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Babeszjoza psów jest transmisyjn¹ chorob¹ przeno-
szon¹ przez kleszcze. Jej czynnikiem etiologicznym
s¹ wewn¹trzerytrocytarne pierwotniaki nale¿¹ce do
rodzaju Babesia, rodziny Babesidae, rzêdu Piro-
plasmida, typu Apicomplexa (4). Na podstawie mor-
fologii komórki wyró¿nia siê dwie grupy tych paso¿y-
tów patogennych dla psów: wiêksze, o wielko�ci oko-
³o 3-5 µm, okre�lane mianem B. canis oraz mniejsze,
o wymiarach 1-3 µm � B. gibsoni (7). Analiza genów
18S RNA, Bc28, 5,8S, hsp70 czy cytochromu B wy-
kaza³a, i¿ w rzeczywisto�ci czynnikiem etiologicznym
babeszjozy psów s¹ liczne gatunki Babesia. W obrê-
bie ma³ych piroplazm wykazano nastêpuj¹ce gatunki:
Babesia conradae, Babesia microti-like okre�lan¹ tak-
¿e jako Theileria annae czy �izolat hiszpañski� oraz

Theileria spp (12, 14, 22). Z kolei w obrêbie du¿ych
piroplazm wyró¿nia siê trzy gatunki, pocz¹tkowo uzna-
wane za podgatunki Babesia canis � Babesia rossi,
Babesia canis i Babesia vogeli oraz stosunkowo nie-
dawno wykryte u psów w USA, nienazwane jeszcze,
du¿e Babesia (13, 15, 17, 21). Wszystkie one charak-
teryzuj¹ siê identyczn¹ morfologi¹ komórki, jednak ich
geograficzny zasiêg wystêpowania, struktura genetycz-
na, zjadliwo�æ s¹ ró¿ne. Pierwotniaki te przenoszone
s¹ tak¿e przez ró¿ne gatunki kleszczy (21, 29, 30).

Dotychczas u psów w Polsce stwierdzono wystêpo-
wanie jedynie Babesia canis (2, 3, 6, 27, 31). Wywo-
³ana przez nie choroba mo¿e przebiegaæ w formie nie-
powik³anej, objawiaj¹cej siê anemi¹ lub powik³anej,
w której dochodzi do rozwoju niewydolno�ci wielo-
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Summary

The aim of this study was to use the real time polymerase chain reaction in the detection of Babesia canis
subclinical infestations in dogs and to compare the different DNA isolation methods on PCR sensitivity. The
study included 6 dogs with suspected subclinical babesiosis. DNA for real time polymerase chain reaction
were isolated by the phenol method as well as by Micro AX Gravity (A & A Biotechnology, Gdynia, Poland)
and Blood mini (A & A Biotechnology, Gdynia, Poland) commercial kits. In the blood of all six specimens PCR
demonstrated the presence of Babesia canis DNA. The most efficient proved to be a reaction to which
the genetic material was isolated by the phenol method. The amount of total DNA obtained in this way,
determined spectrometrically, ranged 43.7-54.3 ng/µl. Ct value in real-time PCR for DNA samples isolated in
this manner was the lowest in comparison with other isolation methods, and averaged 22.5. Similar results
were obtained when DNA was isolated from the blood with the Micro AX Gravity kit, while the least efficient
was the Blood Mini Kit (amount of total DNA, depending on the sample was 14.0-25.1 ng/µl, amplification
in real time occurred the slowest � average Ct value = 28). Readable sequences were obtained for all PCR
products where DNA was isolated using the phenol method or by Micro AX Gravity. In the case of PCR
products where DNA was isolated by the Blood Mini Kit, readable sequences were obtained only for 3 out of
6 tested samples. All sequences received in our study of the 18S RNA gene fragment showed a high 99.9-100%
homology with the sequence of Babesia canis EU622792

These results confirm the usefulness of the real time PCR in the diagnosis of subclinical canine babesiosis
and indicate the need for choosing such a DNA isolation method for this reaction that will guarantee the
highest efficiency of amplification.
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narz¹dowej i uogólnionej reakcji zapalnej. Stosunko-
wo szybki przebieg babeszjozy, z³o¿ona patogeneza,
ró¿norodno�æ objawów klinicznych towarzysz¹cych
zara¿eniu pierwotniakami oraz ciê¿kie powik³ania po
przebytej inwazji, dotycz¹ce g³ównie w¹troby oraz
nerek powoduj¹, ¿e jej rozpoznawanie i leczenie sta-
nowi¹ powa¿ne wyzwanie dla lekarzy weterynarii (1,
8, 18, 25). Problem diagnostyczny stanowi¹ zw³asz-
cza zara¿enia subkliniczne. W ich przebiegu niewiel-
ka ilo�æ pierwotniaków utrzymuje siê stale w krwin-
kach gospodarza, prowadz¹c do ci¹g³ego, aczkolwiek
niewielkiego stopnia, niszczenia erytrocytów. Stan taki
mo¿e trwaæ miesi¹cami, a przej�cie choroby z formy
utajonej w pe³noobjawow¹ mo¿e byæ nastêpstwem
spadku odporno�ci, leczenia glikokortykosterydami,
nadka¿eñ bakteryjnych lub wirusowych. Na ogó³ mi-
kroskopowym badaniem rozmazów krwi nie mo¿na
w takich przypadkach wykazaæ obecno�ci pierwotnia-
ków w krwinkach czerwonych, a jedyn¹ skuteczn¹
metod¹ diagnostyczn¹ pozostaje ³añcuchowa reakcja
polimerazy (PCR). Jej czu³o�æ w du¿ej mierze zale¿y
od ilo�ci matrycowego DNA wykorzystywanego do
amplifikacji, a ta z kolei od zastosowanej metody izo-
lacji materia³u genetycznego z krwi (26).

Celem badañ by³o wykorzystanie ³añcuchowej re-
akcji polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time
PCR) do wykrywania zara¿eñ subklinicznych Babe-
sia canis u psów oraz ocena wp³ywu ró¿nych metod
izolacji DNA paso¿ytów z krwi na czu³o�æ PCR.

Materia³ i metody
Badaniami objêto 6 psów (4 samce i 2 samice) ró¿nych

ras (3 mieszañce, 1 owczarek niemiecki, 1 american staf-
ford terrier, 1 wy¿e³ weimarski) w wieku 3-8 lat. Zwierzêta
zg³oszono do Kliniki Chorób Zaka�nych UP w Lublinie
z problemem nawracaj¹cych od d³u¿szego czasu os³abieñ,
którym sporadycznie towarzyszy³y objawy bolesno�ci jamy
brzusznej. Badaniem hematologicznym u wszystkich psów
wykazano trombocytopeniê, której w przypadku trzech
osobników towarzyszy³a anemia. Badaniem biochemicz-
nym u ¿adnego z pacjentów nie wykazano upo�ledzonej
funkcji w¹troby lub nerek (aktywno�æ AST, ALT, AP oraz
stê¿enie mocznika i kreatyniny pozostawa³y w granicach
norm fizjologicznych). Badaniem radiologicznym jamy
brzusznej u 4 psów stwierdzono powiêk-
szenie �ledziony (tab. 1). Mikroskopo-
wym badaniem rozmazów krwi barwio-
nych metod¹ Giemzy u ¿adnego z bada-
nych osobników nie wykryto obecno�ci
w erytrocytach pierwotniaków Babesia
oraz riketsji Anaplasma/Ehrlichia w leu-
kocytach. Poniewa¿, jak wynika³o z wy-
wiadu przeprowadzonego z w³a�ciciela-
mi zwierz¹t, wszystkie psy mia³y w prze-
sz³o�ci kontakt z kleszczami, z uwagi na
mo¿liwo�æ rozwoju zara¿eñ/zaka¿eñ sub-
klinicznych na tle Babesia/Ehrlichia/
Anaplasma, wszystkie osobniki podda-
no badaniu molekularnemu (PCR) w kie-

runku wykazania w ich krwi materia³u genetycznego tych
patogenów. Jednocze�nie porównano trzy metody izolacji
DNA z pe³nej krwi celem wyboru najbardziej optymalnej,
pozwalaj¹cej uzyskaæ najwiêksz¹ ilo�æ matrycy do PCR,
wykorzystanej w diagnostyce zara¿eñ/zaka¿eñ subklinicz-
nych. Wyboru najlepszej metody izolacji DNA dokonywa-
no w oparciu o:

� spektrometryczny pomiar stê¿enia wyizolowanego
kwasu deoksrybonukleinowego z pe³nej krwi za pomoc¹
aparatu Picodrop,

� okre�lenie warto�ci Ct produktów PCR (liczba cykli
amplifikacji, po których natê¿enie fluorescencji powstaj¹-
cego produktu przewy¿szy fluorescencjê t³a) uzyskanych
w czasie rzeczywistym, powsta³ych na matrycy DNA izo-
lowanego ró¿nymi metodami,

� analizê elektroforetyczn¹ uzyskanych produktów real-
-time PCR (oceny intensywno�ci luminescencji ampliko-
nów powsta³ych na matrycy DNA izolowanego ró¿nymi
metodami).

Metody izolacji DNA. Izolacjê ca³kowitego DNA z krwi
psów do real-time PCR przeprowadzano metod¹ fenolow¹
oraz dwoma komercyjnymi zestawami do izolacji DNA:
Micro AX blood Gravity (A&A Biotechnology Gdynia,
Polska) oraz Blood mini (A&A Biotechnology Gdynia,
Polska).

W metodzie fenolowej do 448,75 µl pe³nej krwi doda-
wano 1,25 µl proteinazy K (stê¿enie koñcowe 50 µg/ml)
oraz 50 µl SDS (stê¿enie koñcowe 1%). Ca³o�æ mieszano,
a nastêpnie inkubowano w temperaturze 51°C przez 2 godz.
DNA ekstrahowano za pomoc¹ fenolu, chloroformu oraz
alkoholu izoamylowego. Mieszaninê intensywnie wytrz¹sa-
no, a nastêpnie odwirowywano w 4°C przy 15 000 obr./min.
przez 15 min. Z próbek ostro¿nie pobierano fazê wodn¹,
do której dodawano 96% alkohol etylowy w ilo�ci odpo-
wiadaj¹cej dwukrotnej objêto�ci fazy wodnej. Ca³o�æ pre-
cypitowano przez 1 godz. w temperaturze �70°C, a nastêp-
nie odwirowywano w 4°C przez 30 min. przy 15 000 obr./
min. Znad powsta³ego osadu delikatnie zlewano p³yn, a osad
przep³ukiwano 1 ml 70% etanolu, po czym dwukrotnie
wirowano w 4°C przez 15 min. przy 15 000 obr./min.
Alkohol zlewano, a osad suszono na powietrzu przez
15 min., po czym zawieszano w 50 µl ja³owej wody i mro-
¿ono w �20°C do czasu dalszych analiz.

Izolacjê DNA za pomoc¹ zestawów Micro AX blood
Gravity oraz Blood mini przeprowadzano ze 100 µl pe³nej

Tab. 1. Podstawowe dane dotycz¹ce zwierz¹t u¿ytych w badaniu
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krwi, wg procedury podanej przez producenta (A&A Bio-
technology Gdynia, Polska). Zasada izolacji DNA oboma
zestawami oparta jest na zdolno�ci wi¹zania siê DNA do
z³ó¿ krzemionkowych. Krew lizowana by³a w odpowied-
nich buforach zawieraj¹cych sole chaotropowe oraz deter-
genty niejonowe w obecno�ci proteinazy K. Powsta³a mie-
szanina nanoszona by³a na odpowiednie minikolumny ze
specjalnym z³o¿em krzemionkowym. DNA w procesie izola-
cji przechodz¹c przez z³o¿a, osiada³o na nich, podczas gdy
zanieczyszczenia przemieszcza³y siê na dno probówki.
Oczyszczone DNA wymywano ze z³ó¿ za pomoc¹ buforu
Tris (w zestawie Blood mini) lub te¿ elucja kwasu deoksy-
rybonukleinowego z kolumny odbywa³a siê pod wp³ywem
dzia³ania si³y grawitacji (Micro AX blood Gravity).

Pomiar ilo�ci DNA. Pomiaru ilo�ci wyizolowanego DNA
dokonywano za pomoc¹ aparatu Picodrop, wg procedury
podanej przez producenta, w próbce o objêto�ci 2,5 µl.

Real-time PCR. Real-time PCR dla wszystkich próbek
wyizolowanego DNA przeprowadzano przy u¿yciu apara-
tu Corbett. W reakcji wykorzystano parê starterów GF1
i GR2 komplementarnych do fragmentu genu 18S RNA
Babesia canis (6) oraz EHR 521 i EHR 747 komplemen-
tarnych do fragmentu genu 16S RNA Ehrlichia/Anaplasma
(5). Real-time PCR z barwinkiem SYBR Green 1 prowa-
dzono w cienko�ciennych probówkach o pojemno�ci 100 µl.
W metodzie zastosowano zestaw DyNAmo HS SYBR Green
qPCR Kit (Finnzymes) umo¿liwiaj¹cy przeprowadzenie
wysoko specyficznej reakcji.

W sk³ad mieszaniny reakcyjnej o objêto�ci 20 µl wcho-
dzi³y nastêpuj¹ce sk³adniki: 2 µl matrycy
DNA, 7,2 µl wody, 0,4 µl ka¿dego ze starte-
rów GF2 i GR2 dla Babesia canis lub EHR
521 i EHR 747 dla Ehrlichia/Anaplasma (koñ-
cowe stê¿enie 50 pM), 10 µl Master Mix za-
wieraj¹cego wersjê hot start zmodyfikowanej
polimerazy Tbr (Thermus brockianus), bufor
dla polimerazy Tbr, dNTP, MgCl2

 oraz inter-
kaluj¹cy barwnik SYBR Green 1.

Zoptymalizowana real-time PCR dla Babe-
sia canis obejmowa³a 50 nastêpuj¹cych po so-
bie cykli, z których ka¿dy sk³ada³ siê z trzech
etapów: denaturacji w 92°C przez 60 s., przy-
³¹czania starterów w 52°C przez 60 s. i wy-
d³u¿ania nici w 72°C przez 90 s.

Zoptymalizowana real-time PCR dla Ehr-
lichia/Anaplasma obejmowa³a 35 cykli, w któ-
rych etap denaturacji przebiega³ w 94°C przez
30 s., przy³¹czanie starterów odbywa³o siê
w temp. 56°C przez 30 s., a wyd³u¿anie nici
w temp. 72°C trwa³o 45 s.

Pomiar fluorescencji mieszaniny reakcyj-
nej oraz okre�lenie warto�ci wska�nika Ct wy-
konywano w czasie rzeczywistym na etapie
wyd³u¿ania nici komplementarnych do mat-
rycy DNA. W celu potwierdzenia swoisto�ci
amplifikacji okre�lano temperaturê topnienia
produktów PCR przez stopniowe podnosze-
nie temperatury mieszaniny reakcyjnej z 70°C
do 95°C przy ci¹g³ym pomiarze natê¿enia
fluorescencji (HRM).

Elektroforeza. Uzyskane produkty PCR analizowano
dodatkowo metod¹ elektroforezy w 1% ¿elu agarozowym,
w buforze TBE przy napiêciu 10 V/cm przez 50 min. Po
wybarwieniu produktów amplifikacji bromkiem etydyny
okre�lano ich wielko�æ w odniesieniu do wzorca masowe-
go DNA ladder 100 bp (Gibco BRL).

Sekwencjonowanie. Oczyszczone produkty PCR pod-
dawano sekwencjonowaniu w Serwisie Sekwencjonowa-
nia i Syntezy DNA Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN
w Warszawie. Wyniki sekwencjonowania odbierano po-
przez pocztê elektroniczn¹, po czym opracowywano je za
pomoc¹ programu komputerowego Lasergene DNA Star.

Wyniki i omówienie
Metod¹ PCR we krwi wszystkich 6 psów u¿ytych

w badaniach wykazano obecno�æ materia³u genetycz-
nego Babesia canis. U ¿adnego osobnika technik¹
t¹ nie potwierdzono zaka¿eñ na tle riketsji Ehrlichia/
Anaplasma. Najbardziej wydajn¹ okaza³a siê reakcja,
do której materia³ genetyczny izolowano z pe³nej krwi
z u¿yciem fenolu i chloroformu. Ilo�æ ca³kowitego
DNA izolowanego t¹ metod¹ okre�lana spektro-
metrycznie waha³a siê w granicach 43,7-54,3 ng/µl,
a warto�æ Ct w real-time PCR dla próbek, gdzie jako
matrycy u¿yto wyizolowanego w ten sposób materia³u
genetycznego, by³a najmniejsza i wynosi³a �rednio 22,5
(ryc. 1, tab. 2). Powsta³e na matrycy izolowanego
w ten sposób DNA amplikony ulega³y najsilniej wy-

Ryc. 1. Krzywa amplifikacji DNA Babesia canis w real-time PCR. Krzywa
czarna � produkt PCR powsta³y na matrycy DNA izolowanego metod¹ feno-
low¹; krzywa zielona � produkt PCR powsta³y na matrycy DNA izolowane-
go zestawem Micro AX blood Gravity; krzywa czerwona � produkt PCR
powsta³y na matrycy DNA izolowanego zestawem Blood mini

Tab. 2. Czu³o�æ metod izolacji w oparciu o pomiar ilo�ci wyizolowanego DNA
oraz szybko�æ narastania produktu (warto�æ Ct) w real-time PCR
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barwieniu bromkiem etydyny i cha-
rakteryzowa³a je najmocniejsza lu-
minescencja w �wietle UV po za-
koñczeniu elektroforezy (ryc. 2).

Pozosta³e dwie komercyjne me-
tody izolacji DNA z krwi pozwoli-
³y tak¿e na uzyskanie ilo�ci mate-
ria³u genetycznego, umo¿liwiaj¹-
cych przeprowadzenie badañ diag-
nostycznych i wykrycie zara¿eñ sub-
klinicznych u badanych psów. Obie
metody ró¿ni³y siê jednak wydaj-
no�ci¹. O ile w przypadku zestawu
Micro AX blood Gravity by³a ona
zbli¿ona do tej uzyskanej w meto-
dzie fenolowej (ilo�æ ca³kowitego
DNA w zale¿no�ci od badanej prób-
ki wynosi³a 41,0-53,7 ng/µl, warto�æ
Ct w SYBR Green real-time PCR
dla produktów powsta³ych ma ma-
trycy izolowanego w ten sposób
DNA wynosi³a �rednio 23, za� in-
tensywno�æ emisji �wiat³a UV przez
rozci¹gniête w procesie elektrofore-
zy amplikony by³a zbli¿ona do ob-
serwowanej dla próbek, gdzie DNA
izolowano metod¹ fenolow¹), to
w przypadku zestawu Blood mini
ilo�æ uzyskiwanego DNA by³a nie-
wielka (w zale¿no�ci od badanej
próbki wynosi³a 14,0-25,1 ng/µl), amplifikacja w cza-
sie rzeczywistym zachodzi³a najwolniej (�rednia war-
to�æ Ct = 28), a intensywno�æ wybarwienia produk-
tów PCR po zakoñczeniu elektroforezy by³ najmniej-
sza (ryc. 1 i 2, tab. 2). Warto�æ temperatury topnienia
wszystkich amplikonów wynosi³a 78°C. Czytelne se-
kwencje uzyskano dla wszystkich produktów PCR
powsta³ych na matrycy DNA izolowanego z krwi psów
metod¹ fenolow¹ oraz zestawem Micro AX Blood
Gravity, oraz dla trzech próbek, gdzie jako matrycy
u¿yto DNA wyizolowanego z krwi psów zestawem
Blood mini. W przypadku pozosta³ych trzech pro-
duktów PCR uzyskane sekwencje by³y nieczytelne.
Wszystkie otrzymane w badaniach w³asnych sekwen-
cje fragmentu genu 18S RNA wykazywa³y podobieñ-
stwo rzêdu 99,9-100% z sekwencj¹ Babesia canis
EU622792.

Spo�ród gatunków Babesia chorobotwórczych dla
psów, B. canis uznaje siê za najbardziej patogenny (19).
Paso¿yty te mog¹ byæ tak¿e izolowane od osobników
nie zdradzaj¹cych objawów klinicznych babeszjozy
(11, 13, 28). Zwierzêta z inwazj¹ bezobjawow¹ mog¹
stanowiæ rezerwuar pierwotniaków i odgrywaæ istot-
n¹ rolê w epidemiologii choroby (20). Przyjmuje siê,
¿e czêstotliwo�æ stwierdzania zara¿eñ subklinicznych
u psów jest ma³a. Beck i wsp. (11) wykazali je jedynie
u 29 spo�ród 848 psów (3,42%) nie zdradzaj¹cych
objawów klinicznych choroby. W Polsce po raz pierw-

szy monitoring tego typu inwazji
u psów przy u¿yciu metod biologii
molekularnej przeprowadzili Welc-
-Falêciak i wsp. (27). Ich wyniki
wskazuj¹, i¿ subkliniczna babeszjo-
za mo¿e stanowiæ wiêkszy problem
ni¿ siê powszechnie s¹dzi. Autorzy
ci wykazali obecno�æ DNA B. ca-
nis we krwi 20 spo�ród 79 (25,3%)
pozornie zdrowych, u¿ytych w ba-
daniu osobników. Wyniki te, choæ
uzyskane na ma³ej grupie zwierz¹t,
wskazuj¹ na do�æ istotne niebezpie-
czeñstwo rozwoju tego typu inwa-
zji u rodzimych psów, a co jest z tym
zwi¹zane, na konieczno�æ opraco-
wania czu³ej metody diagnostycz-
nej, pozwalaj¹cej na wykrycie zara-
¿eñ subklinicznych.

Standardowo rozpoznanie babe-
szjozy psów stawiane jest na pod-
stawie mikroskopowej oceny roz-
mazów krwi barwionych metodami
Giemzy, Romanowskiego czy Diff-
-Quick (4). Badanie rozmazów krwi
wymaga jednak pewnego do�wiad-
czenia. Elementy niewyp³ukanego
barwnika mog¹ byæ niekiedy myl-
nie wziête za komórki pierwotnia-
ków. Ponadto na wczesnym etapie

choroby, gdy parazytemia jest niska, trudno jest wy-
kazaæ obecno�æ Babesia w erytrocytach zara¿onych
psów. Podobna sytuacja ma miejsce przy nasilonej
hemolizie, gdy dochodzi do jednoczesnego rozpadu
wielu czerwonych krwinek i uwalniania paso¿ytów do
osocza oraz w przebiegu zara¿eñ subklinicznych (4,
26). Wszystko to sprawia, ¿e w przypadkach podej-
rzenia piroplazmozy, w których mikroskopowa ocena
rozmazów krwi daje wynik w¹tpliwy, wskazane jest
przebadanie tego materia³u technik¹ PCR. PCR cechu-
je znacznie wy¿sza czu³o�æ ani¿eli badanie mikrosko-
powe rozmazów krwi (10). Pozwala ona na wykaza-
nie obecno�ci materia³u genetycznego Babesia ju¿ przy
parazytemii wynosz¹cej zaledwie 0,0001% (9). Ponad-
to przy jej pomocy mo¿na ró¿nicowaæ paso¿yty nie
wykazuj¹ce odmiennej morfologii komórki (16). Czu-
³o�æ tej techniki zale¿y od ilo�ci matrycowego DNA,
a ta od wydajno�ci zastosowanej metody izolacji kwa-
su nukleinowego (24). W dostêpnym pi�miennictwie
brak jest danych odno�nie badañ nad wp³ywem metod
izolacji DNA na czu³o�æ wykrywania zara¿eñ subkli-
nicznych Babesia canis u psów. W badaniach w³asnych
porównano trzy metody izolacji DNA tych paso¿ytów
z krwi, spo�ród których najbardziej wydajn¹ okaza³a
siê metoda z wykorzystaniem fenolu i chloroformu.
Zbli¿one wyniki uzyskano, gdy izolacjê przeprowa-
dzano za pomoc¹ komercyjnego zestawu Micro AX
blood Gravity. Zalet¹ tego ostatniego jest prostota

Ryc. 2. Produkty PCR fragmentu genu
18S RNA Babesia canis powsta³e na ma-
trycy DNA izolowanego ró¿nymi meto-
dami
�cie¿ka 1 � marker masowy (Gibco BRL
100 pz); �cie¿ka 2 � produkt PCR powsta³y
na matrycy DNA izolowanego metod¹ fe-
nolow¹; �cie¿ka 3 � produkt PCR powsta³y
na matrycy DNA izolowanego zestawem
Micro AX blood Gravity; �cie¿ka 4 � pro-
dukt PCR powsta³y na matrycy DNA izolo-
wanego zestawem Blood mini
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i szybko�æ wykonania izolacji praktycznie bez koniecz-
no�ci posiadania specjalistycznego sprzêtu oraz sto-
sunkowo niewielka ilo�æ materia³u (oko³o 100 µl krwi),
z którego wykonywana jest izolacja. Ca³kowity czas
izolacji DNA zestawem Micro AX blood Gravity za-
myka siê w 1 godz., co przy trwaj¹cej prawie 4 godz.
metodzie fenolowej stanowi znaczn¹ oszczêdno�æ cza-
su. Ilo�æ wyizolowanego obiema metodami DNA prze-
k³ada³a siê na znaczn¹ ilo�æ uzyskanego produktu PCR,
co jest istotne w sytuacji, gdy ma on byæ poddawany
dalszej analizie (np. sekwencjonowanie, analiza res-
trykcyjna itp.) (6, 29). W przypadku wykorzystania do
izolacji DNA trzeciej z omawianych metod � zestawu
Blood mini, ilo�æ uzyskanego t¹ droga materia³u by³a
niewielka. Co prawda, wystarcza³a do tego, by móc
przeprowadziæ PCR do celów diagnostycznych, jed-
nak stê¿enia uzyskanych amplikonów by³y nieznacz-
ne i wyklucza³y mo¿liwo�æ poddawania ich ewentual-
nej dalszej analizie, czego potwierdzeniem by³o uzys-
kanie czytelnych sekwencji tylko dla po³owy produk-
tów PCR powsta³ych na matrycy izolowanego w ten
sposób DNA.

Uzyskane wyniki potwierdzaj¹ przydatno�æ real-
-time PCR w rozpoznawaniu subklinicznej babeszjozy
psów. Jednocze�nie wskazuj¹ na konieczno�æ doboru
takiej metody izolacji DNA, która bêdzie gwaranto-
wa³a najwy¿sz¹ wydajno�æ amplifikacji. Dotychczas
w Polsce nie prowadzono szerokiego monitoringu tej
postaci piroplazmozy. Wszystkie wykryte w badaniach
w³asnych paso¿yty zakwalifikowano do Babesia ca-
nis 18 S RNA-A EU622792, jednego z dwóch szcze-
pów pierwotniaków wystêpuj¹cych na terenie Polski,
charakteryzuj¹cego siê mniejsz¹ zjadliwo�ci¹ (3, 6, 8).
By okre�liæ, czy tylko ten wariant piroplazm odpowie-
dzialny jest za rozwój subklinicznej babeszjozy, wska-
zane jest przeprowadzenie dalszych badañ, do których
konieczne jest posiadanie odpowiedniej ilo�ci czystych
produktów PCR paso¿yta.
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