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RoznorodnosS¢ molekularna pierwotniakow
Babesia spp. izolowanych od psow
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Molecular diversity of Babesia spp. protozoan isolated from dogs

Summary

Dog babesiosis is a severe disease with symptoms of hemolitic anemia. The etiological factor of this disease
are protozoa organisms from the family Babesidae. Molecular biology techniques indicate that the genetic
structure of these parasites is extremely diversified. On the basis of the analysis of Babesia DNA, new variants
of the protozoa were detected. It is possible that these new variants of Babesia are characterized by high
virulence for dogs and high resistance to drugs used in babesiosis therapy.
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BabeSZJoza (piroplazmoza) jest cigzka choroba
psow, przebiegajaca z objawami anemii hemolitycz-
nej. Wywotywana jest przez pierwotniaki Babesia ca-
nis oraz Babesia gibsoni nalezace do rodziny Babesi-
dae. Cz¢sciej wykrywana B. canis ma wielkos$¢ okoto
4-5 um, B. gibsoni jest znacznie mniejsza — 1-2,5 um
(11). Obecnie w obrgbie gatunku B. canis wyroznia
si¢ trzy podgatunki: B. canis canis, B. canis vogeli oraz
B. canis rossi, ktorych wektorami sa, odpowiednio,
kleszcze Dermacentor reticulatus, Rhipicephalus
sanguineus 1 Haemaphysalis leachi (12, 13, 18, 19).
W naszych warunkach klimatycznych babeszjoza pséw
wywolywana jest przez B. canis canis (1).

Rutynowa diagnostyka babeszjozy na terenach jej
enzootycznego wystepowania opiera si¢ na danych
z wywiadu (obecnos$¢ kleszczy u psa), objawach kli-
nicznych (goraczka, anemia, zottaczka, hemoglobinu-
ria) oraz na potwierdzeniu obecnosci gruszkowatych
form pierwotniakdw w rozmazach krwi zwierzat cho-
rych barwionych metodami Giemzy (7, 16), Roma-
nowskiego (10) Iub Diff-Quick (17). Coraz czgsciej
W rozpoznawaniu babeszjozy oraz w ocenie sytuacji
epizootycznej wykorzystywane sa metody biologii
molekularnej, a przede wszystklm fancuchowa reak-

cja polimerazy i sekwencjonowanie. Reakcja PCR jest
niezwykle czuta i pozwala na Wykazame obecnosci
materiatu genetycznego Babesia juz przy parazytemii
wynoszacej zaledwie 0,0001% (2), dlatego moze by¢
wykorzystana do wykrywania zakazen subklinicznych
(15). Dodatkowe okreslenie sekwencji uzyskanych
amplikonow dostarcza cennych informacji do analizy
epidemiologicznej i taksonomii.

Badania przeprowadzone w ostatniej dekadzie wska-
Zuja, zZe B. canis canis 1 B. canis vogeli sa podgatun-
kami najcze$ciej wywotujacymi babeszjoze u psow
w Europie. Caccio i wsp. (4) poddali badaniom mole-
kularnym 11 izolatéw od psow z kliniczna postacia tej
choroby, pochodzacych z Chorwacji, Wtoch, Francji
i Polski. Analizowano fragment DNA o szacunkowej
wielkosci 1700 p.z., uzyskany za pomoca amplifikacji
na matrycy matej podjednostki rybosomalnej ss RNA.
Na podstawie sekwencjonowania uzyskanych ampli-
konow stwierdzono wystgpowanie dwu rodzajow frag-
mentow ss TIRNA, o wielkosci 17141 1713 p.z. Anali-
zy fragmentow o dlugosci 1714 p.z. uzyskanych od
psow z terenéw Chorwacji, Wiloch i Polski wykazy-
waty 99,5% homologig sekwencji nukleotyddw, z czg$-
ciowa sekwencja B. canis canis (AJ009795) o dlugos-
ci 364 p.z. Drobne réznice wynikaty z delecji nukleo-
tydu w pozycji 434 i insercji nukleotydu w pozycji 453
ss TRNA. Krétszy fragment o dtugosci 1713 p.z. po-
chodzit od psa z Francji i wykazywatl duze podobien-
stwo (98,6%) z czesciowa sekwencja B. canis vogeli
(AJ009796) o dhugosci 363 p.z., rozniac si¢ od niej
4 substytucjami nukleotydowyml w pozycjach: 488,
599,6321789,1jedna 1nsercy4w pozycji 776 ss rRNA
Sekwencje nukleotydowe genow malej podjednostki
rRNA B. canis canis 1 B. canis vogeli sa identyczne
w 98%. Rdéznice spowodowane sa 27 substytucjami
oraz siedmioma insercjami/delecjami. Podobienstwo
sekwencji ss TRNA omawianych podgatunkow z sek-
wencjami ss TRNA B. canis rossi bylo zdecydowanie
mniejsze 1 wynosito 95,7% dla B. canis canis 195,3%
dla B. canis vogeli (4).
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Na terenie Wegier dominujacym przedstawicielem
rodziny Babesidae u psoéw jest takze B. canis canis
(11). W badaniach, ktéorymi objgto 45 osobnikow
z objawami piroplazmozy, materiat genetyczny pier-
wotniakow w reakcji PCR z uzyciem starterow PIRO-
-Al, PIRO-B wykazano w 39 probkach. Wyrywkowa
analiza sekwencji plQClu produktow amplifikacjiiich
porowname z czg$ciowa sekwencja genu 18S RNA
B. canis canis wzorcowego izolatu AY072926 wyka-
zata wysokie podobienstwo rzedu 99,8-100%.

Duh i wsp. (9) analizowali produkty amplifikacji
genu ss RNA o dtugosci 407 par zasad uzyskanych od
14 chorych psoéw ze Stowenii. W 11 przypadkach cho-
roba spowodowana byta pierwotniakami B. canis ca-
nis, zas w 3 B. canis vogeli. O ile sekwencje wszyst-
kich trzech izolatow B. canis vogeli wykazywaty 100%
homologii z izolatem francuskim AY072925, to sek-
wencje kilku izolatow slowenskiej B. canis canis r6z-
nity si¢ w jednej lub kilku pozycjach od chorwackiego
izolatu AY(072926. Na tej podstawie w obrgbie tego
podgatunku wyrdzniono trzy grupy. W pierwszej zna-
lazty sig trzy izolaty wykazujace 100% podobienstwo
z AY072926, w drugiej dwa izolaty wykazujace po-
dobienstwo z izolatem chorwackim rzedu 99,7%, za$
zaobserwowang zmiang byta tranzycja G=A w pozy-
cji 184, trzecia grupe stanowito 6 izolatow z podwoj-
na tranzycja G=>A i A=G w pozycjach 184 1 185 wy-
kazujacych 99,5% homologii z AY072926.

Na LubelszczyZznie dominujacym podgatunkiem
pierwotniakow Babesia jest B. canis canis. W bada-
niach wilasnych (1) wysekwencjonowano produkty
amplifikacji genu 18S RNA 60 z 76 rozpoznanych
przypadkéw babeszjozy. Analiza tych sekwencji po-
zwolita na wyodrebnienie dwoch grup restrykcyjnych:
A 1B. Kryterium zaszeregowania do okreslonej grupy
bylo istnienie lub brak miejsca cigcia dla enzymu re-
strykcyjnego Hincll.

5.GTPy | PuAC..3

3..CAPu? PyTG..5’

Decydowato o nim ufozenie nukleotydow w pozy-
cjach 150 1 151. Wszystkie izolaty grupy A z guaning
w pozycji 150 iadenina w pozycji 151 posiadaty w tym
miejscu szescionukleotydowa sekwencjg rozpoznawa-
na przez Hincll, natomiast w izolatach grupy B z ade-
ning w pozycji 150 i guaning w pozycji 151 sekwen-
cja ta nie wystgpowata. Obecno$¢ miejsca restrykcyj-
nego dla enzymu Hincll zostato potwierdzone do-
$wiadczalnie. Pod wptywem trawienia tym enzymem
produkty PCR grupy A o dhugosci 559 p.z. rozpadaty
si¢ na dwa mniejsze fragmenty o dlugosci 150 p.z.
1409 p.z., natomiast amplikony grupy B trawieniu nie
ulegaty. Zestawienie uzyskanych sekwencji nukleoty-
dow izolatow uzyskanych w badaniach wiasnych przy
pomocy programu DNA Star MegAligne pozwolito
ustali¢ stopien ich wzaj emnej homologii w przedziale
98,9-100,0%. Dalsze porownanie wlasnych sekwen-
cji z sekwencjami dostgpnymi w bazie danych Gen-
Bank pozwolito zakwalifikowa¢ pierwotniaki wy-

stepujace na terenie Lubelszczyzny do podgatunku
B. canis canis, ktérego wektorem sa kleszcze Derma-
centor reticulatus. Nie wykazano natomiast obec-
nos$ci pozostatych dwoch podgatunkéw, a mianowicie
B. canis vogeli oraz B. canis rossi.

Badania wykonane na terenie Hiszpanii, Portugalii
1 Francji rowniez wskazuja na B. canis canis 1 B. canis
vogeli jako gtowne czynniki etiologiczne babeszjozy
psow, wykazujac, odpowiednio, 100% podobienstwo
do izolatu chorwackiego oraz 99% podobienstwo
do izolatu francuskiego. Niemniej jednak badania nad
babeszjoza przeprowadzone przez Criado-Fornelio (8)
wykazaly we krwi jednego sposrod 10 chorych na tg
chorobe psow DNA B. equi. Obecnos¢ kwasu nuklei-
nowego tego pierwotniaka stwierdzono rowniez u 12
zdrowych zwierzat. Analiza sekwencji amplifikowa-
nego odcinka DNA tego pasozyta o dtugosci 410 p.z.
wykazala 99% podoblenstwo z sekwencja B. equi do-
stgpna w banku genow Jest to plerwsze doniesienie
dotyczace zarazenia psOw przez B. equi. Trudno oce-
nia¢ obecnie, jakie to ma znaczenie dla patologii cho-
roby u psow, jest to niewatpliwie jeszcze jeden dowod
na poparcie powszechnie uznawanego pogladu, ze
czynniki zakazne i1 inwazyjne przenoszone przez sta-
wonogi stosunkowo tatwo pokonuja barierg gatunko-
wa. Natomiast fakt ten wskazuje na koniecznos$¢ szer-
szego wykorzystania technik biologii molekularnej
w badaniach epidemiologicznych, bowiem w rutyno-
wym postgpowaniu diagnostycznym trudno jest odréoz-
ni¢ morfologicznie w obrazie mikroskopowym B. equi
od B. gibsoni (4, 20).

O nowych wariantach pierwotniakow Babesia izo-
lowanych od psoéw donosza Birkenheuer (3) oraz
Zahler (20). Pierwszy z autoro6w opisuje przypadek
7-letniej suki rasy labrador, u ktorej stwierdzono zara-
zenie na tle Babesia. Badaniem PCR z uzyciem dwoch
par starterow uzyskano 2 produkty o dlugosci 332 p.z.
oraz 1666 p.z. genu 18S rRNA. Ich sekwencje umiesz-
czone pod numerem AY 618928 nie przypominaty zad-
nej z sekwencji Babesia canis dostgpnych w banku
gendw. Analiza pordwnawcza wykazata najwigksze
podobienstwo pomigdzy wykrytym patogenem a pier-
wotniakami B. bigemina (93,9%) oraz B. caballi
(93,5%). Podobienstwo sekwencji z drobnoustrojami
B. canis vogeli, B. canis canis oraz B. canis rossi byto
rzedu 91,2-91,6%. Analiza filogenetyczna pozwolita
na umieszczenie nowo wykrytych organizméw Babe-
sia w obszarze Babesia spp. sensu stricto; utworzyty
one nowa monofiletyczna grupg potozona w bliskim
sasiedztwie B. bigemina. Z kolei Zahler (20) opisuje
przypadek psa pochodzacego z Niemiec, zgtoszonego
do kliniki weterynaryjnej z objawami apatii, goraczki
oraz anemii. Z wywiadu wynikato, Ze pies przebywat
przez pewien czas przed wystagpieniem objawow cho-
robowych w Hiszpanii. Badanie rozmazu krwi wy-
kazato obecnos¢ matych, owalnych cialek wielkos$ci
1-2 pm zlokalizowanych we wngtrzu erytrocytow. [zo-
lacja DNA pasozyta z petnej krwi, a nastepnie jego



amplifikacja z udzialem pary starterow RIB 19 i RIB
20 pozwolily na uzyskanie produktu PCR o wielkosci
okoto 1700 p.z. Sekwencja tego produktu byta podob-
na do sekwencji 18S RNA Babesia gibsoni 1 1 B. gib-
soni 2 w zakresie 89,5%, natomiast do B. canis na
poziomie 88,6%. Najwigksze podobienstwo wykaza-
no z B. microti (96,7%). Sekwencje obu pierwotnia-
kéw roéznity sig w 7 miejscach insercjami/delecjami
1 49 substytucjami. Filogenetycznie, nowo zidenty-
fikowany gatunek Babesia zostal umiejscowiony na
odrebnej gatezi dendrogramu w bliskim sasiedztwie
z B. microti. Mimo, zdawatoby sig, duzego stopnia po-
krewienstwa migdzy tymi pasozytami nie zaklasyfi-
kowano ich do jednego gatunku. Podobne réznice wy-
stgpuja pomiedzy B. divergens a B. odocoilei (97,6%),
B. gibsoni 1 B. odocoilei (96,4%), B. gibsoni i B. di-
vergens (95,6%) oraz B. microti i B. rhodaini (95%)
1w kazdym z tych przypadkow poszczegdlny gatunek
opisywany jest jako odrgbny takson. Prace kolejnych
badaczy wykonywane z wykorzystaniem metod bio-
logii molekularnej potwierdzaja wyniki badan Zahler
(20) dotyczace wystepowania w poétnocno-zachodnie;j
Hiszpanii pierwotniakow morfologicznie podobnych
do B. gibsoni, ktorych sekwencje DNA wykazuja 100%
podobienstwo z Theileria annae 1 99% z B. microti
oraz B. microti — Japan. Drobnoustroje te wywoluja
u psow chorobg z objawami podobnymi do zakazen
B. canis oraz B. gibsoni i okre$la si¢ je jako Babesia
microti-like (5, 6).

Najczgsciej izolowanymi pierwotniakami z rodzaju
Babesia w Japonii sa B. canis vogeli 1 B. gibsoni (14).
Dane te sa oparte na wynikach badan przesiewowych
wykonanych na 80 psach z Okinawy. DNA wyekstra-
howane z petnej krwi amplifikowano z uzyciem pary
starterow: RIB19 i RIB20 ograniczajacych odcinek
o dtugosci 1647 par zasad genu 18S RNA wspolnego
dla catego rodzaju Babesia. W identyfikacji gatunku
postuzono si¢ starterami Canl72F 1 Can626R, swo-
istymi dla B. canis oraz GibS99F i Gib1270R swoisty-
mi dla B. gibsoni. W 12 probkach wynik tancuchowe;j
reakcji polimerazy z zastosowaniem starterow RIB19
1 RIB20 byt dodatni. Dalsze reakcje z zastosowaniem
oligonukleotydow gatunkowo swoistych pozwolity
zakwalifikowaé 5 izolatow (6,3% sposrod 80) do
B. canis 17 (8,8% sposrod 80) do B. gibsoni. Analiza
sekwencji uzyskanych produktéw PCR potwierdzita
przynaleznos$¢ 5 izolatéw do B. canis vogeli 1 7 do
B. gibsoni typu Asia-1.

Z przytoczonych danych pi§miennictwa wylania sig
obraz pierwotniakéw rodzaju Babesia izolowanych od
psow, jako grupy pasozytow niezwykle zroznicowa-
nej pod wzgledem struktury genetycznej. Analiza ich
DNA pozwala wykaza¢ nowe szczepy pierwotniakow,
ktore jeszcze nie maja okreslonej przynaleznosci tak-
sonomlcznej Co wigcej, metody te pozwalaja stwier-
dzi¢ u pséw pasozyty, ktore do niedawna nie byty zali-
czane do czynnikow etiologicznych babeszjozy u tego
gatunku, co moze z kolei §wiadczy¢ o przetamywaniu
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przez nie bariery gatunkowej. Powstajace nowe wa-
rianty pierwotniakow Babesia spp. moga cechowac si¢
wigksza zjadliwos$cia oraz nizsza wrazliwos$cia na leki
stosowane w terapii piroplazmozy.
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