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abeszjoza jest transmisyjng
chorobg przenoszona przez
kleszcze. Jej czynnikiem etio-
logicznym sg wewnatrzerytro-
cytarne pierwotniaki nalezace
do rodzaju Babesia, rodziny Babesidae,
rzedu Piroplasmida, typu Apicomplexa (1).
Wiréd pierwotniakéw Babesia izolowa-
nych od pséw wyréznia si¢ dwie grupy.
Pierwsza obejmuje tzw. duze piroplazmy
(large Babesia),do ktérych nalezy Babesia
canis, wielko$ci okolo 4-5 pm, druga z ko-
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lei stanowig male pierwotniaki Babesia
gibsoni o wymiarach okoto 1-2 pum (1).
W Polsce gléwna przyczyng babeszjozy
pséw jest B. canis (2).

Pierwotniaki po wniknieciu do organi-
zmu zywiciela atakuja krwinki czerwone,
w obrebie ktérych ulegaja podzialom bez-
plciowym. Nastepstwem inwazji jest roz-
wéj niedokrwistosci hemolitycznej, kon-
sekwencja ktérej jest niedotlenienie tkanek
i narzadéw, rozwéj kwasicy metabolicznej
i niewydolnosci wielonarzadowej (1).
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Obraz kliniczny choroby u pséw jest
bardzo zréznicowany. Przebieg babeszjo-
zy moze by¢ nadostry; ostry, przewlekty lub
subkliniczny. U chorych osobnikéw naj-
czesciej notuje sig: goraczke, bladosé bon
Sluzowych w nastepstwie rozwoju niedo-
krwistosci, z6ttaczke, zmiang zabarwienia
moczu, zaburzenia zolagdkowo-jelitowe,
niewydolno$¢ oddechows, niekiedy zabu-
rzenia w poruszaniu sie, czy objawy neu-
rologiczne. Nieleczona choroba moze pro-
wadzi¢ do padnigcia pséw (1).



Rozpoznawanie choroby

Badanie mikroskopowe

W praktyce klinicznej, najezgsciej w roz-
poznawaniu babeszjozy pséw wykorzy-
stuje si¢ badanie mikroskopowe barwionych
rozmazéw krwi, polegajace na wykryciu
pasozytéw Babesia (trofozoitéw lub me-
rozoitéw) w krwinkach czerwonych go-
spodarza (ryc. 1). Jest to prosta technika
badawcza, jednak jej czulos¢ uzaleznio-
na jest z jednej strony od doswiadczenia
osoby oceniajacej rozmaz, z drugiej zas
od stopnia nasilenia parazytemii. W ostrej
fazie choroby liczba pasozytow jest
na ogol wystarczajaca, by byty one wykry-
te metodami mikroskopowymi, jednak,
na wezesnym etapie inwazji oraz gdy
przechodzi ona w forme przewlekla, bar-
dzo czgsto mamy do czynienia z sytuacja
odwrotng, kiedy pomimo zarazenia,
w badaniu tym uzyskiwane sa wyniki fal-
szywie negatywne. Zaznaczy¢ takze na-

lezy, ze pierwotniaki Babesia moga by¢ Ia-
two pomylone z artefaktami obecnymi
w erytrocytach, co moze wigzaé si¢ z uzy-
skiwaniem wynikéw falszywie dodatnich
(3). Z tego wzgledy wskazanym jest, by
badanie mikroskopowe rozmazéw krwi
potwierdzane bylo bardziej czutymi tech-
nikami diagnostycznymi, takim jak np.

PCR (2).

Lancuchowa reakcja polimerazy

Metody molekularne polegaja na wykry-
ciu materiatu genetycznego pierwotnia-
kéw we krwi pséw i cechujg si¢ zaréwno
wysoka czuloécia, jak i swoisto$cia. Przyj-
muje sig, ze taricuchowa reakcja polime-
razy (PCR) jest obecnie najczulszym ba-
daniem pozwalajacym na rozpoznanie
babeszjozy. Po raz pierwszy technike te
zastosowano w 1992 roku w diagnostyce
inwazji B. bovis, B. bigeminai B. microti (4).
Jako metoda rozpoznawania babeszjozy
pséw do uzycia weszla na poczatku

New possibilities

of diagnosing of canine
babesiosis (rapid
diagnostic kit) caused by
Babesia canis invasions

Canine babesiosis is a severe
tick-borne disease caused

by the protozoan Babesia spp.
Its correct diagnosis is essential
for proper treatment. There are
many methods for diagnosing
of canine babesiosis, although
none are perfect. An effective
diagnostic tool for this disease
remains necessary, one that is
highly sensitive, simple to
perform, and affordable.

This article presents various
diagnostic methods for canine
babesiosis, including a new
diagnostic system combining
immunochromatographic testing
with a device for detecting

the fluorescent signal showing
the test result.
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lat 2000. Technikg t¢ charakteryzuje wy-
soka czulos¢ w detekeji specyficznych frag-
mentéw DNA (0.000002 % w 2.5 pL
prébee krwi). Umozliwia ona wykrycie
parazytemii na znacznie wczesniejszym
etapie choroby niz IFAT, czy badanie mi-
kroskopowe (gdy w badaniach tych uzy-
skiwane sg wyniki ujemne) (5, 6).

Badanie proteomiczne

Inng technika rozpoznawania babeszjo-
zy pséw jest badanie proteomiczne suro-
wicy pséw podejrzanych o zarazenie pier-
wotniakami metodg MALDI TOF.
Analizujac profil biatkowy surowicy pséw
zarazonych pierwotniakami vs. pséw
zdrowych, w grupie tych pierwszych wy-
kazalismy w ich surowicy obecnos¢ frak-
cji bialkowej o masie 51-52 kDa nie-
stwierdzanej u zdrowych osobnikéw
(ryc. 2). Wskazuje to, iz frakcja ta moze
by¢ traktowana jako marker, nawet weze-
snej babeszjozy, gdyz pojawia si¢ w suro-
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Ryc. 1. Obecno$¢ merozoutéw B. canis w krwinkach czerwonych psa.

wicy zarazonych pséw, zanim rozwing si¢
u nich objawy kliniczne choroby. Anty-
geny SPA B. canis uwalniane w organi-
zmie zarazonych pséw maja wlasnie
mase¢ 51-52 kDa, w zwiazku z czym wy-
krywana spektrometrig mas omawia-
na frakgja jest prawdopodobnie tym wia-
$nie biatkiem (7, 8).

Obserwacje wlasne potwierdzaja, iz
MALDI TOF MS jest czula technika
diagnostyczng w rozpoznawaniu babe-
szjozy. Samo badanie zajmuje mniej cza-
su (okoto 2 h) niz techniki molekularne,
a koszty badania pojedynczej prébki
oscyluja w okolicy 5 euro. Niestety czyn-
nikiem limitujagcym wprowadzenie tej
metody do diagnostyki babeszjozy
na szerokg skale sa koszty spektrometru
mas, ktére wynoszg ok. 2-3 mln zt (7).

Badania serologiczne

Badania serologiczne (IFAT, ELISA)
umozliwiajg wykrycie przeciwcial dla
B. canis i chociaz uwazane s3 za czulg
metode diagnostyczng, to jednak ich
swoisto$¢ jest niska ze wzgledu na moz-
liwo$¢ wystapienia krzyzowych reakeji
z przeciwcialami dla innych gatunkéw
Babesia (7,10). Wada badan serologicz-
nych w odniesieniu do babeszjozy jest to,
iz wykrywaja one przeciwciala, ktére
W organizmie zarazonego psa pojawiaja
si¢ dopiero po uplywie kilku tygodni
od zarazenia i zanikaja stosunkowo szyb-
ko, bo po kilku miesiagcach. W zwigzku
z tym skutecznos¢ testéw serologicznych
w przypadku rozpoznawania ostrego za-
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razenia, lub leczonych zwierzat jest dos¢
ograniczona i watpliwa, a ich przydat-
no$¢ ogranicza si¢ gtéwnie do wykorzy-
stania w badania epidemiologicznych

(4, 5).

Szybkie testy immunochromatogra-
ficzne

Podobna sytuacja dotyczy szybkich
testéw immunochromatograficznych.
Na rynku produktéw weterynaryjnych
dostgpne sa komercyjne zestawy dla
B. gibsoni. Wykrywajg one przeciwciata
dla specyficznych, rekombinowanych an-
tygenéw pierwotniakéw takich jak P50,
BgSA1, czy biatko adhezyjne trombo-
spondyny w niewielkiej objetosci surowi-
cy (11, 12). Podobne testy opracowywa-
ne sa dla B. canis, aczkolwiek nie weszly
one jeszcze powszechnie do uzycia.
Wszystkie one jednak bazujg na detekeji
przeciwcial dla piroplazm, a nie ich an-
tygenéw, w zwigzku z czym ich przydat-
no$¢ w rozpoznawaniu ostrej postaci cho-
roby jest ograniczona.

Innowacyjne szybkie testy do diagno-
styki babeszjozy pséw

Jak wida¢ nie ma doskonatej metody roz-
poznawania babeszjozy pséw, ktéra byla-
by z jednej strony czula, z drugiej zas pro-
stai tania, dlatego tez celem artykulu bylo
przedstawienie innowacyjnego systemu
biotechnologicznych szybkich testéw
diagnostycznych pozwalajacych na roz-
poznanie babeszjozy w warunkach gabi-
netowych w ciggu zaledwie 30 minut.

Ryc. 3. Pozytywny i negatywny wynik
w kierunku babeszjozy uzyskany
przy uzyciu innowacyjnego systemu
do diagnostyki babeszjozy.

System sktada si¢ z dwéch kluczowych
komponentéw: jednorazowych testéw
paskowych oraz urzgdzenia do detekeji
sygnalu fluorescencyjnego obrazujqcego
wynik testu. Innowacyjno$¢ rozwigzania
polega na wykrywaniu obecnosci antyge-
nu pasozyta Babesia canis bezposrednio
we krwi psa — co umozliwia rozpoznanie
choroby juz na wezesnym etapie, bez ko-
niecznosci oczekiwania na wytworzenie
przeciwcial przez organizm zwierzegcia.
To zasadnicza przewaga nad testami se-
rologicznymi (np. ELISA), ktére zawo-
dza w diagnostyce ostrych przypadkéw
choroby.

Technologia testu zostala opracowa-
na w oparciu o monoklonalne przeciw-
ciata wytworzone za pomoca technologii
hybrydomy. W toku badan opracowano
wlasne procedury oczyszczania antyge-
néw B. canis (BcMSA i Bc28.1), a na-
stepnie przeprowadzono immunizacje
mysich limfocytéw B, ktére po fuzji z ko-
moérkami szpiczaka wytworzyly stabilne
linie hybrydoma produkujace specyficz-
ne przeciwciala. Przeciwciala te zostaly
oczyszczone metoda chromatografii
powinowactwa, a nastgpnie skoniugowa-
ne z barwnikami fluorescencyjnymi lub
nanoczgstkami ztota, umozliwiajac ich
uzycie w prostym, czytelnym tescie pa-
skowym.

System wykazal wysoka skutecznosé¢
diagnostyczna potwierdzong badaniami
klinicznymi — czulos¢ testu w zaawanso-
wanych przypadkach wyniosta 93 %,
przewyzszajac tradycyjne badanie mikro-
skopowe. Co istotne, test pozwolit na wy-
krycie az 70 % przypadkéw, ktére nie by-
ty wykrywalne metoda mikroskopowa
w poczatkowej fazie choroby (13).

Produkt dostepny jest w formie kom-
paktowego zestawu, gotowego do uzycia
w warunkach gabinetowych. Dodatko-
wym atutem jest mozliwos¢ zastosowa-
niaw terenie — dzieki niewielkim rozmia-
rom urzadzenia odczytujacego.



Ryc. 2. Obecnos$é frakcji biatkowej o masie 51-52 kDa w surowicy psa zarazonego
B. canis (A) oraz jej brak w surowicy zdrowego zwierzecia.
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Tego typu urzadzenie taczy w sobie
technologie testéw immunochromato-
graficznych z zaawansowanymi techni-
kami optoelektrycznymi. Badanie ma
charakter testu kompetycyjnego, w kt6-
rym staba lub brak linii testowej (T) 1 li-
nia kontrolna (C) oznacza wysokie ste-
zenie badanego antygenu w prébce, tym
samym potwierdza wykryty antygen Ba-
besia canis. Mocna linia testowa (T') oraz
linia kontrolna (C) oznacza brak antyge-
nu w prébee, co potwierdza, ze pies jest
zdrowy.

Test kompetycyjny LFA (lateral flow
assay) dziala na zasadzie konkurencji
migdzy tym, co jest w badanej prébce,
a tym, co jest naniesione na lini¢ testowa.
Na linii testowej znajduje si¢ wykrywany
antygen. Po dodaniu prébki z natywnym
antygenem (od zarazonego psa) przeciw-
ciala znajdujace si¢ na linii C wigza si¢
do antygenu i sa ,zajete”, nie mogg si¢
zwigzaé z antygenem na linii testowej —
stad jej brak w tescie z probka pozytyw-
n3.Jesli nie ma antygenu w prébee bada-
nej, przeciwciala z linii C nie sg wigzane
iprzemieszczajac si¢ do linii testowej wy-
barwiaja ja (préba negatywna — zdrowy
pies). Linia kontrolna powinna by¢ za-
wsze widoczna.

Opracowanie tego typu szybkich testéw
diagnostycznych umozliwiajacych wykry-
cie antygenu B. canis we krwi zarazonych
pséw nalezy uznac za przetom w diagno-
styce klinicznej tej choroby. Opisany sys-
tem jest prosty w obstudze, a dotychcza-
sowe badania kliniczne wskazujg, ze

z fatwoscig moze by¢ stosowany w kaz-
dym gabinecie weterynaryjnym. Koszty
analizy pojedynczej probki sa znacznie
nizsze w poréwnaniu z innymi technika-
mi, a wynik uzyskiwany jest w ciggu
15-30 minut. Do uzyskania przeciwciat
przeciwko pierwotniakom, ktérymi nasa-
czono paski testéw wykorzystano antyge-
ny BcMSA i Bc28.1 o potwierdzonej im-
munogennosci, ktére wykorzystywano
w prototypowych szczepionkach przeciw-
ko Babesia canis dla pséw (9, 14, 15).
Obecnie dazeniem autoréw jest zwieksze-
nie czulosci testéw, ktéra w przypadku
probek klinicznych jest i tak nie mata
iwynosi 70 %.@
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