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Od piroplazmozy do babeszjozy — problemy w klasyfikacji
pierwotniakow z rodzaju Babesia u psow

From piroplasmosis to babesiosis — problems with
classification of Babesia protozoa isolated from dogs
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ABSTRACT. Babesia and Theileria are the tick-borne parasites belonging to the order Piroplasmida. Both of them
cause a severe disease with symptoms of hemolytic anemia. The main etiological factors of canine piroplasmosis are
protozoa Babesia. There are two species of this pathogen infective for dogs: Babesia canis and Babesia gibsoni. Based
on the results of molecular biology techniques it is possible to distinguish them as well as many subspecies or strains.
It is known since quite some time that there are substantial differences in vector specificity, cross-immunity and
pathogenicity between isolates of this species. Also the results of molecular analysis of these protozoa indicate that their
genetic structure is diversified. On the basis of analysis of Babesia DNA sequences, the new variants of protozoa in
dogs were detected. It is possible that, these new variants of Babesia are characterized by high virulence for dogs and

resistance to drugs used in babesiosis therapy.
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Babeszjoza jest transmisyjng chorobg przenoszo-
ng przez kleszcze. Jej czynnikiem etiologicznym sg
wewnatrzerytrocytarne pierwotniaki nalezace do ro-
dzaju Babesia, rodziny Babesidae, rzgdu Piropla-
smida, typu Apicomplexa [1]. Obok Babesia, w ob-
rebie rzgdu Piroplasmida, wyrdznia si¢ takze rodzaj
Theileria, ktérego przedstawiciele wywotywa¢ mo-
g3 chorobe podobng w przebiegu do babeszjozy [2].

Obie jednostki znane sg niemalze od dwéch stu-
leci. Poczatkowo okreslano je mianem goraczki tek-
saniskiej, ktorej pierwsze opisy pochodza z roku
1814 [3]. W 1868 roku choroby te zdziesigtkowaly
pogtowie bydta w USA w stanach Illinois i Indiana.
Ich rozwdj byt nastepstwem sprowadzenia na te ob-
szary pozornie zdrowego, zarazonego pierwotniaka-
mi bydta z Teksasu, ktére stanowito Zrédto zarazka.
Nastepstwem rozprzestrzenienia infekcji byt upadek
15 000 sztuk zwierzat [4]. Zachorowania kréw o po-
dobnym przebiegu do goraczki teksariskiej notowa-
no takze w innych regionach swiata, przy czym ich

przyczyna pozostawata nieznana do roku 1888, kie-
dy to Victor Babes wykazat w erytrocytach chorych
osobnikéw obecnos¢ gruszkowatych twordw, ktére
poczatkowo uznawano za bakterie, i okreslano mia-
nem Hematococcus bovis [3].

Kolejnym krokiem w ustaleniu etologii choroby
byly badania Smitha i Kilborne’a. W erytrocytach
chorych zwierzat naukowcy ci wykryli podobne,
lecz nieco wigksze od opisanych przez Babesa paso-
zyty, ktére nazwali Pyrosoma bigeminum. Badacze
ci wykazali ponadto zwigzek pomigdzy infestacjg
kleszczy u bydta a rozwojem choroby, a wyniki po-
twierdzajace role kleszczy Boophilus annulatus
w szerzeniu infekcji, Smith i Kilborne opublikowa-
li po raz pierwszy w 1983 roku [3,4]. Wiedza odno-
Snie sposobu szerzenia si¢ choroby pozwolita
na rozpoczgcie realizacji w USA w roku 1906 rza-
dowego programu walki z kleszczami, ktéry w roku
1943 zakoriczyt si¢ niemal pelnym powodzeniem.
Babeszjoze/teileriozg wyeliminowano w szesnastu



112

t. Adaszek i wsp.

stanach Ameryki Péinocnej, w ktérych wczesniej
stanowily one powazny problem ekonomiczny [2].

Nazwa ,,piroplazmoza” zwigzana jest z morfolo-
gig pierwotniakéw, ktére po podziatach komoérki za-
chodzacych w obrgbie erytrocytow, przyjmujg
ksztalt gruszkowaty (ang. pear shaped). Stara na-
zwa Piroplasma jest ciggle w uzyciu, a mianem pi-
roplazmozy okresla si¢ zaréwno babeszjoze, jak
i teilerioz¢. Od innych choréb pierwotniaczych
o podobnym przebiegu babeszjoze i teilerioz¢ odré-
Znia to, Ze oba pasozyty trawig catkowicie hemoglo-
bing (wyjatkiem sg gatunki 7. velifera, T. separata
i T. buffeli), skutkiem czego nie powodujg zmiany
zabarwienia zarazonych komoérek, jak ma to miejsce
w przypadku infekcji przedstawicielami rodzajow
Plasmodium 1 Haemoproteus [5].

Cecha réznicujacg pierwotniaki Babesia od The-
ileria jest nieco odmienne zachowanie si¢ obu paso-
zytbw w organizmie zywiciela. Pierwszy z nich
od razu po wniknigciu do organizmu zwierzat lub
cztowieka atakuje krwinki czerwone, natomiast spo-
rozoity Theileria w pierwszym etapie inwazji wni-
kaja w obreb limfocytéw lub makrofagéw gdzie
przechodzg schizogoni¢. Dopiero merozoity wnika-
ja do erytrocytéw, w obre¢bie ktérych ulegajg dal-
szym podzialom. Wykazanie schizogonii poza obre-
bem erytrocytow jest wigc cechg, na podstawie kto-
rej mozna odréznié przedstawicieli Babesia od The-
ileria [5,6].

Wsréd pierwotniakow Babesia izolowanych
od pséw wyréznia si¢ dwie grupy. Pierwsza obej-
muje tzw. duze piroplazmy (large Babesia), do kt6-
rych nalezy Babesia canis, wielkosci okoto 4-5 pm,
drugg z kolei stanowig male pierwotniaki Babesia
gibsoni o wymiarach okoto 1-2 um [7]. Oba gatun-
ki r6znig si¢ morfologig komorki, zasiegiem wyste-
powania, zjadliwoscia, a takze przenoszone sg przez
inne wektory. Male piroplazmy Babesia gibsoni
wystepuja w Azji, szczegdlnie na terenach Japonii,
Sri Lanki, Malezji oraz w Indiach, a takze w pdtnoc-
nej i zachodniej Afryce, Australii, na wschodzie
i zachodzie Stanéw Zjednoczonych oraz sporadycz-
nie w potudniowej Europie. Pasozyty te majq ksztait
owalny i1 przenoszone sg gtéwnie przez kleszcze
Haemaphysalis bispinosa oraz Rhipicephalus san-
guineus. Wywoluja one ostrg chorob¢ w przebiegu
ktérej rozwija si¢ anemia hemolityczna, lub tez sg
przyczyng infekcji o przebiegu subklinicznym [8].
W obrebie gatunku wyrdznia si¢ liczne szczepy pa-
sozytow, ktorych réznicowanie mozliwe jest dzigki
zastosowaniu metod biologii molekularnej. Opis
identyfikacji jednego z takich szczepdéw izolowa-

nych od psa przedstawita Zahler i wsp. [9]. Ampli-
fikacje fragmentu DNA pasozyta o dlugosci
1700 pz dokonywano przy uzyciu starteréw RIB 19
i RIB 20. Analiza sekwencji uzyskanego produktu
PCR i poréwnanie jej z sekwencjami 18S RNA
B. gibsoni 1 i B. gibsoni 2 wykazala podobieiistwo
w 89,5%, natomiast z B. canis 88,6%. Sposrod
wszystkich gatunkéw Babesia spp. izolowanych ta-
kze od innych gospodarzy, najwicksze podobieii-
stwo wykrytego pasozyta wykazano z B. microti
(96,7%). Poréwnanie krétszych odcinkéw regionu
18S RNA o ditugosci 550 pz wykazato podobien-
stwo pomiedzy wykazanym pasozytem a B. gibsoni
1 i B. gibsoni 2 oraz B. canis rzedu 89,6 i 89,4%
oraz 89%, za$ najwi¢gksza homologia (96,9%) wy-
stapita z B. microti. Filogenetycznie, nowo zidenty-
fikowany gatunek Babesia przedstawiono w postaci
odrebnej galezi drzewa umiejscowionej w bliskim
sasiedztwie B. microti. Mimo pozornie duzego stop-
nia pokrewiefistwa mig¢dzy tymi pasozytami nie za-
klasyfikowano ich do jednego gatunku. Podobne ré-
znice wystepuja pomiedzy B. divergens a B. odoco-
ilei (97,6%), B. gibsoni i B. odocoilei (96,4%),
B. gibsoni i B. divergens (95,6%) oraz B. microti
i B. rhodaini (95,0%) i w kazdym z tych przypad-
kéw poszczegblny gatunek opisywany jest jako od-
rebny takson [10]. Prace kolejnych badaczy wyko-
nywane z wykorzystaniem metod biologii moleku-
larnej potwierdzajg doniesienia Zahler dotyczace
wystgpowania u pséw pierwotniakéw morfologicz-
nie podobnych do B. gibsoni, ktérych sekwencje
DNA wykazujg 100% podobienistwo z Theileria an-
nae 199% z B. microti oraz B. microti-Japan. Drob-
noustroje te wywotujg u pséw chorobg¢ z objawami
podobnymi do zakazen B. canis oraz B. gibsoni
i okresla si¢ je jako Babesia microti-like [11,12].
W obrebie B. canis wyrdézni¢ mozna obecnos¢
trzech podgatunkéw: B. canis vogeli, B. canis canis
oraz B. canis rossi. Wprowadzona przez Reicheno-
va w 1935 roku wspdlna nazwa dla duzych gatun-
kéw babeszji — Babesia major — nigdy nie weszia
powszechnie do uzycia. Poszczegdlne podgatunki
B. canis charakteryzuje r6zna zjadliwos¢, brak reak-
cji krzyzowych w testach serologicznych oraz trans-
misja przy udziale odmiennych wektoréw [5,7].
Babesia canis vogeli wystepuje w Afryce, Azji,
na terenach obu Ameryk, w péinocnej i srodkowej
Europie oraz w Australii. Pasozyt ten przenoszony
jest przez kleszcze Rhipicephalus sanguineus
i prawdopodobnie przez Hyalomma plumbeum.
Wywoluje on chorob¢ o fagodnym przebiegu. Pier-
wotniaki Babesia canis canis stwierdza si¢ w Euro-
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Fot. 1. Produkty amplifikacji fragmentu genu 18S RNA B. canis canis (o wielkosci 559 pz) po trawieniu enzymem
HinclIl. (M) marker masowy=100 bp; (1) kontrola pozytywna; (2) kontrola negatywna; (3,4,5) izolaty grupy A; (6,7,8)

izolaty grupy B.

Phot. 1. PCR amplification of a partial sequence of B. canis canis 18S RNA gene (product size: 559 bp) from Polish
dog samples digested with Hincll restriction enzyme. (M) molecular weight marker=100 bp; (1) positive control; (2)
negative control; (3,4,5) isolates of group A; (6,7,8) isolates of group B.

pie i na pewnych obszarach Azji. Przenoszone sg
one przez kleszcze Dermacentor reticulatus i wy-
wotuja ciezka chorobg z zaburzeniami wielonarza-
dowymi. Trzeci z podgatunkéw, B. canis rossi, wy-
stepuje w potudniowej Afryce i charakteryzuje si¢
znaczng zjadliwoscig [8]. Pasozyt ten przenoszony
jest przez Haemaphysalis leachi. Jak podaje Uilen-
berg [5] przebycie choroby powodowanej przez
B. canis canis, nie chroni przed zarazeniem B. canis
rossi, podobnie jak przechorowanie B. canis vogeli
nie zabezpiecza przed zarazeniem pasozytami B. ca-
nis canis oraz B. canis rossi. Tylko przechorowanie
infekcji B. canis rossi, powoduje u pséw rozwdj
czesciowej odpornosci na zarazenie B. canis canis.
Nie tylko biologia, lecz takze struktura molekular-
na tych trzech podgatunkéw B. canis jest odmienna.
Giéwnym kryterium podziatu B. canis na podgatun-
ki byty wyniki analizy polimorfizmu fragmentéw
restrykcyjnych po trawieniu produktéw amplifikacji
genu 18S RNA enzymem Sau961 [13]. Jednakze jak
si¢ wydaje, nie jest to koniec probleméw zwigza-
nych z taksonomig duzych piroplazm izolowanych
od pséw. Jak wskazujg badania wtasne, prowadzone
na klinicznych izolatach Babesia canis canis uzy-
skanych od pséw z terenéw wschodniej Polski, pod-

gatunek ten moze by¢ dalej réznicowany. Amplifi-
kacja fragmentu konserwatywnego genu 18S RNA
pierwotniakéw, z uzyciem starteréw GF2 i GR2,
a nastepnie analiza sekwencji amplikonéw uzyska-
nych w reakcji PCR, pozwolita stwierdzi¢ obecnos¢
w obrebie podgatunku dwoéch grup okreslonych
przez autoréw jako A i B. Kryterium zaszeregowa-
nia do okreslonej grupy byto istnienie lub brak miej-
sca cigcia dla enzymu restrykcyjnego Hincll:
5..GTPyJPuAC..3"
3’..CAPuTPyTG..5"

Decydowalo o nim utozenie nukleotydéw w po-
zycjach 150 1 151. Wszystkie izolaty grupy A (EU-
622792) z guaning w pozycji 150 i adening w pozy-
cji 151 mialty w tym miejscu szescionukleotydowa
sekwencje¢ rozpoznawang przez Hincll, natomiast
w izolatach grupy B (EU622793) z adening w pozy-
cji 150 1 guaning w pozycji 151 sekwencja ta nie
wystepowata. Obecnos¢ miejsca restrykcyjnego dla
enzymu Hincll zostato potwierdzone doswiadczal-
nie. Pod wptywem trawienia tym enzymem produk-
ty PCR grupy A o dlugosci 559 pz rozpadaly sie
na dwa mniejsze fragmenty o dlugosci 150 pz
1 409 pz, natomiast amplikony grupy B trawieniu
nie ulegaty (Fot. 1). Zestawienie uzyskanych se-
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Rys. 2. Analiza krzywej topnienia amplikonéw B. canis canis uzyskanych w reakcji Real-Time PCR. Temperatura
topnienia przedstawicieli grupy A wynosita 78°C, zas przedstawicieli grupy B 81°C.

Fig. 2. The analysis of the B. canis canis amplicon melting curve obtained in the Real-Time PCR reaction. The
melting temperature (Tm) of the obtained products was 78°C for the representatives of group A and 81°C for the

representatives of group B.

kwencji nukleotydéw izolatéw uzyskanych w bada-
niach wilasnych za pomocg programu DNA Star
MegAligne pozwolilo ustali¢ stopieri ich wzajemne;j
homologii w przedziale 98,9-100,0%. Okazatlo sig¢,
ze sekwencje wszystkich izolatéw europejskich do-
stepne w bazie danych GenBank mozna zaszerego-
waé do jednej z dwdéch grup restrykcyjnych wyka-
zanych w badaniach witasnych [14]. Temperatura
topnienia (Tm) produktéw reakcji Real-Time HRM
PCR SYBR greene przedstawicieli grupy A wyno-
sita 78°C, natomiast przedstawicieli grupy B 81°C
co jest dodatkowym potwierdzeniem polimorfizmu
pierwotniakéw (Rys. 2) [15]. Jednoczesnie stwier-
dzono pewnego stopnia korelacj¢ pomigdzy prze-
biegiem choroby u pséw, a budowg molekularng
pierwotniakéw jg wywotujgcych. U zwierzat zara-
zonych izolatami grupy A stwierdzono silniejsza
trombocytopeni¢ oraz intensywniejszy krwiomocz
anizeli u pséw zarazonych izolatami grupy B [16].
Podobne zréznicowanie wsréd pierwotniakéw Ba-
besia canis canis wykazal Uilenberg [17], ktory
réwniez podzielit te pasozyty na dwie grupy A i B.
Obecnie trwajg prace nad okresleniem profilu grupy
biatek Bc28 przedstawicieli obu grup. W toku dys-
kusji prowadzonych razem z kolegami z Holandii
oraz Francji pojawily si¢ gltosy wskazujace na ko-
niecznos$¢ uporzadkowania nomenklatury pierwot-
niakéw Babesia canis canis. Postuluje si¢, aby wy-
kazane przez autoréw szczepy okresli¢ mianem
18S-A 1 18S-B, podczas gdy szczepy o odmiennym
profilu biatka Bc28 okresla¢ mianem B. canis
28kD-A i B. canis 28kD-B [18].

O nowych wariantach pierwotniakéw Babesia

izolowanych od pséw donosi Birkenheuer i wsp.
[19]. Autorzy opisali przypadek 7-letniej suki rasy
labrador z potwierdzong babeszjozg. Badaniem PCR
z uzyciem dwoch par starteréw uzyskano 2 produk-
ty o dtugosci 332 pz oraz 1666 pz genu 18S rRNA.
Ich sekwencje umieszczone w bazie danych NCIB
GenBank pod numerem AY 618928 nie przypomina-
ty zadnej z sekwencji Babesia canis dostgpnych
w banku genéw. Analiza poréwnawcza wykazata
najwicksze podobieristwo pomig¢dzy wykrytym pato-
genem a pierwotniakami B. bigemina (93,9%) oraz
B. caballi (93,5%). Podobiefistwo sekwencji z pier-
wotniakami B. canis vogeli, B. canis canis oraz
B. canis rossi byto rzgdu 91,2-91,6%. Analiza filo-
genetyczna pozwolila na umieszczenie nowo wykry-
tych organizméw Babesia w obszarze Babesia spp.
sensu stricto. Utworzyly one nowg monofiletyczna
grupe potozong w bliskim sgsiedztwie B. bigemina.

Z przytoczonych danych piSmiennictwa wylania
si¢ obraz pierwotniakéw Babesia izolowanych
od pséw, jako grupy niezwykle zrdéznicowanej
pod wzgledem struktury genetycznej. Analiza ich
DNA pozwala wykazaé nowe szczepy, ktére jak do-
tad nie majg okreslonej przynaleznosci taksono-
micznej. Co wigcej, metody te pozwalajg stwierdzié
u pséw pasozyty, ktére jeszcze do niedawna nie by-
ty zaliczane do czynnikéw etiologicznych babeszjo-
zy u tego gatunku, co moze z kolei Swiadczyé
o przetamywaniu przez nie bariery gatunkowej. Po-
wstajagce nowe warianty pierwotniakéw Babesia
moga si¢ cechowaé wigkszg zjadliwoscig oraz ni-
7573 wrazliwoscig na leki stosowane w terapii piro-
plazmozy.
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