
Wstęp

Kleszcze są przenosicielami wielu czynni−
ków chorobotwórczych, zarówno bakterii, wi−

rusów, riketsji jak i pierwotniaków. Choroby
wywoływane przez te patogeny stanowią po−
ważny problem zdrowia publicznego, spośród
których najlepiej poznane i najczęściej rozpo−
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ABSTRACT. This article presents the current state of our knowledge on babesiosis (piroplasmosis), one of the dan−
gerous, invasive disease of humans and animals, transmitted by ticks. It is included among emerging diseases because
its spread and significance have increased in recent years. This sickness is caused by intraerythrocytic parasites belong−
ing to the Babesia species and it is a well−known zoonosis occurring in animals; as a human disease it was unknown
almost till the first half of the last century. The intensified migration of human population and human interference in a
forest biotope caused that number of recognized cases has grown considerably in recent years. Piroplasmosis in dogs is
widely spread all over the world and it is caused by several Babesia species. The principal etiological factor of babesio−
sis in dogs is B. canis, which turned out to be a collective species represented by three subspecies for which the vectors
are three different species of ticks. Their geographical extent indicates the endemic areas for this often fatal disease.
A technique, the most often applied in the detection of Babesia is a full blood smear stained with Giemsa or Wright
method. However, the estimation of the specimen depends to a large extent on the experience of the diagnostician. The
immunological and serological methods are characterized with a high specificity and sensitivity but there are patients
in which the false negative results have been obtained. Therefore, the traditional methods have been complemented or
even ousted by the molecular methods, in which polymerase chain reaction (PCR) brings the biggest profits. However,
the standardization of this technique still remains under elaboration. The usefulness of the PCR protocol has been test−
ed with different molecular destinations from which sequences of genes encoding rRNA for small ribosomal subunit are
taken into consideration. Within ribosome, the evolutionally conservative areas can be distinguished, i.e. having the
nucleotide sequences similar to the majority or all Babesia species and to others closely related to them. Such con−
struction of gene enables designing of starters complementary to conservative sites to PCR, detecting a large group of
related organisms. Another molecular marker allowing on the accurate identification of Babesia is gene encoding the ß−
tubuline protein. There are two introns within this gene, from which the first one shows a big variability with regard to
the length as well as to the nucleotide sequence, therefore, the PCR products show a diverse length depending on the
Babesia species. But these differences are too small for some species and, confirming methods that extend time of diag−
nostics are essential. The other genes which sequences can be used as molecular aim to the detection of DNA and
Babesia species diversification are genes encoding the Heat Shock Proteins HSP 70. However, the gene hsp 70 shows
a big conservatism of the nucleotide sequence even between the non related organisms; therefore, this method, based
on the amplification of whole genome or its fragments, applies mainly in analysis of molecular phylogenetic.
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znawane są: kleszczowe zapalenie mózgu
(kzm) i borelioza, zwana chorobą z Lyme. Z do−
niesień w literaturze światowej wiadomo, że za−
każeniom krętkami Borrelia burgdorferi, wy−
wołującymi boreliozę często towarzyszą koin−
fekcje, m. in. Babesia i Anaplasma.

Babeszjoza jest groźną chorobą inwazyjną
ludzi i zwierząt. Najprawdopodobniej pierw−
szym opisanym przypadkiem epidemii wywoła−
nej przez rodzaj Babesia był pomór bydła opi−
sany w Biblijnej Księdze Wyjścia (patrz: Ho−
mer i wsp. [1]). W 1888 r. Victor Babes opisał
wewnątrzkrwinkowe mikroorganizmy, które
sklasyfikował jako bakterie, odpowiedzialne za
śmierć 50 tys. sztuk bydła w Rumunii (patrz:
Pershing [2]). W 1893 r. Smith i Kilborne [3]
opisali czynnik gorączki teksańskiej bydła,
który zaliczono do pierwotniaków, nadając mu
rangę rodzaju i nazwę Babesia (patrz: Homer
i wsp. [1], Boustani i Gelfand [4]). Pierwszy
udokumentowany przypadek ludzkiej babeszjo−
zy, wykryty u jugosłowiańskiego rolnika po
splenektomii, miał miejsce w 1957 r. Jest wiel−
ce prawdopodobne, że ten pierwszy przypadek
choroby spowodowany był przez B. divergens,
która odpowiada za większość zachorowań na
babeszjozę w Europie [1, 4, 5]. W Ameryce
Północnej pierwszy przypadek babeszjozy, wy−
wołany przez B. microti opisano w roku 1969
[6]. 

Obecnie rodzaj Babesia liczy około 110 ga−
tunków patogennych dla szerokiego spektrum
kręgowców, w tym i człowieka. Nieformalnie
pierwotniaki Babesia dzieli się na podstawie
wielkości trofozoitu na małe, wielkości 1–2,5
µm oraz duże, wielkości 3–5 µm. Ten podział
jest zgodny z klasyfikacją filogenetyczną opar−
tą na porównywaniu sekwencji genów dla ma−
łej podjednostki rybosomu pierwotniaków Ba−
besia, która zalicza małe i duże trofozoity Ba−
besia do dwóch różnych grup. 

Czynniki etiologiczne babeszjozy ludzi
i psów

Czynnikiem etiologicznym ludzkiej babe−
szjozy są zasadniczo dwa gatunki: B. microti

i B. divergens. Pierwszy z nich, pasożyt gryzo−
ni zaliczany do małych Babesia (około 2 µm),
występuje głównie w Ameryce Północnej i jest
odpowiedzialny za większość przypadków cho−
robowych. W Europie natomiast głównym
czynnikiem etiologicznym jest B. divergens,
pasożyt bydła. Jednakże badania ostatnich lat
wskazują na obecność gatunku B. microti także
w Europie. W Polsce badania dotyczą głównie
rezerwuaru B. microti, ale podejmowane są też
próby oszacowania występowania obu gatun−
ków u kleszczy Ixodes ricinus. Pokazują one, że
u tych roztoczy obecne są zarówno pierwotnia−
ki B. divergens jak i B. microti i oba gatunki sta−
nowią potencjalne zagrożenie dla zdrowia ludzi
[7, 8]. Szczególnie obecność tego drugiego ga−
tunku zaprzecza sztucznemu podziałowi wystę−
powania gatunków chorobotwórczych dla czło−
wieka w Europie i Ameryce Płn. 

Pomimo stwierdzenia obecności B. microti
w Europie, nie ma dotychczas wystarczających
dowodów na to, że jakikolwiek przypadek ludz−
kiej babeszjozy był spowodowany przez euro−
pejski szczep tego gatunku pasożyta [9]. Tłu−
maczy się to faktem, że głównym wektorem te−
go patogenu są kleszcze I. trianguliceps, żerują−
ce na gryzoniach [1]. Badania Waltera i Webera
[10] wskazują jednak, że przynajmniej kilka
szczepów B. microti może być przenoszonych
przez I. ricinus. Zostało to ostatnio potwierdzo−
ne w czasie eksperymentalnej transmisji pato−
genów (szczep HK) z gerbili do larw i nimf I.
ricinus, w której DNA pierwotniaków było wy−
krywane techniką PCR u przeobrażonych nimf
i osobników dorosłych. Niektóre zarażone nim−
fy przystawiono do niezarażonych gerbili i po−
zwalano im pasożytować; pierwotniaki u zwie−
rząt wykrywano w rozmazach krwi obwodowej
od 12 do 17 dni od infestacji. Interesujące jest,
że amerykański szczep G1 znacznie różniący
się od szczepu HK w erytrocytach gerbili, oka−
zał się transmisyjny dla I. ricinus przy wielo−
krotnym pasażowaniu. Jest więc wielce praw−
dopodobne, że pozostałe europejskie szczepy B.
microti mogą także zarażać I. ricinus a B. mi−
croti może potencjalnie powodować zoonozy
w wielu miejscach Europy. 
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W 2006 roku Casati i wsp. [11] poddali ba−
daniom na obecność Babesia izolaty DNA
z 1159 osobników I. ricinus zebranych z czte−
rech obszarów leśnych w Szwajcarii. Uzyskali
sekwencje fragmentów genu kodującego
18S rRNA dla małej podjednostki rybosomu,
które zidentyfikowali jako charakterystyczne
dla trzech gatunków patogennych dla człowie−
ka: B. microti, B. divergens i Babesia sp. EU1. 

W naszych wcześniejszych badaniach,
pierwszych w Polsce, stosując PCR wykazali−
śmy obecność obu gatunków Babesia w kle−
szczach Ixodes ricinus, zebranych w północnej
Polsce [7, 8, 12, 13]. Zastosowaliśmy sekwen−
cje starterów skonstruowane w USA przez Per−
singa [2] oraz Persinga i wsp. [14], komplemen−
tarne do genu kodującego rRNA dla małej pod−
jednostki rybosomu (SS−rDNA). W naszych
późniejszych badaniach nad występowaniem
DNA B. microti i B. divergens w kleszczach I.
ricinus zastosowaliśmy startery zaproponowa−
ne przez Caccio i wsp. [15] amplifikujące frag−
ment genu kodującego β−tubulinę. Stosując
PCR−RFLP uzyskaliśmy produkty charaktery−
styczne również dla obu gatunków [16]. Ponie−
waż coraz częściej w piśmiennictwie pojawiają
się wątpliwości co do gatunków występujących
w USA i w Europie, zsekwencjonowaliśmy gen
kodujący 18S rRNA z izolatów pochodzących
z tych samych kleszczy. Uzyskaliśmy z 26 prób
sekwencje podobne do siebie i wysoce homolo−
giczne do zdeponowanych w banku genów jako
należące do B. divergens, a z dwu prób — jako
B. microti występujące w Europie, Azji i Ame−
ryce Północnej [17]. Konstrukcja drzew i anali−
za filogenetyczna przeprowadzona na bazie
uzyskanych sekwencji genu 18S rRNA wykaza−
ły, że sekwencje zidentyfikowane jako B. diver−
gens i B. microti z polskich kleszczy tworzą
wspólny klad z europejskimi, a nie amerykań−
skimi sekwencjami pobranymi z Banku Genów. 

Co więcej, ostatnio prowadzone badania
prób biologicznych pochodzących od chorych
na boreliozę, sugerują, że może dochodzić do
koinfekcji B. burgdorferi z B. microti [18], nie
tylko u kleszczy I. ricinus (co wykazały m. in.
nasze badania [12, 13] oraz prowadzone
w Szwajcarii [11] i inne), ale także u ludzi. 

Piroplazmoza u psów, zaliczana do nowo po−
jawiających się chorób (tzw. emerging disea−
ses), jest szeroko rozpowszechniona na świecie
i jest wywoływana przez kilka gatunków babe−
szji. Od kilku lat wiadomo, że czynnikiem etio−
logicznym babeszjozy u psów może być gatu−
nek zbliżony do B. microti, określany jako B.
microti−like [19]. Jednak głównym czynnikiem
etiologicznym babeszjozy u psów jest B. canis,
gatunek zbiorczy, reprezentowany przez 3 pod−
gatunki — B. canis canis, B. canis rossi i B. ca−
nis vogeli, dla których wektorami są kleszcze
spoza rodzaju Ixodes: Dermacentor reticulatus
dla B. canis canis, Heamophilus leachi dla B.
canis rossi i Rhipicephalus sanguineus dla B.
canis vogeli. B. canis stwierdzono na terenie
Europy Płd., Ameryki Płn., Afryki i Azji (Oki−
nawa). Patogenny jest też gatunek B. gibsoni,
stwierdzony u psów na terenie Afryki, Azji,
Ameryki, Australii [20] i Europy (tylko jako za−
wleczenie), nierzadko występujący wspólnie
z B. canis [21]. Badania izolatów DNA z krwi
psów prowadzone w Hiszpanii [22] wykazały,
że spośród Piroplasmida obecne były: B. canis
vogeli, B. canis canis, B. equi oraz Theileria an−
nae. 

Cykl rozwojowy Babesia

Do zarażenia kręgowca dochodzi w czasie
ssania krwi przez zarażonego pierwotniakami
kleszcza. Pajęczaki te przy pobieraniu krwi
wprowadzają do tkanek i krwi żywiciela ślinę,
w której znajdują się inwazyjne dla kręgowca
sporozoity. Długi okres przytwierdzenia kle−
szcza do żywiciela zwiększa ryzyko transmisji
patogenu. Pierwotniaki Babesia w odróżnieniu
od rodzaju Theileria, nie przechodzą stadium
preerytrocytarnego i bezpośrednio atakują czer−
wone krwinki. Sporozoity poprzez proces inwa−
ginacji tworzą wakuolę, której błona następnie
powoli zanika i pasożyt uwalniany jest do wnę−
trza erytrocytu. Tam odbywa się schizogonia
z powstawaniem schizontów−merozoitów. Me−
rozoity wydostają się z erytrocytu rozrywając
jego błonę i atakują kolejne czerwone krwinki.
Niektóre z merozoitów mogą stać się potencjal−
nymi gametocytami. Nie dzielą się wtedy, lecz
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zwiększają swe rozmiary. Takie gametocyty
z krwią chorego zwierzęcia muszą być zassane
przez kleszcza. Dalszy rozwój następuje w jego
jelicie. Z gametocytów w wyniku sporogonii
powstają gamety, które zlewając się tworzą zy−
gotę wnikającą do nabłonka jelita. Następnie
rozpoczyna się wędrówka pasożytów do ślinia−
nek. W komórkach ślinianek następuje wytwo−
rzenie wielojądrowych sporoblastów, które od−
pączkowują tworząc wrzecionowate, inwazyjne
sporozoity. Powstają jedynie wtedy, gdy
kleszcz zaczyna ponownie żerować. Szacuje
się, że z jednego sporoblastu tworzy się około
5–10 tysięcy sporozoitów. 

Kleszcze są jedynym wektorem pierwotnia−
ków z rodzaju Babesia. Na terenie Polski naj−
częściej spotykanym i najważniejszym z punk−
tu widzenia epidemiologicznego gatunkiem jest
kleszcz pospolity Ixodes ricinus. Badania pro−
wadzone od kilku lat w Katedrze Genetyki US,
jak i dane literaturowe potwierdzają, że każde
ze stadiów rozwojowych I. ricinus, to jest lar−
wy, nimfy oraz imago, może być wektorem B.
divergens, a przez to stanowić potencjalne za−
grożenie dla ludności mającej kontakt z tymi
roztoczami [7, 8]. Nasze badania wykazały
współistnienie DNA B. microti, Anaplasma
phagocytophilum oraz Borrelia burgdorferi
sensu lato w pojedynczych osobnikach I. rici−
nus [13]. W Polsce zarażenie spowodowane
przez B. divergens wśród przeżuwaczy nie zo−
stało opisane. Wstępne badania molekularne
przeprowadzone w województwie zachodnio−
pomorskim pozwalają przypuszczać, że rezer−
wuarem w środowisku naturalnym mogą być
sarny i jelenie [23]. 

Babeszjoza — występowanie i obraz 
kliniczny 

Większość przypadków chorobowych jest
ściśle związana z okresami największej aktyw−
ności kleszczy, która w Polsce wykazuje dwa
szczyty: wiosenno−letni (od maja do czerwca)
i letnio−jesienny (od sierpnia do września),
gdyż wtedy występuje podwyższone ryzyko po−
kłucia przez żerujące kleszcze, a tym samym
większe ryzyko transmisji patogenów.

Po okresie inkubacji pasożytów, wynoszą−
cym od 1 do 6 tygodni od pokłucia przez kle−
szcza lub od 6 do 9 tygodni po transmisji pier−
wotniaków przez transfuzję krwi, pojawiają się
pierwsze niespecyficzne objawy, takie jak bóle
głowy, bóle mięśni, podwyższona temperatura
ciała, dreszcze i ogólne wyczerpanie. Mogą im
także towarzyszyć nudności, utrata masy ciała,
obfite pocenie się. Badania kliniczne wykazują
powiększenie wątroby i śledziony, znaczne ob−
niżenie hematokrytu, podwyższenie poziomu
enzymów wątrobowych oraz hemoglobinurię
[1, 6, 24]. Wielu pacjentów wykazuje także po−
wikłania ze strony układu moczowego oraz
mięśnia sercowego. 

Koinfekcja Babesia z innymi patogenami
przenoszonymi przez kleszcze, tj. Borrelia
burgdorferi lub Anaplasma, może zaburzać pre−
cyzyjne diagnozowanie choroby z Lyme lub
anaplazmozy, przez co wpływa na błędne lub
niedostateczne leczenie tych zoonoz. W konse−
kwencji może prowadzić do wydłużenia się
okresu rekonwalescencji lub, w niektórych
przypadkach, do zaostrzenia objawów chorobo−
wych [25].

Babeszjozę obserwuje się częściej u ludzi
starszych, po sześćdziesiątym roku życia,
u osób po splenektomii, pacjentów z niedobora−
mi immunologicznymi (HIV). Większość przy−
padków babeszjozy pozostaje jednak utajona
i niediagnozowana, szczególnie u ludzi z prawi−
dłowo funkcjonującym układem odporności.
Stanowią oni potencjalne zagrożenie jako daw−
cy krwi. W USA opisano dotychczas 40 przy−
padków babeszjozy transfuzyjnej, gdzie bezo−
bjawowy nosiciel był dawcą [24, 26]. Bardzo
niska parazytemia może utrzymywać się u ta−
kich osób nawet do 10 miesięcy [24].

Najwięcej zdiagnozowanych przypadków
ludzkiej babeszjozy odnotowano w USA. Tylko
w stanie Nowy York w okresie od 1982 do 1991
roku na babeszjozę zachorowało 136 osób [27].
Co roku diagnozuje się tam kilkadziesiąt no−
wych przypadków zachorowań. W Europie od−
notowano dotychczas 29 infekcji spowodowa−
nych głównie przez B. divergens. Sądzi się, że
skala problemu jest zdecydowanie większa,
a choroba jest diagnozowana tylko w bardzo
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małym stopniu. Większość przypadków euro−
pejskich odnotowano we Francji [10], na Wy−
spach Brytyjskich [6], a także w Hiszpanii,
Szwecji, Szwajcarii, Belgii, byłej Jugosławii
i innych [1, 5].

Objawami babeszjozy psów są: wygasająca
gorączka, utrata apetytu, apatia, hemoglobinu−
ria, bilirubinuria, proteinuria, polichromazja,
postępująca anemia hemolityczna, znacząca
spleno− i hepatomegalia, żółtaczka, czasami
wymioty i śmierć. B. canis rossi wywołuje ba−
beszjozę ciężką, często śmiertelną mimo stoso−
wanego leczenia, B. canis vogelii łagodną, czę−
sto bezobjawową, zaś B. canis canis babeszjozę
o nasileniu pośrednim między tymi dwoma. 

Zarażenia psów piroplazmami Babesia
stwierdza się na całym świecie [28, 29]. Brown
i wsp. [20] badali izolaty krwi 215 psów austra−
lijskich, u 69 (32%) wykryli DNA Anaplasma
platys, u 22 (10%) — DNA B. canis vogeli,
a u 24 (11%) DNA obu patogenów. W Polsce
zarażenia psów powodowane przez pierwotnia−
ki B. canis odnotowuje się od lat 60. ubiegłego
wieku [30]. Babeszjoza u psów występuje
głównie na obszarach Polski Północno−Wscho−
dniej ze szczególnym wskazaniem na Wyżynę
Lubelską, co ma bezpośredni związek z wystę−
powaniem kompetentnego żywiciela ostatecz−
nego i jednocześnie wektora dla B. canis — kle−
szcza łąkowego Dermacentor reticulatus. Jego
brak na terenach północno−zachodnich zapobie−
ga rozprzestrzenianiu B. canis w tej części Pol−
ski. Rocznie odnotowuje się kilkaset przypad−
ków babeszjozy u psów na terenach endemicz−
nych Polski Wschodniej. Według danych litera−
turowych w latach 1995–1997 na Lubelszczy−
źnie stwierdzono około 300–400 zachorowań,
w Warszawie w okresie od 1992 do 2002 roku
zanotowano 430 przypadków, a tylko w roku
1997 w tym mieście babeszjoza stała się przy−
czyną zgonów ok. 50 psów [31, 32].

Diagnostyka

Najbardziej pospolitą techniką diagnostycz−
ną babeszjozy jest wykonanie rozmazu z pełnej
krwi, barwionego metodą Giemsy lub Wrighta.
Pod mikroskopem obserwuje się w erytrocytach

formy gruszkowate, pierścieniowate, amebo−
wate i owalne pasożyta. Ocena i analiza prepa−
ratu zależy od doświadczenia obserwatora.
Czasami przy niskiej parazytemii zarażone
krwinki mogą pozostać niezauważone. Na pod−
stawie morfologii nie można także rozpoznać
gatunku Babesia, mogą one być także mylone
z gatunkami Plasmodium.

Inokulacja krwi chorego zwierzętom labora−
toryjnym jest metodą czasochłonną, gdyż do
wystąpienia pierwszych objawów upływa oko−
ło 10 dni. Zwiększa się poziom parazytemii,
przez co wykonane rozmazy krwi mogą pomóc
w rozpoznaniu patogenu. Metody immunolo−
giczne i serologiczne cechują się dużą czułością
i specyficznością. Test IFA jest jednym z naj−
częściej stosowanych metod w diagnostyce ba−
beszjozy, a wykorzystuje się tu wiązanie prze−
ciwciał obecnych w surowicy chorego z antyge−
nem znakowanym fluorosceiną. Test ten jest
dobrym narzędziem w monitorowaniu zaraże−
nia i w chronicznych postaciach choroby [33,
34]. Niekiedy przeciwciała wykrywane są po
kilku latach od wyleczenia pacjenta. Jednakże
czasami przy szybkiej diagnozie, we wczesnym
stadium choroby, gdy surowica pobrana jest
przed wytworzeniem przeciwciał, można otrzy−
mać wynik fałszywie ujemny. Pacjenci po sple−
nektomii czy chorzy na AIDS mogą mieć bar−
dzo niski, wręcz niewykrywalny poziom prze−
ciwciał. Schaarschmidt i wsp. [29] wykazali, że
u siedmiu psów z klinicznymi objawami cięż−
kiej babeszjozy tylko dwa miały specyficzne
przeciwciała oraz tylko u dwóch wykryli trofo−
zoity babeszji w rozmazach krwi, natomiast
wszystkie były PCR dodatnie. Te i wiele innych
badań pokazują, że jest pilnie potrzebna inna
metoda diagnostyczna [30]. 

Diagnostyka molekularna; dobór markera
genetycznego do PCR i czułość tej techniki

Jednym z najczęściej stosowanych narzędzi
molekularnych w detekcji pierwotniaków Ba−
besia jest technika PCR oraz PCR−RFLP. W tej
technice bardzo ważny jest dobór odpowiednie−
go markera genetycznego do wykrywania DNA
pierwotniaków Babesia. W odróżnieniu od
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większości patogenów przenoszonych przez
kleszcze, jak np. od B. burgdorferi, genom Ba−
besia jest poznany tylko fragmentarycznie.
Spośród znanych markerów genetycznych sto−
sowanych w wykrywaniu tych pierwotniaków,
ale też wielu innych, najczęściej stosowane są
fragmenty genów kodujących rRNA dla małej
podjednostki rybosomów, gdyż są one w geno−
mie każdego organizmu eukariotycznego.
W genomie Babesia prawdopodobnie znajdują
trzy zestawy genów kodujących rybosomalny
RNA w następującej kolejności: 18S−ITS1−
5,8S−ITS2−28S. Gen 18S rDNA (18S rDNA, ssu
rDNA) kodujący rRNA dla małej podjednostki
rybosomu jest jednym z najczęściej wykorzy−
stywanych celów molekularnych w badaniach
diagnostycznych i epidemiologicznych pier−
wotniaków z rodzaju Babesia. Wielkość tego
genu u różnych gatunków jest różna i zawiera
się w granicach od 1720 do 1770 pz. W jego
obrębie można wyróżnić obszary konserwatyw−
ne ewolucyjnie, tj. o sekwencji nukleotydów
identycznej u większości lub wszystkich gatun−
ków Babesia, a także blisko spokrewnionych
z nimi gatunków. Taka budowa genu umożliwia
projektowanie komplementarnych starterów do
miejsc konserwatywnych do PCR wykrywają−
cego DNA dużej grupy pokrewnych organi−
zmów. Dopiero przeprowadzenie trawienia en−
zymem restrykcyjnym tak uzyskanego produk−
tu PCR umożliwia różnicowanie gatunków Ba−
besia. 

Inną możliwością w kierunku różnicowania
gatunkowego jest metoda gniazdowa PCR (ne−
sted PCR), gdyż w obrębie genu kodującego
18S rRNA występują miejsca wykazujące
zmienność. W genie tym u Babesia, tak jak
u innych Eukaryota, występuje 8 rejonów
zmiennych numerowanych od V1 do V5 i od
V7 do V 9 (brak jest regionu V6, który wystę−
puje u Prokaryota). Największym i najbardziej
zmiennym regionem jest fragment genu V4, za−
wierający obszar wielkości 300 pz. Zaprojekto−
wanie starterów komplementarnych do unikato−
wych sekwencji tego genu pozwala na amplifi−
kację produktów charakterystycznych dla wy−
branych gatunków Babesia lub też nawet szcze−

pów w obrębie danego gatunku. Ponadto zse−
kwencjonowanie w całości tego genu z rejona−
mi flankującymi silnie zakonserwowanymi
ewolucyjnie oraz zmiennym wnętrzem pozwala
na porównanie z istniejącymi już sekwencjami
w Banku Genów i dokładne określenie gatunku
[35, 36]. 

W Australii gatunek B. canis jest rozpozna−
wany od wielu lat, a obecnie rozpoznaje się tak−
że drugi gatunek należący do małych babeszji
[37]. Amplifikacja i sekwencjonowanie frag−
mentu genu kodującego 18S ss rRNA na bazie
izolatów DNA uzyskanych z Rhipicephalus
sanguineus umożliwiło wykrycie i scharaktery−
zowanie małych i dużych babeszji psich po raz
pierwszy w tym kraju. Izolaty uzyskane z połu−
dniowej Australii były homologiczne w 99%
z B. canis vogeli, uznanym wcześniej jako pod−
gatunek B. canis endemiczny dla tego kraju. Se−
kwencjonowanie amplikonów z PCR wykazało
ich identyczność w stosunku do B. gibsoni, ga−
tunku wcześniej nieznanego w Australii. Zasto−
sowane startery oraz profil temperaturowo−cza−
sowy do PCR okazały się specyficzne i wysoce
czułe, mianowicie wykrywające DNA babeszji
przy parazytemii rzędu 0,0000027%.

W badaniach mających na celu aplikację
PCR jako metody do diagnostyki babeszjozy
Aktas i wsp. [38] zastosowali parę starterów
komplemantarnych do sekwencji genu kodują−
cego ss rRNA B. ovis, izolowanego z krwi
owiec i kóz we wschodniej Turcji. Otrzymali
produkt charakterystyczny tylko dla tego gatun−
ku. W celu oceny czułości PCR zastosowali kil−
ka rozcieńczeń prób DNA, od 10(−1) do 10(−9).
Stwierdzili czułość tej procedury przy stężeniu
10(−5) odpowiadającej 0,00001% parazytemii.
Ponadto równolegle przeprowadzono obserwa−
cje rozmazów krwi, jednak w obrazie mikro−
skopowym pierwotniaki znaleziono tylko
w czterech, podczas gdy techniką PCR wykryto
DNA B. ovis w 21 izolatch. Autorzy konkludu−
ją, że test PCR może w znacznym stopniu uła−
twić diagnostykę babeszjozy, w sytuacji gdy
czynnik zakaźny nie jest ewidentny, lub gdy te−
sty serologiczne są fałszywie ujemne. 

Birkenheuer i wsp. [39] w celu usprawnienia
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diagnostyki molekularnej przeprowadzili apli−
kację półgniazdowej PCR (semi−nested PCR)
do wykrywania i różnicowania DNA B. gibsoni
(genotyp azjatycki), B. canis vogeli, B. canis
canis, i B. canis rossi w próbkach krwi psów
w USA. Zaprojektowali pary starterów do am−
plifikacji odcinka składającego się z około 340
pz z genu kodującego 18S rRNA u B. gibsoni
(genotyp azjatycki), B. canis vogeli, B. canis
rossi, i B. canis canis, a które nie powielały
DNA ssaka. Autorzy podkreślają, że w diagno−
styce babeszjozy bardzo istotne jest określenie
gatunku, podgatunku a nawet genotypu, który
wywołał babeszjozę u psa, gdyż u każdego mi−
kroorganizmu wirulencja, prognozy, a także od−
powiedź na leki przeciw babeszji mogą być róż−
ne. 

Ano i wsp. [28] testowali czułość procedury
gniazdowego PCR przeprowadzanej na bazie
fragmentów genu kodującego 18S rRNA
u psów zarażonych eksperymentalnie oraz
u tych, które infekcję nabyły w sposób natural−
ny. Stwierdzili, że wizualizacja produktu po
pierwszym cyklu PCR jest bardzo słaba u obu
grup, a dopiero po powtórzeniu PCR prążek
w żelu agarozowym jest wyraźny. Autorzy
sprawdzali czułość opisanej procedury poprzez
stosowanie różnych rozcieńczeń prób krwi
i stwierdzili, że wynik jest dodatni przy parazy−
temi rzędu 0,0001%.

Do różnicowania gatunków piroplazm wy−
stępujących u psów zostały również wykorzy−
stane w analizie polimorfizmu długości frag−
mentów restrykcyjnych DNA−RFLP (Restric−
tion Fragments Lenth Polymorphism) sekwen−
cje genu 18S rDNA [37]. Zastosowany enzym
do cięcia produktu z gniazdowego PCR pozwa−
lał na odróżnienie Theileria annae, T. equi, B.
conradae, B. gibsoni, Babesia sp. (Coco) oraz
każdego z podgatunków B. canis. Zastosowana
technika PCR−RFLP potencjalnie pozwala na
odróżnienie również i innych gatunków niż te
występujące u psów. Autorzy przeprowadzili
test na czułość omawianej procedury PCR−
RFLP i stwierdzili, że jest wysoka, gdyż jest on
możliwy do zastosowania przy parazytemii rzę−
du 2,7x10(−7)% lub inaczej — gdy wielkość

matrycy DNA jest nie mniejsza niż 1,2 czą−
steczki gdy DNA jest izolowany z pełnej krwi
pobieranej na EDTA. Ponadto aplikacja filtrują−
cego papieru do prób krwi znacznie poprawia
wykrywanie piroplazm, a opisana procedura
może, wg autorów, posłużyć do standaryzacji
rutynowego screeningu piroplazm u psów. 

Criado−Fornelio i wsp. [22] wykorzystali se−
kwencje genu kodującego 18S rRNA dla małej
podjednostki rybosomu uzyskane z izolatów
DNA z krwi psów z południa Europy (Hiszpa−
nia) do analizy filogenetycznej. Całkowite se−
kwencje tego genu od B. ovis i B. bovis okaza−
ły się homologiczne w stosunku do zamieszczo−
nych wcześniej w Banku Genów tylko w około
95%. Drzewo skonstruowane na bazie sekwen−
cji własnych i 44 pobranych z banku podzieliło
piroplazmidy na pięć kladów. W jednym kla−
dzie znalazł się gatunek B. microti z B. rodhai−
ni, B. felis, B. leo, i T. annae (proponowana na−
zwa dla tej grupy, bez znaczenia taksonomicz−
nego: Archaeopiroplasmids), w drugim —
Theileria−like z zachodnich stanów Ameryki
Północnej (proponowana nazwa: Prototheileri−
da), w trzecim — grupa Theileria, składająca
się z wszystkich gatunków Theileria występują−
cych u Bovinae (proponowana nazwa: Theileri−
da), w czwartym — B. canis i B. gibsoni od
psów razem z B. divergens i B. odocoilei (pro−
ponowana nazwa: Babesida), w piątym — B.
caballi, B. bigemina, B. ovis, B. bovis i Babesia
sp. izolowane od krowy (proponowana nazwa:
Ungulibabesida). Wartości bootstrap uzyskane
z różnych zastosowanych analitycznych proce−
dur do nowej dychotomii Babesiidae były bar−
dzo wysokie, zatem wiarygodność uzyskanego
drzewa również wysoka. 

Innym markerem molekularnym pozwalają−
cym na dokładną identyfikację gatunkową Ba−
besia jest gen kodujący białko ß−tubulinę (skła−
dnik mikrotubul). Również ten gen występuje
powszechnie w komórkach wszystkich organi−
zmów. Badania wykazały, że u tego rodzaju gen
ß−tubuliny kodowany jest przez ok. 1350 pz, za−
wierając informację o białku wielkości ok. 440
aminokwasów. W obrębie genu znajdują się
dwa introny, z których pierwszy wykazuje dużą
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zmienność zarówno pod względem długości,
jak i sekwencji nukleotydowej [15, 40]. Metoda
wykorzystująca gen β−tubuliny opiera się na
swoistej amplifikacji jego fragmentu przy uży−
ciu zdegenerowanych starterów komplementar−
nych do miejsc konserwatywnych genu. Pro−
dukty PCR wykazują zróżnicowaną długość
w zależności od gatunku Babesia (od 310 pz
u B. microti do 460 pz u B. caballi), ze wzglę−
du na obecność intronu różniącego się długo−
ścią [15]. Identyfikacja gatunków może odby−
wać się poprzez bezpośrednią analizę długości
amplikonów po PCR, bądź produktu ze starte−
rami wewnętrznymi (gniazdowy PCR) i wre−
szcie przy użyciu procedury z wykorzystaniem
enzymu restrykcyjnego (RFLP). Procedura
RFLP z użyciem enzymu restrykcyjnego po−
zwala na uzyskanie wzoru prążkowego charak−
terystycznego tylko dla jednego gatunku Babe−
sia [15].

Innym genem, którego sekwencje mogą po−
służyć jako cel molekularny do detekcji DNA
i różnicowania gatunków Babesia, są geny ko−
dujące białka szoku termicznego HSP 70 (Heat
Shock Proteins). Białka HSP stanowią grupę
białek ulegających aktywacji i biosyntezie
w czasie różnego rodzaju stresu komórkowego
i występują u wszystkich żywych organizmów
[41– 43]. Ich rola polega na regulacji głównych
funkcji życiowych komórek, min. na kontroli
podziałów komórkowych poprzez łączenie się
w kompleksy z innymi białkami komórkowy−
mi. Głównym polipeptydem z tej rodziny jest
białko HSP70 — najbardziej konserwatywne
i najpowszechniej występujące spośród całej tej
grupy białek. Spośród pierwotniaków z rodzaju
Babesia sekwencję genu kodującego to białko
(o długości około 650 aminokwasów) poznano
dotychczas u kilku gatunków, m.in. u B. micro−
ti, B. bovis, B. rodhaini i B. gibsoni. Długość tej
sekwencji różni się nieznacznie między gatun−
kami i wynosi około 1940 pz. Już wiadomo, że
u B. microti występuje tylko jedna kopia genu
hsp70, podczas gdy gatunki należące do np.
Plasmodium posiadają co najmniej 5–6 kopii
[43]. Gen hsp70 wykazuje duży konserwatyzm
sekwencji nukleotydowej nawet pomiędzy nie−

spokrewnionymi ze sobą organizmami, stąd
metoda oparta na amplifikacji całego genu lub
jego fragmentów znajduje zastosowanie głów−
nie do analiz w filogenezie molekularnej. 

Yamasaki i wsp. [44] sklonowali i zsekwen−
cjonowali gen kodujący białko szoku termicz−
nego 70 (hsp70) u B. gibsoni, B. canis canis, B.
canis vogeli, i B. canis rossi z DNA izolowane−
go od zarażonych psów w Japonii. Przeprowa−
dzona analiza filogenetyczna na bazie uzyska−
nych sekwencji oraz pobranych z bazy danych
charakterystycznych dla różnych gatunków Ba−
besia i Theileria wykazała, że wszystkie izolaty
babeszji uzyskane od psów tworzyły jeden kla−
ster oraz, że gatunki należące do tych dwóch ro−
dzajów powinno się dzielić na trzy grupy. Jed−
na powinna zawierać wszystkie psie izolaty
oraz B. divergens, B. odocoilei, B. bovis, B. ca−
balli, B. ovis; druga Theileria annulata, T.
orientalis i T. cervi, trzecia grupa — B. microti
i B. rodhaini. Autorzy konkludują, że analiza fi−
logenetyczna na bazie sekwencji genu hsp70
jest bardzo użyteczna do klasyfikacji gatunków
Babesia i Theileria oraz, że uzyskane sekwen−
cje genu hsp70 wymienionych gatunków babe−
szji izolowanych od psów są wysoce homolo−
giczne, co wskazuje na ich wspólne pochodze−
nie. 
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