52°11'27.6” N
17°51’53.0” E; IV—53°28’24.8” N 20°34’04.9” E). In each location, three measurements were made
according to the sampling and measuring protocols described above.

3. Results

The first louse flies to be identified as L. fortisetosa were collected on 7 May 2019 and 2 June 2020.
During field tests, a total of 1995 individuals (M = 14.25; ME = 14.5; SD = 10.96; SE = 0.93; V = 76.87;
Min = 0; Max = 39.0; K = —0.94; Ske = 0.23) were sampled, including 1028 (51.53%) females and 967
(48.47%) males. Differences in sex distribution as a function of time were not statistically significant
(for the model: df =1, MS =225.04; F = 5.38; p-value = 0.02; female vs. male: df =1, MS=2.61; F = 0.7§;
p-value = 0.38; male vs. female vs. time: df = 1; MS = 0.047; F = 0.014; p-value = 0.91). The first peaks
denoting high levels of ked activity were observed on day 16 in 2019 and day 35 in 2020. The number
of louse flies collected on each sampling day is presented in Figure 1.
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Figure 1. The number of Lipoptena fortisetosa specimens collected on each sampling day between 6 May
and 15 July in 2019 (A) and 2020 (B). Legend: y—logarithmic function; R2—coefficient of determination.

A very high linear correlation was noted between temperature and the abundance of L. fortisetosa.
Relative humidity was bound by a high linear correlation with ked flights. A moderate linear correlation
was determined between time and the prevalence of L. fortisetosa. A negative moderate linear correlation
was observed between wind speed and louse abundance. No significant correlations were noted

between L. fortisetosa abundance and air pressure. The results of the correlation analysis are presented
in Table 1.

Table 1. Correlations between temporal-microclimatic conditions and the abundance of Lipoptena fortisetosa
(Pearson’s correlation coefficient 7).

Val
Correlations Between the Studied Factors alues
p-Value r
time (days) <0.001 0.45
temperature (°C) <0.001 0.84
Number of led
L relative humidity (%) <0.001 0.76
ipoptena fortisetosa .
air pressure (hPa) 0.15 -0.19
wind speed (km/h) <0.001 -0.59

Legend: p-values < 0.05 were considered significant.

The results of the GAM indicate that time, temperature, relative humidity and wind speed
significantly influenced ked flights. The possible nonlinear effects of continuous covariates when the
abundance of L. fortisetosa was taken into account are presented in Figure 2. The prevalence of L. fortisetosa
increased significantly between days 15 and 20 (Figure 2A), and a minor decrease was observed on the
following days. Temperatures below 5 °C had a negative effect on L. fortisetosa abundance. The conducted
measurements indicate that keds thrived at a temperature of 17-22 °C (Figure 2B). The GAM revealed
that above-optimal temperatures may not exert a positive effect on louse prevalence. In the model, ked
abundance was also somewhat correlated with relative humidity. The number of recorded ectoparasites
tended to increase with a rise in humidity. Ked abundance was relatively stable within the humidity
range of 70-80% (Figure 2C). The optimal wind speed for L. fortisetosa was 4-12 km/h (Figure 2E), and
higher wind speeds exerted a negative effect on ked abundance. Air pressure was not significantly
correlated with the prevalence of L. fortisetosa (Figure 2D). The results of the GAM are presented in
Table 2. The results of model validation are presented in Table 3.
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Figure 2. Nonlinear effects of different continuous covariates on Lipoptena fortisetosa abundance. Legend:
the plots present the results of two-dimensional cubic spline interpolation with the observed predictor
values plotted against the partial residuals; (A) time, (B) temperature, (C) relative humidity, (D) air
pressure* and (E) wind speed; *—not significant.

Table 2. Parameter estimates in the Generalized Additive Model (GAM) analyzing the correlations
between temporal-microclimatic factors and Lipoptena fortisetosa abundance.

Parameters Values
n =140 df GAM coef. SE ss p-Value
Intercept 1 1.12 0.23 4.82 0.005
Time 415 —0.0054 0.0013 -4.21 0.038
Temperature 4.06 0.057 0.0068 8.39 <0.001
Relative humidity 4.02 0.017 0.0029 5.29 0.041
Air pressure 4.04 —0.0086 0.0035 —2.42 0.074
Wind speed 3.94 -0.026 0.0088 -3.04 0.003

Legend: n—number of measurements; df —degrees of freedom; GAM coef.—Generalized Additive Model coefficient;
SE—Standard Error; SS—Standard Score; p-values < 0.05 were considered significant.
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Table 3. Validation of the GAM in different locations.

7 of 12

Location Temperature Relative humidity Air pressure Wind speed
n=12 °C log(L. fortisetosa flights) % log(L. fortisetosa flights) hPa log(L. fortisetosa flights) km/h log(L. fortisetosa flights)
18.1 0.29 72.6 0.11 1002.4 0.44 13.3 -0.17
I 19.5 0.40 77.8 0.17 1001.2 0.48 14.7 -0.26
15.2 -0.06 68.2 0.07 998.5 0.22 8.2 0.28
19.3 0.27 62.4 -0.06 1001.6 -0.19 15.5 -0.07
il 17.9 0.23 64.3 -0.13 997.3 0.05 8.0 0.34
20.6 0.36 67.7 0.002 1000.6 0.12 10.2 0.09
22.3 0.41 74.8 0.29 1002.7 -0.29 8.9 0.05
11T 21.7 0.34 76.0 0.14 1005.2 0.33 6.8 0.21
18.8 0.12 719 -0.03 1003.7 —-0.16 10.6 0.04
223 0.33 67.8 0.05 1000.8 —-0.31 16.1 -0.32
v 17.4 0.12 70.4 -0.08 999.2 0.25 10.3 0.08
19.1 0.28 71.3 0.16 -0.07 1003.4 0.05 10.2

Legend: n—number of measurements; I-IV—surveyed locations.
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4. Discussion

The population of L. fortisetosa continues to increase in the natural environment. These ectoparasites
are also found in nonspecific environments such as cities [2]. In the future, the size of L. fortisetosa
populations is likely to increase, and the species could also be expected to colonize new ecosystems, due
to both climate change and the penetration of wild ruminants into rural/city areas. The phenology of
the analyzed ectoparasites is one of the most important considerations in epidemiological monitoring.
The phenology of L. cervi has been described in detail in Northern Europe [29]. However, no such
research has been conducted in Central Europe (research site), where the population of L. fortisetosa
continues to grow. Our previous study conducted in 2017-2018 confirmed the occurrence of L. fortisetosa
in May, but accurate microclimatic measurements were not performed. These findings differ from the
observations made in other species of louse flies. The variations in ked phenology could be linked to
an increase in temperatures in Europe [32,33]. Monitoring programs in Central Europe have revealed
an increase in average temperatures, in particular between January and August, as well as temperature
extremes between 1961 and 2010 [34].

This study confirmed the presence of correlations between temporal-microclimatic factors and
number of flies seeking new hosts. A strong relationship was noted between temperature and the
abundance of flies. The time of measurement was also a significant factor, but it was far less correlated
with the number of collected flies than temperature. A similar relationship was noted between the
abundance of L. fortisetosa and humidity. A minor decrease in the size of the collected samples
was observed on successive days of field tests, which points to the absence of new generations. Sex
distribution was not correlated with the time of measurements.

Similar correlations between temperature and abundance of L. cervi have been described by
Hérkonen et al. [19], Mysterlund et al. [23] and Valimaéki et al. [35]. The cited studies were conducted
in regions with a different climate and different animal populations than in Poland. Temperature
could significantly affect the developmental cycle of L. fortisetosa by disrupting winter diapause.
Multiple pathways are associated with diapause completion, and the stages of the developmental
cycle are modified by environmental conditions [36]. Hodek and Hodkov4a [36] reported that diapause
is successfully completed at intermediate or high temperatures, and can even be stimulated by high
temperature. The beginning of the flight activity season can also be influenced by cryoprotectants [21,22].
In the future, the continued emergence of cryoprotectants could alter the correlations between the
abundance of Lipoptena spp. and environmental factors. Cryoprotectants can also contribute to a
rise in the population of L. fortisetsa by decreasing the mortality of pupae in winter. However, cold
temperature plays a certain role in the life cycle of deer keds. Harkonen and Kaitala [37] argued that
L. cervi pupae require longer exposure to high temperatures to terminate diapause if the cold period is
short. This phenomenon could be the main reason behind the observed differences in phenology. High
temperatures most probably prolonged winter diapause.

Photoperiodism could be responsible for the correlation between time and L. fortisetosa flights.
However, the emergence of adult L. cervi was not correlated with two photoperiods under laboratory
conditions [38]. In contrast, Mysterud et al. [23] speculated that photoperiod could be an important factor
under field conditions. Light exposure plays an important role in other Hippoboscidae ectoparasites.
For example, Pseudolynchia canariensis emerge only in selected photoperiods [39], whereas Hippobosca equina
flights are more frequent at certain times of the day [40]. The importance of photoperiod could also be
associated with the strong correlation between measurement date and temperature. Further research is
needed to investigate the effect of photoperiod on L. fortisetosa activity.

The results of the present study also suggest that ectoparasite activity could be correlated with
variations in relative humidity. Moyer et al. [41] reported that abiotic factors such as relative humidity
can induce significant changes in ectoparasite pressure on the host population. Low humidity can
inhibit pupal development [38]. According to Bakhtushkina [42], the lifespan of L. cervi increases with
a rise in humidity. Ectoparasites have the longest lifespan within a humidity range of 60-80% and
a temperature range of 14-16 °C. Under laboratory conditions, pupal development lasts 90 days on
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average at a temperature of around 20-25 °C and estimated humidity of 60-80% [42]. Our research
suggests that similar relationships could occur in a forest environment. The optimal humidity and
temperature of ambient air for the survival of L. cervi imagines were established at >70% and 2-5 °C,
respectively, by Popov [43]. Therefore, relative humidity could be associated with the number of
L. fortisetosa seeking new hosts.

A significant correlation between air pressure and ked abundance was not observed in this study.
The impact of air pressure on insect activity has been confirmed by other authors. According to
Wellington [44], a decrease in barometric pressure stimulates general activity in muscoids. However,
the sensitivity of the receptors responsible for monitoring air pressure may vary between insect
species [45]. McFarlane et al. [46] found that Frankliniella schultzei was capable of detecting changes
in atmospheric pressure. In insects, the mechanisms for monitoring air pressure could have evolved
to offer protection against adverse weather events. Despite the absence of significant correlations
between air pressure and insect abundance, this mechanism cannot be ruled out in the current study.
However, further research is needed to investigate the responses of L. fortisetosa within a wider range
of air pressure values.

The calculated values of r and the results of the GAM revealed a significant correlation between the
number of host-seeking L. fortisetosa and wind speed. According to Harkonen et al. [19], the suitability
of northern habitats for ambushing hosts, especially in the treeless tundra, could be compromised
by difficult flying conditions, such as strong winds. Research carried out in eastern Finland by
Paakkonen et al. [47] confirmed that the number of deer keds is inversely correlated with windiness.
The presence of such a relationship can also be inferred from the behavior of reindeers, which use
windy mountaintops primarily to avoid ectoparasite harassment [48].

The GAM was applied in the study to account for the relationships between the analyzed covariates.
However, the presented correlations do not necessarily prove a direct cause-and-effect relationship. It
is possible that the described factors are correlated with an unknown variable or a set of variables. The
number of sampled keds as well as the beginning of the flight activity season could be influenced by
more profound changes in a system of complex environmental (e.g., deer migrations) and weather
(e.g., insolation) variables.

5. Conclusions

A thorough knowledge about the activity of L. fortisetosa is needed to address the steady increase
in the population of these ectoparasites and seasonal changes in their abundance. Climate change
could be an important factor in the observed phenomena. The variations in selected microclimatic
factors were correlated with the number of host-seeking keds in the environment. Higher temperatures
were strongly correlated with an increase in ked abundance in the surveyed forest. In the group of the
studied factors, temperature was primarily responsible for the beginning of the flight activity season of
L. fortisetosa. However, the presented correlations are not necessarily indicative of a cause-and-effect
relationship. These ectoparasites are potential pathogen vectors, which is why their population,
behavior and phenology should be regularly monitored. Further research should focus not only on the
epidemiology and spread of L. fortisetosa, but also on the effectiveness of repellents. Environmental
observations should be carried out to determine the number of new generations in one flight activity
season in a changing climate. In the future, information about the phenology of the species and the
relationships between the described factors can be used to develop preventive programs and control
ked infestation in the environment. Preventive measures should also be implemented to minimize the
negative impact of keds on humans, livestock and companion animals.
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Simple Summary: Lipoptena fortisetosa is an invasive, hematophagous insect, which lives on cervids
and continues to spread across Europe. The species originated from the Far East and eastern Siberia.
Besides wild animals, these ectoparasites can attack humans, companion animals, and livestock.
These insects may also play a role in transmitting infectious diseases. The objective of this study was
to confirm the presence of L. fortisetosa in north-eastern Poland and to characterize the examined
population with the use of molecular methods. Deer keds were collected from six natural forests in
the region of Warmia and Mazury. DNA of L. fortisetosa was extracted and subjected to molecular
studies. Two species of deer keds (Lipoptena cervi and L. fortisetosa) were obtained in each location
during field research. There were no differences in the sex distribution of these two ectoparasite
species. During the research, more L. cervi than L. fortisetosa specimens were obtained. The studied
insects were very closely related to specimens from Lithuania, the Czech Republic, and Japan. Our
study indicates various ectoparasite lineages, and such research contributes to the improvement
of basic knowledge on the distribution, genetic structure, and variability of the invasive ked fly
L. fortisetosa.

Abstract: Recent years have witnessed an increase in the population of Lipoptena fortisetosa in Central
Europe. The genetic profile of this ectoparasite has not been studied in Poland to date. The aim of the
present study was to confirm the presence of L. fortisetosa in north-eastern Poland and to characterize
the examined population with the use of molecular methods. Deer keds were collected between June
and July 2019 in six natural, mixed forests. A fragment of the rRNA 16S gene was used as a marker
to identify L. fortisetosa by polymerase chain reaction (PCR). DNA samples were sequenced in the
last step. Six new locations of L. fortisetosa were confirmed. No significant differences were observed
in the sex ratios of L. cervi and L. fortisetosa (L. cervi p-value = 0.74; L. fortisetosa p-value = 0.65).
Significant differences were noted between the total size of L. cervi and L. fortisetosa populations
(p-value < 0.001). The similarity to GenBank sequences ranged from 95.56% to 100%. The obtained
nucleotide sequences were very closely related to L. fortisetosa sequences from Lithuania, the Czech
Republic, and Japan. Molecular analyses revealed considerable genetic diversity, which could indicate
that various ectoparasite lineages have spread throughout Europe.

Keywords: deer keds; ectoparasite; Hippoboscidae; PCR; phylogenetics; vector

1. Introduction

Deer keds are hematophagous ectoparasites of birds and mammals. The genus
Lipoptena consists of 32 species, including L. capreoli, L. cervi, L. depressa, L. mazamae, and
L. fortisetosa, which are of great importance in veterinary medicine. Lipoptena fortisetosa has
been insufficiently investigated in cervids, despite the Japanese sika deer (Cervus nippon)
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that is its original host. The parasite also colonizes non-specific hosts, including cattle and
humans [1,2]. Deer keds shed wings when they find a definitive host. Hippoboscidae
reproduce by adenotrophic viviparity, and their life cycle is influenced mainly by climatic
conditions [3,4]. Lipoptena spp. bites are painful and may lead to skin inflammation and
alopecia [5,6].

There is evidence to suggest that L. fortisetosa continues to spread across Europe. The
species originated in the Eastern Palearctic, in particular, the Far East and eastern Siberia.
Lipoptena fortisetosa was first identified in 1965 in Japan by Maa [7]. In Central Europe,
this deer ked is considered a cryptogenic species, but it is increasingly classified as an
invasive species [8]. Lipoptena fortisetosa was first recorded in Europe in the 1960s [9].
Currently, this insect was spotted in several European countries including the Czech
Republic [10], Estonia [11], Italy [12,13], Moldova [2], and Slovakia [14]. This ectoparasite
was not detected in Poland during a program monitoring the ectoparasite burden of wild
animals in 1973-1980 [15]. In Poland, L. fortisetosa was first observed in the region of Lower
Silesia in the late 1980s [16]. Later, in 2007-2012, L. fortisetosa was identified in cervids in
northern Poland and in the Tatra Mountains [8,17-20]. In 2017, this ectoparasite was found
even in companion animals in central Poland [21].

Lipoptena fortisetosa is a potential vector of infectious diseases. Deer keds can act as
carriers of Bartonella spp., and the vertical transmission of this pathogen poses a particularly
serious problem [22-24]. In recent research, Bartonella spp. of Japanese origin were isolated
from L. cervi in the region of Warmia and Mazury in Poland [22]. According to Szewczyk
et al. [22], the isolated Bartonella spp. strain had originated from Japanese sika deer that
were introduced to Europe, and it was transmitted to the local environment by various vec-
tors. Molecular studies confirmed that the insects harbored genetic material of Anaplasma
phagocytophilum, A. ovis, Borrelia spp., Coxiella-like bacteria, Theileria luwenshuni, T. ovis, and
Trypanosoma spp. [25-31]. Despite the above, little is known about the ectoparasite’s ability
to transmit pathogens other than Bartonella spp. to new hosts.

The observed migration patterns of the analyzed ectoparasites suggest that their
geographic range should be monitored because of the potential vectorial capacity of this
ectoparasite [32]. Salvetti et al. [12] noted that the geographic distribution of deer keds in
Europe should be analyzed for social and environmental implications because Lipoptena
spp. may cause problems for wildlife management. However, a detailed evaluation of
ancestral lineages and migration routes requires larger and more frequent sampling. There
is a considerable gap in the genetic distribution of L. fortisetosa between Western and Eastern
Europe. Andreani et al. [33] did not detect any obvious and stable morphological and
molecular differences in specimens from the geographical areas of Asia and Europe. In Italy,
they identified the monophyletic clade of L. fortisetosa, along with two Central European
and two Korean haplotypes [33]. These ectoparasites have been largely neglected in Polish
research, and potentially important genetic data, including genetic diversity, are scarce.
Most Polish studies of L. fortisetosa were based on macroscopic analyses, which is why the
genetic and phylogenetic characteristics of the species, including DNA rRNA 16S gene
remain unknown. The locations colonized by L. fortisetosa in north-eastern Poland have not
been evaluated to date [4]. This Polish region abounds in forests, and it is characterized by
increasingly frequent deer ked flights and mass attacks on animals and humans. Differences
in sex ratios of host-seeking insects were not investigated in this location. This may be
important because of the fact that females are more likely to harbor the genetic material of
pathogens [32]. The spread of L. fortisetosa outside of Asia could have been accelerated by
the introduction of sika deer to the European continent, whose small but stable populations
can be found in the central part of the region of Silesia and in the eastern part of the region
of Warmia and Mazury. The aim of this study was to confirm the occurrence of L. fortisetosa
in north-eastern Poland and to characterize the specimens collected during host-seeking
flights based on the results of molecular analyses.
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2. Materials and Methods
2.1. Sample Collection

The occurrence of Lipoptena spp. was monitored in natural mixed forests in the region
of Warmia and Mazury in north-eastern Poland. Ectoparasites were monitored in the follow-
ing municipalities: Etk (54°1910.1” N 22°22/38.7" E), Gotdap (54°19'10.1” N 22°22/38.7"
E), Kolno (53°57/34.3"” N 21°04’46.0" E), Jedwabno (53°28'24.8" N 20°34/04.9" E), Pieniezno
(54°15'52.1” N 20°11'14.2" E), and Ruciane-Nida (53°35'47.4” N 21°33/13.3" E). A detailed
map of the surveyed region is presented in Figure 1.

__\.."i- C {\\A_J‘H/f/ \ ']— Borders of Polish regions

u,f‘——-—_ _ - Legend
(> i : — Studied region

ol

Legend
I:— Studied municipalities

i— Borders of municipalities

Figure 1. (a) Map of Poland and the region of Warmia and Mazury (b) with an indication of the
municipalities were field studies were performed. Legend: WM = the region of Warmia and Mazury;
E = Elk; G = Goldap; ] = Jedwabno; K = Kolno; P = Pieniezno; R = Ruciane-Nida.

The selected sampling sites are characterized by extensive forests and large cervid
populations, including red deer (Cervus elaphus), European roe deer (Capreolus capreolus),
and moose (Alces alces). The study was conducted between June and July 2019 between 7
and 10 a.m. This study period was chosen because of a noticeable increase in hippoboscidae
activity. The number of Lipoptena spp. individuals was expressed by the sum number of
winged deer keds that were captured on the investigator’s clothing per day. Five daily
measurements were conducted in each sampling site. A total of 30 measurements were
conducted. The investigator walked through the forest wearing brown cotton clothing
covering the entire body. Lipoptena spp. were captured immediately after landing on the
clothing. During the walk, the investigator checked protective clothing every 20 m and
collected insects from creases and folds on the fabric. Keds that escaped were not counted.
Similar methods have been used by other researchers to acquire environmental samples of
ticks and Lipoptena spp. [34,35]. The collected ectoparasites were placed in individual test
tubes containing 70% ethanol.
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2.2. Species Identification

The collected samples were transported to the Biological Hazard Laboratory at the
Faculty of Veterinary Medicine of the University of Warmia and Mazury in Olsztyn. Species
and sex were identified based on morphological features, including body dimensions, wing
venation, the length and structure of the palpi, and the number of erect hairs on the
mesonotum, under the Leica M165C stereoscopic microscope (Leica, Wetzlar, Germany).
Measurements were performed in Leica Application Suite 4.4 (Leica, Wetzlar, Germany)
based on the taxonomic keys for Lipoptena spp. developed by Borowiec and Maa, and the
morphological descriptions provided by Andreani et al. [13,36,37].

2.3. Statistical Analysis

The sex ratio of Lipoptena spp. and the number of L. cervi and L. fortisetosa specimens
from each measurement were analyzed with Student’s t-test for independent samples. The
following statistical parameters were calculated for the analyzed populations of L. cervi and
L. fortisetosa using overall data from daily observations (n = 30): mean (M), median (ME),
standard deviation (SD), standard error (SE), variance (V), minimum (Min), and maximum
(Max). Differences were regarded as statistically significant at p-value < 0.05. Data were
processed statistically in Statistica 13.3 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, USA).

2.4. DNA Extraction

Five samples of L. fortisetosa (n = 30) from each sampling site were randomly selected
for molecular analyses. The representative number of samples was estimated with the use
of formulas for computing the minimum sample size to guarantee the reliability of the
results (sample size: Np = number of collected specimens, & = 95%, f = 0.5, e = 15%). Keds
were air-dried at room temperature for 15 min, and they were crushed with a sterile rod in
sterile Eppendorf tubes. Genomic DNA was extracted from each sample with the Sherlock
AX kit (A&A Biotechnology, Poland) according to the manufacturer’s instructions. DNA
was eluted in 40 uL of Tris-EDTA (TE) buffer, and the concentration of the extract was
checked in the Nano Drop 2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). The extracted DNA was stored at —20 °C until analysis.

2.5. Polymerase Chain Reaction

The DNA sequence of the mitochondrial DNA rRNA 16S gene of L. fortisetosa with an
estimated length of 412-bp was amplified by PCR. The amplification primers were L700F (5'-
AAAGTTTAACCTGCCCACTGAT-3) and L1213R (5'-CTGAACTCAGATCACGTAAGAAT-
3’) [22]. The following cycling conditions were applied: initial denaturation at 92 °C for
3 min; 35 cycles of denaturation at 95 °C for 10 s; annealing at 60 °C for 10 s; extension
at 68 °C for 30 s; final extension at 68 °C for 5 min [22]. Each reaction was performed in
a final volume of 25 pL containing 2.5 uL of 10x Standard Taq Reaction Buffer (Biolabs,
NC, USA), 0.5 uL of 10 mM deoxyribonucleotide triphosphate (dANTPs) (Biolabs, USA),
0.5 uL of 10 uM of each primer, 1 uL of Lipoptena spp. DNA template, 0.125 uL of Taqg DNA
Polymerase (Biolabs, NC, USA), and 19.875 uL of double-distilled water. Double-distilled
water was the negative control. Lipoptena cervi DNA extracted during a previous study was
the positive control. PCR products were subjected to electrophoresis on 2% agarose gel.
They were stained with ethidium bromide and visualized in a UV transilluminator.

2.6. Sequencing

After PCR, DNA samples were purified by the ethanol precipitation method de-
scribed by Weinberger [38]. DNA was sequenced with the use of the described primers
(L700F /L1213R) and the BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystem:s,
Foster City, CA, USA), and the results were analyzed in the ABI PRISM 3100 Genetic Ana-
lyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The acquired nucleotide sequences were
edited in the BioEdit program [39] and compared with GenBank sequences in the BLAST-
NCBI program (attached in result section). Sequences were aligned with the ClustalW
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algorithm. A phylogenetic analysis of rIRNA 165 sequences and the corresponding GenBank
sequences was performed by the maximum likelihood method and the Tamura-Nei model
in MEGA 10.1.17 [40]. Sequences of L. cervi served as the outgroup. Model selection was
based on Akaike’s information criterion (AIC). Bootstrap confidence values for assessing
the reliability of branches were calculated in 10,000 replicates.

3. Results

The representative L. fortisetosa sequences were deposited in the GenBank database
of the National Center for Biotechnology with the BankIt tool under accession numbers
MT182645-MT182661, MT182663.

A total of 482 Lipoptena spp. specimens (M = 80.33; ME =79.5; SD = 12.39; SE = 5.06;
V =15.43; Min = 61; Max = 96) were collected in sampling sites. Of those, 385 were identified
as L. cervi (M = 64.17; ME = 67; SD =9.26; SE =3.78; V = 14.43; Min = 47, Max = 72), including
196 females (50.9%) and 189 males (49.1%). No significant differences in the sex ratio were
noted in L. cervi (p-value = 0.74). Lipoptena fortisetosa was recorded in all six locations.
Ninety-seven individuals were identified as L. fortisetosa (M = 16.17; ME = 15.5; SD = 5.53;
SE =2.56; V = 34.20; Min = 8; Max = 24), including 51 females (52.58%) and 46 males
(47.42%). No significant differences in the sex ratio were found (p-value = 0.65). The overall
populations of L. cervi and L. fortisetosa from studied locations differed significantly in size
(p-value < 0.001). The results are presented in detail in Table 1.

Table 1. Number of deer keds collected in sampling sites, with a division into species and sexes.

SamPling Lipoptena cervi Lipoptena fortisetosa Total
Site g Q - o
Etk 28 39 3 5 75
Gotdap 29 32 7 10 78
Jedwabno 34 33 6 8 81
Kolno 40 32 14 10 96
Pieniezno 20 27 7 7 61
Ruciane-
Nida 38 33 9 11 91

Legend: o= male; 9= female.

The phylogenetic tree is presented in Figure 2. The length of the alignment used to
build the phylogeny was 445-bp. Twenty-eight sequences (MT182645-MT182658, MT182660-
MT182661, MT182663) were characterized by 98.32% to 100% similarity with L. fortisetosa
sequences from the Czech Republic and Lithuania (MF495939, MN889549). The similar-
ity between sequences MT182659 and the L. fortisetosa sequence from Japan (AB632589)
reached 95.56%. Detailed data, including the ID of the closest match, country of origin, and
percent sequence identity, are presented in Table 2. The distribution of sequences in each
sampling site is presented in Table 3.
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Figure 2. Phylogenetic analysis of the rRNA 165 gene in Lipoptena fortisetosa. Legend: phylogenetic

tree based on the results of the maximum likelihood analysis of a fragment of the rRNA 16S gene

in Lipoptena fortisetosa. The identified unique haplotypes are labeled with sequence identification

numbers. The reference sequences from GenBank are indicated in the tree. Bootstrap confidence

values for assessing the reliability of branches were calculated in 10,000 replicates.

Table 2. Comparison of the acquired sequences with GenBank sequences.

Closest Country of Percentage
Sequence ID Match ID Origl;i’l Matchg Reference
MT182645 99.56%
MT182646 99.78%
MT182647 98.68%
MT182648 99.58%
MT182649 99.36%
MT182650 99.58%
MT182651 MF495939 Czech Republic 100% Radzijevskaja et al. [41]
MT182652 MN889549 Lithuania 98.32% Sochova et al. [42]
MT182653 99.04%
MT182654 98.93%
MT182655 98.93%
MT182656 98.91%
MT182657 98.43%
MT182658 99.36%
MT182659 AB632589 Japan 95.56 % Hosokawa et al. [43]
ﬁ%ggggg MF495939 Czech Republic ggi’gf Radzijevskaja et al. [41]
MT182663 MNB889549 Lithuania 98.91% Sochova et al. [42]
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Table 3. Molecular characteristics of Lipoptena fortisetosa in sampling sites.

Number of Lipoptena fortisetosa Specimens

Ruciane-
Nida
(n=5)

Sampling Elk Goldap Jedwabno Kolno Pieniezno
Site n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)

MT182645
MT182646
MT182647
MT182648
MT182649 -
MT182650 -
MT182651 -
MT182652 - -
MT182653 - -
MT182654 - -
MT182655 - -
MT182656 - -
MT182657 - 1
MT182658 - - 1
MT182659 - - -
MT182660 - - -
MT182661 - - - -
MT182663 - - - -

== =N
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4. Discussion

Autochthonous L. cervi accounted for 79.88% of the collected ked samples, which
suggests that it is the dominant species in the region of Warmia and Mazury. However,
the proportions of Lipoptena species should be regularly monitored in the studied region
because of the possible increase in the population of L. fortisetosa. In Europe, L. fortisetosa is
considered a multivoltine species, whereas L. cervi is regarded as a univoltine species [8].
The phenomena described above could influence the rate at which these ectoparasite popu-
lations develop in the future, and it could increase the number of host-seeking L. fortisetosa.
Because of phenological differences between the species, the number of collected individ-
uals can also be influenced by the month of sampling. Both ectoparasites species should
be sampled in a period when they are most active. This study demonstrated that adult L.
fortisetosa and L. cervi are active in the same period of time, and similar observations were
made by Oboria et al. [14]. Neither species was characterized by significant differences in
the sex ratio. In around 30% of ectoparasitic species, the sex ratio does not significantly
depart from unity [44]. Adult keds find hosts immediately after emergence. However,
the sex ratio of Lipoptena-spp.-inhabiting hosts could differ from that noted in this study
because of a potentially shorter life span of adult males [44].

The migration patterns of Lipoptena spp. in Europe have not been fully elucidated, but
the geographic range of these ectoparasites was probably expanded by natural migration
from the east. It cannot be ruled out that this insect may have been brought to Europe along
with imported animals [33]. Lipoptena fortisetosa had been previously identified in only sev-
eral European countries, including the Czech Republic [10], Moldova [2], and Poland [4,8].
Recent reports from Estonia [11] and Italy [12,13,33] indicate that the geographic range of
Lipoptena spp. has expanded both northward and southward since 2017. Andreani et al. [33]
suggested that the relatively recent migration of sika or hybrid individuals to Italy from
neighboring countries may have contributed to the ectoparasite transmission. There is no
conclusive evidence to indicate whether this geographic shift has resulted from an increase
in the cervid population or climate change. The impact of global climate change on the
geographic expansion of Lipoptena spp. was postulated by Kurina et al. [11]. Keds are poor
fliers that cover a distance of only up to 50 m when searching for hosts [45], which is why
hosts play an important role in the transmission of these ectoparasites. The presence of
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L. fortisetosa in highly diverse regions also suggests that these insects are eurytopic species
that tolerate a wide range of environmental conditions [4,46].

The importance of Lipoptena spp. in veterinary medicine has not been fully established,
which is why these ectoparasites should be studied in greater detail. The existing knowl-
edge about the impact of L. fortisetosa on wild animals is superficial, and these ectoparasites
could affect game management in the future. Polish cervids and other wild animals were
found to be heavily infested with hippoboscids. Deer keds were detected in 64% of Euro-
pean roe deer [47], 76% of fallow deer, and 78% of European red deer [48]. One animal was
infested with 9.9 insects on average [48]. Vikeren et al. [49] found that one moose can carry
more than 16,000 keds. Andreani et al. [33] detected infestation of European deer species
by L. fortisetosa. The stability of the L. fortisetosa population can be attributed to adaptive
genetic variation and the benefits associated with colonizing different cervid species as
hosts. These observations point to high plasticity in host selection, which is influenced by
the availability and population density of a given host species. For this reason, there are no
obvious barriers to the future expansion of the discussed ectoparasites [11,33].

The available GenBank data show that the sequences originating from the Czech
Republic or Lithuania (cited in the manuscript) were closely similar to ours. However, the
GenBank database contains only several 165 rRNA sequences of European L. fortisetosa.
Sequence MT182659, obtained in the present study, was most similar to the sequence
originating from Japan (AB632589) [43]. The insect harboring the above sequence was
captured in the municipality of Pieniezno where a stable population of sika deer has existed
since the beginning of the 20th century. Lipoptena fortisetosa could have been accidentally
introduced to that region by sika deer, and a distinct population of these ectoparasites
could have evolved over time. Similar conclusions were formulated by Andreani et al. [33]
and Mihalca et al. [50]. Interestingly, two Korean haplotypes of this insect were detected
in Italy [33]. This confirmed our assumptions. Polish deer keds could belong to an
isolated and genetically diverse population. The genetic polymorphism of L. fortisetosa is
probably associated with the segregation of haplotypes that are relatively popular in this
species, and the stability of the L. fortisetosa population points to the presence of dynamic
evolutionary mechanisms.

Similar levels of genetic diversity were reported in a study carried out on L. maza-
mae [51]. Trout et al. [51] identified six unique haplotypes using 30 DNA sequences of a
259-bp region of the mitochondrial DNA rRNA 165 gene amplified by PCR. Such molecular
differences were also reported in other ectoparasites, including Cimex lectularius, tsetse flies
(Glossina spp.), and ticks [52-55]. Szalanski et al. [52] observed high mitochondrial DNA
diversity with moderate to high levels of gene flow in C. lectularius. Krafsur et al. [53] iden-
tified 26 haplotypes in tsetse flies with the use of 125 rRNA and 165 rRNA markers, where
most haplotypes occurred only once or twice. Only six haplotypes were identified in the
same locations [53]. 165 rRNA and Cytochrome c oxidase I (COI) gene sequences are also
useful markers for analyzing genetic polymorphism in ticks and for identifying and differ-
entiating the populations of Dermacentor nuttalli, Ixodes persulcatus, and I. pavlovskyi [54,55].
These findings indicate that the mitochondrial DNA rRNA 16S gene can be reliably used to
study the population genetics of ectoparasites. Previous research has demonstrated that
Lipoptena spp. could be paraphyletic; therefore, further research is needed to explore the
genetic variation and taxonomy among this genus [56]. Kurina et al. [11] and Andreani [33]
found that the COI sequences of L. fortisetosa deposited in GenBank are genetically diverse
and have different geographic lineages in Europe. Similar conclusions can be formulated
based on the results of this study.

The current study revealed considerable genetic diversity of L. fortisetosa in six sam-
pling sites in the region of Warmia and Mazury, which indicates that the genetic structure
of its population is far more complex than previously thought. Several genetically distinct
original populations probably migrated or were introduced to Europe. The present findings
suggest that a decrease in deer ked populations in forests could contribute to their diversity.
The presence of progressive evolutionary mechanisms indicates that L. fortisetosa could
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further adapt to the environmental conditions of Central Europe [4]. Lipoptena fortisetosa is
an invasive species that strongly competes for hosts with the native population of L. cervi,
which could influence the size of both insect populations in the future. Further genetic
analyses of louse flies, combined with pathogen detection, are needed to identify areas with
a potentially high risk of infectious disease transmission by L. fortisetosa [51]. The struc-
ture of deer ked populations should be analyzed in greater detail to adequately manage
and protect wild animals and to monitor the transmission of pathogens between distant
regions. The identification of Bartonella spp. of Japanese origin by Szewczyk et al. [22] and
L. fortisetosa of Japanese origin in this study demonstrates how the dispersion of deer keds
in the environment can contribute to the spread of infectious diseases transmitted by these
vectors. The results of this study provide additional evidence that L. fortisetosa populations
in Central Europe have different genetic lineages. Detailed genetic characterization of
deer keds in Central Europe will enable researchers to track and predict the spread of
L. fortisetosa. Migrations to new areas should encourage new research into the dynamics
and genetics of L. fortisetosa populations because, according to Kurina et al. [11], a thorough
understanding of the distribution and bionomics of this invasive migratory species is
crucial for its effective control in Europe.

5. Conclusions

The results of the present study and previous research suggest that L. fortisetosa has
formed stable and genetically diverse populations throughout Poland. The population
genetics of L. fortisetosa should be further explored to track the migration of these ectopara-
sites to Northern and Western Europe. The occurrence of L. fortisetosa should be regularly
monitored to detect an increase in the number of individuals in the total deer ked popula-
tion. Further research is needed to detect new locations and analyze the genetic lineages
of L. fortisetosa. The sequences identified in this study indicate that the population of L.
fortisetosa continues to spread despite geographic limitations.
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Abstract: Deer keds are obligatory hematophagous ectoparasites of birds and mammals. Cervids
serve as specific hosts for these insects. However, ked infestations have been observed in non-specific
hosts, including humans, companion animals, and livestock. Lipoptena fortisetosa is a weakly studied
ectoparasite, but there is evidence to indicate that it continues to spread across Europe. The exist-
ing knowledge on deer keds’ impact on wildlife is superficial, and their veterinary importance is
enigmatic. Lipoptena fortisetosa is a species with vectorial capacity, but potential pathogen transmis-
sion has not been assessed. The objective of this study was to evaluate the prevalence of selected
pathogens in L. fortisetosa collected from cervids and host-seeking individuals in the environment.
Out of 500 acquired samples, 307 (61.4%) had genetic material from at least one tested pathogen.
Our research suggests that L. fortisetosa may be a potential vector of several pathogens, including
A. phagocytophilum, Babesia spp., Bartonella spp., Borellia spp., Coxiella-like endosymbionts, Francisiella
tularensis, Mycoplasma spp., Rickettsia spp., and Theileria spp.; however, further, more extensive in-
vestigations are required to confirm this. The results of the study indicate that keds can be used as
biological markers for investigating the prevalence of vector-borne diseases in the population of
free-ranging cervids.

Keywords: deer keds; ectoparasite; Hippoboscidae; louse flies; PCR; vector; infectious diseases;
vector-borne diseases

1. Introduction

The role of vectors in the transmission of infectious diseases has been researched
extensively in recent years. The main arthropods with vector capacity are ticks, mosquitos,
black flies, fleas and lice. Many indigenous insects with vector capacity have not been
thoroughly investigated in Europe [1-3]. One of the most underestimated ectoparasites is
the deer ked.

Deer keds (syn. louse flies) of the genus Lipoptena (family Hippoboscidae) are poten-
tial vectors of infectious diseases that have not been thoroughly studied to date [4]. Special
attention should be paid to Lipoptena fortisetosa, an invasive species that continues to spread
across Europe. Lipoptena fortisetosa is a blood-feeding ectoparasite that specifically targets
cervids, including the sika deer (Cervus nippon), Siberian roe deer (Capreolus pygargus), and
roe deer (Capreolus capreolus). This parasite also uses the red deer (Cervus elaphus), fallow
deer (Dama dama), and moose (Alces alces) [5]. Lipoptena fortisetosa originates from eastern
Siberia and the Far East [6]. The species was first described by Maa in Japan [6]. In Poland,
L. fortisetosa was first identified in the region of Lower Silesia in the late 1980s, and its pres-
ence was confirmed in the Tatra Mountains and in northern Poland in 2007-2012 [5,7-12].
This ectoparasite was also isolated in the region of Wielkopolska in 2017 [13]. Deer keds
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target forest animals during host-seeking flights [14]. The duration of the host-seeking
period is determined by the local microclimate and the insect’s phenology [14]. Louse
flies shed wings when they find a definitive host. They are highly mobile on the host’s
skin [15]. Deer keds reproduce by adenotrophic viviparity. The prevalence of Lipoptena spp.
infestations in specific hosts ranges from 64% to 78%, depending on the species [16,17].
These ectoparasites were also identified in non-specific hosts. Lipoptena fortisetosa has
been isolated from dogs [13]. Izdebska [18] confirmed the presence of Lipoptena spp. in
bison (Bison bonasus). Deer keds were also found to attack cattle and horses [19,20]. Louse
fly attacks and bites have also been reported in humans [21-23]. A single host can be
infested by up to 16,000 insects [24]. Bites of the Lipoptena spp. may cause acute to chronic,
eosinophilic to lymphocytic deer ked dermatitis [25]. Other infection symptoms include
loss of hair, allergic rhinitis, conjunctivitis, or even anaphylactic shock [25-28].

Vectors are part of the One Health concept because they are responsible for the trans-
mission of pathogens between wildlife, livestock, companion animals and humans [29,30].
Pathogens carried by arthropods cause vector-borne diseases. Vectors can carry viruses,
bacteria, protozoa and helmints. Vector-borne viruses include, among others, the Chikun-
gunya virus, bluetongue disease virus, dengue virus, Crimean-Congo hemorrhagic fever
virus, West Nile virus, hantavirus, and Zika virus. The following bacteria are also trans-
mitted by vectors: Anaplasma spp., Bacillus spp., Bartonella spp., Borellia spp., Brucella spp.,
Clostridium spp., Coxiella spp., Erysipelothrix spp., Francisella spp., Leptospira spp., Listeria
spp., Mycoplasma spp., Pasteurella spp., Rickettsia spp., Salmonella spp., and Yersinia spp.
Vectors also play a very important role in the life cycle of protozoa, including Babesia
spp., Leishmania spp., Plasmodium spp., Theileria spp., and Trypanosoma spp. Similarly to
other flies of the family Hippoboscidae [31], L. fortisetosa are potential vectors of infectious
diseases [4,32]. DNA of Coxiella spp., Theileria luwenshuni, and T. ovis have been identified
in L. fortisetosa in molecular analysis [33]. Lipoptena fortisetosa can also act as a vector for
Trypanosoma spp. [34]. Trypanosome DNA was detected in 20% of L. cervi and in 48.64%
of L. fortisetosa [35]. Deer keds harbored genetic material of Anaplasma spp. and Rickettsia
spp. [36,37]. In isolated cases, DNA of Borrelia spp. was identified in louse flies [38,39]. The
prevalence of Bartonella spp., which is transmitted vertically in deer keds, has been widely
researched [40—43]. These pathogens’ DNA was found in up to 98% of louse flies [42,43].

The European population of L. fortisetosa continues to spread, and further research
is needed to evaluate this ectoparasite’s role in the spread of infectious diseases. The
expansion of the insect’s geographic range was confirmed by Italian and Estonian stud-
ies [44,45]. The existing research is largely based on single detections of the pathogen’s
genetic material. Most of the research was conducted in small and limited locations. Louse
flies” impact on wildlife populations, livestock, companion animals and humans has not
been fully elucidated. The identification of genetic material in these ectoparasites could
contribute important information about pathogens.

The aim of this study was to identify pathogens with zoonotic potential (A. ovis,
A. phagocytophilum, Babesia spp., Bartonella spp., Borellia spp., Coxiella spp., Francisiella
tularensis, Mycoplasma spp., Rickettsia spp., and Theileria spp.) in L. fortisetosa infesting
cervids and in host-seeking louse flies in the environment.

2. Results

Overall, 9 of the 10 analyzed pathogens” DNA was identified, including 5 in group
E and 9 in group A. In group A, A. phagocytophilum was identified in 20 (8%) samples,
Babesia spp. —in 51 (20.4%) samples, Bartonella spp. —in 158 (63.2%) samples, Borrelia spp.
—in 12 (4.8%) samples, Coxiella spp. —in 12 (4.8%) samples, Francisella spp. —in 7 (2.8%)
samples, Mycoplasma spp. —in 74 (29.6%) samples, Rickettsia spp. —in 76 (30.4%) samples,
and Theileria spp. —in 49 (19.6%) samples. In group E, Bartonella spp. was identified
in 89 (35.6%) samples, Coxiella spp. —in 3 (1.2%) samples, Francisella tularensis, —in 2
(0.8%) samples, Mycoplasma spp. —in 17 (6.8%) samples, and Rickettsia spp. —in 30 (12%)
samples. Detailed data are presented in Table 1. The representative sequences of selected
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pathogens were deposited in the GenBank database of the National Center for Biotechnol-
ogy Information under the following accession numbers: A. phagocytophilum MW531454,
MW531455; Babesia spp. MT350573, MW522567; Bartonella spp. MW531456, MW531457;
Borrelia spp. MW531458, MW531459; Coxiella spp. MW526947, MW526948; Francisella
spp. MW531460; Mycoplasma spp. MW547438, MW547439; Rickettsia spp. MW531461,
MW531462; Theileria spp. MW531681, MW531682. The phylogenetic trees for the obtained
sequences are presented in Figures 1-10.

Table 1. Prevalence of selected pathogens in Lipoptena fortisetosa with a division into voivodeships, groups, and sexes.

Species Group A Group E Total n-500
n-250 n-250
M F M F
n-99 n-151 n-115 n-135
Anaplasma ovis 0 0 0 0 0
(0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
Anaplasma 6 14 0 0 20
phagocytophilum (6.0%) (9.3%) (0%) (0%) (4%)
. 21 30 0 0 51
Babesia spp- (21.21%) (19.86%) (0%) (0%) (10.2%)
Bartonella spp. ol o 37 2 247
(64.65%) (62.25%) (32.17) (38.52%) (49.4%)
Borrelia spp. 3 4 0 0 12
(3.03%) (6.6%) (0%) (0%) (24.30%)
Coxiella spp 3 4 ! 2 15
' (3.03%) (6.6%) (2.87%) (1.48%) (3%)
Francisella spp. 2 > 0 2 ?
(2.02%) (3.31%) (0%) (1.48%) (1.8%)
Mycoplasma s 2 52 ? 8 o1
yeop PP (22.22%) (34.44%) (7.82%) (5.93%) (18.2%)
Rickettsia spp. 30 46 14 16 106
(30.30%) (30.46%) (12.17%) (3.2%) (21.2%)
Theileria spp. 2 27 0 0 4
(22.22%) (17.88%) (0%) (0%) (9.8%)

Legend: A—Animals group; E—Environment group; M—male; F—female.

E

58 KJB32658 1 Uncultured Anaplasma sp. clone NO-BO-01 major surface protein 4 (mspd) gene partial cds
I—E KM205430.1 Anaptasma phagocytophitum strain red-D3217 msp4 (mspd) gene partial cds

MF374850 1 Anaplasma phagocytophium isolate d171 magor surface protein 4 {msp4) gene partial cds
G412346 1 Anaplasma phagocytophilum strain China-C-Y major surface protein 4 gene partial cds
MFI7485%.1 Anaplasma phagocytophilum isolate d371 major surface protein 4 (mspd) gene partial cds
HMOG3433 1 Anaplasma ovis genotype HU-200%-4 major surface protemn 4 (msp4) gene complete cds
— JN572931.1 Anaplasma ovis isolate GZ16 major surface protein 4 (MSP4) gene complete cds
JNST2932 1 Anaplasma ows isolate GZ20 major surface protein 4 (M5P4) gene complete cds
HCE61160.1 Anaplasma phagocylophilum isolate 2680 major surface protein 4 (mspd) gene complete cds
AYB29457 1 Anaplasma phagocytophilum strain Roe deer 1539/25 major surface protein 4 gene complete cds

,E MF974848 1 Anaplasma phagocytophilum isolate d47 major surface proten 4 (msp4d) gene complete cds

0

® MW531454
0 WF974860.1 Anaplasma phagocytophilum isolate d438 major surface protein 4 (mspd) gene complete cds
r—— HQ661159.1 Anaplasma phagocytophilum isolate SMVF major surface protein 4 (msp4) gene complete cds
o — @ MW531455

MFI74854 1 Anaplasma phagocytophium isolate d289 major surface protein 4 {mspd) gene complete cds
n AY530198 1 Anaplasma phagocytophilum strain Elsa major surface protein 4 gene complete cds
"'5 I—E AYTOE3B9.1 Anaplasma phagocytophilum isolate bison 15 major surface protein 4 (mspd) gene complete cds
" HQ661163 1 Anaplasma phagocytophilum isolate 15 OS5 major surface protein 4 (mspd) gene complete cds

. 0 HO661158.1 Anaplasma phagoeytophilum isolate 20MVF major surface protein 4 (mspd) gene complete cds
ELM435164.1 Anaplasma phagocytophilum major surface protein 4 gene complete cds
n HQ661156 1 Anaplasma phagocytophilum isolate 19WMVF major surface protein 4 (msp4) gene complete cds

61 L MF974855.1 Anaplasma phagocytophilum isolate d209 major surface protein 4 (mspd) gene complete cds
HQE61157 .1 Anaplasma phagocytophilum isolate 27FVF major surface protein 4 (mspd) gene complete cds

™ |_|: HO6E1155.1 Anaplasma phagooytophilum isolate 13MVE major surface protein 4 (msp4) gene complete cds
41 H6E1154.1 Anaplasma phagocytophilum solate 12MVF major surface protein 4 (mspd) gene complete cds

Figure 1. Phylogenetic topology for Neighbor Joining analysis of the MSP4 gene sequence of Anaplasma phagocytophilum.
The unique haplotypes identified in this study are labeled with the corresponding sequence identification numbers and
with dots. The reference sequences from GenBank are indicated in the tree. Bootstrap confidence values for branching
reliability were calculated in 10,000 replicates.
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k<] KUT14605.1 Babesia sp. MA-2016a isolate v5 185 ribosomal RNA gene partial sequence
= I4N559399.1 Babesia sp. isolate oglak small subunit ibosomal RNA gene partial sequence

15 MNS563153.1 Babesia odocodel isodate 000007 2013 small subunit nbosomal RNA gene partial sequence
MH563150.1 Babesa odocodei isolate 000033 2012 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
MN563154.1 Babesia odocollei isolate 000048 2012 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence
MG344773 1 Babesia sp deer clade isolate D33 185 ribosomal RMNA gene partial sequence
MKE12775.1 Babesia cf. odocoilel isolate GPS8 small subunit nbosomal RNA gene partial sequence
W{G344776.1 Babesia sp. deer clade isolate D84 185 ribosomal RNA gene partial sequence
@ MT350573
MKE12774 1 Babesia cf odocoilel isolate GPS56 small subunit nbosomal RNA gene partial sequence
KY242389.1 Babesia odocoilel isolate GK-050 185 nbosomal RNA gene partial sequence
D312433 1 Babesia sp. d6 185 nbosomal RMNA gene partial sequence
0413124321 Babesia sp. 479 185 ribosomal RNA gene partial sequence
@ MW5E22567
MG344775 1 Babesia sp. deer clade isolate D92 185 ribosomal RNA gene partial sequence
MN563145 1 Babesia odocodei isolate 000056 2012 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence

Figure 2. Phylogenetic topology for the Neighbor Joining analysis of the partial 18S rRNA gene sequence of Babesia spp.
The unique haplotypes identified in this study are labeled with the corresponding sequence identification numbers and
with dots. The reference sequences from GenBank are indicated in the tree. Bootstrap confidence values for branching
reliability were calculated in 10,000 replicates.

—— EFE1B050 1 Sarnonela sctosnCuchenes stoan 575 165715 rdosorml A1 rieigerms sacsr patisl sequmie
Eboso S RIG mergen S5aer AT sOguEnCe

802 1 Bartonefla schosnbuchanss stran 53.5 165735 rosomal RITA rinrgenc 5oacer pirtisl sequece
EF£1048 1 Banoneta schoenbuchenss st 515 165215 nbosomal RNA niermen: soacer panial sequence
L

LU

MTWFISED 1 Uneutures Bantoneta sp clie Al 316 29 165-215 rbossm FNA Fergens: Sace pamal sequence
MTSH#02 1 Unculured Bastonela 3p Clone (e 1! TGI8 165216 ibasomal RNA integen: spacer puartial coquerce
MTETI563 1 Uncullured Bartoncla 3p clane Ge et 1630 16! osomal FNA weergene spacer parl sequerce

MTSTIS06 | Uncullured Bartonels sp. cle SKau
1 Uneutueed Barionet s zlone A

— MF431740 | Bononcta s mskate Br7d 1S-735 nbosorml A rikergent opacer partl sequence
’ T MF431778 1 Barioneds sp aalste Brd? 105215 nhosomal U rtespenc spacer patal sequence
nl MFAGTTI | Banorueta up. welate NT21 185295 ribosamal RHA resgens: spacer parsal sequence.

| MFAFITIT | Bartonesa oo, okets HT14 165225 ribosomal FNA moranic specer paral sequence

1 AVIIEMO 1 Bartoneka bfless 155 ribosomal RNA gene parial sequence 165-235 lergen Spacer Complete sequence an 235 rioosomal FINA ene poriaé soquence

AELKEH0T9 1 Sartoneta caprnok geres for 145 riNA 165-245 (FMA rvergers: spac s 1FHA Bl EHA Als parkal and cormpiste sequence

@ — AF415200 1 Uncutured Sartoneta sp. clone ST7408 1455 235 rbosomal FNA iesyenc spacer paral sequnce
"L Mu215718 1 Bartonela chomed stran Fludl 165205 rbasomal RNA intergenic spacer pavtsl sequenes
3T MTHTIST § 5 Clane Sl 185215 riosomal FINA reergenc soace parkal sequence

DOTHEN | Batoneta 1p. TR0 155-275 miarpeeic spacie pistial saquance

121 Bartorssin bivis solate BE42 155235 ribasomal FIUA ter

spacer parial sequance
5 irTGRE SEACET CMIEE SETURNCE NG 75 FEosnm HIGA peve paral sequence
| WUSSE004 | Bartoneda bovis iolste BvE7 185 235 ribosomal RHA mtergenc spacer parial sequence

Figure 3. Phylogenetic topology for the Neighbor Joining analysis of the partial 16-23S gene sequence of Bartonella spp. The
unique haplotypes identified in this study are labeled with the corresponding sequence identification numbers and with
dots. The reference sequences from GenBank are indicated in the tree. Bootstrap confidence values for branching reliability
were calculated in 10,000 replicates.

MK&04262 1 Borreliella garinii isolate GD1700-12 flageliin gene partial cds
KF422779.1 Borrelia garinil strain 2BN1W flagelin gene partial cds
MK604261.1 Borreliella garinii isolate GD1631-12 flageliin gene partial cds
KF422772.1 Borrelia garinii strain JBP1F-IR flagellin gene partial cds
KF422761.1 Borrelia garinii strain 2BN1N-IC flageliin gene partial cds
KF422782 1 Borrelia garinii strain 8N1L-IC flagellin gene partial cds
MKE04256.1 Borreliella garinii isolate SW87-12 flageliin gene partial cds
KR782225.1 Borrelia garinii clone EP29-NE fiagellin gene partial cds
KR782236.1 Borrelia garinii clone IM735 flageliin gene partial cds
KR782232.1 Borrelia garinii clone IMG08 flagellin gene partial cds

® MW531458

KR782233.1 Bomrelia garinii clone IMG27 flagellin gene partial cds
MKB04259.1 Borreliella garinii isolate CM1002-12 flagellin gene partial cds
MKB04257 1 Borreliella garninil isolate SVW104-12 flageliin gene partial cds

] MKE04258 1 Borrelielia garinii isolate CM906-12 flagellin gene partial cds
83 & MW531459
25 l: KR782234 1 Borrelia garinii clone IM710 flageliin gene partial cds
KF422775.1 Borrelia ganinii strain J2-1N-IR flagellin gene partial cds
: 18 KF422763.1 Borrelia garinii strain 1N2N-IC flageliin gene partial cds
KF422783.1 Borrelia garinii strain KT9F-IR flageliin gene partial cds
2 KR782227 1 Borrelia garinii clone EP40-FE fiagellin gene parial cds
A KF422770.1 Borrelia garinii strain JEPSN-IR flageliin gene partial cds
37 KF422766.1 Borrelia garinii strain 1A1F-IR flagellin gene partial cds
| — MKE04253.1 Borreliella garinil isolate SVW17-12 flagellin gene partial cds

55 L MK604263.1 Borreliella gannii isolate LB1910-12 flageliin gene partial cds

Figure 4. Phylogenetic topology for the Neighbor Joining analysis of the partial flagellin gene sequence of Borrelia spp. The
unique haplotypes identified in this study are labeled with the corresponding sequence identification numbers and with
dots. The reference sequences from GenBank are indicated in the tree. Bootstrap confidence values for branching reliability
were calculated in 10,000 replicates.
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JNBEEEES 11 clone CH1 165 RNA gene partial sequence
KTE35656 1 Coxiella af b [ 0 isolate HT-131 165 nbosomal RNA gene partial sequence
MNB38551.1 Conella of grcomis solate NKGT-CE-37 165 nbosomal RNA gene partal sequence
MNB3B552 1 Coxeella of b A flava isolate NKGT-CE-2 163 ribosomal RNA gene panial seguence
MGEEZ4408 1 Conella endosyminont of Rhipicephalus sp. clone 5§ 185 nbosomal RMA gene partial sequence
MGBB2448.1 Caxiella endasymbiont of Haemaphysalis sp. clone 16 185 ribosomal RNA gene partial sequence
KCTTE318 1 Uncultured Coogella sp. clone CYP-1 185 rnbosomal RNA gene partial sequence
KC170757 1 Cowella endosymbiont of Haemaphysalis sp. isolate TSD26 165 ribosomal RNA gene partial sequence
JOTE4E26 1 Bacterium symbiont of Haemaphysalis lagranges clone HLSD3 185 ribosomal RNA gene partial sequence
AY342035 1 Heemaphysais lngcomis symbiont 47 185 ribosomal RNA gene partial sequence
AY342038 1 Haemaphysalis longicomis symbiont 85 185 ribosomal RNA gene partal sequence
LT008433 1 Uncutured Cowelia sp. partial 165 rRINA gene isolate S006
LT548052 1 Unculiured Conoelia sp. partial 165 rRNA gene rsolate PdA1
LTO08432 1 Uncultured Coxelia sppartal 165 rRNA gene rsolate S002
@ MW526047
® MW5E26048
KL356913 1 Cariella of Lipoptena isalate KED 5 165 ribosomal RNA gene partial sequence
KL358800 1 Comella endasymibiont of Lipoplena fortisetosa isolate KED 1 165 nbosomal RNA gene partal sequence
KL358911 .1 Coxiedia of Lipoptena isolate KED 3 163 ribosomal RNA gene partial sequence
KLI3585810.1 Coxiella of Lipoplena isotate KED 2 165 ribosomal RNA gene partal sequence
KLI356812 1 Coxedla of Lipoptena isolate KED 4 185 nbosomal RMA gene partial sequence
MNS40437 1 Cowoella burnets stram H316 165 nbosomal RNA gene partial sequence
[ M540430 1 Coella bumets sirain SFAD16 165 ribosomal RNA gene parial sequence
= MN540438 1 Cowmella burneti strain H301 165 nbosomal RNA gene partial sequence
\TE LCAB4874 1 Coxiella bumetii CB 27 gene for 165 nbosomal RNA panial sequence

T KTBI5662. 1 Coxiella bumetil isclate C-CN-3 165 nbosomal RNA gene parial sequence

MNE40438 1 Comelia burnets strain SFAD13 165 ribosomal RNA gene partial sequence

Figure 5. Phylogenetic topology for the Neighbor Joining analysis of the partial 165 rRNA gene sequence of Coxiella spp.
The unique haplotypes identified in this study are labeled with the corresponding sequence identification numbers and
with dots. The reference sequences from GenBank are indicated in the tree. Bootstrap confidence values for branching
reliability were calculated in 10,000 replicates.

FJ3B0765 1 Uncultured Franciseda sp, clone BB1 17 kDa outer membrane protein Tuld (luld) gene partial sequence
AMZE1150 1 Francisela ilarensss subsp. nowicida partial tuld gene for membrane protesn isclate FB0

AMZE1151 1 Francisella nilarensss subsp nowcida partial iuld gene for membrane protein isolate F58

AMZE1162 1 Francisela tarensss subsp. mediasiatica partial tul gene for membrane protenn isolate F&3
AMZE1154 1 Franceselia ularensss subsp. mediasiabica partial tuld gene for membrane protein isolate F&5
ANFE1153 1 F subsp partial tuld gene for membrane protein isolate Schu S4
AMZ61152 1 Fi subsp partial tuld gene for membrane proten strain ATCC 6223

@ MWE31460

AMZE115T 1 Francise®a tularens:s subsp. holarchica partial tuld gene for membrane protein strain ATCG 29684
AMZE1155 1 Francisela tularenszs subsp. holarchica partial 4 gene for membrane protein strain RKI 03-1295
KTBO5283 1 Francisella tularensis subsp holarctica isolate FBS Tul (tubd) gene partial cds

KFB07099.1 Francisella tularensis subsp. holarctica isolate ad Tul (tuld) gene partial cds

HM371333 1 Francisella tularensis strain 410107 17 kDa kpoprotein (tul4) gene partial cds

MGA32692 1 Francisella tularensis subsp holarctica strain OvPYDx1 17 kDa major membrane protein (tuld) gene parial cds
HM371341 1 Francisella tularensis strain 920807 17 kDa kpoproten (luld) gene partial cds

HM3T 1339 1 Francisella tularensis strain 410116 17 kDa lpoprotein (1ul4) gene partial cds

HM371337 1 Francisella tularensis strain 410112 17 kDa lipoprotein {lul) gene partial cds
AMPE1156.1 F subsp. partial tuld gene for membrane protein solate F28
JN411545 1 F subsp b isokate PH-N 26 08 17 kDa kpopraten (Ipna) gene partial cds

261 F subsp partial lpnA gene clone 236 clone no15

FNGEGB18 1 Francisella tularensis subsp. holarctica pantial ipnA gene clane 183 clone nod

JN411541 1 Francisella hlrensis subsp. halarctica isolate PH-N 3 08 17 kDa lipoprotein (IpnA) gene partial cds
FJ151534 1 Francisella tularensis subsp. holarctica strain FTOM1 17 kDa lpoprotein gene partial cds

Figure 6. Phylogenetic topology for the Neighbor Joining analysis of the partial TUL4 gene sequence of Francisella spp. The
unique haplotypes identified in this study are labeled with the corresponding sequence identification numbers and with
dots. The reference sequences from GenBank are indicated in the tree. Bootstrap confidence values for branching reliability
were calculated in 10,000 replicates.

FI265798 1 Arsenophonus symbiont of Lipoptena fonisetosa clone 2 165 ribosomal RINA gene partial sequence
FIZE5T9T 1 Arsenophonus symbiont of Lipoptena fortisetosa clone 1 165 ribosomal RNA gene partial sequence

FI265796.1 e symbiont of Lipoptena forfisetosa clone 2 165 ribesomal RNA gene partial sequence
FI265799.1 symbiont of Lipoptena sp. 165 rbosomal RMA gene partial sequence
WF428858.1 Ar of Lipoptena sp. ES-2018 clone AeK10c3 165 ribosornal RNA gene partial sequence

FJ265795 1 Arsenophonus symbiont of Lipaplena cena clone 2 165 ribosomal RNA gene partial sequence
FI265T94 1 Arsenophonus symblont of Lipoptena cera clone 1 165 ribosomal RNA gene partal sequence

L ]
L] 1
— LNB28848 2 Arsenophonus endosymbiont of Bermisaa tabaci partial 185 rRNA gene clone 132 4
6 —— MNSB45TT 1 of Dy phila sp isolste AEVG 167 185 nbosomal RNA gene partial sequence
LNB28850 2 Arsenophonus endosymbiont of Bemissa tabaci partial 165 rRNA gene clone 132 5
[ KMIGT197 1 A d of Bermisia tabaci strain Gurtur 165 ribosomal RNA gene pantial sequence
= KM18T108 1 Arsenophonus endosymbiont of Bemisia tabac strain Havery 163 nbosomal RNA gene partial sequence
n LNB20822 2 Arsenophonus endosymbiont of Bemnisia tabaci partial 165 rRNA gene clone 113 2
LNB2B925 2 i biort of Bermisia tabaci partial 185 rRNA gene clone 1213

Figure 7. Phylogenetic topology for the Neighbor Joining analysis of the partial 165 rRNA gene sequence of Arsenophonus
spp. The unique haplotypes identified in this study are labeled with the corresponding sequence identification numbers
and with dots. The reference sequences from GenBank are indicated in the tree. Bootstrap confidence values for branching
reliability were calculated in 10,000 replicates. The obtained sequences were acquired by cross-reaction.
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KF306247 1 Candidatus Mycoplasma enthrocervae clone 13 165 ribosomal RMA gene partial sequence
KF306251.1 Candedatus Mycoplasma enthrocervae clone 49 165 ribosomal RMA gene partial sequence
AB558897 1 Candwdatus Mycoplasma enthrocervae gene for 165 rRNA partial sequence strain Sika%9
@ Wws4Taza

MK328958 1 Uncultured Mycoplasma sp. clone 172-32-88 165 ribosomal RNA gene partial sequence
MT170020 1 Mycoplasma owis isolate Moda 165 nbosomal RNA gene partial sequence

® NWE4TA20

MH379799. 1 Mycoplasma ovis isolate MOBRRS02 185 ribosomal RNA gene partial sequence
MHE15809.1 Mycoplasma ovis strain Fars 1M 165 nibosomal RMA gene partial sequence

MT170019.1 M I ovis isolate Mo3a 165 ribosomal RMA gene partial sequence

MT17001B.1 ovis isolate Mo2a 165 nbosomal RMA gene partial sequence
62 EU165511.1 Mycoplasma ows isotate Mo-Hu-1-05 2007 165 nbosomal RNA gene partial sequence
4 KF313822 1 Mycoplasma ovis isolate 1264 165 ribasomal RNA gene partial sequence
KU983740.1 owis isolate Anyang 407 165 nbosomal RNA gene partial sequence
1 MGT32808 1 Uncultured Mycoplasma sp. clone torost 165 ribosomal RNA gene partial sequence

MG018458 1 Mycoplasma ovis isolate CHIPAHS-C187 185 nbosomal RMA gene partial sequence
MGO18459.1 Mycoplasma ovis isolate TITAHS-T58 185 nbosomal RNA gene partial sequence
7 EU165509.1 Mycoplasma owis isolate Mo-Hu-2-05 2007 165 ribosomal RNA gene partial sequence
58 EU165510.1 Mycoplasma ovis isolate Mo-Hu-3-05.2007 165 nbosomal RNA gene partial sequence
MT170017 1 Mycoplasma ovis isolate Mola 165 nbosomal RNA gene partial sequence

MT170025.1 Mycoplasma ows isolate Ma4 165 nbosomal RNA gene partial sequence
& 7 MF377450.1 Mycoplasma ows isolate adal9 185 ribosomal RNA gene partial sequence
¥ MF377461.1 Mycoplasma owis isolate ada47 165 ribosomal RNA gene partial sequence
a3
50

MF37T7460 1 Mycoplasma ovis isolate ada32 165 ribosomal RMA gene partial sequence
MFATT462 1 Mycoplasma ovis isolate ada5 1635 nbosomal RMNA gene partial sequence

Figure 8. Phylogenetic topology for the Neighbor Joining analysis of the partial 165 rRNA gene sequence of Mycoplasma
spp. The unique haplotypes identified in this study are labeled with the corresponding sequence identification numbers
and with dots. The reference sequences from GenBank are indicated in the tree. Bootstrap confidence values for branching
reliability were calculated in 10,000 replicates.

x KFB50958 1 Ricketisia helvetica isolate Komi 1310193 cirate synthase (gita) gene partial cds
hi] KFB50857 1 Rickettsia helvetica isolate Komi 13-106 citrate synthase (glt4) gene partial cds
% L KFB50958 1 Ricketisia helvetica isokate Komi 13101301 clirate synthase (gita) gene partial cds
x KP8EE150.1 Rickettsia helvetica solate Koms type |l cdrate synthase (ghA) gene complete cds

MT150568 1 Rickeftsia helvetica isolate NskB59 type I citrate synthase (ghA) gene complete cds
x '4-,5'; ® MWE314B1
& MWsI1462

e
KU310588 1 Rickettsia hehvetica ciirate synthase (gitA) gene complete cds
AF334901 1 Ricketisia asatica strain 10-1 citrate synthase (ghA) gene partial cds
HKUTZ3493.1 Rickettsia raoults clone Tacheng3 citrate synthase gene partial cds

88 AB297808 1 Ricketisia asiatica gh& gene for ciirate synthase partial cds sirain: Huangshan-3
@ AB207810 1 Rickettsia asiatica ghA gene for citrate synthase partial cds strain’ Jeju.2
— KM288458 1 Rickettsia hebetica isolate Novositarsk-12-27 citrate synthase (ghA) gene partial cds
s L .1 Rickefi=sia helvetica isolate Movosiirsk-08-5 citrate synthase (giA) gene partial cds
o \_: U58723 1 Rickettsia helvetica COPD citrste synthase (gltA) gene partial cds
5 KM288457 1 Ricketisia hebetica isolate Novosirsk-12.26 citrate synthase (gha) gene partial cds

KMZ288485.1 Rickettsia helvetica isolate Movosarsk-10-24 citrate synthase (ghA) gene parial cds

Figure 9. Phylogenetic topology for the Neighbor Joining analysis of the partial gltA gene sequence of Rickettsia spp. The
unique haplotypes identified in this study are labeled with the corresponding sequence identification numbers and with
dots. The reference sequences from GenBank are indicated in the tree. Bootstrap confidence values for branching reliability
were calculated in 10,000 replicates.

MN483111.1 Thederia ovis isolate 3T small sutwnit ibosomal RMNA gene parisl séquence
AY508458 1 Theiena ows clone 8.21 small subunit ribosomal RMA gens partial sequence
— EUE22011 1 Theilens oves solste France 1 185 nbosomal RNA gene partial sequence
AY533144 1 Theileria ovis 185 small subunit ibosemal RNA pene complete sequence
FJGE83TA 1 Thederia sp. HNT 185 nibosoma RNA gene partial sequence
KJ451470 1 Theileria capreol clone 13P 1BS ribosormal AINA gene partial sequence
JH1345TT 1 Thediena capreol izolate JHTT 185 ribesomal RINA gene pania sequence
KJ451460 1 Thellena capreok clane 8P 185 nbosomal RNA gene partial sequence
DQ520835 1 Theileria sp. Z5 T04 185 rbosomal RNA gene partial sequence
@ MWEIEH

[— D{134578 1 Thesieria capreol isolate JHBS 185 ribosomal RNA gene partial sequence
n JX134575 1 Thedena capreol isotate JHT 185 ribosomnal RNA gene pania sequence
5 KJ185208.1 Theilena capreob clone Cikan-Mountan 2 185 nbosomal RNA gene partial sequence
KJ168220 1 Theilena caprec clone Qifian-Mountain 14 185 rbosomal RMA gene partial sequence
KJ188218 1 Theilena caprech clane Cilian-Mountain 13 185 rbosomal RNA gene partial sequence
KJ1E8207 1 Theilena caprect clone Qiian-Mountain 1 185 ribosomal RMNA gene pariial sequence
ABDIZ188 1 Thederin sp, CNYIB gene for small subunit rRNA clone CHYIB
MH4B0007 1 Thedona sp. Sola isolste Ska deer 97 clone 2 small subunit nbosomat RNA gene partal sequence
— LC162093.2 Thedena sp, G162 gene for 185 ribosomal RNA partial sequence isolate: G162
MH4B9009.1 Thederia sp. Sola isolate Sika deer 107 clone 2 small subunit rbosomal RNA gene partial sequence
AY421T08 1 Thelieria sp. 3185102 185 nbosomal RNA gene partial sequence

&1

] ]_: MN4E3019.1 Thederia capreol isolate THThBBS small subunil ribosomal RNA gene parial sequence
n AYT26011.1 Thefiena caprech olase BAB1158 185 ribosomal RNA gene panial sequence
® MwiaIEE2
= D:0866642 1 Theileria sp. 3185/2 185 nbosomal RNA gene complete sequence
52 MHOBSZ02 1 Thederia capreal isolate Ph1Te small subunit ibosomal RNA gene partial sequence

Figure 10. Phylogenetic topology for the Neighbor Joining analysis of the partial 185 rRNA gene sequence of Theileria spp.
The unique haplotypes identified in this study are labeled with the corresponding sequence identification numbers and
with dots. The reference sequences from GenBank are indicated in the tree. Bootstrap confidence values for branching
reliability were calculated in 10,000 replicates.
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Anaplasma phagocytophilum sequences (MW531454, MW531455) were characterized
by 99.76% similarity with sequences from Hungary (MF974860) and Slovakia (HQ661159).
One sequence (MT350573) was identical with Babesia odocoilei from Norway (MK612774).
One sequence (MW522567) was identical with Babesia spp. from the Czech Republic
(MG344773). Bartonella schoenbuchensis sequences (MW531456, MW531457) were identical
with sequences from France (AY116639) and Poland (EF418048, EF418052). Coxiella spp.
sequences (MW531458, MW531459) were characterized by 97.63-97.64% similarity with se-
quences from South Korea (KU356909-KU356913). One sequence (MW531460) was identical
with the Francisella tularensis subsp. holarctica sequence from Germany (EF418048, EF418052).
The remaining sequences of Francisella spp. have been identified as Arsenophonus spp. One
sequence (MW547438) was identical with the Candidatus Mycoplasma erythrocervae se-
quence from Japan (KF306251, KF306247, AB558897). Another Mycoplasma spp. sequence
(MW547439) was identical with Mycoplasma ovis sequences, from Hungary (EU165509) and
Turkey (MF377462). Sequences of Rickettsia spp. (MW531461, MW531462) were identical
with Rickettsia helvetica sequences from Russia (KU310588) and France (U59723). One
sequence (MW531681) was characterized by 99.73% similarity with the Theileria capreoli
sequence from Turkey (MN463019). A second Theileria spp. sequence (MW531682) was
identical with sequences from Turkey (MN463019) and Spain in red deer imported from
Germany (AY421708).

Deer keds sampled from animals were significantly more likely to harbor pathogens
than the insects from environmental samples. Detection of pathogens’ genetic material
was significantly higher in female than male flies. DNA of A. phagocyphilum was more
frequently identified in females than males. Babesia spp. genetic material was significantly
more prevalent in L. fortisetosa sampled in the Warmia-Masuria and Lubusz voivodeships.
The prevalence of Bartonella spp., Coxiella spp., Mycoplasma spp., and Rickettsia spp. DNA
was significantly higher in group A than in group E. Genetic material of Theileria spp. was
less frequently detected in insects sampled in the Lubusz voivodeship. Detailed data are
presented in Table 2.

Table 2. Logistic regression model presenting statistically significant relationships between the analyzed pathogens vs. the

sex, group, and sampling site of deer keds.

Parasite Species p-Value Independent g "

(Dependent Variables) (for the Model) Variables SE w p-Value OR
sex M 0.32 4.06 0.044 0081
F 1.476

Total number A 8.04
group E 0.22 92.32 <0.001 012

Anaplasma phagocytophilum sex 1\1§[ 0.56 285 0.03 (1)2233
Babesia s it WM 0.54 4.33 0.037 3.09

PP: 0001 site L 0.55 3.67 0.045 2.85

‘ A 2.803

Bartonella spp. group E 0.20 26.04 <0.001 036

. A 3.410

Coxiella spp. group E 0.582 4.445 0.035 0.293

A 5.40

Mycoplasma spp. group E 0.283 35.53 <0.001 0.19

. . A 2.51
Rickettsia spp. group E 0.226 16.559 <0.001 0.40
Theileria spp. site L 0.653 6.483 0.011 0.19

Legend: *—p-value < 0.05; SE—standard error; W—Wald coefficient; OR—odds ratio; M—male; F—female; A—animals group; E—
environment group; WM—Warmia-Masuria; L—Lubusz.
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Significant relationships between the prevalence of the examined pathogens were
observed. The values of Cramer’s V were indicative of the absence of associations or weak
associations. The relationships between the prevalence of the analyzed pathogens are
presented in detail in Table 3.

Table 3. Associations between the prevalence of the analyzed pathogens in Lipoptena fortisetosa, based on the calculated
values of Cramer’s V.

. Anaplasma Babesia Bartonella Borrelia Coxiella Francisella  Mycoplasma Rickettsia Theileria
Species phagocy- yeop
topilgi lui/n spp- spp- spp- spp- tularensis spp- spp- spp-
Anaplasma
phagocy- - 0.033° 0.013° 0.21 *2 0.20 *2 0.057® 0.062° 0.035° 0.040®
tophilum
Babesia spp. 0.079 2 - 0.024° 0.026® 0.029 0.11° 0.041° 0.011° 0.050
B“Z};’;eua 0.026 0.094 *2 - 0.005 b 0.016° 0.037b 0.029 b 0.009 b 0.04b
B‘;;V;ll“ 0.21 *2 0.0772 0.0322 - 0.032° 0.043° 0.1Pb 0.027° 0.078®
C‘;ﬁ;”” 0.16*2 0.0102 0.0372 0.0432 - 0.045° 0.073P 0.080 P 0.025
F ”‘;l;ge”” 0.0352 0.12%2 0.0242 0.0252 0302 - 0.063° 0.059 P 0.041P
Mycsolfllfsm” 0.012 0.13 %2 0.0282 0.128 *2 0.0322 0.132 - 0.028° 0.055P
Rickettsia 0.012 0.069 2 0.0772 0.0080 @ 0.11%2 0.0392 0.050 2 - 0.046°
spp
T’gl;”” 0.08 *2 0.16*2 0112 0.12%2 0.0122 0.008 @ 0.052 2 0.090 -

Legend: *—yx? p-value < 0.05; >—Cramer’s V for all samples; >—Cramer’s V for animals group samples.

3. Discussion

The results of this study indicate that L. fortisetosa is ubiquitous in the analyzed
voivodeships. In a previous study, this ectoparasite was identified only in isolated loca-
tions [5]. Deer keds could spread to new locations due to low level of host specificity as
well as animal migrations. Lipoptena fortisetosa is an invasive species in Poland, but its
population has been expanding steadily, which suggests that it has adapted well to the
environmental conditions of Central Europe [14]. Louse flies infest hosts directly after
pupation, and the emerged insects cover areas with a radius of 50 m [46]. Winged flies
are responsible for the majority of non-specific host infestations, including in humans [23],
companion animals [13], and livestock [19]. The host-seeking flights of L. fortisetosa may
pose a threat for forest workers and hunters [23,47]. Hunters may become infested with
Lipoptena spp. during the evisceration of wild animals. Hunting dogs may be attacked by
these ectoparasites during tracking [13]. Cattle and horses grazing in the vicinity of forests
also may be at risk of L. fortisetosa infestation [19,20]. People wearing dark clothing and
animals with a dark fur coat are most susceptible to insect flights [48].

In this study, the prevalence and number of pathogens were lower in winged deer keds
than in individuals sampled from cervids. Due to the fact that louse flies drop their wings
upon attachment to the host, any subsequent switch in host is made more difficult [49].
However, Lipoptena spp. may switch hosts during the breeding season of cervids [50].
Infested mothers can also transmit these ectoparasites to their offspring [51]. In addition to
insect bites, the infectious agent could also be transmitted when an insect is crushed on
the skin [52]. Our results showed that Lipoptena fortisetosa carry DNA of pathogens, which
might be collected through bloodmeal and transferred during the embryonic development
of the larvae. The genetic material of Babesia spp., Borrelia spp., and Theileria spp. was
detected only in deer keds that had direct contact with cervids. This is the first study
to detect genetic material of Babesia spp. in deer keds. In addition, it is interesting to
identify the DNA of Borrelia spp. in these ectoparasites in light of the fact that cervids are
incompetent hosts for these bacteria [53]. The genetic material of Bartonella spp., Mycoplasma
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spp., and Rickettsia spp. was identified additionally in winged insects sampled from the
environment. The presence of the wings means that these individuals had no previous
contact with the host [54]. Some pathogens may be carried by vectors without direct contact
with a host. This is generally the result of acquiring a blood meal by a female. Due to the
characteristic development of the new generation, host seekers may still carry remnants of
a previous blood meal.

Interestingly, the analyzed insects also harbored Coxiella spp. and Francisella tularensis,
and the prevalence of these bacteria in deer keds has been poorly investigated to date.
These bacterial species were identified in both insect groups; however, most of the obtained
sequences were identified as endosymbionts. In addition, the present findings do not
provide sufficient evidence to substantiate the above claim because the isolation kit used
in this study is intended to detect trace amounts of DNA. Pupae developing in the forest
understory could have been contaminated with environmental bacteria. Coxiella spp. and
Francisella spp. colonize soil [55,56], where pupation occurs. Additionally, it is interesting
to find the Candidatus Mycoplasma erythrocervae bacterium, which was most closely related
to isolates from Japan [57]. Either the variance of this genetic material associated with
the DNA fragment under test is low, or the pathogen has been introduced with sika deer
(Cervus nippon). It is possible that with the introduction of this species to Poland, the
pathogen expanded in the population of native cervids. The possible presence of another
pathogen of Japanese origin (Bartonella spp.) was also suggested in other studies [43].

Our description of pathogens ‘genetic material detection with molecular tests might be
an important consideration in research on deer keds’ role in the transmission of infectious
diseases. This research allows for a preliminary determination of potential pathogens for
which L. fortisetosa may serve as vector. However, the transmission of the infectious agents
by L. fortisetosa should be evaluated with the use of Koch's postulates [58—60]. For example,
the development of Babesia spp. and Theileria spp. in Lipoptena spp. seems doubtful
because ticks are the only known definitive hosts for these protozoa [61]. However, further
research is needed to confirm this assumption. Despite the above, deer keds may act
as mechanic vectors for these pathogens [4,37]. Lipoptena cervi has been suggested to
mechanically transmit A. phagocytophilum to cervids [37,62]. Hornok et al. [63] identified
Theileria spp. in stable flies (Stomoxys calcitrans) and suggested that this ectoparasite may
pose a risk of mechanical transmission of theilerioses. Therefore, the research should assess
whether a similar phenomenon may occur in deer keds. Lipoptena fortisetosa may be the
potential biological vector for Trypanosoma spp. [35]. Currently, Bartonella spp. is the most
comprehensively studied pathogen carried by Lipoptena spp., which appears to pose the
greatest risk in infestation with these ectoparasites [40-43].

In the present study, genetic material of pathogens was more frequently identified
in female than male L. fortisetosa, which could be explained by the fact that, in some
ectoparasite species, females ingest more food than males [64,65]. Female insects of the
genus Lipoptena spp. suck blood to draw nutrients that are needed for embryogenesis
and intrauterine feeding of larvae [66]. Moreover, the exposure to microorganisms that
are sucked with blood by females might last longer in the next generation. The logistic
regression model revealed differences in pathogen prevalence between groups, which could
suggest that some pathogen DNA may still be present in host-seeking ectoparasites. This
study explored the idea that several of the detected microorganisms” DNA might have been
vertically transmitted. Some pathogens were also more prevalent in selected voivodeships.
These differences can probably be attributed to variations in pathogen prevalence across
cervid populations [67,68]. The calculated values of Cramer’s V point to the absence of
significant associations between the prevalence of the studied pathogens, which could
suggest that other vectors play a role in the transmission of these infectious agents.

In the future, deer keds could be used as biological markers of vector-borne diseases in
cervid populations, due to the biology and behavior of these ectoparasites as well as specific
ectoparasite-host relationships [46]. The acquisition of biological material—in particular,
blood—that is suitable for molecular analyses could be problematic if the appropriate



Pathogens 2021, 10, 324

10 of 17

transportation and analytical equipment and facilities are not available. Alternatively,
Lipoptena spp. can be obtained from hosts that are more accessible during field studies. The
present study demonstrated that DNA of the infectious agents might be identified in deer
keds. In order to fully assess the potential of these ectoparasites as biological markers, it is
necessary to compare the results of molecular analyses examining the blood samples with
insects collected from the same animal.

Our studies showed that deer keds may harbor pathogenic microorganisms of sig-
nificance; however, further investigation is needed to confirm whether intact and viable
pathogens are indeed present, and if so, whether they can be transmitted by deer keds.
Experiments performed on laboratory animals, which have not been performed to date,
would elucidate the role of Lipoptena spp. in the eventual transmission of vector-borne
diseases. Future research should focus on methods of controlling these ectoparasites and
protecting humans and animals against their attacks. Greater attention should also be paid
to L. fortisetosa in Central Europe, because its impact on indigenous cervid populations
remains largely unknown.

4. Materials and Methods
4.1. Sample Collection

Deer keds were sampled in 2019 in five Polish voivodeships: Greater Poland, Kuyavia-
Pomerania, Lubusz, Pomerania, and Warmia-Masuria. The location of these voivodeships
on a map of Poland is presented in Figure 11. The collected specimens of L. fortisetosa were
divided into two groups: Animals (A)—insects sampled from cervids, and Environment
(E)—host-seeking insects sampled from the environment. A total of 500 L. fortisetosa
individuals were sampled for the study. Group A was composed of 250 deer keds. Insects
were collected from the bodies of dead or living cervids. One ectoparasite from each animal
was randomly selected for analysis. Fifty individuals were acquired from each studied
voivodeship. Group E consisted of 250 deer keds. Insects were collected in randomly
selected Central European mixed forests. Up to 5 individuals of L. fortisetosa were acquired
from each site. The investigator walked through the forest in the vicinity of wild animal
habitats, wearing brown cotton clothing. Insects were captured after landing on the clothing
and were immediately placed in test tubes. Fifty insects were obtained from each examined
voivodeship. Group A and E ectoparasites were immersed in 70% ethanol in test tubes.

- ¥irvedeship bondvrs

Figure 11. Map of Poland highlighting voivodships where Lipoptena fortisetosa samples were col-
lected. Legend: GP—Greater Poland voivodeship; KP—Kuyavia-Pomerania voivodeship; L—Lubusz
voivodeship; P—Pomerania voivodeship; WM—Warmia-Masuria voivodeship.
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4.2. Species Identification

The sampled insects were analyzed in the Biological Hazard Laboratory at the Faculty
of Veterinary Medicine of the University of Warmia and Mazury in Olsztyn. The species and
sex of L. fortisetosa were identified based on the number of erect hairs on the mesonotum,
the length and structure of palpi, wing venation, and body dimensions [3,44]. Images
were acquired under the Leica M165C stereoscopic microscope (Leica, Wetzlar, Germany)
with the use of Leica Application Suite 4.4 software (Leica, Wetzlar, Germany). Samples
containing different insect species were excluded from further analysis.

4.3. DNA Extraction

Lipoptena fortisetosa were removed from test tubes, dried at room temperature for 15
min, and crushed individually with a sterile glass rod in sterile test tubes. Genomic DNA
was extracted from each sample with the Sherlock AX universal kit (A&A Biotechnology,
Gdynia, Poland) according to the manufacturer’s instructions. DNA was eluted in 40 pl
of TE buffer. The concentration of the final product was determined with the Nano Drop
2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). The extracted DNA
was stored at —20 °C until analysis.

4.4. Selection of Pathogens for Analysis

Based on a review of the literature [67-80], the following pathogens were selected and
identified: Anaplasma ovis, A. phagocytophilum, Babesia spp., Bartonella spp., Borellia spp.,
Coxiella burnetii, Francisiella tularensis, Mycoplasma spp., Rickettsia spp., and Theileria spp.

4.5. Polymerase Chain Reaction

Primer sequences and PCR conditions are presented in Table 4. Every reaction was
carried out in a final volume of 25 uL, containing 2.5 pL of 10x Standard Taq Reaction
Buffer (Biolabs, Boston, MA, USA, USA), 0.5 uL of 10 mM dNTPs (Biolabs, USA), 0.5 uL of
10 uM solution of each primer, 1 uL of extracted DNA, 0.125 uL of Taqg DNA polymerase
(Biolabs, USA), and 19.875 uL of double-distilled water. The reaction was carried out in
the Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). DNA was replaced
with double-distilled water in the negative sample. The positive sample consisted of DNA
samples of each analyzed pathogen and L. fortisetosa collected in a previous study. PCR
products were electrophoresed on 1.5-2.5% agarose gel using a 100 bp DNA ladder as
a molecular-weight size marker, stained with ethidium bromide, and viewed under a
UV transilluminator. The two strongest expressed bands in each studied pathogen were
sequenced. All PCR products that were DNA positive for Francisella spp. were validated
using sequencing.
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Table 4. Primers and PCR conditions.

Species Target Gene Name of Primer Primer Sequence (5'-3') Expected Size (bp) PCR Cycle Conditions Reference
MSP43R CCG GAT CCT TAG CTG AAC AGG AAT CTT GC ° . .94 0 °
Anaplasma ovis MSP4 347 ;;L 08?? rmni: ég S}éc/l;sm?i C/305,60°C/30s, Ochirkhuu et al. [81]
GGG AGC TCC TAT GAA TTA CAG AGA ATT GTT /
MSP45F
TAC
Aphamsp4F ATGAATTACAGAGAATTGCTTGTAGG ° in- .94 0 o
Anaplasma phagocytophilum MSP4 P P 849 %1 og;g()n; 1-n7,24£) CC ;;lre;n% C/10s,58°C/10s, Bown et al. [82]
Aphamsp4R TTAATTGAAAGCAAATCTTGCTCCTATG !
BabsppF1 GTTTCTGMCCCATCAGCTTGAC .94 0 o ° .
Bovine * Babesia spp. 185 rRNA abspp 440 é;g S)éc/li% 94_ C/30s,61°C/30s,72°C/45s; Hilpertshauser et al. [83]
BabsppR CAAGACAAAAGTCTGCTTGAAAC min
Bartonella spp. F C/T)CTTCGTTTCTCTTTCTTCA ° in: .95° i ° ;
Bartonella spp. 16-23S gene PP ( ) 154-260 ?g Og?ggn;n,;zﬁo 8751?;.125 C/1 min, 60 °C/1 min, Jensen et al. [84]
Bartonella spp. R AACCAACTGAGCTACAAGCC ’
Borrelia spp. flaF ACATATTCAGATGCAGACAGAGGT ° in: .95° ; ° ;
Borrelia spp. flagellin PP 350 ;g 082012 1,117’249 CC}I;IIe;n% C/1 min, 55 °C/1 min, Barbour et al. [85]
Borrelia spp. flaR AACAGCTGAAGAGCTTGGAATG ’
. 95°C/3 m; (2 cycles: 95°C/305s,58 °C/30s,
Coxiella burnetii 165 rRNA Coxiella 165rRNA F ATTGAAGAGTTTGATTCTGG 1457 72 °C/2 min; 10 Cycles; 95 "C/.30 s, 58-50 OC/EO S Zheng et al. [56]
Coxiella 16SrRNA R CGGCTTCCCGAAGGTTAG (-2 every 2 cycles), 72 °C/2 min; 30 cycles: 95°C/30s,
48°C/305s,72°C/2min); 72 °C/5 min
Ff393 ATGGCGAGTGATACTGCTTG ° . .08 ° o
Francisella tularensis TUL4 248 ;g Ogﬁor;’j_s;zyf (lje/sl g?‘nii/ 10s,53.4°C/ 30, Long et al. [87]
Ffe42 GCATCATCAGAGCCACCTAA ’
HBT-F ATA CGG CCC ATA TTC CTA CG o . .95 © °
Mycoplasma spp. 16S rRNA 595 %L Og;;g ?17112’ 38;{81:155 C/30s,60°C/30s, Liu et al. [88]
HBT-R TGC TCC ACC ACT TGT TCA 4
Rickettsia gltA F GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT ° . .95 0 °
Rickettsia spp. gltA & 401 gg Og;gongl‘r},;l? CC}I;IIEIZ'HQ‘L; C/155,48°C/30s, Labruna et al. [89]
Rickettsia gltA R GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT ’
989 AGT TTC TGA CCT ATC AG o i .94 0 °
Theileria spp. 185 rRNA 1098 oG Y. o "C/305,537C/30 5, Lietal. [90]
990 TTG CCT TAA ACT TCC TTG ’

Legend: *—B. divergens, B. bigemina, B. major.
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4.6. Sequencing

DNA samples were purified by ethanol precipitation. Cycle-sequencing reactions were
carried out with the use of the described primers, BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), and the ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA, USA). The obtained nucleotide sequences were edited in
the BioEdit program [91] and compared with GenBank data in the BLAST-NCBI program.
A phylogenetic analysis of the obtained sequences and the corresponding GenBank se-
quences was conducted by the Neighbor Joining estimation in MEGA 10.1.17 [92]. Bootstrap
confidence values for estimating branching reliability were calculated in 10,000 replicates.

4.7. Statistical Analysis

The significance of possible relationships between the presence of pathogens and
sample characteristics was determined in a logistic regression model, where the dependent
variable was the dichotomous variable (absence (0)/presence (1) of the analyzed pathogen),
whereas the insects’ sex (male/female), group (A or E), and site (examined voivodeships)
were the independent variables. The associations between the prevalence of the analyzed
pathogens were examined by calculating Cramer’s V, where values close to 0 denoted weak
associations and values approximating +1/—1 denoted stronger associations. Data were
processed statistically in the Statistica 13.3 program (TIBCO Software Inc., Palo Alto, Santa
Clara, CA, USA).

5. Conclusions

The analyzed deer ked samples, obtained from animals and the environment, harbored
the genetic material of A. phagocytophilum, Babesia spp., Bartonella spp., Borellia spp., Coxiella-
like endosymbionts, Francisiella tularensis, Mycoplasma spp., Rickettsia spp., and Theileria
spp- Deer keds may be used as biological markers for identifying pathogens in cervid
populations, but further research is needed to confirm this assumption. Future research
might reveal the competency of the L. fortisetosa as a biological or mechanical vector. The
role of L. fortisetosa as a vector of pathogens requires further, more extensive investigations
due to their new colonization sites and attacks on humans and animals. These are important
considerations that require further attention.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The activity of Lipoptena cervi has intensified in Poland in recent years. The population genetics of this ecto-
165 rRNA gene parasite in Poland has never been described in the literature. The objectives of this study were to investigate the
deer keds population genetics of L. cervi in selected regions of Poland, to evaluate molecular differences between L. cervi
Ectoparasite . . . . . . . . . .

Hippoboscidae populations, and to determine phylogenetic relationships with other L. cervi sequences obtained in previous
Loilsje flies studies. In 2019, louse flies were sampled in natural mixed forests in five Polish voivodeships. Seven samples of
Phylogeny L. cervi were collected from each voivodeship, and a total of 35 insects were analyzed molecularly. In the first

PCR step, Lipoptena spp. were identified to species level under a stereoscopic microscope. A fragment of the rRNA 16S
gene was used as a marker to identify L. cervi by the PCR assay. The sequences were assigned accession numbers
MT337409 to MT337416. A total of eight haplotypes were identified, two of which were dominant. In the ob-
tained sequences, intraspecific pairwise genetic distances varied between 0.000 and 0.0496 (m = 0.0135; SD =
0.0149; SE = 0.0006; V = 110.11). Mean interpopulation diversity was d = 0.0135 (SE = 0.0027). The acquired
nucleotide sequences were highly similar to the sequences from the Czech Republic (MF495940, AF322437),
Lithuania (MN889542-MN889544) and Poland (MF541726-MF541729). The similarity with GenBank sequences
ranged from 97.24% to 100%. This study revealed two dominant haplotypes of L. cervi in Poland, MT337410 and
MT337413. Fragments of the analyzed sequences were detected in only one voivodeship. These findings suggest
that the two dominant sequences are the oldest sequences that gave rise to the locally identified haplotypes. The
lack of significant correlations with the sequences obtained in regions situated west of the research sites suggests
the presence of other genetic populations in Europe.

Sequencing

1. Introduction

The population of wild ungulates has been increasing steadily in
Poland. The high increase in the number of cervids is particularly
noteworthy (Zalewski et al. 2018). These phenomena also affect the
populations of interacting species, especially ectoparasites (Madslien
etal., 2012). Deer keds are parasites with a narrow host range, and they
are directly associated with cervids (Harkonen et al., 2010). The activity
of Lipoptena spp. has intensified in recent years, particularly in forests
(Gatecki et al. 2020). Keds are obligatory hematophagous ectoparasites
of birds and mammals which reproduce by adenotrophic viviparity. The
genus Lipoptena spp. belongs to the family Hippoboscidae and consists of
32 species (Dick, 2006). The species important for veterinary medicine

* Corresponding author.
E-mail address: remigiusz.galecki@uwm.edu.pl (R. Galgcki).
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include Lipoptena capreoli, Lipoptena cervi, Lipoptena depressa, Lipoptena
fortisetosa, Lipoptena mazamae and Neolipoptena ferrisi. When keds find a
definitive host, their wings are broken off at the base, leaving behind a
stump (Lloyd, 2009).

Lipoptena cervi is an indigenous species of the Palearctic region. Its
presence in Central and Northern Europe has been described in detail.
Lipoptena cervi populations have been reported from Algeria, Great
Britain and northern China and the Eastern United States (Skvarla and
Machtinger, 2019). The northern distribution limit currently lies at
approximately 65°N, and it is gradually moving northwards (Hackman,
1979; Hackman et al., 1983). Lipoptena cervi colonizes only wild rumi-
nants which are specific host species for that ectoparasite. This animals
also play an important role in the spread of L. cervi because keds can

Received 26 October 2020; Received in revised form 19 December 2020; Accepted 19 December 2020

Available online 25 December 2020

2213-2244/© 2020 The Authors. Published by Elsevier Ltd on behalf of Australian Society for Parasitology. This is an open access article under the CC BY license

(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).


mailto:remigiusz.galecki@uwm.edu.pl
www.sciencedirect.com/science/journal/22132244
https://www.elsevier.com/locate/ijppaw
https://doi.org/10.1016/j.ijppaw.2020.12.005
https://doi.org/10.1016/j.ijppaw.2020.12.005
https://doi.org/10.1016/j.ijppaw.2020.12.005
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.ijppaw.2020.12.005&domain=pdf
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

R. Gatecki et al.

cover a distance of up to 50 m in the search for a host (Paakkonen,
2012). The life cycle of louse flies lasts up to 270-370 days with winter
diapause in Europe, and it is determined mainly by climate conditions
(Borowiec, 1984; McAlpine, 1987). Adult flies need to find a host soon
after emergence to survive and breed. Host-seeking flies are typically
observed between August and October (Hackman et al., 1983) when
high temperatures prevail.

The prevalence and severity of L. cervi infestations can be extremely
high in cervids. In Poland, this ectoparasite has been detected in
numerous cervids and other animals. Deer keds were identified in 64%
of European roe deer (Kadulski, 1996), 76% of fallow deer, and 78% of
European red deer (Szczurek and Kadulski, 2004). Louse flies were also
found to colonize European bison (Izdebska, 2001). The presence of
L. cervi was noted in non-specific hosts such as companion animals
(Sokot and Gatecki, 2017), as well as in livestock (Dehio et al., 2004).
One host is colonized by 9.9 flies on average (Szczurek and Kadulski,
2004). However, Vikgren et al. (2008) found more than 16,000 deer
keds in a single moose. In specific hosts, massive colonization by L. cervi
can lead to severe alopecia (Madslien et al., 2011). Most animals
infested by L. cervi develop skin lesions, including acute to chronic,
multifocal to coalescing, and eosinophilic to lymphocytic dermatitis
(Madslien et al., 2011). The presence of L. cervi on the Tyrolean Otzi
mummy dating back more than 5000 years suggests that this species was
also a human parasite in the past (Gothe and Schol, 1994). Nowadays,
the incidental infestation of humans with L. cervi has also been reported
(Harkonen et al., 2009; Kortet et al., 2010). Humans bitten by louse flies
can develop dermatitis, allergic rhinoconjunctivitis or even anaphylactic
shock (Rantanen et al., 1982; Laukkanen et al., 2005; Decastello and
Farkas, 2010). According to Harkonen et al. (2009), the number of
people who require medical treatment for deer ked dermatitis will
continue to increase. Lipoptena cervi can also serve as a vector for the
transmission of several pathogens, including Anaplasma spp., Bartonella
spp. and Trypanosoma spp. (Bose and Petersen, 1991; Hornok et al.,
2011; De Bruin et al., 2015).

Most research into L. cervi has been carried out in Fennoscandia. This
ectoparasite has attracted little interest from Central European re-
searchers after 2000. In Poland, research into L. cervi was discontinued,
and advanced research techniques, such as molecular biology tools,
have been used on a small scale only (Szewczyk et al., 2017). Lipoptena
cervi is unable to cross long distances, and it may form isolated pop-
ulations when cervid migrations occur on a small scale. Trout et al.
(2010) observed certain similarities between Lipoptena spp. and Glossina
spp., including low reproductive rates and habitat limitations due to
host preferences, and concluded that Lipoptena spp. populations should
be characterized by pronounced genetic variation. In Poland, there is a
general scarcity of evidence for genetic variation within L. cervi pop-
ulations in distinct niches. Kurina et al. (2019) have argued that the
precise identification, distribution and bionomics of L. cervi are of
utmost importance for animal and human health, and imperative for
vector control. Research into L. cervi seems to be justified due to the
potential migration of host species between countries. A better under-
standing of deer ked haplotypes in Central Europe would support the
identification of potential pathogens that are transmitted between
migrating deer populations.

In view of the above, the objectives of this study were to investigate
the population genetics of L. cervi, to evaluate molecular differences
between L. cervi populations, and to determine phylogenetic relation-
ships with other L. cervi sequences obtained in previous studies.

2. Materials and methods
2.1. Collection of deer ked samples
Louse flies were collected in 2019 in natural mixed forests in Poland.

The study was conducted in five voivodeships: Greater Poland, Kuyavia-
Pomerania, Lubusz, Pomerania, and Warmia-Masuria. A detailed map of
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the surveyed regions is presented in Fig. 1. Lipoptena cervi imagines were
sampled from randomly selected forest complexes in each voivodeship.
Scots pine was the predominant tree species in the studied areas. The
underwood and undergrowth consisted of plant species typical of the
Polish climate and geographic zone. Fresh traces of cervid, including red
deer and European roe deer, were found in each location. Keds were
collected by the investigators during walks in forests. The investigators
wore brown cotton clothing covering the entire body, and they collected
samples immediately after keds had landed on clothing. The obtained
samples were placed in separate test tubes filled with 70% ethanol.
Seven samples of L. cervi were collected from each voivodeship for
further analyses.

2.2. Species identification

The collected samples were transported to the Biological Hazard
Laboratory at the Faculty of Veterinary Medicine of the University of
Warmia and Mazury in Olsztyn. Ked species was identified based on
morphological characteristics under the Leica M165C stereoscopic mi-
croscope (Leica, Wetzlar, Germany). Measurements were carried out
with the use of Leica Application Suite 4.4 (Leica, Wetzlar, Germany).
Deer keds were identified to species level based on body dimensions,
wing venation, length and structure of palpi, and the number of erect
hairs on the mesonotum (Borowiec, 1984; Maa, 1969; Andreani et al.,
2019).

2.3. DNA extraction

Seven L. cervi samples (n = 35) from each voivodeship were
randomly selected for molecular analyses. In the first step, keds were air-
dried for 15 min and then individually crushed with a sterile rod in
sterile Eppendorf tubes. Genomic DNA was extracted from each spec-
imen with the Sherlock AX universal kit (A&A Biotechnology, Gdynia,
Poland) according to the manufacturer’s instructions. DNA was eluted in
40 pL of TE buffer, and the concentration of the extracts was checked
using the Nano Drop 2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA). The extracted DNA was stored at —20 °C until analysis.

2.4. PCR reaction

A fragment of the mitochondrial 16S rRNA gene of Lipoptena spp.
with an estimated length of 412 bp was amplified by PCR. The PCR
primers designed by Szewczyk et al. (2017) were used in amplification:
L700F (5-AAAGTTTAACCTGCCCACTGAT-3') and L1213R (5'-
CTGAACTCAGATCACGTAAGAAT -3'). The following cycling conditions
were applied: initial denaturation at 92 °C for 3 min, 35 cycles of
denaturation at 95 °C for 10 s, annealing at 60 °C for 10 s, extension at
68 °C for 30 s, followed by final extension at 68 °C for 5 min (Szewczyk
et al. 2017). Each reaction was performed in a final volume of 25 pl
containing 2.5 pl of 10X Standard Taq Reaction Buffer (Biolabs, USA),
0.5 pl of 10 mM dNTPs (Biolabs, USA), 0.5 pl of 10 pM of each primer, 1
pl of L. cervi DNA template, 0.125 pl of Taq DNA Polymerase (Biolabs,
USA), and 19.875 pl of double distilled water as a negative control. The
PCR products were electrophoresed on a 2% agarose gel, stained with
ethidium bromide and viewed under a UV transilluminator.

2.5. Sequencing

After the PCR reaction, DNA samples were purified by the ethanol
precipitation method described by Weinberger (2000). Using a previ-
ously described primer set (L700F/L1213R), cycle sequencing was
performed with the BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), and the results were analyzed with
the ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). The obtained nucleotide sequences were edited in BioEdit
software (Hall, 1999) and compared with the data registered in the
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Fig. 1. Map of Poland with highlighted voivodships where Lipoptena cervi samples were collected.
Legend: GP - Greater Poland voivodeship; KP - Kuyavia-Pomerania voivodeship; L - Lubusz voivodeship; P - Pomerania voivodeship; WM - Warmia-Masuria

voivodeship.

GenBank database using the BLAST-NCBI program. Phylogenetic ana-
lyses of the obtained rRNA 16S gene sequences and homologous Gen-
Bank sequences were performed using the maximum likelihood method
in MEGA 10.1.17 (https://www.megasoftware.net) Bootstrap confi-
dence values for branching reliability were calculated in 10,000 repli-
cates. The sequences obtained from GenBank are listed in Table 1.

2.6. Nucleotide sequence accession numbers

The representative sequences of L. cervi obtained in this study were
deposited in the GenBank database of the National Center for Biotech-
nology Information. The sequences were assigned accession numbers
MT337409 to MT337416.

Table 1
Sequences used in the phylogenetic analysis.
Sequence ID Species Country of Reference
isolation
MT337409- MT337416 Lipoptena Poland Current study
cervi
MF541726-MF541729*  Lipoptena Poland Szewczyk et al.
cervi (2017)
MF495940 Lipoptena Czech Republic ~ Sochova et al. (2017)
cervi
AF322437 Lipoptena Czech Republic ~ Nirmala et al. (2001)
cervi
DQ133043 Lipoptena Germany Dittmar et al. (2006)
cervi
MN889542- MN889544  Lipoptena Lithuania Radzijevskaja et al.
cervi (2020)
EF531114 Lipoptena Denmark Petersen et al. (2007)
cervi
Legend: *- sequences obtained in studied locations (Warmia-Masuria
voivodeship).
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2.7. Statistical analysis

Descriptive statistics, including the mean (m), standard deviation
(SD) and variation (V), were calculated in the Statistica 13.3 program
(TIBCO Software Inc., Palo Alto, USA). Intraspecific pairwise genetic
distances, mean interpopulation diversity, mean genetic distances,
standard error (SE), mean evolutionary distance, and nucleotide fre-
quencies were calculated in MEGA 10.1.17 (https://www.megasoft-
ware.net). Bootstrap confidence intervals were calculated in 10,000
replicates.

3. Results

Three haplotypes (MT337410, MT337413, MT337416) were detec-
ted in the Greater Poland voivodeship. Four haplotypes were found in
the Kuyavia-Pomerania voivodeship (MT337409, MT337410,
MT337413, MT337415). Three haplotypes were acquired in the Lubusz
voivodeship (MT337410, MT337412, MT337413). Three haplotypes
were identified in the Pomerania voivodeship (MT337410, MT337413,
MT337414), and two (MT337410, MT337411) — in the Warmia-Masuria
voivodeship. The detailed distribution of haplotypes in the examined
locations is presented in Table 2.

In the obtained sequences, intraspecific pairwise genetic distances
varied between 0.000 and 0.0496 (m = 0.0135; SD = 0.0149; SE =
0.0006; V = 110.11). Mean interpopulation diversity was d = 0.0135
(SE = 0.0027). Mean genetic distances within voivodeships were: d =
0.013 (SE = 0.003) for the Greater Poland voivodeship; d = 0.004 (SE =
0.002) for the Kuyavia-Pomerania voivodeship; d = 0.018 (SE = 0.004)
for the Lubusz voivodeship; d = 0.021 (SE = 0.005) for the Pomerania
voivodeship; and d = 0.007 (SE = 0.003) for the Warmia-Masuria voi-
vodeship. Mean genetic distances between voivodeships are presented
in Table 3. The mean evolutionary rates in these categories were 0.00,
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Table 2
Molecular characterization of Lipoptena cervi in the studied sites.

No. of Lipoptena cervi haplopypes in examided voivodeships

Detected Greater Kuyavia- Lubusz Pomerania Warmia-
haplotypes Poland Pomerania n=7) n=7) Masuria

(n=7) (n=7) (n=7)
MT337409 - 1 - - -
MT337410 4 3 3 3 5
MT337411 - - - - 2
MT337412 - - 2 - -
MT337413 2 1 2 3
MT337414 - - - 1
MT337415 - 2 - - -
MT337416 1 - - - -

Table 3
Mean genetic distances of Lipoptena cervi between voivodeships.
Studied GP Mean genetic ()] P WM
voivodeships distance
KP L

GP (n=7) - - - - -
KP (n=7) 0.0083 - - - -
Ln=7) 0.0159  0.0125 - - -
Pmn=7) 0.0199 0.0165 0.0174 - -
WMm=7) 0.0099  0.0062 0.0136  0.0169 -

Legend: GP - Greater Poland voivodeship; KP - Kuyavia-Pomerania voivodeship;
L - Lubusz voivodeship; P - Pomerania voivodeship; WM - Warmia-Masuria
voivodeship; n - number of samples.

0.00, 0.00, 0.03 and 4.97 substitutions per site. Nucleotide frequencies
were determined at: A = 37.55%, T = 38.82%, C = 9.54%, and G =
14.10%.

Eight sequences (MT337409- MT337416) were characterized by
97.24%% to 100% similarity with L. cervi sequences from the Poland
and Lithuania (MF541726, MF541729, MN889544, MN889544). No
similarities were found between the identified sequences and the hap-
lotypes from Denmark and Germany (Dittmar et al., 2006; Petersen
et al., 2007). Detailed data, including the ID of the closest match,
country of origin, and percent sequence identity, are presented in
Table 4. Phylogenetic trees are presented in Figs. 2 and 3.

4. Discussion
This study revealed two dominant haplotypes of L. cervi (MT337410

and MT337413) in Poland. These haplotypes were found in nearly all
studied regions. Some sequences were detected in only one voivodeship.

Table 4
Comparison of the acquired sequences with GenBank sequences.
Sequence Closest Country of Percentage Reference
D match ID origin match
MT337409 MF541726 Poland 99.51% Szewczyk et al.
MN889542 Lithuania 99.58% (2017)
MT337410 MF541726 Poland 100% Radzijevskaja
MN889544 Lithuania 100% et al. (2020)
MT337411 MF541729 Poland 99.51%
MN889544 Lithuania 99.36%
MT337412 MF541726 Poland 97.46%
MN889542 Lithuania 97.24%
MT337413 MF541726 Poland 100%
MN889542 Lithuania 99.79%
MT337414 MF541726 Poland 100%
MN889542 Lithuania 99.79%
MT337415 MF541726 Poland 100%
MN889542 Lithuania 99.79%
MT337416 MF541726 Poland 98.06%
MN889544 Lithuania 98.01%
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Fig. 2. Phylogenetic analysis of the rRNA 16S gene in the examined sequences
of Lipoptena cervi from the studied voivodships.

Legend: Phylogenetic topology for the maximum likelihood analysis of the
partial rfRNA 16S gene sequence of Lipoptena cervi. The unique haplotypes
identified in the study are labeled with the corresponding sequence identifi-
cation numbers. Bootstrap confidence values for branching reliability were
calculated in 10,000 replicates. G - Greater Poland voivodeship; KP - Kuyavia-
Pomerania voivodeship; L - Lubusz voivodeship; P - Pomerania voivodeship;
WM - Warmia-Masuria voivodeship.
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These findings suggest that the two dominant sequences are the oldest
sequences that gave rise to the locally identified haplotypes. These
haplotypes probably spread throughout Poland and evolved indepen-
dently, by natural selection, into the sequences obtained in this study.
This observation is supported by the differences in the analyzed gene.
The expansion of louse flies is boundless in the temperate climate (due to
the potential migration of cervids); therefore, the population and di-
versity of keds could be nearly identical in the studied locations (despite
individual mutations). New local haplotypes are likely to be discovered
in the future due to low reproductive rates and habitat limitations
resulting from host preferences (Trout et al., 2010). It should also be
noted that the genetic diversity of the L. cervi population in Central
Europe suggests the presence of common ancestors and continuous
migrations (gene flows) across countries. The above could also be
attributed to limited panmixia because reproduction occurs only among
individuals colonizing the same host. The presence of stable L. cervi
populations in some areas probably induced genetic selection that was
influenced by environmental factors and the availability of host species.
The above suggests that L. cervi easily adapt to new ecosystems. Very
close similarities were observed between the studied sequences of
L. cervi and the sequences from the Czech Republic, Lithuania and
Poland deposited in GenBank (Nirmala et al., 2001; Szewczyk et al.,
2017; Sochova et al., 2017; Radzijevskaja et al., 2020). Interestingly, the
sequences from Germany and Denmark (Dittmar et al., 2006; Petersen
et al., 2007) did not match the current results, which could point to the
presence of genetically different populations in Europe. However, only
several 16S marker sequences of the studied ectoparasite are available in
GenBank, and few haplotypes are geographically limited.

Molecular differences have been observed between Lipoptena spp.
species despite the fact that the 16S rRNA gene is relatively resistant to

Lipoptena cervi Poland MF541728
Lipoptena cervi Poland MF541729

Lipoptena cervi Poland MF541727
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Fig. 3. Phylogenetic analysis of the rRNA 16S
gene in Lipoptena cervi relative to other se-
quences.

Legend: Phylogenetic topology for the maximum
likelihood analysis of the partial rRNA 16S gene
sequence of Lipoptena cervi. The unique haplo-
types identified in this study are labeled with the
corresponding sequence identification numbers.
The reference sequences available in GenBank
are indicated in the tree. Bootstrap confidence
values for branching reliability were calculated
in 10,000 replicates.

Lipoptena cervi Czech Republic AF322437
Lipoptena cervi Lithuania MN889542
Lipoptena cervi Lithuania MN889544

Lipoptena cervi Lithuania MN889543

Lipoptena cervi Germany DQ133043

Lipoptena cervi Poland MF541726

genetic variation. Genetic variation was reported by Trout et al. (2010)
in a study of Lipoptena mazamae. They identified six unique haplotypes
by amplifying 16S markers in the PCR assay. Similar observations have
been made in other ectoparasites, including bed bugs, tsetse flies and
ticks (Krafsur et al., 2000; Szalanski et al., 2008; Kulakova et al., 2014;
Livanova et al., 2015). These species as well as L. cervi are characterized
by considerable population fragmentation, which can lead to isolation
and genetic aberration. For this reason, the use of the 16S rRNA gene in
analyses of genetic diversity within limited populations seems to be
justified. In the future, the results of this study should be validated by
analyzing genetic variation in the cytochrome c oxidase I (COX1) gene of
L. cerviin Poland. An analysis of the correlations between COX1 and 16S
rRNA gene sequences could also deliver new insights.

Population studies seem to be relevant because L. cervi is an under-
estimated vector of veterinary importance. This parasite is not fully
understood from the epidemiological point of view. The potential flow
of pathogens across regions could be predicted be examining the results
of population genetics studies and the transfer of infectious agents by
selected haplotypes. A thorough knowledge of the genetic profile of
L. cervi combined with pathogen detection would support the identifi-
cation of potential high-risk areas. Further research is needed due to the
steady increase in L. cervi population. The presence of L. cervi on non-
specific hosts or in non-specific locations (such as cities) could also
indicate that the species rapidly assimilates to new environmental
conditions. The above could be correlated with specific haplotypes that
better adapt to non-specific ecosystems. Migratory processes could
contribute to the spread of new pathogens to previously uncolonized
areas, including human settlements. Previous studies of Hippoboscidae
confirmed that pathogens could be horizontally transmitted. Bacteria of
the genera Bartonella spp., Borrelia spp. and Coxiella-like bacteria have
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been identified in Lipoptena spp., but the ectoparasite’s ability to
transmit pathogens has been confirmed only for Bartonella spp. (Doby
et al., 1994; Hulinsky et al., 2002; Hornok et al., 2011; De Bruin et al.,
2015; Korhonen et al., 2015; Lee et al., 2016). Protozoa such as Ana-
plasma phagocytophilum and A. ovis, Theileria luwenshuni, T. ovis and
Trypanosoma spp. have also been found in these insects (Bose and
Petersen, 1991; Hornok et al., 2011; Vichova et al., 2011; Lee et al.,
2016). However, this problem requires more detailed research.

The population of L. cervi can be expected to rise in Central Europe
due to climate change and an increase in host populations. According to
Harkonen et al. (2010), the increase in winter and summer temperatures
associated with global warming enhances the performance of L. cervi
and prolongs its flight period. In the studied regions, high winter and
summer temperatures could potentially intensify the migration of this
ectoparasite species to human settlements. However, further research is
needed to confirm this assumption. Higher temperatures could signifi-
cantly affect the parasite’s developmental cycle by shortening winter
diapause, altering the phenology of L. cervi, and increasing its popula-
tion due to lower mortality in winter. The steady rise in the deer pop-
ulation in Poland also increases the availability of feed for deer keds. In
order to survive, newly-emerged imagines of L. cervi have to rapidly find
a host. This ectoparasite travels short distances (up to 50 m) in the
search of a host, which is why an increase in the density of the wild
ungulate population can also reduce mortality associated with the lack
of hosts. Cervid migrations play a significant role in the spread of L. cervi.
This ectoparasite can survive for more than a year on the host (Harkonen
et al. 2010); therefore, the new generation may develop even in distant
locations. In this study, the above was observed in the two most
commonly detected haplotypes. It should also be noted that the related
species of L. fortisetosa has been identified in Central Europe (Andreani
et al., 2019; Gatecki et al., 2020). In the future, efforts should be made to
differentiate between L. cervi and L. fortisetosa, and to explore potential
hybridization between these two closely related species. Due to the
apparent physiological similarities and similar activity patterns of
L. cervi and L. fortisetosa (Obona et al., 2019) incorrect identification
could produce misleading results in future research.

5. Conclusions

The present study reveal genetic variation in the 16S rRNA gene of
the L. cervi population in selected Polish voivodeships. The studied re-
gions were colonized by two dominant haplotypes of L. cervi that have
been identified in other Central European countries, and local haplo-
types were detected in individual cases. The lack of significant correla-
tions with the sequences obtained in regions situated west of the
research sites suggests the presence of other genetic populations in
Europe. In the future, the population genetics of L. cervi should be
investigated in greater detail to contribute to the development of pre-
ventive programs aiming to reduce ectoparasitic populations in the
environment and minimize the negative impact of L. cervi on wild ani-
mals, livestock and humans.
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“ U R ZA D PAT E N T O W Y al. Niepodlegtosci 188/192

Kancelaria Ogoélna

Warszawa, 2021-12-14

Nasz znak: POTWIERDZENIE/188997/
Wasz znak: L.dz.UWM-RP/154/2021

POTWIERDZENIE

Urzad Patentowy RP stwierdza, Ze dnia 2021-12-14 przyjeto w formie elektronicznej wniosek o udzielenie
patentu na wynalazek:

Zastosowanie strzyzakow jako biologicznych markeréw do wykrywania choréb przenoszonych przez
wektory u jeleniowatych

Zgloszenie oznaczono numerem: P.439829
[WIPO ST 10/C PL439829]

Zglaszajacy:  Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Olsztyn, Polska

Dokument wystawiony automatycznie przez system teleinformatyczny UPRP.

Pouczenie:

1.  Strony oraz ich przedstawiciele i pelnomocnicy majg obowiazek zawiadomié¢ Urzad o kazdej zmianie swojego adresu.
W razie zaniedbania tego obowiazku doreczenie pisma pod dotychczasowym adresem ma skutek prawny (art. 41 kpa).

2. O zgloszeniu wynalazku Urzad Patentowy dokonuje ogloszenia niezwlocznie po uptywie 18 miesiecy od daty
pierwszenistwa do uzyskania patentu. Zglaszajacy moze w okresie 12 miesiecy od daty pierwszenstwa ztozy¢ wniosek
o dokonanie ogloszenia w terminie wcze$niejszym (art. 43 ustawy z dnia 30 czerwca 2000r. Prawo wlasnosci
przemystowej (Dz. U. z 2021 r. poz. 324).

3. W korespondencji nalezy powotywac sie na nr P.439829.

Klauzula informacyjna:

Zgodnie z art. 13 ust. 1 i 2 Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2016/679 z dnia 27 kwietnia 2016 1. w
sprawie ochrony oséb fizycznych w zwiazku z przetwarzaniem danych osobowych i w sprawie swobodnego przeptywu takich
danych oraz uchylenia dyrektywy 95/46/WE (dalej RODO) Urzad Patentowy Rzeczypospolitej Polskiej informuje, ze:

1.  Administratorem Pani/Pana danych osobowych jest Urzad Patentowy Rzeczypospolitej Polskiej z siedziba w
Warszawie, adres: al. Niepodleglosci 188/192, 00-950 Warszawa, skrytka pocztowa 203;

2. Inspektor Ochrony Danych, dane kontaktowe: adres: al. Niepodleglosci 188/192, 00-950 Warszawa, tel. bezposredni
(022) 579 00 25, fax (022) 579 00 01, e-mail: iod@uprp.pl;



Pani/Pana dane osobowe przetwarzane beda w celu realizowania zadan Urzedu Patentowego RP okreSlonych
przepisami ustawy z dnia 30 czerwca 2000 r. Prawo wilasnosci przemystowej;

Podstawa prawna przetwarzania Pani/Pana danych osobowych jest ustawa z dnia 30 czerwca 2000 r. Prawo wlasnosci
przemystowej, rozporzadzenia wykonawcze do ww. ustawy, umowy miedzynarodowe oraz art. 6 ust. 1 lit. c RODO;
Pani/Pana dane osobowe mogg by¢ przekazywane do podmiotéw publicznych na zasadach obowiazujacych w
przepisach prawa oraz organizacjom miedzynarodowym i organom unijnym, zgodnie z obowiazujacymi przepisami
prawa i umowami miedzynarodowymi, po uptywie terminéw zastrzezonych dla nieujawniania informacji o zgtoszeniu;
Pani/Pana dane osobowe beda przechowywane przez okres zgodny z zasadami archiwizacji dokumentéw w Urzedzie
Patentowym RP;

Posiada Pani/Pan prawo zadania dostepu do treSci swoich danych osobowych, prawo ich sprostowania oraz prawo do
ograniczenia ich przetwarzania;

Przystuguje Pani/Panu prawo wniesienia skargi do organu nadzorczego wlasciwego w zakresie ochrony danych
osobowych gdy uzna Pani/Pan, ze przetwarzanie Pani/Pana danych osobowych narusza przepisy RODO;

Podanie przez Panig/Pana danych osobowych jest wymogiem ustawowym niezbednym do dalszego procedowania
przez Urzad Patentowy RP.

W celu weryfikacji autentycznosci korespondencji zeskanuj podany
kod QR lub przejdz na strone weryfikacji korespondencji Urzedu
Patentowego RP dostepnej pod adresem

i przepisz kod stempla.

Kod stempla: 98c-a82¢-b98


https://pue.uprp.gov.pl/public/stamp/verify
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e-mail: kontakt@uprp.gov.pl | www.uprp.gov.pl

Kancelaria Ogoélna

Warszawa, 2021-12-20

Nasz znak: POTWIERDZENIE/190984/P.439910
Wasz znak: L.dz. UWM_RP/157/2021

POTWIERDZENIE

Urzad Patentowy RP stwierdza, Ze dnia 2021-12-20 przyjeto w formie elektronicznej wniosek o udzielenie
patentu na wynalazek:

Pojemniki do przetrzymywania i transportu ektopasozytow, zwlaszcza muchéwek z rodziny
Hippoboscidae ze sSrodowiska naturalnego

Zgloszenie oznaczono numerem: P.439910
[WIPO ST 10/C PL439910]

Zglaszajacy:  Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Olsztyn, Polska

Dokument wystawiony automatycznie przez system teleinformatyczny UPRP.

Pouczenie:

1.  Strony oraz ich przedstawiciele i pelnomocnicy majg obowiazek zawiadomié¢ Urzad o kazdej zmianie swojego adresu.
W razie zaniedbania tego obowiazku doreczenie pisma pod dotychczasowym adresem ma skutek prawny (art. 41 kpa).

2. O zgloszeniu wynalazku Urzad Patentowy dokonuje ogloszenia niezwlocznie po upltywie 18 miesiecy od daty
pierwszenistwa do uzyskania patentu. Zglaszajacy moze w okresie 12 miesiecy od daty pierwszenstwa ztozy¢ wniosek
o dokonanie ogloszenia w terminie wcze$niejszym (art. 43 ustawy z dnia 30 czerwca 2000r. Prawo wlasnosci
przemystowej (Dz. U. z 2021 r. poz. 324).

3. W korespondencji nalezy powotywac sie na nr P.439910.

Klauzula informacyjna:

Zgodnie z art. 13 ust. 1 i 2 Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2016/679 z dnia 27 kwietnia 2016 1. w
sprawie ochrony oséb fizycznych w zwiazku z przetwarzaniem danych osobowych i w sprawie swobodnego przeptywu takich
danych oraz uchylenia dyrektywy 95/46/WE (dalej RODO) Urzad Patentowy Rzeczypospolitej Polskiej informuje, ze:

1.  Administratorem Pani/Pana danych osobowych jest Urzad Patentowy Rzeczypospolitej Polskiej z siedziba w
Warszawie, adres: al. Niepodleglosci 188/192, 00-950 Warszawa, skrytka pocztowa 203;

2. Inspektor Ochrony Danych, dane kontaktowe: adres: al. Niepodleglosci 188/192, 00-950 Warszawa, tel. bezposredni
(022) 579 00 25, fax (022) 579 00 01, e-mail: iod@uprp.pl;



Pani/Pana dane osobowe przetwarzane beda w celu realizowania zadan Urzedu Patentowego RP okreSlonych
przepisami ustawy z dnia 30 czerwca 2000 r. Prawo wilasnosci przemystowej;

Podstawa prawna przetwarzania Pani/Pana danych osobowych jest ustawa z dnia 30 czerwca 2000 r. Prawo wlasnosci
przemystowej, rozporzadzenia wykonawcze do ww. ustawy, umowy miedzynarodowe oraz art. 6 ust. 1 lit. c RODO;
Pani/Pana dane osobowe mogg by¢ przekazywane do podmiotéw publicznych na zasadach obowiazujacych w
przepisach prawa oraz organizacjom miedzynarodowym i organom unijnym, zgodnie z obowiazujacymi przepisami
prawa i umowami miedzynarodowymi, po uptywie terminéw zastrzezonych dla nieujawniania informacji o zgtoszeniu;
Pani/Pana dane osobowe beda przechowywane przez okres zgodny z zasadami archiwizacji dokumentéw w Urzedzie
Patentowym RP;

Posiada Pani/Pan prawo zadania dostepu do treSci swoich danych osobowych, prawo ich sprostowania oraz prawo do
ograniczenia ich przetwarzania;

Przystuguje Pani/Panu prawo wniesienia skargi do organu nadzorczego wlasciwego w zakresie ochrony danych
osobowych gdy uzna Pani/Pan, ze przetwarzanie Pani/Pana danych osobowych narusza przepisy RODO;

Podanie przez Panig/Pana danych osobowych jest wymogiem ustawowym niezbednym do dalszego procedowania
przez Urzad Patentowy RP.

E W celu weryfikacji autentycznosci korespondencji zeskanuj podany
r kod QR lub przejdz na strone weryfikacji korespondencji Urzedu
Patentowego RP dostepnej pod adresem

i przepisz kod stempla.

Kod stempla: 1a8-e2ba-a54


https://pue.uprp.gov.pl/public/stamp/verify

