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Babeszjoza psów jest transmisyjną chorobą przeno-
szoną przez kleszcze. Jej czynnikiem etiologicznym są 
wewnątrzerytrocytarne pierwotniaki należące do ro-
dzaju Babesia, rodziny Babesidae, rzędu Piroplasmida, 
typu Apicomplexa (1). Na podstawie morfologii 
komórki wyróżnia się dwie grupy tych pasożytów 
patogennych dla psów – większe o wielkości około 
3-5 µm określane mianem B. canis oraz mniejsze, 
o wymiarach 1-3 µm – B. gibsoni (3). Analiza genów 
18S RNA, Bc28, 5,8S, hsp70 czy cytochromu B wy-
kazała, iż w rzeczywistości czynnikiem etiologicznym 
babeszjozy psów są liczne gatunki Babesia. W obrębie 
małych piroplazm wykazano następujące gatunki: 
Babesia gibsoni, Babesia conradae, Babesia microti-
-like określaną także jako Theileria annae (Babesia 
vulpes) czy „izolat hiszpański” oraz Theileria spp. (5, 
9, 14). Z kolei w obrębie dużych piroplazm wyróżnia 
się trzy gatunki, początkowo uznawane za podgatunki 
B. canis – B. rossi, B. canis i B. vogeli oraz stosunkowo 
niedawno wykryte u psów w USA nienazwane jeszcze 
duże Babesia (8, 10-12). Wszystkie one charakteryzują 
się identyczną morfologią komórki, jednak ich geo-
graficzny zasięg występowania, struktura genetyczna, 

zjadliwość są różne. Pierwotniaki te przenoszone są 
także przez różne gatunki kleszczy (12, 24, 26).

Objawy kliniczne stwierdzane u psów cierpiących 
na babeszjozę są bardzo zróżnicowane (18). Choroba 
może przebiegać nadostro, ostro oraz przewlekle. 
Różne izolaty pasożytów charakteryzuje różna zja-
dliwość (20). Niektóre powodują rozwój ciężkiej 
choroby z nasiloną parazytemią i śmiercią zwierząt, 
w przebiegu zarażeń innymi notuje się natomiast niską 
parazytemię i przejściowe występowanie łagodnych 
objawów choroby (16, 19, 20, 23).

Wydaje się, że największa zjadliwość cechuje połud- 
niowoafrykańskie szczepy B. rossi (13, 22), podczas 
gdy w Europie u psów stwierdza się występowanie 
nieco mniej chorobotwórczych pierwotniaków B. ca-
nis. Obserwacje własne wskazują, iż pomimo tego, 
że babeszjoza u  psów w  Europie wywoływana jest 
głównie przez B. canis, to przebieg choroby może 
być różny w  zależności od rejonu geograficznego, 
z  którego pochodzą psy oraz szczepu pasożytów ją 
wywołujących (4, 17, 21).
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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 Bc28 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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z Polski w oparciu o sekwencję genów 18S 
RNA oraz Bc28.

Materiał i metody
Szczepy pierwotniaków użyte w  badaniu. 

Badaniami prowadzonymi w latach 2013-2016 
objęto 140 izolatów B. canis wyizolowanych 
od psów z kliniczną babeszjozą, pochodzących 
z terenów Polski (63 z województwa lubelskiego, 
38 z zachodniej Polski – Wrocław i Poznań, 12 
z woj. mazowieckiego, 8 z woj. świętokrzyskie-
go, 3 z woj. małopolskiego, 8 z woj. podkarpac-
kiego, 6 z woj. podlaskiego, 2 z woj. warmińsko-mazur-
skiego). Babeszjozę w każdym przypadku potwierdzono 
badaniem hematologicznym – podczas mikroskopowej 
oceny rozmazów krwi barwionych metodą Giemzy oraz 
łańcuchową reakcją polimerazy (PCR).

Analiza molekularna. Od chorych zwierząt pobierano 
pełną krew do probówek z EDTA, z której izolowano DNA 
do dalszych analiz. Wszystkie próbki DNA analizowano 
dwutorowo wg procedury opisanej przez Carcy i wsp. (7), 
pozwalającej na wykazanie polimorfizmu genu Bc28 oraz 
procedury opracowanej w Katedrze Epizootiologii i Klinice 
Chorób Zakaźnych Uniwersytetu Przyrodniczego w Lubli-
nie, pozwalającej wykazać polimorfizm genu 18S RNA (2). 
Molekularne typowanie genu Bc28 było procesem dwustop-
niowym, w którym w pierwszym etapie badań określano 
gatunek Babesia, podczas gdy w  drugim różnicowano 
szczepy pierwotniaków w obrębie danego gatunku Babesia.

Identyfikacje gatunków Babesia, którymi zarażone były 
psy, dokonano wg analizy PCR-RFLP genu ssu-rDNA opi-
sanej przez Carret i wsp. (8). Badanie to pozwala rozróżnić 
gatunki B. canis, B. vogeli i B. rossi. Próbki DNA ampli-
fikowano ze starterami Piro-A/Piro-B pozwalającymi na 
uzyskanie produktu o wielkości 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 próbki 
poddawano trawieniu enzymami restrykcyjnymi TaqI i Hin-
fI trawiącymi DNA B. vogeli, B. gibsoni oraz B. rossi, lecz 
nie B. canis. Drugim krokiem w  identyfikacji szczepów 
B. canis była analiza PCR-RFLP genu Bc28. Analiza ta po-
zwala wyróżnić w obrębie gatunku B. canis 3 genetycznie 
odmienne szczepy określane jako A, B i typ-34 (6).

Wszystkie pozytywne w pierwszym etapie badań próbki 
DNA poddawano badaniu PCR z parą starterów F281&2a/
R281 amplifikujących odcinek genu Bc28 B. canis o wiel-
kości 710 pz (tab. 1). Następnie wszystkie próbki pozytywne 
dla Bc28 trawiono restryktazami AluI lub MboI. Trawienie 
AluI pozwala odróżnić szczepy A/B od szczepów typ-34. 
Z kolei trawienie za pomocą enzymu MboI pozwala odróż-
nić szczepy typu A-od szczepów typu B.

Trawienie szczepów typ-34 enzymem AluI skutkuje 
pojawieniem się unikalnego produktu o wielkości 410 pz 
(dodatkowo obecne są produkty o wielkości 240 pz i 60 pz), 
którego nie stwierdza się po trawieniu tą restryktazą szcze-
pów A oraz B. Trawienie szczepów A i B enzymem AluI 
prowadzi do pojawienia się produktów o wielkości 320 
pz, 240 pz, 60 pz i 90 pz. Z kolei trawienie szczepów A 
restryktazą MboI powoduje rozpad produktu PCR Bc28 
na fragmenty o wielkości 300 pz, 290 pz, 70 pz i 50 pz. 

W przypadku szczepów B, po ich trawieniu MboI nie obser-
wuje się pojawienia fragmentu o wielkości 300 pz. Zamiast 
niego pojawiają się dwa produkty o wielkości 170 i 130 pz.

Analizę molekularną fragmentu genu 18S RNA prze-
prowadzono następująco. DNA uzyskane z krwi chorych 
psów poddawano amplifikacji w  reakcji PCR z użyciem 
starterów BAB GF2 oraz BAB GR2 (tab. 1). Uzyskane 
produkty amplifikacji genu 18S rRNA o wielkości 559 bp 
poddawano sekwencjonowaniu oraz trawieniu restrykcyj-
nemu enzymem HincII, jak opisano wcześniej (2).

Wszystkie izolaty, które pod wpływem trawienia HincII 
ulegały rozkładowi na dwa fragmenty DNA o wielkości 
409 i 150 pz, określano jako szczepy 18S RNA-A, podczas 
gdy izolaty, które trawieniu nie uległy, o wielkości 559 pz, 
klasyfikowano jako szczepy 18S RNA-B.

Wyniki i omówienie
Identyfikacja pasożytów. W  następstwie ampli-

fikacji 140 próbek DNA uzyskanych z krwi chorych 
psów z wykorzystaniem starterów Piro-A/Piro-B, dla 
wszystkich uzyskano produkt PCR o wielkości 400 pz 
(ryc. 1). Wielkość produktu PCR wskazywała, że 
psy mogły ulec zarażeniu następującymi gatunkami 
pierwotniaków Babesia: B. canis, B. vogeli, B. rossi, 
lub B. gibsoni, jednak nie B. conradae oraz B. annae 

Ryc. 1. Wyniki amplifikacji DNA Babesia ze starterami Piro-
-A/Piro-B pozwalającymi na uzyskanie produktu o wielkości 
400 pz dla B. canis, B. vogeli, B. rossi oraz B. gibsoni lub 440 pz 
dla B. conradae lub B. annae

Tab. 1. Startery wykorzystywane w badaniach molekularnych

Nazwa 
startera Sekwencja Amplifikowany 

gen

Wielkość 
amplifikowanego 

odcinka DNA

Piro-A 5’-AATTACCCAATCCTGACACAGGG 18S RNA 400 pz

Piro-B 5’-TTAAATACGAATGCCCCCAAC 18S RNA 400 pz

GF2 5’-GTCTTGTAATTGGAATGATGG 18S RNA 559 pz

GR2 5’-CCAAAGACTTTGATTTCTCTC 18S RNA 559 pz

F281&2a 5’-ACTGAGGATGAGAAAAGG-GATAGT Bc28 710 pz

R281 5’-GTCCACAACCGCGACGGCGGCAAC Bc28 710 pz
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(w ich przypadku wielkość produktu PCR wyniosłaby 
440 pz).

Żaden z uzyskanych produktów nie ulegał trawieniu 
TaqI i HinfI, co wskazuje, iż badane pierwotniaki będą-
ce przyczyną babeszjozy u psów należały do B. canis, 
a nie do B. vogeli, lub B. rossi.

Wyniki analizy molekularnej fragmentu genu 
Bc28. Amplifikacja fragmentu genu Bc28 przy uży-
ciu starterów F281&2a/R281 pozwoliła na uzyskanie 
w przypadku wszystkich 140 badanych próbek DNA 
produktów o wielkości 710 pz (ryc. 2). Trawienie uzy-
skanych produktów PCR enzymem restrykcyjnym AluI 
pozwoliło zakwalifikować wszystkie badane izolaty do 
grupy A/B, a nie do typu -34 (ryc. 3). Dalsza analiza 
restrykcyjna przy pomocy MboI pozwoliła odróżnić 

Ryc. 2. Wyniki amplifikacji fragmentu genu Bc28 B. canis 
przy użyciu starterów F281&2a/R281. Wielkość produktu 
PCR wynosi 710 pz

Ryc. 3. Trawienie restryk-
cyjne fragmentu genu Bc28 
enzymem AluI. Trawienie 
szczepów A i  B B. canis 
enzymem AluI prowadzi 
do pojawienia się produk-
tów o wielkości 320 pz, 240 
pz, 60 pz i 90 pz. Trawienie 
enzymem AluI szczepów 
typ-34 (brak na rycinie) 
skutkuje pojawieniem się 
produktów o wielkości 410 
pz, 240 pz i 60 pz

Ryc. 4. Metoda różnicowa-
nia szczepów A i  B B. canis 
w  oparciu o  trawienie frag-
mentu genu Bc28 restryktazą 
MboI. W następstwie trawie-
nia szczepów A, produkty 
PCR ulegają rozpadowi na 
fragmenty o wielkości 300 pz, 
290 pz, 70 pz i 50 pz. W przy-
padku szczepów B, po ich 
trawieniu MboI obserwuje się 
fragmenty o wielkości 290 pz, 
170 pz, 130 pz, 70 pz i 50 pz

Ryc. 6. Wyniki trawienia restrykcyjnego produktów ampli-
fikacji fragmentu genu 18S RNA B. canis enzymem HincII. 
Wszystkie izolaty, które pod wpływem trawienia HincII ulega-
ły rozkładowi na dwa fragmenty DNA o wielkości 409 and 150 
pz określano jako szczepy 18S RNA-A, podczas gdy izolaty, 
które trawieniu nie uległy, o wielkości 559-pz, klasyfikowano 
jako szczepy 18S RNA-B

Ryc. 5. Wyniki amplifikacji fragmentu genu 18S RNA B. canis 
ze starterami GF2 i GR2. Wielkość produktu wynosi 559 pz

izolaty grupy A od izolatów grupy B (ryc. 4). Do grupy 
Bc28-A zaklasyfikowano 104 izolaty B. canis, nato-
miast do grupy Bc28-B 36 izolatów pierwotniaków.

Wyniki analizy molekularnej fragmentu genu 
18S RNA. W wyniku amplifikacji 140 próbek DNA ze 
starterami BAB GF2 i BAB GR2 komplementarnymi 
do fragmentu genu 18S RNA we wszystkich przypad-
kach uzyskano produkty o wielkości 559 pz (ryc. 5). 
Analiza ich sekwencji pozwoliła na wyróżnienie 
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dwóch grup określonych mianem 18S RNA-A i 18S 
RNA-B (2). Kryterium zaklasyfikowania pasożytów do 
jednej z dwóch grup była obecność lub brak sekwen-
cji rozpoznawanej przez enzym restrykcyjny HincII. 
Wszystkie izolaty zaklasyfikowane do grupy 18S 
RNA-A z guaniną w pozycji 150 i adeniną w pozycji 
151 badanej sekwencji posiadały sześcionukleotydową 
sekwencję rozpoznawaną przez HincII, podczas gdy 
u izolatów grupy 18S RNA-B z adeniną w pozycji 150 
i guaniną w pozycji 151 sekwencja ta nie występowała 
(ryc. 6).

Do grupy 18S RNA-A zaklasyfikowano trzydzieści 
trzy izolaty pierwotniaków, natomiast do grupy 18S 
RNA-B, 107 izolatów pasożytów.

Bc28 wchodzi w  skład rodziny złożonej przynaj-
mniej z siedmiu kopii genów zlokalizowanych w obrę-
bie pięciu chromosomów. Kodują one białka o wysoce 
konserwatywnych sekwencjach aminokwasowych 
nawet u  antygenowo odmiennych szczepów B.  ca-
nis. Rola tych białek nie została należycie poznana. 
Przypuszcza się, iż mogą one brać udział w adhezji 
merozoitów do błony erytrocytów w trakcie procesu 
inwazji (4).

Z kolei 18S RNA jest konserwatywnym genem 
wykorzystywanym standardowo w diagnostyce mole-
kularnej babeszjozy psów (2, 4, 25). Analiza sekwencji 
fragmentów jego DNA umożliwia wykazanie pewnych 
polimorfizmów, jednak nie w  każdym przypadku 
pozwala na odróżnienie B. canis od B. vogeli czy  
B. rossi.

Celem niniejszych badań było wykazanie związku 
pomiędzy wynikami analizy molekularnej genu Bc28 
oraz 18S RNA pierwotniaków Babesia izolowanych od 
psów z klinicznych przypadków babeszjozy. W pierw-
szym etapie badań, wykorzystując techniki PCR-RFLP, 
określono gatunek pasożyta wywołującego chorobę 
jako B. canis. Dalsza analiza uzyskanych izolatów 
zmierzała 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.

Spośród przebadanych według procedury ERT 
szczepów B. canis 104 zaklasyfikowano do grupy 
Bc28-A, natomiast 36 do grupy Bc28-B. Z kolei ana-
liza genu 18S RNA pozwoliła na zakwalifikowanie 
33 izolatów do grupy 18S RNA-A, natomiast 107 do 
grupy 18S RNA-B. Porównując obie metody analizy 
zaobserwowano pewną zależność. Wszystkie izolaty 
B. canis zakwalifikowane do grupy 18S RNA-A na-

leżały także do grupy Bc28 A, podczas gdy izolaty 
zaklasyfikowane jako 18S RNA-B odpowiadały 
w  typowaniu ERT przedstawicielom grup Bc28 A 
oraz B (tab. 2). Na podstawie przeprowadzonych ba-
dań można stwierdzić, że dominującymi szczepami 
B. canis w Polsce są Bc28 A wg typowania ERT oraz 
18S RNA-B, według analizy genu 18S RNA. W żadnej 
z badanych próbek materiału genetycznego nie stwier-
dzono występowania szczepu 34 Bc28.

Wydaje się, że występowanie różnych szczepów 
Bc28 w  Europie jest ściśle powiązane z  obszarem 
geograficznym. Bc28-A występują głównie w północ-
no-wschodniej Europie, podczas gdy Bc28-B w części 
południowo-zachodniej i centralnej kontynentu. Mając 
na uwadze fakt, iż szczepy Bc28-34 stwierdzano 
dotychczas tylko na obszarze Francji, domniemuje 
się, że uwarunkowania środowiskowe odgrywają 
kluczową rolę w utrzymywaniu się poszczególnych 
szczepów i genotypów pasożytów na danym obszarze 
(7). Jednym z nich może być gatunek kleszcza-wekto-
ra babeszjozy, który zasiedla dany obszar. Wiadomo, 
że B. canis występują tam, gdzie obecne są kleszcze 
Dermacentor reticulatus, podczas gdy obszar wystę-
powania B. vogeli pokrywa się z miejscami żerowa-
nia Rhipicephalus sanguineus (22). Interesujące jest 
wykazanie różnic w sekwencjach mitochondrialnych 
genów u kleszczy D. reticulatus, co jest podstawą do 
wykazania w obrębie tego gatunku różnych szczepów. 
Sugeruje się, że różne szczepy pajęczaków mogą prze-
nosić różne szczepy B. canis (7).

We wcześniejszych badaniach wykazano związek 
pomiędzy zjadliwością B. canis a różnicami w genomie 
pierwotniaków i  ich przynależnością do grupy 18S 
RNA-A i 18S RNA-B (2, 4). Pytanie, czy prawidło-
wość taką można stwierdzić dla szczepów Bc28-B 
i Bc28-A? W odniesieniu do klasyfikacji 18S RNA za-
równo Bc28-A, jak i Bc28-B są heterogenne. Oznacza 
to, że pierwotniaki sklasyfikowane jako Bc28-A, 
w klasyfikacji 18S RNA należały do grupy zarówno 
18S RNA-A, jak i 18S RNA-B. Podobnie rzecz ma się 
ze szczepami Bc28-B. W związku z powyższym należy 
oczekiwać, że choroba u psów zarażonych szczepami 
Bc28-A/18S RNA-B oraz Bc28-B/18S RNA-B może 
przebiegać ciężej aniżeli u  osobników zarażonych 
Bc28-A/18S RNA-A oraz Bc28-B/18S RNA-A. Jak 
wspomniano powyżej, szczepy B. canis Bc28 typ-34 
występują jedynie na terenie Francji. Są one poznane 
w  niewielkim stopniu i  w  większości przypadków 
(62%) zarażenia na ich tle towarzyszą zarażeniom 
szczepami Bc28-A lub Bc28-B (15).

Badania nad strukturą genetyczną pierwotniaków 
Babesia wydają się mieć kluczowe znaczenie dla zro-
zumienia różnic w przebiegu choroby oraz poznania 
patogenezy choroby, a  także dla samej diagnostyki 
babeszjozy. Stały monitoring molekularny Babesia 
jest więc niezbędny do skutecznej kontroli choroby.

Tab. 2. Przynależność polskich izolatów B. canis do grupy 
Bc28 A/B oraz 18S RNA A/B

Grupa
Liczba izolatów

Bc28 A Bc28 B Ogółem

18S RNA-A   33 –   33

18S RNA-B   71 36 107

Ogółem 104 36 140
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