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Zmiennosc¢ genetyczna pierwotniakow Babesia canis
izolowanych od psow w Polsce na przestrzeni ostatnich lat
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Genetic diversity of Babesia canis protozoans isolated during last years
from dogs in Poland

Adaszek t., typ P., Mazurek t., Winiarczyk S., Department of Epizootiology
and Clinic of Infectious Diseases, University of Life Sciences in Lublin

This article aims at presenting genetic analysis of Babesia canis protozoans
that were isolated from dogs in last years. Canine babesiosis is a severe disease
characterized by fever and intravascular hemolysis manifested by a syndrome
of anemia, hemoglobinuria and jaundice. The etiological agent is are protozoan
from the family Babesiidae, transmitted by blood-sucking ticks. Molecular biology
techniques have shown that the genetics of these parasites is extremely diverse.
DNA analysis of Babesia canis strains isolated from dogs revealed increased
frequency of new variants of these protozoa over the past years. Some of these
variants are highly virulent and present also significant resistance to drugs that
are commonly used for treating babesiosis in dogs.
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Babeszjoza ps6w jest transmisyjng chorobg prze-
noszong przez kleszcze. Jej czynnikiem etiolo-
gicznym sa wewnatrzerytrocytarne pierwotniaki na-
lezace do rodzaju Babesia, rodziny Babesiidae, rzedu
Piroplasmida, typu Apicomplexa (1).

Objawy kliniczne stwierdzane u psow cierpigcych
na babeszjoze sg bardzo zr6znicowane (18). Choroba
moze przebiegac nadostro, ostro oraz przewlekle. R6z-
ne izolaty pasozytow charakteryzuje r6zna zjadliwos¢
(20). Niektore powodujg rozwdj ciezkiej choroby z na-
silong parazytemia i Smiercig zwierzat, w przebiegu
zarazen innymi notuje sie natomiast niska parazy-
temie, i przejSciowe wystepowanie tagodnych obja-
wow choroby (16, 19, 20, 22).

Na podstawie morfologii komdrki wyrdznia sie
2 grupy tych pasozytéw patogennych dla pséw - wiek-
sze o wielko$ci okoto 3—5 ym okreslane mianem B. ca-
nis oraz mniejsze o wymiarach 1-3 pm - B. gibsoni (3).
Analiza genéw 18S RNA, Bc28, 5,8S, hsp70 czy cyto-
chromu Bwykazata, ze w rzeczywistosci czynnikiem
etiologicznym babeszjozy pséw s3 liczne gatunki Babe-
sia. W obrebie matych piroplazm wykazano nastepujace
gatunki: Babesia conradae, Babesia microti-like okresla-
ng takze jako Theileria annae czy ,,izolat hiszpanski”,
oraz Theileria spp. (5, 9, 14). Z kolei w obrebie duzych
piroplazm wyrdznia sie 3 gatunki, poczatkowo uzna-
wane za podgatunki B. canis - B. rossi, B. canis i B. voge-
li oraz stosunkowo niedawno wykryte u psow w USA
nienazwane jeszcze duze Babesia (8, 10, 11, 12). Wszyst-
kie one charakteryzujg sie identyczna morfologia ko-
morki, jednak ich geograficzny zasieg wystepowania,
struktura genetyczna, zjadliwos$c¢ sa rézne (12, 24, 26).

Babesia vogeli wystepuje w Afryce, Azji, na tere-
nach obu Ameryk, w péinocnej i Srodkowej Europie
oraz w Australii. Pasozyt ten przenoszony jest przez
kleszcze Rhipicephalus sanguineus i prawdopodob-
nie przez Hyalomma plumbeum. Wywotuje on choro-
be o tagodnym przebiegu. Pierwotniaki Babesia canis
stwierdza sie w Europie i na pewnych obszarach Azji.
Przenoszone sg one przez pajeczaki Dermacentor reti-
culatus iwywotuja ciezka chorobe z zaburzeniami wie-
lonarzadowymi. Trzeci z gatunk6w, B. rossi, wystepu-
je wpotudniowej Afryce i charakteryzuje si¢ znaczna
zjadliwo$cig (27). Pasozyt ten przenoszony jest przez
Haemophysalis leachi. Jak podaje Uilenberg, (22) prze-
chorowanie inwazji na tle B. canis nie chroni przed za-
razeniem B. rossi, podobnie jak przechorowanie inwa-
zji na tle B. vogeli nie zabezpiecza przed zarazeniem
pasozytami B. canis oraz B. rossi. Tylko przechorowa-
nie inwazji na tle B. rossi powoduje u pséw rozwoj cze-
$ciowej odpornosci na zarazenie B. canis.

Nie tylko biologia, lecz takze struktura moleku-
larne tych 3 gatunkéw Babesia jest odmienna. Gtow-
nym kryterium wydzielenia z B. canis 3 gatunkéw
byty wyniki analizy polimorfizmu fragmentéw re-
strykcyjnych po trawieniu produktéw amplifikacji
genu 18S RNA enzymem Sau961 (24). Jednakze, jak
sie wydaje, nie jest to koniec probleméw zwigza-
nych z taksonomia duzych piroplazm izolowanych
od psow. Jak wskazuja badania wtasne prowadzo-
ne na klinicznych izolatach Babesia canis uzyska-
nych od pséw z terendw catej Polski, gatunek ten
moze by¢ dalej réznicowany. Amplifikacja fragmen-
tu konserwatywnego genu 18S RNA pierwotniakow,
z uzyciem starteréw GF2 i GR2, a nastepnie analiza
sekwencji amplikonéw uzyskanych w reakcji PCR,
pozwolita stwierdzi¢ obecnos¢ w obrebie gatunku
2 grup okreslonych przez autoré6w jako AiB. Kryte-
rium zaszeregowania do okreslonej grupy byto ist-
nienie lub brak miejsca cigcia dla enzymu restryk-
cyjnego HinclII:

5.GTPy+ PuAC.3
3.CAPutPyTG..5

Decydowato o nim utozenie nukleotydéw w pozy-
cjach 150 i 151. Wszystkie izolaty grupy A (EU622792)
z guaning w pozycji 150 i adening w pozycji 151 miaty
w tym miejscu szeScionukleotydowa sekwencje rozpo-
znawana przez Hincll, natomiast w izolatach grupy B
(EU622793) z adening w pozycji 150 i guaning w pozycji
151 sekwencja ta nie wystepowata. Obecnos$¢ miejsca
restrykcyjnego dla enzymu HinclI zostato potwier-
dzone do$wiadczalnie. Pod wptywem trawienia tym
enzymem produkty PCR grupy A o dtugosci 559 p. z.
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rozpadaly sie na 2 mniejsze fragmenty o dtugosci
150 pz i 409 pz, natomiast amplikony grupy B trawie-
niu nie ulegaty (ryc. 1). Zestawienie sekwencji nukle-
otyddow izolatéw uzyskanych w badaniach wtasnych
za pomoca programu DNA Star MegAligne pozwolito
ustali¢ stopien ich wzajemnej homologii w przedziale
98,9-100%. Okazalo sie, ze sekwencje wszystkich izo-
latéw europejskich dostepne w bazie danych GenBank
mozna zaszeregowac do jednej z dwoch grup restryk-
cyjnych wykazanych w badaniach wtasnych (1). Tem-
peratura topnienia (Tm) produktéw reakcji Real-Time
HRM PCR SYBR greene przedstawicieli grupy A wy-
nosita 78°C, natomiast przedstawicieli grupy B —
81°C, co jest dodatkowym potwierdzeniem polimor-
fizmu pierwotniakéw (3). Jednoczes$nie stwierdzono
pewnego stopnia korelacje pomiedzy przebiegiem
choroby u pséw, a budowa molekularng pierwotnia-
kow ja wywotujacych. U zwierzat zarazonych izola-
tami grupy A stwierdzono silniejszg trombocytope-
nie oraz intensywniejszy krwiomocz, anizeli u pséw
zarazonych izolatami grupy B (4). Podobne zrdzni-
cowanie wéréd pierwotniakéw Babesia canis wykazat
Uilenberg i wsp. (22), ktdry réwniez podzielit te pa-
sozyty na 2 grupy A i B. Zaznaczy¢ nalezy, ze rdznice
w zjadliwosci bardzo czesto idg w parze z r6znicami
w budowie antygenowej pasozytow, co moze ttuma-
czy¢ niepowodzenia programu uodporniania bydta
przeciwko piroplazmozie prowadzonego w Austra-
lii, wlatach 1985-1990 (28, 29).

Takze wyniki badan nad skuteczno$cig szczepien
u psow potwierdzaja ta teze. Psy immunizowane an-
tygenem uzyskanym z supernatantu znad hodowli
in vitro szczepu Babesia canis A (SPA) byty chronione,
po kontrolnym zarazeniu, przed rozwojem choroby
powodowanej homologicznym szczepem pasozytow,
alejuznie, gdy zarazano je szczepami heterologiczy-
mi piroplazm (20). Wskazuje to na istnienie w obrebie
B. canis r6znorodno$ci antygenowej. Mechanizmami
na poziomie komérkowym zaangazowanymi w po-
wstawanie takich polimorfizméw moga by¢ rekom-
binacje materiatu genetycznego pierwotniakéow pod-
czas ich rozwoju ptciowego w organizmach kleszczy.

Obecnie trwaja prace nad okresleniem profilu gru-
py biatek Bc28 przedstawicieli obu grup A i B (30).
W toku dyskusji prowadzonych razem z kolegami
z Holandii oraz Francji pojawity sie gtosy wskazu-
jace na konieczno$¢ uporzadkowania nomenklatu-
ry pierwotniakéw Babesia canis. Postuluje sig, aby
wykazane przez nas szczepy okresli¢c mianem 18S
RNA-A i18S RNA-B, podczas gdy szczepy o odmien-
nym profilu biatka Bc28 okre$la¢ mianem B. canis
28KkD-A i B. canis 28kD-B (31).

W latach 2015-2016 Lyp i wsp. (30) przeprowadzi-
li monotoring molekularny pierwotniakéw Babesia
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Ryc. 1. Wyniki trawienia restrykcyjnego produktow amplifikacji fragmentu genu 18S RNA
B. canis enzymem Hincll. Wszystkie izolaty, ktére pod wptywem trawienia Hinc Il ulegaty
rozktadowi na 2 fragmenty DNA o wielkosci 409 i 150 pz okreslano jako szczepy 18S
RNA-A, podczas gdy izolaty, ktdre trawieniu nie ulegty, o wielkosci 559-pz, klasyfikowano
jako szczepy 18S RNA-B

izolowanych od ps6w pochodzgacych z 4 wojewddztw
zlokalizowanych na terenie wschodniej Polski (wo-
jewddztwa: lubelskie, mazowieckie, podlaskie i pod-
karpackie). Ogotem przebadano 240 pséw, u ktérych
chorobe potwierdzono badaniem mikroskopowym
krwi oraz technikg PCR. U 198 pséw notowano obja-
wy ostrej babeszjozy (goraczka, ostabienie, zmia-
na zabarwienia moczu, z6ttaczka), podczas gdy
u 31 zwierzat objawy babeszjozy byly nietypowe
(ostabienie, niedokrwisto$¢), natomiast u 11 nie no-
towano ich wcale, a zwierzeta zakwalifikowano do
badan w oparciu o informacje, ze na ich ciele notowa-
no obecno$c¢ kleszczy, aw wynikach badan hemato-
logicznych stwierdzono trombocytopenie i fagodna
niedokrwisto$¢. Od wszystkich zwierzat pobiera-
no krew do badan molekularnych w kierunku ba-
beszjozy. Technika PCR, z wykorzystaniem starte-
réw GF2 i GR2, amplifikowano odcinek genu 18S RNA
B. canis o dtugosci 559 pz. Obecno$¢ materiatu gene-
tycznego pierwotniakow wykazano we krwi wszyst-
kich 240 pséw uzytych w badaniu. Analiza sekwencji
amplifikowanego odcinka genu pozwolita wyréznic¢
4 grupy pierwotniakéw. Sto siedem izolatéw B. ca-
nis o jednakowej sekwencji nukleotydowej genu 18S
RNA wykazywato 100% homologie z sekwencja B. ca-
nis 18S RNA EU622792 (tabela 1).

Osiemdziesiat cztery szczepy pasozytow utworzy-
ty 2. grupe polimorficzng i wykazywaty 100% podo-
bienstwo sekwencji nukleotydowej z B. canis 185 RNA
EU622793. W sekwencji nukleotydowej przedstawicieli
tej grupy pierwotniakéw w pozycji 150 znajdowata sie
adenina, natomiast w pozycji 151 guanina.

Tabela 1. Sekwencja nukleotydowa fragmentu genu 18S RNA izolatu EU622792 (grupa 1). Miejsca mutacji w grupach polimorficznych 2,3 i 4 zostaly zaznaczone

na kolorowo

GTCTTGTAATTGGAATGATGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTAGCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTGT
TGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGTATTTTTGCGTTAGCGGTTTGACCATTTGGTTGGTTATTTCGTTTTCGCTTTTGGGAATTTCCCTTTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGTT
TCAAGCAGACTTTTGTCTTGAATACTTCAGCATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTCTATTTTGTTGGTTATTGAACCTTAGTAATGGTTAATAGGAACGGTTGGGGGCATTC
GTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGACGTTTCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGA
TCAGATACCGTCGTAGTCCTAACCATAAACTATGCCGACTAGTGATTGGAGGTCGTCGTTTTTTGACCCCTTCAGGAACTTGAGAGAAATCAAAGTCTTTGG

Zycie Weterynaryjne * 2020 + 95(1)

31



PRACE KLINICZN

E | KAZUISTYCZNE

Tabela 2. Réznice w podstawieniach nukleotydowych badanej sekwencji genu 18S RNA
w poszczegdlnych grupach

Grupa polimorficzna
No1
No 2
No 3

No 4

Mutacja Pozycja
brak brak
GA-AG 150, 151
GA-TT 150, 151
A-C 221
G-C 222
A-C 223
G-C 224
T-C 225
G-A 236
G-T 258
T-G6 299
A-G 357
G-C 387
G-T 473

Tabela 3. Wystepowanie poszczegdlnych szczepéw pierwotniakow w wybranych
wojewddztwach wschodniej Polski

Wojewodztwo
lubelskie
mazowieckie
podkarpackie
podlaskie

32

Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 Grupa 4
+ + + +
+ + + -
+ + - -
+ + - -

U wszystkich pséw zarazonych pierwotniakami
klasyfikowanymi do zaréwno grupy 1., jak i 2. obser-
wowano objawy ostrej babeszjozy.

Grupe 3. tworzylto 38 izolatéw Babesia, u ktérych
w sekwencji nukleotydowej genu 18S RNA w pozy-
¢ji 150 i 151 wystepowata tymina, a przebieg choroby
u psOw zarazonych tymi pasozytami byt nietypowy.

Ostatnia 4. grupa utworzona zostata przez 11 izo-
latéw z r6znymi podstawieniami nukleotydowy-
mi w badanej sekwencji genu 18S RNA. Psy zarazone
pierwotniakami zaklasyfikowanymi do grupy 4. nie
zdradzaty objaw6w klinicznych babeszjozy, a bada-
niem mikroskopowym rozmazéw krwiw ich erytro-
cytach nie stwierdzono obecnos$ci Babesia. Chorobe
potwierdzono wytgcznie na podstawie wynikow ba-
dania molekularnego (PCR). Roznice w podstawie-
niach nukleotydowych badanej sekwencji genu 18S
RNA u przedstawicieli poszczegélnych grup przed-
stawiono w tabeli 2.

Interesujgce wydaja sie réznice w zasiegu geogra-
ficznego wystepowania przedstawicieli poszczegdl-
nych grup Babesia canis. W wojew6dztwach podlaskim
i podkarpackim notowano tylko przypadki ostrej ba-
beszjozy wywotywanej zarazeniami powodowanymi
przez przedstawicieli grupy 1.1 2. W wojewddztwie ma-
zowieckim od pséw izolowano pierwotniaki grup 1.,
2.13., natomiast tylko u pséw z obszaru Lubelszczy-
zny notowano inwazje wszystkimi czterema grupa-
mi pasozytéw wykazanymi w badaniach. Do nieda-
wana przedstawicieli Babesia zaklasyfikowanych do

grupy 3. notowano tylko na obszarze wojewddztwa
lubelskiego. Fakt, iz w badaniach Lypa (30) potwier-
dzono ich obecno$¢ takze na Mazowszu, wskazuje na
ekspansje nowych szczepéw pierwotniakdéw na inne
obszary Polski.

Badania nad strukturg genetyczna pierwotniakéw
Babesia wydaja sie mie¢ kluczowe znaczenie dla zro-
zumienia réznic w przebiegu choroby oraz poznania
jej patogenezy, a takze dla samej diagnostyki babe-
szjozy. Staty monitoring molekularny Babesia jest wiec
niezbedny do skutecznej kontroli choroby.
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