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Summary

The aim of the study was the molecular analysis of B. canis strains isolated from dogs from Poland based
on 18S RNA and Bc¢28 genes. The study involved 140 protozoan strains derived from clinical disease cases.
All DNA samples of parasites were analyzed in two ways (amplification and restriction digestion) which made
it possible to demonstrate the polymorphism of the Bc28 gene, and to show 18S RNA gene polymorphism
(amplification and restriction digestion). Amplification of the Bc28 gene fragment and digestion of the resulting
PCR products allowed for the classification of 104 isolates of B. canis to the Bc28-A group, and 36 strains of
protozoa to the Bc28-B group. Amplification of the Bc28 gene fragment and digestion of the resulting PCR
products allowed for the classification of 33 isolates to 18S RNA-A group, while to 18S RNA-B — 107 parasite
isolates. Comparison of both groups of protozoa among themselves allowed partial but not complete correlation

of polymorphisms in Bc28 and 18S RNA genes.
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Babeszjoza psow jest transmisyjng chorobg przeno-
szong przez kleszcze. Jej czynnikiem etiologicznym sa
wewnatrzerytrocytarne pierwotniaki nalezace do ro-
dzaju Babesia, rodziny Babesidae, rz¢du Piroplasmida,
typu Apicomplexa (1). Na podstawie morfologii
komorki wyrdznia si¢ dwie grupy tych pasozytow
patogennych dla psow — wigksze o wielkosci okoto
3-5 um okreslane mianem B. canis oraz mniejsze,
o wymiarach 1-3 um — B. gibsoni (3). Analiza genéw
18S RNA, Bc28, 5.8S, hsp70 czy cytochromu B wy-
kazata, iz w rzeczywistosci czynnikiem etiologicznym
babeszjozy psow sa liczne gatunki Babesia. W obrebie
matych piroplazm wykazano nast¢pujace gatunki:
Babesia gibsoni, Babesia conradae, Babesia microti-
-like okreslang takze jako Theileria annae (Babesia
vulpes) czy ,,izolat hiszpanski” oraz Theileria spp. (5,
9, 14). Z kolei w obrgbie duzych piroplazm wyroznia
si¢ trzy gatunki, poczatkowo uznawane za podgatunki
B. canis — B. rossi, B. canis i B. vogeli oraz stosunkowo
niedawno wykryte u psow w USA nienazwane jeszcze
duze Babesia (8, 10-12). Wszystkie one charakteryzuja
si¢ identyczng morfologia komorki, jednak ich geo-
graficzny zasi¢g wystepowania, struktura genetyczna,

zjadliwo$¢ sg rdzne. Pierwotniaki te przenoszone sa
takze przez rozne gatunki kleszczy (12, 24, 26).

Objawy kliniczne stwierdzane u psoéw cierpigcych
na babeszjoze sg bardzo zréznicowane (18). Choroba
moze przebiega¢ nadostro, ostro oraz przewlekle.
Roézne izolaty pasozytow charakteryzuje rézna zja-
dliwos¢ (20). Niektore powodujq rozwoj cigzkiej
choroby z nasﬂonq parazytemig i Smiercig zwierzat,
w przebiegu zarazen 1nnyrn1 notuje si¢ natomiast niska
parazytemie¢ i przejsciowe wystepowanie tagodnych
objawow choroby (16, 19, 20, 23).

Wydaje sie, ze najwicksza zjadliwos¢ cechuje potud-
niowoafrykanskie szczepy B. rossi (13, 22), podczas
gdy w Europie u psoéw stwierdza si¢ wystepowanie
nieco mniej chorobotwoérczych pierwotniakow B. ca-
nis. Obserwacje wtasne wskazuja, iz pomimo tego,
ze babeszjoza u psow w Europie wywolywana jest
gléwnie przez B. canis, to przebieg choroby moze
by¢ rozny w zalezno$ci od rejonu geograficznego,
z ktérego pochodza psy oraz szczepu pasozytow ja
wywolujacych (4, 17, 21).

Celem badan byla analiza molekularna szczepow
pierwotniakow B. canis wyizolowanych od psow
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7 Polski w oparciu o sekwencj ¢ genéw 18S  Tab. 1. Startery wykorzystywane w badaniach molekularnych
RNA oraz Bc28. » Wielkosé
.. s’tl:rzl:,?a Sekwencja Amplg:('tl)wany amplifikowanego
Materiat i metody odcinka DNA
Szczepy pierwotniakéw uiyte w badaniu. Piro-A 5°-AATTACCCAATCCTGACACAGGG 18S RNA 400 pz
Badaniami prowadzonymi w latach 2013-2016 | Piro-B | 5’-TTAAATACGAATGCCCCCAAC 18S RNA 400 pz
Ogﬁz‘t({ 14Ok11;0‘1atobii) canis Wylz‘ﬁozvanycﬁ GF2 | 5-GTCTTGTAATTGGAATGATGG 185 RNA 559 pz
© pSOYV z 1n1'cznq a ?SZJS)ZQ’ Pocho zapyc GR2 5’-CCAAAGACTTTGATTTCTCTC 18S RNA 559 pz
z terenow Polski (63 z wojewodztwa lubelskiego,
38 7 Zachodniej Polski — Wroctaw i Poznan, 12 F281&2a | 5-ACTGAGGATGAGAAAAGG-GATAGT Bc28 710 pz
z woj. mazowieckiego, 8 z woj. §wietokrzyskie- | R281 5'-GTCCACAACCGCGACGGCGGCAAC Bc28 710 pz

g0, 3 z woj. matopolskiego, 8 z woj. podkarpac-

kiego, 6 z woj. podlaskiego, 2 z woj. warminsko-mazur-
skiego). Babeszjoze w kazdym przypadku potwierdzono
badaniem hematologicznym — podczas mikroskopowej
oceny rozmazow krwi barwionych metoda Giemzy oraz
tancuchowa reakcjg polimerazy (PCR).

Analiza molekularna. Od chorych zwierzat pobierano
peina krew do probowek z EDTA, z ktorej izolowano DNA
do dalszych analiz. Wszystkie probki DNA analizowano
dwutorowo wg procedury opisanej przez Carcy i wsp. (7),
pozwalajacej na wykazanie polimorfizmu genu Bc28 oraz
procedury opracowanej w Katedrze Epizootiologii i Klinice
Choréb Zakaznych Uniwersytetu Przyrodniczego w Lubli-
nie, pozwalajgcej wykazaé polimorfizm genu 18S RNA (2).
Molekularne typowanie genu Bc28 bylo procesem dwustop-
niowym, w ktérym w pierwszym etapie badan okreslano
gatunek Babesia, podczas gdy w drugim réznicowano
szczepy pierwotniakow w obrebie danego gatunku Babesia.

Identyfikacje gatunkow Babesia, ktorymi zarazone byty
psy, dokonano wg analizy PCR-RFLP genu ssu-rDNA opi-
sanej przez Carret i wsp. (8). Badanie to pozwala rozr6znié¢
gatunki B. canis, B. vogeli i B. rossi. Probki DNA ampli-
fikowano ze starterami Piro-A/Piro-B pozwalajagcymi na
uzyskanie produktu o wielkosci 400 pz dla B. canis, B. vo-
geli, B. rossi oraz B. gibsoni lub 440 pz dla B. conradae
lub B. annae (tab. 1). Wszystkie pozytywne w PCR probki
poddawano trawieniu enzymami restrykcyjnymi Taql i Hin-
fl trawigcymi DNA B. vogeli, B. gibsoni oraz B. rossi, lecz
nie B. canis. Drugim krokiem w identyfikacji szczepow
B. canis byta analiza PCR-RFLP genu Bc28. Analiza ta po-
zwala wyrdzni¢ w obrebie gatunku B. canis 3 genetycznie
odmienne szczepy okreslane jako A, B i typ-34 (6).

Wszystkie pozytywne w pierwszym etapie badan probki
DNA poddawano badaniu PCR z parg starterow F281&2a/
R281 amplifikujacych odcinek genu Bc28 B. canis o wiel-
kosci 710 pz (tab. 1). Nastepnie wszystkie probki pozytywne
dla Bc28 trawiono restryktazami Alul [ub Mbol. Trawienie
Alul pozwala odrozni¢ szczepy A/B od szczepow typ-34.
Z kolei trawienie za pomocg enzymu Mbol pozwala odr6z-
ni¢ szczepy typu A-od szczepow typu B.

Trawienie szczepow typ-34 enzymem Alul skutkuje
pojawieniem si¢ unikalnego produktu o wielkosci 410 pz
(dodatkowo obecne sa produkty o wielkosci 240 pzi 60 pz),
ktoérego nie stwierdza si¢ po trawieniu tg restryktazg szcze-
poéw A oraz B. Trawienie szczepéw A i B enzymem Alul
prowadzi do pojawienia si¢ produktéw o wielkosci 320
pz, 240 pz, 60 pz i 90 pz. Z kolei trawienie szczepow A
restryktazg Mbol powoduje rozpad produktu PCR Bc28
na fragmenty o wielkosci 300 pz, 290 pz, 70 pz i 50 pz.

W przypadku szczepow B, po ich trawieniu Mbol nie obser-
wuje si¢ pojawienia fragmentu o wielko$ci 300 pz. Zamiast
niego pojawiaja si¢ dwa produkty o wielkosci 1701 130 pz.

Analiz¢ molekularng fragmentu genu 18S RNA prze-
prowadzono nastepujaco. DNA uzyskane z krwi chorych
psow poddawano amplifikacji w reakcji PCR z uzyciem
starterow BAB GF2 oraz BAB GR2 (tab. 1). Uzyskane
produkty amplifikacji genu 18S rRNA o wielkos$ci 559 bp
poddawano sekwencjonowaniu oraz trawieniu restrykcyj-
nemu enzymem Hincll, jak opisano wcze$niej (2).

Wszystkie izolaty, ktore pod wptywem trawienia Hincll
ulegaty rozktadowi na dwa fragmenty DNA o wielkosci
4091 150 pz, okreslano jako szczepy 18S RNA-A, podczas
gdy izolaty, ktore trawieniu nie ulegly, o wielko$ci 559 pz,
klasyfikowano jako szczepy 18S RNA-B.

Wyniki i oméwienie

Identyfikacja pasozytow. W nastepstwie ampli-
fikacji 140 probek DNA uzyskanych z krwi chorych
psOw z wykorzystaniem starterow Piro-A/Piro-B, dla
wszystkich uzyskano produkt PCR o wielko$ci 400 pz
(ryc. 1). Wielkos$¢ produktu PCR wskazywata, ze
psy mogtly ulec zarazeniu nast¢pujagcymi gatunkami
pierwotniakow Babesia: B. canis, B. vogeli, B. rossi,
lub B. gibsoni, jednak nie B. conradae oraz B. annae
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Ryec. 1. Wyniki amplifikacji DNA Babesia ze starterami Piro-
-A/Piro-B pozwalajacymi na uzyskanie produktu o wielkosci
400 pz dla B. canis, B. vogeli, B. rossi oraz B. gibsoni lub 440 pz
dla B. conradae lub B. annae
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Ryec. 2. Wyniki amplifikacji fragmentu genu Bc28 B. canis
przy uzyciu starteréw F281&2a/R281. Wielko$¢ produktu
PCR wynosi 710 pz

(w ich przypadku wielko$¢ produktu PCR wyniostaby
440 pz).

Zaden z uzyskanych produktéw nie ulegat trawieniu
Taql 1 Hinfl, co wskazuje, iz badane pierwotniaki beda-
ce przyczyng babeszjozy u psow nalezaty do B. canis,
anie do B. vogeli, lub B. rossi.

Wyniki analizy molekularnej fragmentu genu
Bc28. Amplifikacja fragmentu genu Bc28 przy uzy-
ciu starterow F281&2a/R281 pozwolita na uzyskanie
w przypadku wszystkich 140 badanych probek DNA
produktow o wielkosci 710 pz (ryc. 2). Trawienie uzy-
skanych produktow PCR enzymem restrykcyjnym Alul
pozwolito zakwalifikowa¢ wszystkie badane izolaty do
grupy A/B, a nie do typu -34 (ryc. 3). Dalsza analiza
restrykcyjna przy pomocy Mbol pozwolita odrozni¢

559 pz

Ryec. 5. Wyniki amplifikacji fragmentu genu 18S RNA B. canis
ze starterami GF2 i GR2. Wielko$¢ produktu wynosi 559 pz
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Ryec. 3. Trawienie restryk-
cyjne fragmentu genu Bc28
enzymem Alul. Trawienie
szczepow A i B B. canis
enzymem Alul prowadzi
do pojawienia si¢ produk-
téw o wielkosSci 320 pz, 240
pz, 60 pz i 90 pz. Trawienie
enzymem Alul szczepow
typ-34 (brak na rycinie)
skutkuje pojawieniem sie

A B

Ryc. 4. Metoda r6znicowa-
nia szczepow A i B B. canis
W oparciu o trawienie frag-
mentu genu Bc28 restryktazg
Mbol. W nastepstwie trawie-
nia szczepéw A, produkty
PCR ulegaja rozpadowi na
fragmenty o wielko$ci 300 pz,
290 pz, 70 pz i 50 pz. W przy-
padku szczepow B, po ich
trawieniu Mbol obserwuje si¢

fragmenty o wielkosci 290 pz,
170 pz, 130 pz, 70 pz i 50 pz

produktéw o wielkosci 410
Pz, 240 pz i 60 pz

izolaty grupy A od izolatow grupy B (ryc. 4). Do grupy
Bc28-A zaklasyfikowano 104 izolaty B. canis, nato-
miast do grupy Bc28-B 36 izolatow pierwotniakow.
Wyniki analizy molekularnej fragmentu genu
18S RNA. W wyniku amplifikacji 140 prébek DNA ze
starterami BAB GF2 i BAB GR2 komplementarnymi
do fragmentu genu 18S RNA we wszystkich przypad-
kach uzyskano produkty o wielkosci 559 pz (ryc. 5).
Analiza ich sekwencji pozwolita na wyrdznienie

559 pz
409
z
N

150 pz
—

Ryec. 6. Wyniki trawienia restrykcyjnego produktéw ampli-
fikacji fragmentu genu 18S RNA B. canis enzymem Hincll.
Wszystkie izolaty, ktére pod wplywem trawienia Hincll ulega-
ly rozkladowi na dwa fragmenty DNA o wielkos$ci 409 and 150
pz okreslano jako szczepy 18S RNA-A, podczas gdy izolaty,
ktére trawieniu nie ulegly, o wielkosci 559-pz, klasyfikowano
jako szczepy 18S RNA-B



Med. Weter. 2018, 74 (5), 304-308

dwoch grup okreslonych mianem 18S RNA-A i 18S
RNA-B (2). Kryterium zaklasyfikowania pasozytow do
jednej z dwdch grup byta obecnos¢ lub brak sekwen-
cji rozpoznawanej przez enzym restrykcyjny Hincll.
Wszystkie izolaty zaklasyfikowane do grupy 18S
RNA-A z guaning w pozycji 150 i adening w pozycji
151 badanej sekwencji posiadaly szescionukleotydowa
sekwencje rozpoznawang przez Hincll, podczas gdy
uizolatéw grupy 18S RNA-B z adening w pozycji 150
1 guaning w pozycji 151 sekwencja ta nie wystgpowata
(ryc. 6).

Do grupy 18S RNA-A zaklasyfikowano trzydziesci
trzy izolaty pierwotniakow, natomiast do grupy 18S
RNA-B, 107 izolatow pasozytow.

Bc28 wchodzi w sktad rodziny ztozonej przynaj-
mniej z siedmiu kopii genow zlokalizowanych w obrg-
bie pieciu chromosoméw. Koduja one biatka o wysoce
konserwatywnych sekwencjach aminokwasowych
nawet u antygenowo odmiennych szczepoéw B. ca-
nis. Rola tych bialek nie zostata nalezycie poznana.
Przypuszcza sig, iz moga one bra¢ udzial w adhezji
merozoitow do blony erytrocytow w trakcie procesu
inwazji (4).

Z kolei 18S RNA jest konserwatywnym genem
wykorzystywanym standardowo w diagnostyce mole-
kularnej babeszjozy psow (2, 4, 25). Analiza sekwencji
fragmentow jego DNA umozliwia wykazanie pewnych
polimorfizméw, jednak nie w kazdym przypadku
pozwala na odréznienie B. canis od B. vogeli czy
B. rossi.

Celem niniejszych badan byto wykazanie zwigzku
pomiedzy wynikami analizy molekularnej genu Be28
oraz 18S RNA pierwotniakdw Babesia izolowanych od
psow z klinicznych przypadkdéw babeszjozy. W pierw-
szym etapie badan, wykorzystujac techniki PCR-RFLP,
okreslono gatunek pasozyta wywotujacego chorobe
jako B. canis. Dalsza analiza uzyskanych izolatow
zmierzata do zakwalifikowania ich do grupy A, B i typ
34 w odniesieniu do genu Bc28, oraz 18S RNA-A lub
18S RNA-B w odniesieniu do genu 18S RNA.

Sposréd przebadanych wedlug procedury ERT
szczepoOw B. canis 104 zaklasyfikowano do grupy
Bc28-A, natomiast 36 do grupy Bc28-B. Z kolei ana-
liza genu 18S RNA pozwolita na zakwalifikowanie
33 izolatéw do grupy 18S RNA-A, natomiast 107 do
grupy 18S RNA-B. Poréwnujac obie metody analizy
zaobserwowano pewng zaleznos¢. Wszystkie izolaty
B. canis zakwalifikowane do grupy 18S RNA-A na-

Tab. 2. Przynalezno$¢ polskich izolatow B. canis do grupy
Bc28 A/B oraz 18S RNA A/B

Liczba izolatéw
Grupa
Bc28 A Bc28 B Ogdtem
18S RNA-A 33 - 33
18S RNA-B 4 36 107
Ogdtem 104 36 140
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lezaly takze do grupy Bc28 A, podczas gdy izolaty
zaklasyfikowane jako 18S RNA-B odpowiadaty
w typowaniu ERT przedstawicielom grup Bc28 A
oraz B (tab. 2). Na podstawie przeprowadzonych ba-
dan mozna stwierdzi¢, ze dominujgcymi szczepami
B. canis w Polsce sg Bc28 A wg typowania ERT oraz
18S RNA-B, wedlug analizy genu 18S RNA. W Zadnej
z badanych probek materiatu genetycznego nie stwier-
dzono wystgpowania szczepu 34 Be28.

Wydaje si¢, ze wystgpowanie roznych szczepow
Bc28 w Europie jest $cisle powigzane z obszarem
geograficznym. Bc28-A wystepuja gtownie w poinoc-
no-wschodniej Europie, podczas gdy Bc28-B w czesci
poludniowo-zachodniej i centralnej kontynentu. Majac
na uwadze fakt, iz szczepy Bc28-34 stwierdzano
dotychczas tylko na obszarze Francji, domniemuje
si¢, ze uwarunkowania srodowiskowe odgrywaja
kluczowq role; W utrzymywaniu si¢ poszczegolnych
szczepOw i genotypdw pasozytow na danym obszarze
(7). Jednym z nich moze by¢ gatunek kleszcza-wekto-
ra babeszjozy, ktory zasiedla dany obszar. Wiadomo,
ze B. canis wystepuja tam, gdzie obecne sg kleszcze
Dermacentor reticulatus, podczas gdy obszar wyste-
powama B. vogeli pokrywa si¢ z miejscami zerowa-
nia Rhipicephalus sanguineus (22). Interesujace jest
wykazanie réznic w sekwencjach mitochondrialnych
genow u kleszczy D. reticulatus, co jest podstawa do
wykazania w obrebie tego gatunku roznych szczepow.
Sugeruje si¢, ze rdézne szczepy pajeczakoéw moga prze-
nosic¢ rozne szczepy B. canis (7).

We wcezesniejszych badaniach wykazano zwigzek
pomigdzy zjadliwoscia B. canis a réznicami w genomie
pierwotniakéw 1 ich przynaleznoscig do grupy 18S
RNA-A i1 18S RNA-B (2, 4). Pytanie, czy prawidto-
wos$¢ takg mozna stwierdzi¢ dla szczepow Bc28-B
1 Bc28-A? W odniesieniu do klasyfikacji 18S RNA za-
rowno Bc28-A, jak 1 Bc28-B sg heterogenne. Oznacza
to, ze pierwotniaki sklasyfikowane jako Bc28-A,
w klasyfikacji 18S RNA nalezaly do grupy zar6wno
18S RNA-A, jak i 18S RNA-B. Podobnie rzecz ma si¢
ze szczepami Bc28-B. W zwigzku z powyzszym nalezy
oczekiwag, ze choroba u psow zarazonych szczepami
Bc28-A/18S RNA-B oraz Bc28-B/18S RNA-B moze
przebiega¢ ciezej anizeli u osobnikdéw zarazonych
Bc28-A/18S RNA-A oraz Bc28-B/18S RNA-A. Jak
wspomniano powyzej, szczepy B. canis Bc28 typ-34
wystepuja jedynie na terenie Francji. Sg one poznane
w niewielkim stopnlu 1 w wiekszosci przypadkow
(62%) zarazenia na ich tle towarzysza zarazeniom
szczepami Bc28-A lub Be28-B (15).

Badania nad strukturq genetyczng pierwotniak(')w
Babesia wydajq si¢ mie¢ kluczowe znaczenie dla zro-
zumienia réznic w przebiegu choroby oraz poznania
patogenezy choroby, a takze dla samej diagnostyki
babeszjozy. Staty monitoring molekularny Babesia
jest wigc niezbedny do skutecznej kontroli choroby.
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