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Babeszjoza (piroplazmoza) jest ciê¿k¹ chorob¹
psów, przebiegaj¹c¹ z objawami anemii hemolitycz-
nej. Wywo³ywana jest przez pierwotniaki Babesia ca-
nis oraz Babesia gibsoni nale¿¹ce do rodziny Babesi-
dae. Czê�ciej wykrywana B. canis ma wielko�æ oko³o
4-5 µm, B. gibsoni jest znacznie mniejsza � 1-2,5 µm
(11). Obecnie w obrêbie gatunku B. canis wyró¿nia
siê trzy podgatunki: B. canis canis, B. canis vogeli oraz
B. canis rossi, których wektorami s¹, odpowiednio,
kleszcze Dermacentor reticulatus, Rhipicephalus
sanguineus i Haemaphysalis leachi (12, 13, 18, 19).
W naszych warunkach klimatycznych babeszjoza psów
wywo³ywana jest przez B. canis canis (1).

Rutynowa diagnostyka babeszjozy na terenach jej
enzootycznego wystêpowania opiera siê na danych
z wywiadu (obecno�æ kleszczy u psa), objawach kli-
nicznych (gor¹czka, anemia, ¿ó³taczka, hemoglobinu-
ria) oraz na potwierdzeniu obecno�ci gruszkowatych
form pierwotniaków w rozmazach krwi zwierz¹t cho-
rych barwionych metodami Giemzy (7, 16), Roma-
nowskiego (10) lub Diff-Quick (17). Coraz czê�ciej
w rozpoznawaniu babeszjozy oraz w ocenie sytuacji
epizootycznej wykorzystywane s¹ metody biologii
molekularnej, a przede wszystkim ³añcuchowa reak-
cja polimerazy i sekwencjonowanie. Reakcja PCR jest
niezwykle czu³a i pozwala na wykazanie obecno�ci
materia³u genetycznego Babesia ju¿ przy parazytemii
wynosz¹cej zaledwie 0,0001% (2), dlatego mo¿e byæ
wykorzystana do wykrywania zaka¿eñ subklinicznych
(15). Dodatkowe okre�lenie sekwencji uzyskanych
amplikonów dostarcza cennych informacji do analizy
epidemiologicznej i taksonomii.

Badania przeprowadzone w ostatniej dekadzie wska-
zuj¹, ¿e B. canis canis i B. canis vogeli s¹ podgatun-
kami najczê�ciej wywo³uj¹cymi babeszjozê u psów
w Europie. Caccio i wsp. (4) poddali badaniom mole-
kularnym 11 izolatów od psów z kliniczn¹ postaci¹ tej
choroby, pochodz¹cych z Chorwacji, W³och, Francji
i Polski. Analizowano fragment DNA o szacunkowej
wielko�ci 1700 p.z., uzyskany za pomoc¹ amplifikacji
na matrycy ma³ej podjednostki rybosomalnej ss RNA.
Na podstawie sekwencjonowania uzyskanych ampli-
konów stwierdzono wystêpowanie dwu rodzajów frag-
mentów ss rRNA, o wielko�ci 1714 i 1713 p.z. Anali-
zy fragmentów o d³ugo�ci 1714 p.z. uzyskanych od
psów z terenów Chorwacji, W³och i Polski wykazy-
wa³y 99,5% homologiê sekwencji nukleotydów, z czê�-
ciow¹ sekwencj¹ B. canis canis (AJ009795) o d³ugo�-
ci 364 p.z. Drobne ró¿nice wynika³y z delecji nukleo-
tydu w pozycji 434 i insercji nukleotydu w pozycji 453
ss rRNA. Krótszy fragment o d³ugo�ci 1713 p.z. po-
chodzi³ od psa z Francji i wykazywa³ du¿e podobieñ-
stwo (98,6%) z czê�ciow¹ sekwencj¹ B. canis vogeli
(AJ009796) o d³ugo�ci 363 p.z., ró¿ni¹c siê od niej
4 substytucjami nukleotydowymi w pozycjach: 488,
599, 632 i 789, i jedn¹ insercj¹ w pozycji 776 ss rRNA.
Sekwencje nukleotydowe genów ma³ej podjednostki
rRNA B. canis canis i B. canis vogeli s¹ identyczne
w 98%. Ró¿nice spowodowane s¹ 27 substytucjami
oraz siedmioma insercjami/delecjami. Podobieñstwo
sekwencji ss rRNA omawianych podgatunków z sek-
wencjami ss rRNA B. canis rossi by³o zdecydowanie
mniejsze i wynosi³o 95,7% dla B. canis canis i 95,3%
dla B. canis vogeli (4).
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Na terenie Wêgier dominuj¹cym przedstawicielem
rodziny Babesidae u psów jest tak¿e B. canis canis
(11). W badaniach, którymi objêto 45 osobników
z objawami piroplazmozy, materia³ genetyczny pier-
wotniaków w reakcji PCR z u¿yciem starterów PIRO-
-A1, PIRO-B wykazano w 39 próbkach. Wyrywkowa
analiza sekwencji piêciu produktów amplifikacji i ich
porównanie z czê�ciow¹ sekwencj¹ genu 18S RNA
B. canis canis wzorcowego izolatu AY072926 wyka-
za³a wysokie podobieñstwo rzêdu 99,8-100%.

Duh i wsp. (9) analizowali produkty amplifikacji
genu ss RNA o d³ugo�ci 407 par zasad uzyskanych od
14 chorych psów ze S³owenii. W 11 przypadkach cho-
roba spowodowana by³a pierwotniakami B. canis ca-
nis, za� w 3 B. canis vogeli. O ile sekwencje wszyst-
kich trzech izolatów B. canis vogeli wykazywa³y 100%
homologii z izolatem francuskim AY072925, to sek-
wencje kilku izolatów s³oweñskiej B. canis canis ró¿-
ni³y siê w jednej lub kilku pozycjach od chorwackiego
izolatu AY072926. Na tej podstawie w obrêbie tego
podgatunku wyró¿niono trzy grupy. W pierwszej zna-
laz³y siê trzy izolaty wykazuj¹ce 100% podobieñstwo
z AY072926, w drugiej dwa izolaty wykazuj¹ce po-
dobieñstwo z izolatem chorwackim rzêdu 99,7%, za�
zaobserwowan¹ zmian¹ by³a tranzycja G®A w pozy-
cji 184, trzeci¹ grupê stanowi³o 6 izolatów z podwój-
n¹ tranzycj¹ G®A i A®G w pozycjach 184 i 185 wy-
kazuj¹cych 99,5% homologii z AY072926.

Na Lubelszczy�nie dominuj¹cym podgatunkiem
pierwotniaków Babesia jest B. canis canis. W bada-
niach w³asnych (1) wysekwencjonowano produkty
amplifikacji genu 18S RNA 60 z 76 rozpoznanych
przypadków babeszjozy. Analiza tych sekwencji po-
zwoli³a na wyodrêbnienie dwóch grup restrykcyjnych:
A i B. Kryterium zaszeregowania do okre�lonej grupy
by³o istnienie lub brak miejsca ciêcia dla enzymu re-
strykcyjnego HincII.

5� ...G T Py ¯ Pu A C... 3�
3� ...C A Pu ­ Py T G... 5�
Decydowa³o o nim u³o¿enie nukleotydów w pozy-

cjach 150 i 151. Wszystkie izolaty grupy A z guanin¹
w pozycji 150 i adenin¹ w pozycji 151 posiada³y w tym
miejscu sze�cionukleotydow¹ sekwencjê rozpoznawa-
n¹ przez HincII, natomiast w izolatach grupy B z ade-
nin¹ w pozycji 150 i guanin¹ w pozycji 151 sekwen-
cja ta nie wystêpowa³a. Obecno�æ miejsca restrykcyj-
nego dla enzymu HincII zosta³o potwierdzone do-
�wiadczalnie. Pod wp³ywem trawienia tym enzymem
produkty PCR grupy A o d³ugo�ci 559 p.z. rozpada³y
siê na dwa mniejsze fragmenty o d³ugo�ci 150 p.z.
i 409 p.z., natomiast amplikony grupy B trawieniu nie
ulega³y. Zestawienie uzyskanych sekwencji nukleoty-
dów izolatów uzyskanych w badaniach w³asnych przy
pomocy programu DNA Star MegAligne pozwoli³o
ustaliæ stopieñ ich wzajemnej homologii w przedziale
98,9-100,0%. Dalsze porównanie w³asnych sekwen-
cji z sekwencjami dostêpnymi w bazie danych Gen-
Bank pozwoli³o zakwalifikowaæ pierwotniaki wy-

stêpuj¹ce na terenie Lubelszczyzny do podgatunku
B. canis canis, którego wektorem s¹ kleszcze Derma-
centor reticulatus. Nie wykazano natomiast obec-
no�ci pozosta³ych dwóch podgatunków, a mianowicie
B. canis vogeli oraz B. canis rossi.

Badania wykonane na terenie Hiszpanii, Portugalii
i Francji równie¿ wskazuj¹ na B. canis canis i B. canis
vogeli jako g³ówne czynniki etiologiczne babeszjozy
psów, wykazuj¹c, odpowiednio, 100% podobieñstwo
do izolatu chorwackiego oraz 99% podobieñstwo
do izolatu francuskiego. Niemniej jednak badania nad
babeszjoz¹ przeprowadzone przez Criado-Fornelio (8)
wykaza³y we krwi jednego spo�ród 10 chorych na tê
chorobê psów DNA B. equi. Obecno�æ kwasu nuklei-
nowego tego pierwotniaka stwierdzono równie¿ u 12
zdrowych zwierz¹t. Analiza sekwencji amplifikowa-
nego odcinka DNA tego paso¿yta o d³ugo�ci 410 p.z.
wykaza³a 99% podobieñstwo z sekwencj¹ B. equi do-
stêpn¹ w banku genów. Jest to pierwsze doniesienie
dotycz¹ce zara¿enia psów przez B. equi. Trudno oce-
niaæ obecnie, jakie to ma znaczenie dla patologii cho-
roby u psów, jest to niew¹tpliwie jeszcze jeden dowód
na poparcie powszechnie uznawanego pogl¹du, ¿e
czynniki zaka�ne i inwazyjne przenoszone przez sta-
wonogi stosunkowo ³atwo pokonuj¹ barierê gatunko-
w¹. Natomiast fakt ten wskazuje na konieczno�æ szer-
szego wykorzystania technik biologii molekularnej
w badaniach epidemiologicznych, bowiem w rutyno-
wym postêpowaniu diagnostycznym trudno jest odró¿-
niæ morfologicznie w obrazie mikroskopowym B. equi
od B. gibsoni (4, 20).

O nowych wariantach pierwotniaków Babesia izo-
lowanych od psów donosz¹ Birkenheuer (3) oraz
Zahler (20). Pierwszy z autorów opisuje przypadek
7-letniej suki rasy labrador, u której stwierdzono zara-
¿enie na tle Babesia. Badaniem PCR z u¿yciem dwóch
par starterów uzyskano 2 produkty o d³ugo�ci 332 p.z.
oraz 1666 p.z. genu 18S rRNA. Ich sekwencje umiesz-
czone pod numerem AY618928 nie przypomina³y ¿ad-
nej z sekwencji Babesia canis dostêpnych w banku
genów. Analiza porównawcza wykaza³a najwiêksze
podobieñstwo pomiêdzy wykrytym patogenem a pier-
wotniakami B. bigemina (93,9%) oraz B. caballi
(93,5%). Podobieñstwo sekwencji z drobnoustrojami
B. canis vogeli, B. canis canis oraz B. canis rossi by³o
rzêdu 91,2-91,6%. Analiza filogenetyczna pozwoli³a
na umieszczenie nowo wykrytych organizmów Babe-
sia w obszarze Babesia spp. sensu stricto; utworzy³y
one now¹ monofiletyczn¹ grupê po³o¿on¹ w bliskim
s¹siedztwie B. bigemina. Z kolei Zahler (20) opisuje
przypadek psa pochodz¹cego z Niemiec, zg³oszonego
do kliniki weterynaryjnej z objawami apatii, gor¹czki
oraz anemii. Z wywiadu wynika³o, ¿e pies przebywa³
przez pewien czas przed wyst¹pieniem objawów cho-
robowych w Hiszpanii. Badanie rozmazu krwi wy-
kaza³o obecno�æ ma³ych, owalnych cia³ek wielko�ci
1-2 µm zlokalizowanych we wnêtrzu erytrocytów. Izo-
lacja DNA paso¿yta z pe³nej krwi, a nastêpnie jego
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amplifikacja z udzia³em pary starterów RIB 19 i RIB
20 pozwoli³y na uzyskanie produktu PCR o wielko�ci
oko³o 1700 p.z. Sekwencja tego produktu by³a podob-
na do sekwencji 18S RNA Babesia gibsoni 1 i B. gib-
soni 2 w zakresie 89,5%, natomiast do B. canis na
poziomie 88,6%. Najwiêksze podobieñstwo wykaza-
no z B. microti (96,7%). Sekwencje obu pierwotnia-
ków ró¿ni³y siê w 7 miejscach insercjami/delecjami
i 49 substytucjami. Filogenetycznie, nowo zidenty-
fikowany gatunek Babesia zosta³ umiejscowiony na
odrêbnej ga³êzi dendrogramu w bliskim s¹siedztwie
z B. microti. Mimo, zdawa³oby siê, du¿ego stopnia po-
krewieñstwa miêdzy tymi paso¿ytami nie zaklasyfi-
kowano ich do jednego gatunku. Podobne ró¿nice wy-
stêpuj¹ pomiêdzy B. divergens a B. odocoilei (97,6%),
B. gibsoni i B. odocoilei (96,4%), B. gibsoni i B. di-
vergens (95,6%) oraz B. microti i B. rhodaini (95%)
i w ka¿dym z tych przypadków poszczególny gatunek
opisywany jest jako odrêbny takson. Prace kolejnych
badaczy wykonywane z wykorzystaniem metod bio-
logii molekularnej potwierdzaj¹ wyniki badañ Zahler
(20) dotycz¹ce wystêpowania w pó³nocno-zachodniej
Hiszpanii pierwotniaków morfologicznie podobnych
do B. gibsoni, których sekwencje DNA wykazuj¹ 100%
podobieñstwo z Theileria annae i 99% z B. microti
oraz B. microti � Japan. Drobnoustroje te wywo³uj¹
u psów chorobê z objawami podobnymi do zaka¿eñ
B. canis oraz B. gibsoni i okre�la siê je jako Babesia
microti-like (5, 6).

Najczê�ciej izolowanymi pierwotniakami z rodzaju
Babesia w Japonii s¹ B. canis vogeli i B. gibsoni (14).
Dane te s¹ oparte na wynikach badañ przesiewowych
wykonanych na 80 psach z Okinawy. DNA wyekstra-
howane z pe³nej krwi amplifikowano z u¿yciem pary
starterów: RIB19 i RIB20 ograniczaj¹cych odcinek
o d³ugo�ci 1647 par zasad genu 18S RNA wspólnego
dla ca³ego rodzaju Babesia. W identyfikacji gatunku
pos³u¿ono siê starterami Can172F i Can626R, swo-
istymi dla B. canis oraz Gib599F i Gib1270R swoisty-
mi dla B. gibsoni. W 12 próbkach wynik ³añcuchowej
reakcji polimerazy z zastosowaniem starterów RIB19
i RIB20 by³ dodatni. Dalsze reakcje z zastosowaniem
oligonukleotydów gatunkowo swoistych pozwoli³y
zakwalifikowaæ 5 izolatów (6,3% spo�ród 80) do
B. canis i 7 (8,8% spo�ród 80) do B. gibsoni. Analiza
sekwencji uzyskanych produktów PCR potwierdzi³a
przynale¿no�æ 5 izolatów do B. canis vogeli i 7 do
B. gibsoni typu Asia-1.

Z przytoczonych danych pi�miennictwa wy³ania siê
obraz pierwotniaków rodzaju Babesia izolowanych od
psów, jako grupy paso¿ytów niezwykle zró¿nicowa-
nej pod wzglêdem struktury genetycznej. Analiza ich
DNA pozwala wykazaæ nowe szczepy pierwotniaków,
które jeszcze nie maj¹ okre�lonej przynale¿no�ci tak-
sonomicznej. Co wiêcej, metody te pozwalaj¹ stwier-
dziæ u psów paso¿yty, które do niedawna nie by³y zali-
czane do czynników etiologicznych babeszjozy u tego
gatunku, co mo¿e z kolei �wiadczyæ o prze³amywaniu

przez nie bariery gatunkowej. Powstaj¹ce nowe wa-
rianty pierwotniaków Babesia spp. mog¹ cechowaæ siê
wiêksz¹ zjadliwo�ci¹ oraz ni¿sz¹ wra¿liwo�ci¹ na leki
stosowane w terapii piroplazmozy.
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