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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 §3-
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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Wstep rusow, riketsji jak 1 pierwotniakéw. Choroby
wywotywane przez te patogeny stanowig po-
Kleszcze sg przenosicielami wielu czynni-  wazny problem zdrowia publicznego, sposrod

kéw chorobotworczych, zarowno bakterii, wi-  ktorych najlepiej poznane 1 najcze¢sciej rozpo-
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znawane s3: kleszczowe zapalenie mdzgu
(kzm) 1 borelioza, zwana chorobg z Lyme. Z do-
niesien w literaturze Swiatowej wiadomo, ze za-
kazeniom kretkami Borrelia burgdorferi, wy-
wotujacymi boreliozg czgsto towarzyszg koin-
fekcje, m. in. Babesia 1 Anaplasma.

Babeszjoza jest groZng chorobg inwazyjng
ludzi i zwierzat. Najprawdopodobniej pierw-
szym opisanym przypadkiem epidemii wywota-
nej przez rodzaj Babesia byt pomér bydtia opi-
sany w Biblijnej Ksiedze Wyjscia (patrz: Ho-
mer 1 wsp. [1]). W 1888 r. Victor Babes opisat
wewnatrzkrwinkowe mikroorganizmy, ktore
sklasyfikowat jako bakterie, odpowiedzialne za
Smier¢ 50 tys. sztuk bydta w Rumunii (patrz:
Pershing [2]). W 1893 r. Smith i Kilborne [3]
opisali czynnik gorgczki teksanskiej bydta,
ktéry zaliczono do pierwotniakéw, nadajac mu
range rodzaju i nazw¢ Babesia (patrz: Homer
i wsp. [1], Boustani i Gelfand [4]). Pierwszy
udokumentowany przypadek ludzkiej babeszjo-
zy, wykryty u jugostowianiskiego rolnika po
splenektomii, miat miejsce w 1957 r. Jest wiel-
ce prawdopodobne, ze ten pierwszy przypadek
choroby spowodowany byt przez B. divergens,
ktéra odpowiada za wigkszos¢ zachorowar na
babeszjoze w Europie [1, 4, 5]. W Ameryce
Péinocnej pierwszy przypadek babeszjozy, wy-
wolany przez B. microti opisano w roku 1969
[6].

Obecnie rodzaj Babesia liczy okoto 110 ga-
tunkéw patogennych dla szerokiego spektrum
kregowcdw, w tym i cztowieka. Nieformalnie
pierwotniaki Babesia dzieli si¢ na podstawie
wielkosci trofozoitu na mate, wielkosci 1-2,5
um oraz duze, wielkosci 3—5 um. Ten podziat
jest zgodny z klasyfikacjg filogenetyczng opar-
ta na poréwnywaniu sekwencji genéw dla ma-
tej podjednostki rybosomu pierwotniakéw Ba-
besia, ktéra zalicza male i duze trofozoity Ba-
besia do dwdéch réznych grup.

Czynniki etiologiczne babeszjozy ludzi
i psow

Czynnikiem etiologicznym ludzkiej babe-
szjozy s3 zasadniczo dwa gatunki: B. microti

i B. divergens. Pierwszy z nich, pasozyt gryzo-
ni zaliczany do matych Babesia (okoto 2 um),
wystepuje gtdwnie w Ameryce Pétnocnej 1 jest
odpowiedzialny za wigkszos¢ przypadkéw cho-
robowych. W Europie natomiast gtéwnym
czynnikiem etiologicznym jest B. divergens,
pasozyt bydta. Jednakze badania ostatnich lat
wskazujg na obecnos¢ gatunku B. microti takze
w Europie. W Polsce badania dotyczg gtéwnie
rezerwuaru B. microti, ale podejmowane sg tez
préby oszacowania wystgpowania obu gatun-
kéw u kleszezy Ixodes ricinus. Pokazujg one, ze
u tych roztoczy obecne sg zaré6wno pierwotnia-
ki B. divergens jak i B. microti i oba gatunki sta-
nowig potencjalne zagrozenie dla zdrowia ludzi
[7, 8]. Szczegdblnie obecnos¢ tego drugiego ga-
tunku zaprzecza sztucznemu podzialowi wyste-
powania gatunkéw chorobotworczych dla czto-
wieka w Europie i Ameryce Pin.

Pomimo stwierdzenia obecnosci B. microti
w Europie, nie ma dotychczas wystarczajacych
dowodow na to, ze jakikolwiek przypadek ludz-
kiej babeszjozy byt spowodowany przez euro-
pejski szczep tego gatunku pasozyta [9]. Thu-
maczy si¢ to faktem, ze gtléwnym wektorem te-
go patogenu sg kleszcze I. trianguliceps, zeruja-
ce na gryzoniach [1]. Badania Waltera i Webera
[10] wskazujg jednak, ze przynajmniej kilka
szczepOw B. microti moze by¢ przenoszonych
przez 1. ricinus. Zostalo to ostatnio potwierdzo-
ne w czasie eksperymentalnej transmisji pato-
genéw (szczep HK) z gerbili do larw i nimf 1.
ricinus, w ktérej DNA pierwotniakéw byto wy-
krywane technikg PCR u przeobrazonych nimf
i osobnikéw dorostych. Niektére zarazone nim-
fy przystawiono do niezarazonych gerbili 1 po-
zwalano im pasozytowac; pierwotniaki u zwie-
rzat wykrywano w rozmazach krwi obwodowe;j
od 12 do 17 dni od infestacji. Interesujace jest,
ze amerykanski szczep Gl znacznie réznigcy
si¢ od szczepu HK w erytrocytach gerbili, oka-
zal si¢ transmisyjny dla I. ricinus przy wielo-
krotnym pasazowaniu. Jest wigc wielce praw-
dopodobne, ze pozostate europejskie szczepy B.
microti mogg takze zarazaé I. ricinus a B. mi-
croti moze potencjalnie powodowac zoonozy
w wielu miejscach Europy.
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W 2006 roku Casati i wsp. [11] poddali ba-
daniom na obecnos¢ Babesia izolaty DNA
z 1159 osobnikéw [. ricinus zebranych z czte-
rech obszaréw lesnych w Szwajcarii. Uzyskali
sekwencje fragmentéw genu kodujgcego
18S rRNA dla matej podjednostki rybosomu,
ktére zidentyfikowali jako charakterystyczne
dla trzech gatunkéw patogennych dla cztowie-
ka: B. microti, B. divergens 1 Babesia sp. EU]1.

W naszych wczesniejszych badaniach,
pierwszych w Polsce, stosujgc PCR wykazali-
Smy obecnos¢ obu gatunkéw Babesia w kle-
szczach Ixodes ricinus, zebranych w pétnocnej
Polsce [7, 8, 12, 13]. ZastosowaliSmy sekwen-
cje starterow skonstruowane w USA przez Per-
singa [2] oraz Persinga i wsp. [14], komplemen-
tarne do genu kodujacego rRNA dla malej pod-
jednostki rybosomu (SS-rDNA). W naszych
péZniejszych badaniach nad wystepowaniem
DNA B. microti 1 B. divergens w kleszczach 1.
ricinus zastosowaliSmy startery zaproponowa-
ne przez Caccio i wsp. [15] amplifikujgce frag-
ment genu kodujacego P—tubuling. Stosujac
PCR-RFLP uzyskaliSmy produkty charaktery-
styczne réwniez dla obu gatunkéw [16]. Ponie-
waz coraz czg¢sciej w piSmiennictwie pojawiajg
si¢ watpliwosci co do gatunkéw wystepujacych
w USA 1 w Europie, zsekwencjonowaliSmy gen
kodujacy 18S rRNA z izolatéw pochodzacych
z tych samych kleszczy. UzyskaliSmy z 26 préb
sekwencje podobne do siebie i1 wysoce homolo-
giczne do zdeponowanych w banku genéw jako
nalezace do B. divergens, a z dwu préob — jako
B. microti wystgpujace w Europie, Azji 1 Ame-
ryce Pétnocnej [17]. Konstrukcja drzew 1 anali-
za filogenetyczna przeprowadzona na bazie
uzyskanych sekwencji genu 18S rRNA wykaza-
ty, ze sekwencje zidentyfikowane jako B. diver-
gens 1 B. microti z polskich kleszczy tworza
wspOlny klad z europejskimi, a nie amerykan-
skimi sekwencjami pobranymi z Banku Gendow.

Co wigcej, ostatnio prowadzone badania
préb biologicznych pochodzacych od chorych
na boreliozg, sugerujg, ze moze dochodzi¢ do
koinfekcji B. burgdorferi z B. microti [18], nie
tylko u kleszczy 1. ricinus (co wykazaty m. in.
nasze badania [12, 13] oraz prowadzone
w Szwajcarii [11] i inne), ale takze u ludzi.

Piroplazmoza u pséw, zaliczana do nowo po-
jawiajacych si¢ chor6b (tzw. emerging disea-
ses), jest szeroko rozpowszechniona na swiecie
1 jest wywotywana przez kilka gatunkéw babe-
szji. Od kilku lat wiadomo, ze czynnikiem etio-
logicznym babeszjozy u pséw moze by¢ gatu-
nek zblizony do B. microti, okreslany jako B.
microti-like [19]. Jednak gtéwnym czynnikiem
etiologicznym babeszjozy u pséw jest B. canis,
gatunek zbiorczy, reprezentowany przez 3 pod-
gatunki — B. canis canis, B. canis rossi i B. ca-
nis vogeli, dla ktérych wektorami sg kleszcze
spoza rodzaju Ixodes: Dermacentor reticulatus
dla B. canis canis, Heamophilus leachi dla B.
canis rossi 1 Rhipicephalus sanguineus dla B.
canis vogeli. B. canis stwierdzono na terenie
Europy Pid., Ameryki Pin., Afryki i Azji (Oki-
nawa). Patogenny jest tez gatunek B. gibsoni,
stwierdzony u pséw na terenie Afryki, Azji,
Ameryki, Australii [20] i Europy (tylko jako za-
wleczenie), nierzadko wystepujacy wspdlnie
z B. canis [21]. Badania izolatéw DNA z krwi
pséw prowadzone w Hiszpanii [22] wykazaty,
ze sposrdd Piroplasmida obecne byly: B. canis
vogeli, B. canis canis, B. equi oraz Theileria an-
nae.

Cykl rozwojowy Babesia

Do zarazenia krggowca dochodzi w czasie
ssania krwi przez zarazonego pierwotniakami
kleszcza. Pajeczaki te przy pobieraniu krwi
wprowadzajg do tkanek i1 krwi zywiciela sline,
w ktérej znajdujg si¢ inwazyjne dla krggowca
sporozoity. Dtugi okres przytwierdzenia kle-
szcza do zywiciela zwieksza ryzyko transmisji
patogenu. Pierwotniaki Babesia w odrdznieniu
od rodzaju Theileria, nie przechodza stadium
preerytrocytarnego i bezposrednio atakujg czer-
wone krwinki. Sporozoity poprzez proces inwa-
ginacji tworzg wakuole, ktérej btona nastgpnie
powoli zanika 1 pasozyt uwalniany jest do wneg-
trza erytrocytu. Tam odbywa si¢ schizogonia
z powstawaniem schizontoéw-merozoitow. Me-
rozoity wydostajg si¢ z erytrocytu rozrywajac
jego btong 1 atakujg kolejne czerwone krwinki.
Niektore z merozoitow mogg stac si¢ potencjal-
nymi gametocytami. Nie dzielg si¢ wtedy, lecz
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zwigkszajg swe rozmiary. Takie gametocyty
z krwig chorego zwierzecia muszg by¢ zassane
przez kleszcza. Dalszy rozw(j nastgpuje w jego
jelicie. Z gametocytéw w wyniku sporogonii
powstajg gamety, ktére zlewajac si¢ tworzg zy-
gote wnikajagcg do nabtonka jelita. Nastepnie
rozpoczyna si¢ wedrowka pasozytéw do Slinia-
nek. W komorkach slinianek nastepuje wytwo-
rzenie wielojagdrowych sporoblastéw, ktére od-
paczkowuja tworzac wrzecionowate, inwazyjne
sporozoity. Powstaja jedynie wtedy, gdy
kleszcz zaczyna ponownie zerowaé. Szacuje
si¢, ze z jednego sporoblastu tworzy si¢ okoto
5-10 tysigcy sporozoitow.

Kleszcze sg jedynym wektorem pierwotnia-
kéw z rodzaju Babesia. Na terenie Polski naj-
czesciej spotykanym i najwazniejszym z punk-
tu widzenia epidemiologicznego gatunkiem jest
kleszcz pospolity Ixodes ricinus. Badania pro-
wadzone od kilku lat w Katedrze Genetyki US,
jak 1 dane literaturowe potwierdzaja, ze kazde
ze stadiow rozwojowych [. ricinus, to jest lar-
wy, nimfy oraz imago, moze by¢ wektorem B.
divergens, a przez to stanowi¢ potencjalne za-
grozenie dla ludnosci majgcej kontakt z tymi
roztoczami [7, 8]. Nasze badania wykazaly
wspolistnienie DNA B. microti, Anaplasma
phagocytophilum oraz Borrelia burgdorferi
sensu lato w pojedynczych osobnikach 1. rici-
nus [13]. W Polsce zarazenie spowodowane
przez B. divergens wsréd przezuwaczy nie zo-
stalo opisane. Wstepne badania molekularne
przeprowadzone w wojewddztwie zachodnio-
pomorskim pozwalajg przypuszczaé, ze rezer-
wuarem w Srodowisku naturalnym mogg by¢
sarny i jelenie [23].

Babeszjoza — wystepowanie i obraz
kliniczny

Wigkszos¢ przypadkéw chorobowych jest
Scisle zwigzana z okresami najwigkszej aktyw-
nosci kleszczy, ktéra w Polsce wykazuje dwa
szczyty: wiosenno-letni (od maja do czerwca)
1 letnio-jesienny (od sierpnia do wrzesnia),
gdyz wtedy wystepuje podwyzszone ryzyko po-
ktucia przez zerujace kleszcze, a tym samym
wigksze ryzyko transmisji patogenow.

Po okresie inkubacji pasozytéw, wynosza-
cym od 1 do 6 tygodni od poktucia przez kle-
szcza lub od 6 do 9 tygodni po transmisji pier-
wotniakéw przez transfuzje krwi, pojawiajg sie
pierwsze niespecyficzne objawy, takie jak bole
glowy, bdle migsni, podwyzszona temperatura
ciata, dreszcze 1 ogélne wyczerpanie. Mogg im
takze towarzyszy¢ nudnosci, utrata masy ciala,
obfite pocenie si¢. Badania kliniczne wykazujg
powiekszenie watroby 1 Sledziony, znaczne ob-
nizenie hematokrytu, podwyzszenie poziomu
enzymOw watrobowych oraz hemoglobinuri¢
[1, 6, 24]. Wielu pacjentéw wykazuje takze po-
wiktania ze strony uktadu moczowego oraz
migsnia sercowego.

Koinfekcja Babesia z innymi patogenami
przenoszonymi przez kleszcze, tj. Borrelia
burgdorferi lub Anaplasma, moze zaburzad pre-
cyzyjne diagnozowanie choroby z Lyme lub
anaplazmozy, przez co wptywa na btgedne lub
niedostateczne leczenie tych zoonoz. W konse-
kwencji moze prowadzi¢ do wydtuzenia si¢
okresu rekonwalescencji lub, w niektérych
przypadkach, do zaostrzenia objaw6w chorobo-
wych [25].

Babeszjoze obserwuje sie czesciej u ludzi
starszych, po szesédziesigtym roku zycia,
u 0s6b po splenektomii, pacjentow z niedobora-
mi immunologicznymi (HIV). Wigkszos¢ przy-
padkéw babeszjozy pozostaje jednak utajona
1 niediagnozowana, szczegdlnie u ludzi z prawi-
diowo funkcjonujagcym uktadem odpornosci.
Stanowig oni potencjalne zagrozenie jako daw-
cy krwi. W USA opisano dotychczas 40 przy-
padkéw babeszjozy transfuzyjnej, gdzie bezo-
bjawowy nosiciel byt dawcg [24, 26]. Bardzo
niska parazytemia moze utrzymywac si¢ u ta-
kich os6b nawet do 10 miesiecy [24].

Najwiecej zdiagnozowanych przypadkéw
ludzkiej babeszjozy odnotowano w USA. Tylko
w stanie Nowy York w okresie od 1982 do 1991
roku na babeszjoz¢ zachorowato 136 oséb [27].
Co roku diagnozuje si¢ tam kilkadziesigt no-
wych przypadkéw zachorowan. W Europie od-
notowano dotychczas 29 infekcji spowodowa-
nych gtéwnie przez B. divergens. Sadzi sig¢, ze
skala problemu jest zdecydowanie wigksza,
a choroba jest diagnozowana tylko w bardzo
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matym stopniu. Wigkszos¢ przypadkéw euro-
pejskich odnotowano we Francji [10], na Wy-
spach Brytyjskich [6], a takze w Hiszpanii,
Szwecji, Szwajcarii, Belgii, bylej Jugostawii
iinnych [1, 5].

Objawami babeszjozy psoéw s3: wygasajaca
gorgczka, utrata apetytu, apatia, hemoglobinu-
ria, bilirubinuria, proteinuria, polichromazja,
postgpujgca anemia hemolityczna, znaczaca
spleno- i hepatomegalia, zéttaczka, czasami
wymioty 1 Smieré. B. canis rossi wywoluje ba-
beszjoze ciezka, czesto Smiertelng mimo stoso-
wanego leczenia, B. canis vogelii tagodna, czg¢-
sto bezobjawowa, zas B. canis canis babeszjoz¢
o nasileniu posrednim mi¢dzy tymi dwoma.

Zarazenia psOw piroplazmami Babesia
stwierdza si¢ na catym Swiecie [28, 29]. Brown
i wsp. [20] badali izolaty krwi 215 pséw austra-
lijskich, u 69 (32%) wykryli DNA Anaplasma
platys, u 22 (10%) — DNA B. canis vogelli,
au 24 (11%) DNA obu patogenéw. W Polsce
zarazenia pséw powodowane przez pierwotnia-
ki B. canis odnotowuje si¢ od lat 60. ubieglego
wieku [30]. Babeszjoza u pséw wystgpuje
gtéwnie na obszarach Polski Pétnocno-Wscho-
dniej ze szczegdlnym wskazaniem na Wyzyne
Lubelskg, co ma bezposredni zwigzek z wyste-
powaniem kompetentnego zywiciela ostatecz-
nego 1 jednoczesnie wektora dla B. canis — kle-
szcza takowego Dermacentor reticulatus. Jego
brak na terenach péinocno-zachodnich zapobie-
ga rozprzestrzenianiu B. canis w tej czesci Pol-
ski. Rocznie odnotowuje si¢ kilkaset przypad-
kéw babeszjozy u psOéw na terenach endemicz-
nych Polski Wschodniej. Wedtug danych litera-
turowych w latach 1995-1997 na Lubelszczy-
7znie stwierdzono okoto 300400 zachorowan,
w Warszawie w okresie od 1992 do 2002 roku
zanotowano 430 przypadkéw, a tylko w roku
1997 w tym miescie babeszjoza stala si¢ przy-
czyng zgonéw ok. 50 pséw [31, 32].

Diagnostyka

Najbardziej pospolitg technikg diagnostycz-
ng babeszjozy jest wykonanie rozmazu z petne;j
krwi, barwionego metodg Giemsy lub Wrighta.
Pod mikroskopem obserwuje si¢ w erytrocytach

formy gruszkowate, pierscieniowate, amebo-
wate i owalne pasozyta. Ocena i analiza prepa-
ratu zalezy od doswiadczenia obserwatora.
Czasami przy niskiej parazytemii zarazone
krwinki mogg pozosta¢ niezauwazone. Na pod-
stawie morfologii nie mozna takze rozpoznad
gatunku Babesia, mogg one by¢ takze mylone
z gatunkami Plasmodium.

Inokulacja krwi chorego zwierzgtom labora-
toryjnym jest metodg czasochtonng, gdyz do
wystgpienia pierwszych objawéw uptywa oko-
to 10 dni. Zwigksza si¢ poziom parazytemii,
przez co wykonane rozmazy krwi mogg pomdc
w rozpoznaniu patogenu. Metody immunolo-
giczne i serologiczne cechujg si¢ duzg czutoscig
i specyficznoscig. Test IFA jest jednym z naj-
czgsciej stosowanych metod w diagnostyce ba-
beszjozy, a wykorzystuje si¢ tu wigzanie prze-
ciwcial obecnych w surowicy chorego z antyge-
nem znakowanym fluorosceing. Test ten jest
dobrym narz¢dziem w monitorowaniu zaraze-
nia i w chronicznych postaciach choroby [33,
34]. Niekiedy przeciwciala wykrywane sg po
kilku latach od wyleczenia pacjenta. Jednakze
czasami przy szybkiej diagnozie, we wczesnym
stadium choroby, gdy surowica pobrana jest
przed wytworzeniem przeciwcial, mozna otrzy-
mac wynik falszywie ujemny. Pacjenci po sple-
nektomii czy chorzy na AIDS mogg mie¢ bar-
dzo niski, wrgcz niewykrywalny poziom prze-
ciwcial. Schaarschmidt i wsp. [29] wykazali, ze
u siedmiu pséw z klinicznymi objawami cigz-
kiej babeszjozy tylko dwa mialy specyficzne
przeciwciala oraz tylko u dwéch wykryli trofo-
zoity babeszji w rozmazach krwi, natomiast
wszystkie bylty PCR dodatnie. Te i wiele innych
badan pokazuja, Ze jest pilnie potrzebna inna
metoda diagnostyczna [30].

Diagnostyka molekularna; dobor markera
genetycznego do PCR i czulos¢ tej techniki

Jednym z najczgsciej stosowanych narzedzi
molekularnych w detekcji pierwotniakéw Ba-
besia jest technika PCR oraz PCR-RFLP. W tej
technice bardzo wazny jest dobér odpowiednie-
go markera genetycznego do wykrywania DNA
pierwotniakow Babesia. W odréznieniu od
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wiekszosci patogendw przenoszonych przez
kleszcze, jak np. od B. burgdorferi, genom Ba-
besia jest poznany tylko fragmentarycznie.
Sposrod znanych markeréw genetycznych sto-
sowanych w wykrywaniu tych pierwotniakéw,
ale tez wielu innych, najczesciej stosowane sg
fragmenty genéw kodujacych rRNA dla malej
podjednostki rybosoméw, gdyz sa one w geno-
mie kazdego organizmu eukariotycznego.
W genomie Babesia prawdopodobnie znajdujg
trzy zestawy genéw kodujacych rybosomalny
RNA w nastgpujacej kolejnosci: 18S-ITS1-
5,8S-ITS2-28S. Gen 18S rDNA (18S rDNA, ssu
rDNA) kodujacy rRNA dla matej podjednostki
rybosomu jest jednym z najczesciej wykorzy-
stywanych celow molekularnych w badaniach
diagnostycznych i epidemiologicznych pier-
wotniakéw z rodzaju Babesia. Wielkos¢ tego
genu u réznych gatunkéw jest rézna i zawiera
si¢ w granicach od 1720 do 1770 pz. W jego
obrebie mozna wyr6zni¢ obszary konserwatyw-
ne ewolucyjnie, tj. o sekwencji nukleotydéw
identycznej u wiekszosci lub wszystkich gatun-
kéw Babesia, a takze blisko spokrewnionych
z nimi gatunkéw. Taka budowa genu umozliwia
projektowanie komplementarnych starteréw do
miejsc konserwatywnych do PCR wykrywaja-
cego DNA duzej grupy pokrewnych organi-
zméw. Dopiero przeprowadzenie trawienia en-
zymem restrykcyjnym tak uzyskanego produk-
tu PCR umozliwia réznicowanie gatunkéw Ba-
besia.

Inng mozliwoscig w kierunku réznicowania
gatunkowego jest metoda gniazdowa PCR (ne-
sted PCR), gdyz w obrgbie genu kodujacego
18S rRNA wystepujag miejsca wykazujgce
zmienno$¢. W genie tym u Babesia, tak jak
u innych Eukaryota, wystepuje 8 rejonéw
zmiennych numerowanych od V1 do V5 i od
V7 do V 9 (brak jest regionu V6, ktéry wyste-
puje u Prokaryota). Najwigkszym i najbardziej
zmiennym regionem jest fragment genu V4, za-
wierajacy obszar wielkosci 300 pz. Zaprojekto-
wanie starter6w komplementarnych do unikato-
wych sekwencji tego genu pozwala na amplifi-
kacje produktéw charakterystycznych dla wy-
branych gatunkéw Babesia lub tez nawet szcze-

péw w obregbie danego gatunku. Ponadto zse-
kwencjonowanie w catosci tego genu z rejona-
mi flankujacymi silnie zakonserwowanymi
ewolucyjnie oraz zmiennym wngtrzem pozwala
na poréwnanie z istniejagcymi juz sekwencjami
w Banku Genéw i doktadne okreslenie gatunku
[35, 36].

W Australii gatunek B. canis jest rozpozna-
wany od wielu lat, a obecnie rozpoznaje si¢ tak-
ze drugi gatunek nalezacy do matych babeszji
[37]. Amplifikacja i sekwencjonowanie frag-
mentu genu kodujacego 18S ss rRNA na bazie
izolatbw DNA uzyskanych z Rhipicephalus
sanguineus umozliwito wykrycie i scharaktery-
zowanie matych i duzych babeszji psich po raz
pierwszy w tym kraju. Izolaty uzyskane z potu-
dniowej Australii byly homologiczne w 99%
z B. canis vogeli, uznanym wczesniej jako pod-
gatunek B. canis endemiczny dla tego kraju. Se-
kwencjonowanie amplikonéw z PCR wykazato
ich identycznos¢ w stosunku do B. gibsoni, ga-
tunku wczesniej nieznanego w Australii. Zasto-
sowane startery oraz profil temperaturowo-cza-
sowy do PCR okazaly si¢ specyficzne i wysoce
czule, mianowicie wykrywajace DNA babeszji
przy parazytemii rz¢du 0,0000027%.

W badaniach majacych na celu aplikacje
PCR jako metody do diagnostyki babeszjozy
Aktas 1 wsp. [38] zastosowali par¢ starterOw
komplemantarnych do sekwencji genu koduja-
cego ss TRNA B. ovis, izolowanego z krwi
owiec i kéz we wschodniej Turcji. Otrzymali
produkt charakterystyczny tylko dla tego gatun-
ku. W celu oceny czutosci PCR zastosowali kil-
ka rozcienczen prob DNA, od 10(-1) do 10(-9).
Stwierdzili czutos¢ tej procedury przy stezeniu
10(-5) odpowiadajacej 0,00001% parazytemii.
Ponadto réwnolegle przeprowadzono obserwa-
cje rozmazéw krwi, jednak w obrazie mikro-
skopowym pierwotniaki znaleziono tylko
w czterech, podczas gdy technikg PCR wykryto
DNA B. ovis w 21 izolatch. Autorzy konkludu-
ja, ze test PCR moze w znacznym stopniu ula-
twi¢ diagnostyke babeszjozy, w sytuacji gdy
czynnik zakaZny nie jest ewidentny, lub gdy te-
sty serologiczne sg falszywie ujemne.

Birkenheuer i wsp. [39] w celu usprawnienia
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diagnostyki molekularnej przeprowadzili apli-
kacje potgniazdowej PCR (semi-nested PCR)
do wykrywania i réznicowania DNA B. gibsoni
(genotyp azjatycki), B. canis vogeli, B. canis
canis, 1 B. canis rossi w probkach krwi pséw
w USA. Zaprojektowali pary starteréw do am-
plifikacji odcinka sktadajacego si¢ z okoto 340
pz z genu kodujgcego 18S rRNA u B. gibsoni
(genotyp azjatycki), B. canis vogeli, B. canis
rossi, 1 B. canis canis, a ktére nie powielaly
DNA ssaka. Autorzy podkreslaja, ze w diagno-
styce babeszjozy bardzo istotne jest okreslenie
gatunku, podgatunku a nawet genotypu, ktory
wywotat babeszjoz¢ u psa, gdyz u kazdego mi-
kroorganizmu wirulencja, prognozy, a takze od-
powiedZ na leki przeciw babeszji moga by¢ r6z-
ne.

Ano i wsp. [28] testowali czutos¢ procedury
gniazdowego PCR przeprowadzanej na bazie
fragmentéw genu kodujacego 18S rRNA
u psOw zarazonych eksperymentalnie oraz
u tych, ktére infekcje nabyly w sposob natural-
ny. Stwierdzili, ze wizualizacja produktu po
pierwszym cyklu PCR jest bardzo staba u obu
grup, a dopiero po powtérzeniu PCR prazek
w zelu agarozowym jest wyrazny. Autorzy
sprawdzali czutos¢ opisanej procedury poprzez
stosowanie réznych rozcienczen prob krwi
i stwierdzili, ze wynik jest dodatni przy parazy-
temi rzedu 0,0001%.

Do réznicowania gatunkéw piroplazm wy-
stepujacych u pséw zostaty réwniez wykorzy-
stane w analizie polimorfizmu dlugosci frag-
mentow restrykcyjnych DNA-RFLP (Restric-
tion Fragments Lenth Polymorphism) sekwen-
cje genu /8S rDNA [37]. Zastosowany enzym
do cigcia produktu z gniazdowego PCR pozwa-
lat na odréznienie Theileria annae, T. equi, B.
conradae, B. gibsoni, Babesia sp. (Coco) oraz
kazdego z podgatunkéw B. canis. Zastosowana
technika PCR-RFLP potencjalnie pozwala na
odréznienie réwniez i innych gatunkéw niz te
wystepujace u pséw. Autorzy przeprowadzili
test na czutos¢ omawianej procedury PCR-
RFLP i stwierdzili, ze jest wysoka, gdyz jest on
mozliwy do zastosowania przy parazytemii rz¢-
du 2,7x10(-7)% lub inaczej] — gdy wielkos¢

matrycy DNA jest nie mniejsza niz 1,2 cza-
steczki gdy DNA jest izolowany z pelnej krwi
pobieranej na EDTA. Ponadto aplikacja filtruja-
cego papieru do préb krwi znacznie poprawia
wykrywanie piroplazm, a opisana procedura
moze, wg autoréw, postuzy¢ do standaryzacji
rutynowego screeningu piroplazm u pséw.

Criado-Fornelio i wsp. [22] wykorzystali se-
kwencje genu kodujacego 18S rRNA dla male;j
podjednostki rybosomu uzyskane z izolatow
DNA z krwi pséw z potudnia Europy (Hiszpa-
nia) do analizy filogenetycznej. Catkowite se-
kwencje tego genu od B. ovis i B. bovis okaza-
ty si¢ homologiczne w stosunku do zamieszczo-
nych wczesniej w Banku Genéw tylko w okoto
95%. Drzewo skonstruowane na bazie sekwen-
cji wlasnych 1 44 pobranych z banku podzielito
piroplazmidy na pi¢¢ kladéw. W jednym kla-
dzie znalazt si¢ gatunek B. microti z B. rodhai-
ni, B. felis, B. leo, 1 T. annae (proponowana na-
zwa dla tej grupy, bez znaczenia taksonomicz-
nego: Archaeopiroplasmids), w drugim —
Theileria-like z zachodnich stanéw Ameryki
Péinocnej (proponowana nazwa: Prototheileri-
da), w trzecim — grupa Theileria, skiadajaca
si¢ z wszystkich gatunkéw Theileria wystepuja-
cych u Bovinae (proponowana nazwa: Theileri-
da), w czwartym — B. canis 1 B. gibsoni od
pséw razem z B. divergens i B. odocoilei (pro-
ponowana nazwa: Babesida), w pigtym — B.
caballi, B. bigemina, B. ovis, B. bovis 1 Babesia
sp. izolowane od krowy (proponowana nazwa:
Ungulibabesida). Wartosci bootstrap uzyskane
z réznych zastosowanych analitycznych proce-
dur do nowej dychotomii Babesiidae byty bar-
dzo wysokie, zatem wiarygodnos¢ uzyskanego
drzewa réwniez wysoka.

Innym markerem molekularnym pozwalaja-
cym na doktadng identyfikacj¢ gatunkowgq Ba-
besia jest gen kodujacy biatko B-tubuling (skta-
dnik mikrotubul). Réwniez ten gen wystepuje
powszechnie w komorkach wszystkich organi-
zmoéw. Badania wykazaly, ze u tego rodzaju gen
B-tubuliny kodowany jest przez ok. 1350 pz, za-
wierajac informacj¢ o biatku wielkosci ok. 440
aminokwaséw. W obrebie genu znajdujg si¢
dwa introny, z ktérych pierwszy wykazuje duzg
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zmienno$¢ zaréwno pod wzgledem dlugosci,
jak 1 sekwencji nukleotydowe;j [15, 40]. Metoda
wykorzystujagca gen P-tubuliny opiera si¢ na
swoistej amplifikacji jego fragmentu przy uzy-
ciu zdegenerowanych starterOw komplementar-
nych do miejsc konserwatywnych genu. Pro-
dukty PCR wykazujg zréznicowang dlugosé
w zaleznosci od gatunku Babesia (od 310 pz
u B. microti do 460 pz u B. caballi), ze wzgle-
du na obecnos¢ intronu réznigcego si¢ dtugo-
Scig [15]. Identyfikacja gatunkéw moze odby-
wac sie poprzez bezposrednig analize dlugosci
amplikonéw po PCR, badZ produktu ze starte-
rami wewnetrznymi (gniazdowy PCR) 1 wre-
szcie przy uzyciu procedury z wykorzystaniem
enzymu restrykcyjnego (RFLP). Procedura
RFLP z uzyciem enzymu restrykcyjnego po-
zwala na uzyskanie wzoru pragzkowego charak-
terystycznego tylko dla jednego gatunku Babe-
sia [15].

Innym genem, ktérego sekwencje mogg po-
stuzy¢ jako cel molekularny do detekcji DNA
i réznicowania gatunkéw Babesia, sg geny ko-
dujace biatka szoku termicznego HSP 70 (Heat
Shock Proteins). Biatka HSP stanowig grupe
bialek ulegajacych aktywacji 1 biosyntezie
w czasie r6znego rodzaju stresu komérkowego
i wystepujg u wszystkich zywych organizméw
[41-43]. Ich rola polega na regulacji gtéwnych
funkcji zyciowych komoérek, min. na kontroli
podziatéw komoérkowych poprzez taczenie sie
w kompleksy z innymi biatkami komérkowy-
mi. Gléwnym polipeptydem z tej rodziny jest
biatko HSP70 — najbardziej konserwatywne
1 najpowszechniej wystepujace sposrdd calej tej
grupy biatek. Sposrdd pierwotniakéw z rodzaju
Babesia sekwencje genu kodujacego to biatko
(o dlugosci okoto 650 aminokwaséw) poznano
dotychczas u kilku gatunkéw, m.in. u B. micro-
ti, B. bovis, B. rodhaini 1 B. gibsoni. Dugosc tej
sekwencji r6zni si¢ nieznacznie mig¢dzy gatun-
kami i wynosi okoto 1940 pz. Juz wiadomo, ze
u B. microti wystepuje tylko jedna kopia genu
hsp70, podczas gdy gatunki nalezace do np.
Plasmodium posiadaja co najmniej 5-6 kopii
[43]. Gen hsp70 wykazuje duzy konserwatyzm
sekwencji nukleotydowej nawet pomigdzy nie-

spokrewnionymi ze sobg organizmami, stad
metoda oparta na amplifikacji calego genu lub
jego fragmentdw znajduje zastosowanie giow-
nie do analiz w filogenezie molekularne;.

Yamasaki i wsp. [44] sklonowali i zsekwen-
cjonowali gen kodujacy biatko szoku termicz-
nego 70 (hsp70) u B. gibsoni, B. canis canis, B.
canis vogeli, 1 B. canis rossi z DNA izolowane-
go od zarazonych pséw w Japonii. Przeprowa-
dzona analiza filogenetyczna na bazie uzyska-
nych sekwencji oraz pobranych z bazy danych
charakterystycznych dla r6znych gatunkéw Ba-
besia i Theileria wykazata, ze wszystkie izolaty
babeszji uzyskane od pséw tworzyly jeden kla-
ster oraz, ze gatunki nalezace do tych dwéch ro-
dzajow powinno si¢ dzieli¢ na trzy grupy. Jed-
na powinna zawiera¢ wszystkie psie izolaty
oraz B. divergens, B. odocoilei, B. bovis, B. ca-
balli, B. ovis; druga Theileria annulata, T.
orientalis 1 T. cervi, trzecia grupa — B. microti
i B. rodhaini. Autorzy konkluduja, Ze analiza fi-
logenetyczna na bazie sekwencji genu hsp70
jest bardzo uzyteczna do klasyfikacji gatunkéw
Babesia i Theileria oraz, ze uzyskane sekwen-
cje genu hsp70 wymienionych gatunkéw babe-
szji izolowanych od pséw sg wysoce homolo-
giczne, co wskazuje na ich wspdlne pochodze-
nie.

Literatura

[1] Homer M.J., Aguilar—Delfin I., Telford III S.R., Krau-
se P.J., Persing D.H. 2000. Babesiosis. Clinical Mi-
crobiology Reviews 13: 451-69.

[2] Perhsing D.H. 1993. PCR detection of Babesia micro-
ti, Diagnostic Molecular Microbiology. Principles and
applications. Edited by D. H. Pershing, American So-
ciety for Microbiology, Washington.

[3] Smith T., Kilbourne F.L.. 1893. Investigations into the
nature, causation and prevetion of Texas or southern
cattle fever. W: Ninth Annual Report of the Bureau of
Animal Industry for the Year 1892, Washington, Go-
vernment Printing Office: 177-304.

[4] Boustani M.R., Gelfand J.A. 1996. Babesiosis. Clini-
cal Infectious Diseases 22: 611-615.

[5] Gorenflot A., Moubri K., Precigout E., Carcy B.
1998. Human babesiosis. Annals of Tropical Medici-
ne and Parasitology 92: 489-501.

[6] Gelfand J.A., Callahan M.V. 2003. Babesiosis: an
update on epidemiology and treatment. Current Infec-
tious Disease Reports 5: 53-58.



Babeszjoza

279

[7] Skotarczak B., Cichocka A. 2001. Isolation and am-
plification by polymerase chain reaction DNA of Ba-
besia microti and Babesia divergens in ticks in Po-
land. Annals of Agricultural and Environmental Me-
dicine 8: 187-1809.

[8] Skotarczak B., Cichocka A. 2001. The occurence
DNA of Babesia microti in ticks Ixodes ricinus in the
forest areas of Szczecin. Folia biologica 49: 247-250.

[9] Gray J., Stedingk von L.V., Giirtelschmidt M.,
Granstrom M. 2002. Transmission studies of Babesia
microti in Ixodes ricinus ticks and gerbils. Journal of
Clinical Microbiology 40: 1259-1263.

[10] Walter G., Weber G. 1981. A study on the transmis-
sion (transstadial, transovarial) of Babesia microti,
strain "Hannover 1," in its tick vector, Ixodes ricinus.
Tropenmedical Parasitology 32: 228-230.

[11] Casati S., Sager H., Gern L., Piffaretti J.C. 2006.
Presence of potentially pathogenic Babesia sp. for hu-
man in Ixodes ricinus in Switzerland. Annals of Agri-
cultural and Environmental Medicine 13: 65-70.

[12] Skotarczak B., Wodecka B., Cichocka A. 2002. Co-
existence of Borrelia burgdorferi sensu lato and Ba-
besia microti in Ixodes ricinus ticks from North-We-
stern Poland. Annals of Agricultural and Environmen-
tal Medicine 9: 25-28.

[13] Skotarczak B., Rymaszewska A., Wodecka B., Saw-
czuk M. 2003. Molecular evidence of coinfection of
Borrelia burgdorferi sensu lato, human granulocytic
ehrlichiosis agent, and Babesia microti in ticks from
Northwestern Poland. Journal of Parasitology 89:
194-196.

[14] Persing D.H., Mathiesen D., Marshall W.F., Telford
S.R., Spielman A., Thomford J.W., Conrad P.A. 1992.
Detection of Babesia microti by polymerase chain re-
action. Journal of Clinical Microbiology 30:
2097-2103.

[15] Caccio S., Cammma C., Onuma M., Severini C.
2000. The B-tubuline gene of Babesia and Theileria
parasites is informative marker for species dicrimina-
tion. International Journal for Parasitology 30:
1181-1185.

[16] Sawczuk M., Maciejewska M., Adamska M., Sko-
tarczak B. 2005. Dzikie przezuwacze jako rezerwuar
dla pierwotniakéw z rodzaju Babesia. Wiadomosci
Parazytologiczne 51: 243-247.

[17] Pieniazek N., Sawczuk M., Skotarczak B. 2006. Mo-
lecular identification of Babesia parasites isolated
from Ixodes ricinus ticks collected in northwestern
Poland. Journal of Parasitology 92: 32-35.

[18] Meer-Scherrer L. 1999. Babesia — infectionen nun
auch in der Scheiz? Diagnostica 52: 3-4.

[19] Camacho A.T., Pallas E., Gestal J.J., Guitian F.G.,
Olmeda A.S., Goethert H.K., Telford S.R. 2001. In-
fection of dogs in north-west Spain with Babesia mi-
croti-like agent. The Veterinary Record 149: 552-555.

[20] Brown G., Canfield P., Dunstan R., Roberts T., Mar-
tin A., Brown C., Irving R. 2006. Detection of Ana-

plasma platys and Babesia canis vogeli and their im-
pact on platelet numbers in free-roaming dogs asso-
ciated with remote Aboriginal communities in Au-
stralia. Australian Veterinary Journal 84: 321-325.

[21] Inokuma H., Yoshizaki Y., Matsumoto K., Okuda
M., Onishi T., Nakagome K., Kosugi R., Hirakawa M.
2004. Molecular survey of Babesia infection in dogs
in Okinawa, Japan. Veterinary Parasitology 121:
341-346.

[22] Criado-Fornelio A., Martinez-Marcos A., Buling-
Sarana A., Barba-Carretero J. 2003. Molecular stu-
dies on Babesia, Theileria and Hepatozoon in sou-
thern Europe. Part I. Epizootiological aspects. Veteri-
nary Parasitology 113: 189-201.

[23] Sawczuk M. 2006. Stan badan nad Babesia w Pol-
sce. W: Biologia molekularna patogenow przenoszo-
nych przez kleszcze. (Red. B. Skotarczak), PZWL
Warszawa: 225-227.

[24] Herwaldt B.L., Springs F.E., Roberts P.P., Eberhard
M.L., Case K., Persing D.H., Agger W.A. 1995. Ba-
besiosis in Wisconsin: A potentially fatal disease.
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene
53: 146-151.

[25] Krause PJ., McKay K., Thompson C.A., Sikand
V.K., Lepore T., Closter L., Chrisianson D., Telford
S.R., Persing D., Radolf J.D., Spielman A. 2002. Di-
sease-specific diagnosis of coinfecting tickborne zoo-
noses: babesiosis, human granulocytic ehrlichiosis,
and Lyme disease. Clinical Infectious Diseases 34:
1184-1191.

[26] Herwaldt B.L., Kjemtrup A.M., Conrad P.A., Barnes
R.C., Wilson M., McCarthy M.G., Sayers M.H., Ebe-
rhard M.L. 1997. Transfusion-transmitted babesiosis
in Washington State: first reported case caused by
a  WAIl-type parasite. Infectious Diseases
175:1259-1262.

[27] Meldrum S.C., Birkhead G.S., White D.J., Benach
J.L., Morse D.L. 1992. Human babesiosis in New
York state: an epidemiological description of 136 ca-
ses. Clinical Infectious Diseases 15: 1019-1023.

[28] Ano H., Makimura S., Harasawa R. 2001. Detection
of Babesia species from infected dog blood by poly-
merase chain reaction. Journal of Veterinary Medical
Science 63: 111-113.

[29] Schaarschmidt D., Triachsel M., Achermann M.,
Hartelt K., Ochme R., Miiller W. 2006. Importance of
PCR for the diagnostics of canine babesiosis. Schwei-
zer Archiv fiir Tierheilkunde 148: 633-640.

[30] Pinkiewicz E., Grzebuta S. 1966. Przypadek babe-
szjozy u psa. Medycyna Weterynaryjna 22: 143—144.

[31] Kotomski G. 2002. Babeszjoza psow. Magazyn We-
terynaryjny 11: 5-10.

[32] Gérski P., Kotomski G., Bogdanowicz M., Gajewska
A. 2004. Zmiany w sktadzie gatunkowym pasozytow
pséw i kotéw z Warszawy i okolic w latach
1974-2002. Czes¢ 1. Pierwotniaki. Zycie Weteryna-
ryjne 79: 88-92.



280

B. Skotarczak

[33] Mitchell P.D., Reed K.D., Hofkes J.M. 1996. Immu-
noserologic evidence of coinfection with Borrelia
burgdorferi, Babesia microti, and human granulocytic
Ehrlichia species in residents of Wisconsin and Mine-
sota. Journal of Clinical Microbiology 34: 724-727.

[34] Wei Q., Tsuji M., Zamoto A., Kohsaki M., Matsui T.,
Shiota T., Telford III S.R. Ishihara C. 2001. Human
babesiosis in Japan: Isolation of Babesia microti-like
parasites from an asymptomatic transfusion donor
and from a rodent from an area where babesiosis is
endemic. Journal of Clinical Microbiology 39:
2178-2183.

[35] Zahler M., Rinder H., Schein E., Gothe R. 2000. De-
tection of a new pathogenic Babesia microti-like spe-
cies in dogs. Veterinary Parasitology 89: 241-248.

[36] Tsuji M., Wei Q., Zamoto A., Norita C., Arai S.,
Shiota T., Fujimagari M., Itagaki A., Fijita H., Ishiha-
ra C. 2001. Human babesiosis in Japan: Epizootic su-
rvey of rodent reservoir and isolation of new type of
Babesia microti-like parasite. Journal of Clinical Mi-
crobiology 39: 4316-4322.

[37] Jeffries R., Ryan U., Muhlnickel C., Irwin P. 2003.
Two species of canine Babesia in Australia: detection
and characterization by PCR. Journal of Parasitology
89: 409-412.

[38] Aktas M., Altay K., Dumanli N. 2005. Development
of polymerase chain reaction method for diagnosis of
Babesia ovis infection in sheep and goats. Veterinary
Parasitology 133: 277-281.

[39] Birkenheuer A., Levy M., Breitschwerdt E. 2003.

Development and evaluation of a seminested PCR for
detection and differentiation of Babesia gibsoni
(Asian genotype) and B. canis DNA in canine blood
samples. Journal of Clinical Microbiology 41:
4172-41717.

[40] Casu R. 1993. Sequence of a cDNA encoding 5-tu-
bulin from Babesia bovis. Molecular and Biochemi-
cal Parasitology 59: 339-340.

[41] Carcy B., Precigout E., Valentin A., Gorenflot A.,
Reese R.T., Schrevel J. 1991. Heat shock response of
Babesia divergens and identification of the hsp70 as
an immunodominant early antigen during ox, gerbil
and human babesiosis. Biology of the Cell 72:
93-102.

[42] Jie H.B., Bailey C.W., Ray B.K., Estes D.M., Kumar
N., Carson C.A. 1996. Single copy Babesia microti
hsp70. Molecular and Biochemical Parasitology 83:
241-246.

[43] Yamasaki M., Tajima M., Lee K.W., Jeong J.R., Ya-
mato O., Maede Y. 2002. Molecular cloning and phy-
logenetic analysis of Babesia gibsoni heat shock pro-
tein 70. Veterinary Parasitology 110: 123-129.

[44] Yamasaki M., Inokuma H., Sugimoto C., Shaw S.,
Aktas M., Yabsley M., Yamato O., Maede Y. 2007.
Comparison and phylogenetic analysis of the heat
shock protein 70 gene of Babesia parasites from do-
gs. Veterinary Parasitology 145: 217-27.

Wptyneto 19 czerwca 2007
Zaakceptowano 28 sierpnia 2007



