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Kopsavilkums

Babgézija ir vienStinu eikariotisks organisms, kur§ parazité mugurkaulnieku eritrocitos,
izraisot infekcijas slimibu- babeziozi. To izplatiba ir tiesi saistita ar ta vektora izplatibu, kas,
galvenokart, ir cietas &rces.

Darba mérkis: izmantojot molekularas metodes detektét bab&ziju sugas patogénus
ercu, ka ari sunu asins paraugos Latvija, un salidzinat bab&ziju prevalences izmainas piecu
gadu laika. Kopuma ir analizéti 632 &rces, kas nonpemtas no suniem 2011. un 2016. gada, ka
arT 11 sunu asins paraugi. Tika veikta bab&ziju sugu noteiks$ana un filogenétiska analize.

Salidzinot kop€jo bab&ziju infekcijas prevalenci &r¢u paraugos 2011. un 2016. gada,
tika novérota tas pieauguma tendence: no 2,5% uz 5,4%. Pieauga B. canis canis pozitivo éréu
prevalence no 0,4% uz 2,3%. Pargjam babéziju sugam tika konstatéts neliels prevalences
pieaugums: B. microti no 1,2% uz 1,5%, Babesia sp. venatorum no 0,8% uz 1,3% un B.
capreoli no 0% uz 0,3%.

Atsleégas vardi: babeézija, babezioze, érces, suns.



Summary

Babesia spp. are protozoan eukaryotic intraerythrocytic parasites, causing infection
disease babesiosis in humans and animals. The prevalence of Babesia in different areas is
strongly associated with distribution of hard ticks.

The aim of the study was to identify Babesia pathogens by molecular methods in ticks
acquired from domestic dogs in Latvia, and to compare the prevalence and distribution within
a 5 year period. In total, 632 ticks and 11 blood samples collected from dogs in year 2011 and
2016, were analysed. Babesia spp. were identified and A phylogenetic analysis was
performed.

The results showed that Babesia prevalence in tick samples from dogs has grown from
2.5% t0 5.4% in years 2011 and 2016, respectively. A pronounced change in prevalence was
observed for B.canis canis species: from 0.4% to 2.3%. For other Babesia spp. there was a
slight change within these years: from 1.2% to 1.5% for B.microti, from 0.8% to 1.3% for

Babesia sp. venatorum, and from 0% to 0,3% for B.capreoli.

Key words: Babesia, Babesiosis, ticks, dog.
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levads

Babézijas ir mugurkaulnieku eritrocitos parazitgjosi protozoji, kuri spgj izraisit
babeziozi. Par babéziju vektoriem- parnésatajiem kalpo bezmugurkaulnieki, galvenais
parnésatajs ir €rces, kas nodroSina babéziju cirkulaciju daba. Ir zinamas vairak ka 100
babéziju sugas. Babesia canis izraisa babeziozi suniem, savukart cilvékiem babeziozi spgj
izraisit B.microti, B.divergens un Babesia sp. venatorum, turklat Eiropa lokalas izcelsmes
babeziozi cilveékiem izraisa tieSi pedgejas divas sugas.

Lidz Sim Latvija nav diagnosticéta lokali/endémiskas izcelsmes babeziozes gadijumi
cilvékiem, bet kops 2013. gada ir publicéti dati par sunu babeziozes gadijumiem, lai gan
molekulari neapstiprinati saslims$anas gadijumi ir bijusi arT ieprieks (Berzina et al. 2013).

Veterinarajas klinikas sunu asinis babgézijas apstiprina, apskatot gaismas mikroskopa
asins iztriepi, tomer §1 metode nav pilniga, t0 izmantojot, nevar noteikt bab&ziju sugu, tadél ir
nepiecieSams pielietot atras molekularas detekt€Sanas metodes, kas pilnveidotu babeziozes
diagnostiku.

Nemot véra, ka suni saskaras ar &rc€m biezak ka cilveki, no tiem ievaktas &rces var

kalpot ka indikators bab&ziju prevalances noteikSanai konkrétaja regiona.

Bakalaura darba mérkis: izmantojot molekularas metodes, detektet babeziju sugas
patog€nus sunu asins un &rcu paraugos Un salidzinat bab&ziju prevalences izmainas piecu

gadu laika.

Bakalaura darba uzdevumi:
1. Eréu gints noteik$ana ércém, kas nonemtas no suniem 2011. un 2016. gada.
2. DNS izdali$ana no individualam &rc€m un sunu asinS paraugiem.
3. Babeéziju 18S rRNS géna amplifikacija &rcu un sunu asins DNS paraugos.
4. Babéziju sugas identificéSana ar sekvenéSanas metodi un sekvencu analizi izmantojot
GenBank datubazi.

5. Tegiito babéziju sekvencu filogenétiska analize.



1. Literataras apskats

1.1 Babesia sp. izpétes vesture

Babesia sp. ir vienStnu eikariotiski organismi, kuri parazite mugurkaulnieku
eritrocttos un izraisa infekcijas slimibu babeziozi. Babeziozes var izpausties gan viegla forma,
kas ir hroniska, apslépta un kliniski neizpauzas, gan smaga forma, kas ir akiita, lidziga
malarijai, un var beigties ar navi. Uzskata, ka Babesia infekcijas pastav jau kop$ seniem
laikiem, pirmas vésturiskas liecibas par to var atrast Bibelé Veca Deriba Otra Mozus gramata
Exodus (Homer et al. 2000). Tomér gints netika formali atzita Iidz pat 1888. gadam, kad
Beibss Rumanija liellopa eritrocitos pamanija mikroorganismus, saistot tos ar VE&rSu
hemoglobiniiriju jeb Sarkana tidens drudzi. Nedaudz vélak Iidzigus mikroorganismus atklaja
ar1 aitas sarkanajas asins S$tinas (Babes 1888 cit. péc Uilenberg 2006). Driz péc tam lidzigs
parazits tika atklats arT liellopu eritrocitos Teksasas liellopu drudza gadijuma (Smith 1893 cit.
péc Homer et al 2000). 1893. gada atklatajiem parazitiem tika doti nosaukumi: liellopu
babeziozes ierosinatajiem - Babesia bovis un Babesia bigemina, bet aitu babeziozes
ierosinatajam - Babesia ovis (Starcovici 1893 cit. p&c Uilenberg 2006). Jau toreiz, 1893. gada,
Smits atklaja, ka babeziozes infekcijas parnesgjs ir iesaistitas €rces (Smith 1893 cit. p&c
Homer et al 2000). 1957. gada pirmo reizi tika dokumentgta babeziozes infekcija cilvékam,
kadam Dienvidslavijas fermerim asins iztriep€ tika atklats B. bovis (Skrabalo et al. 1957 cit.
peéc Homer et al. 2000). Tomér, nemot véra jau miisdienu zinasanas un publikaciju datus, ka
galvenais cilvéku babeziozes ierosinatajs Eiropa ir Babesia divergens, un to, ka ir sarezgiti
pec asins iztriepes morfologiski identificét babéziju sugu, tad pilnigi iesp&jams, ka pirmo
aprakstito babeziozes gadijumu cilvékam izraisija B. divergens (Homer et al. 2000). Savukart
Ziemelamerika, tieSi ASV, visbiezakais cilvéku babeziozes ierosinatajs ir Babesia microti

(Vannier et al. 2008).

1.2. Babesia sp. taksonomija

Babesia pieder pie eikariotu doména, Apicomplexa tipa, Aconoidasida klases,
Piroplazimda kartas, Babesiidae dzimtas (Levine 1971 cit. péc Homer et al. 2000). Ir
aprakstitas vairak ka 100 Babesia sugu (Hunfeld et al. 2008 cit. pec Chauvin et al 2009).

Sakotngji, izmantojot morfologiskas izp&tes metodes, tadas ka asins iztriepes gaismas
mikroskopiju, péc babéziju trofozoita lieluma (viena no babgziju attistibas stadijam eritrocitu
iekSpuse), babézijas klasific€ja lielas un mazas babézijas. Pie lielam babézijam pieskaitija

tadas, kam trofozoita lielums bija robezas no 2.5 — 5 um, piem&ram, B. bovis, B. caballi un B.
7



canis, bet pie mazam babézijam - kam trofozoita lielums bija 1 — 2.5 um, pieméram, B.
gibsoni, B. microti un B. rodhaini (Homer et al. 2000). ST morfologiska klasifikacija pamata
sakrita arT ar turpmak veikto filogenétisko raksturosanu, kas pamatojas uz kodola mazas
subvienibas ribosomalo RNS géna sekvenci, kas paradija, ka lielas un mazas babg&zijas tieSam
veido divas filogenctiski atSkirigus klasterus (1. attéls). Pateicoties tam, ka 19. gs 80. gados
strauji attistijas un izplatijas molekularas genétikas izp&tes metodes, izveidojas génu sekvencu
datu baze, ka, pieméram, GenBank, un tika izstradatas filogenétiskas analizes programmas,
tas viss lava uzlabot babéziju sugu klasifikaciju un atklat pat jaunas sugas un pasugas, ka,
pieméram, B. canis gadijuma tika atklatas tris pasugas: B.canis canis, B. canis vogeli un B.
canis rossi (Uilenberg et al. 1989). Filogené&tiska analize palidz&ja ari atklat to, ka mazas
babézijas ir radnieciskakas Theileria spp. (ari pieder Piroplazimda kartai) neka lielas
babgzijas, kas liek domat, ka vinas evolucionari ir c€lusas no viena kop€ja prieksteca. Tapat
filogengtiska analize bija par pamatu bab&ziju sugu reklasifikacijai, pieméram, B. divergens,
kas morfologiski pieskaitama pie mazam babézijam (trofozoita lielums 0.4-1.5 um), bet

genétiski ir radnieciga tiesi lielam babézijam (1. attéls) (Homer et al. 2000).
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1. att€ls. Dazu Babesia un Theileria sugu filogenétiskais koks (Homer et al. 2000).
Figure 1. Phylogenetic tree representation of a neighbor-joining analysis of several species of
Babesia and Theileria ( Homer et al. 2000)
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1.2.1. Lielas babézijas

B. bovis ir liellopos parazitgjosa babézija, kura sastopama Afrika, Amerika, Azija,
Australija un Eiropa (Uilenberg 2006). Suga ir nosaukta un aprakstita jau 1893. gada
(Starovici 1893 cit. péc Uilenberg 2006).

B. caballi izraisa zirgu piroplazmozi, kas ir visbiezak sastopama &rfu parnésata
slimiba zirgiem. Biezak sastopama Dienvideiropa (Foldvari et al. 2016).

B. canis izraisa babeziozi, dazos avotos dEvéta ari par piroplazmozi, supiem.
Galvenais tas izplatitajs ir Dermacentor reticulatus érces (Foldvari et al. 2016). Inficétas ércu
matites transovariali sp&j nodot B. canis ari nakamai &ér¢u paaudzei, tadejadi kalpojot ne tikai
par B. canis infekcijas parneseju, bet ari par tas rezervuaru (Mehlhorn and Schein 1984 cit.
péc Foldvari et al. 2016). B. canis sugai izdala tris pasugas, B.canis canis (sastopama Eiropa),
B. canis vogeli (sastopama Afrika) un B. canis rossi (sastopama ASV, Azija, Afrika un
Australija), kuru izraisitas infekcijas kliniskas pazimes dzivniekiem var bitiski atSkirties
(Foldvari et al. 2016).

B.divergens tiek uzskatits par galveno cilvéku babeziozes ierosinataju Eiropa (Homer
et al. 2000; Herwaldt et al. 2003). Par B.divergens rezervuaru kalpo liellopi, tadél lielaks risks
infic€ties ir tiem cilvékiem, kuri strada fermas (Vannier and Krause 2009). Atseviski petijumi
norada, ka ar B.divergens var inficéties caur asins parlieSanu, kad inficétas donora asinis tiek
parlietas pacientam (Zintl et al. 2003).

Babesia sp. venatorum ari ir cilvéku babeziozes izraisitajs, galvenokart Eiropa
(Vannier and Krause 2009). Tikai ar PCR metodes attistiSanu, tika izdalita $1 suga, saukta ar1
par B. divergens “masas sugu”, tomér, atskiriba no B.divergens infekcijas, kas biezi ir smaga
un beidzas letali, Babesia sp. venatorum infekcijai nav registréti letali gadijumi (Vannier and
Krause 2009). Aprakstitic Babesia sp. venatorum infekcijas gadijumi tika saistiti ar
HodZkinsa slimibu (Haselbarth et al. 2007 cit. péc Vannier and Krause 2009).

1.2.2. Mazas babezijas

B.gibsoni izraisa sunu babeziozi, ko parnes Rhipicephalus sanguineus &rces. Tas tiek
uzskatits par nozimigako sunu babeziozes izraisitaju pasaulé (Chao et al. 2017). Ar B. gibsoni
dzivnieks var inficéties ne tikai péc érces koduma, bet ari péc asins parliesanas vai
transovariali. Augsta inficésanas prevalence ir cinas un darba suniem (26-39%), jo ar
B.gibsoni var viegli infic&ties caur kostam briicém, ar sickalam vai asintm (Chao et al. 2015
cit. péc Chao et al 2017).

B.microti ir visizplatitaka cilvéku babeziozes izraisitaja ASV (Vannier and Krause

2009). Lidz 2010. gadam uzskatija, ka tikai Ixodes gints &rces sp&j parnésat B.microti, tomér
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péc 2008. gada pétijumiem Polija, tika pieradits, ka ari D. reticulatus &rces var bat tas
parnésatajs (Welc-Faleciak et al. 2008 cit.péc Zygner et al. 2010). B. microti var tikt nodots
arT ar asins parlieSanu no asimptomatiskiem donoriem vai no inficétas mates auglim caur

placentu (Vannier and Krause 2009).

1.3. Babesia sp. saimniekorganismi

Babesia parazité gan bezmugurkaulnickos, gan mugurkaulnickos. Babesia sugas
uzturéSana daba ir atkariga no abu tipu saimniekorganismiem, turklat, tadi bezmugurkaulnieki
ka erces tiek uzskatitas par galvenajiem tas izplatitajiem (Homer et al. 2000).

Lidz s§im ir aprakstits, ka Babesia sp. galvenais bezmugurkaulnieku
saimniekorganisms ir cietas Ixodidae dzimtai piederoSas &rces, iznemot vienu, kur B. meri
gadijuma tas ir Ornithodoros erraticus &rces (Gunders 1977 cit. péc Homer et al. 2000).
AtseviSkas Babesia sugas, pieméram, B. bigemina un B. equi, var inficét vairak neka vienas
gints érces (Telford III et al. 1993 cit. péc Homer et al. 2000). Dazas &rces, piem&ram, Ixodes
dammini, sp&j parnest vienlaicigi vairakas Babesia sugas (Piesman et al. 1986 cit. péc Homer
et al. 2000).

Mugurkaulnieku klasts, ko sp€j inficét Babesia sp., ir loti plass. Gandriz katrs ziditajs
var but Babesia saimniekorganisms, sakot no sikiem grauzgjiem, lidz pat savvalas

dzivniekiem un majlopiem, ka arT cilvéks (Teford III et al. 1993 cit. pe€c Homer et al. 2000).

1.3.1. Ixodes sp. eéréu raksturojums

Ixodes &rces pieder pie Archnida klases, Ixodida rindas, Ixodidae dzimtai (Mullen and
Durden 2009). Ixodes ir lielaka &réu gints, kas ietverot sevi aptuveni 241 sugu, §is gints
parstavji sastopami visa pasaulé, tai skaita ari Antarktida (Mullen and Durden 2009).
epidemologiski nozimigakas Ixodes gints &rces Latvija ir I. ricinus jeb supu &rce un I.
persulcatus jeb taigas &rce (Bormane 2007).

Ixodes gints &rcém izskir Cetras attistibas stadijas: ola, kapurs, nimfa un pieaugusas
€rces, matite un tévins. Vidgji Ixodes gints &rcu dzives cikls aiznem divus lidz tris gadus,
tomer pie nelabvéligakajiem apstakliem tas var ievilkties lidz pat seSiem gadiem (Hillyard
1996). Lai Ixodes &rces varétu veiksmigi iziet cauri visam attistibas stadijam un klat par
piecauguso &rci, tad tai, sakot ar kapura stadiju, nepiecieSams baroties ar mugurkaulnieka
asintim. Kapuri un nimfas médz baroties uz maziem ziditdjiem (pamata uz grauzgjiem),

putniem un pat kirzakam. Matites barojas uz vidgji lieliem un lieliem ziditajiem, pieméram,
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aitam, liellopiem un brieziem. Matitém asinis ir vitali nepiecieSama, lai veiksmigi nobriestu
tas apauglotas olas. Matites barojas uz saimniekorganisma 6-12 dienas, péc tam nokrit zemé,
seko inkubacijas periods, péc kura tas izdgj vairakus 2000- 3000 olu un tad tas mirst.
Pieaugusie teévini nemeédz baroties ar asinim, reti kad tie ir atrasti piestkuSies pie
saimnickorganisma, parasti uz ta vini mekl¢ matites (Hillyard 1996). Lricinus un I.
persulcatus &ércém Ziemel-Eiropa, tostarp ari Latvija, picaugu$am &rcém izdala divus
aktivitates periodus, kad tas aktivi mekl€ saimniekorganismus, lai uz tam barotos un vairotos.
Pirmais aktivitates periods ilgst no aprila lidz junijam, tad pieaugusam €rcé€m iestajas pauze,
otrais aktivitates periods sakas agra rudeni un ilgst [idz pat oktobra beigam, savukart nimfas
un kapuri paliek aktivas visu $o laiku. Ziema Ixodes &rces nav aktivas (Hillyard 1996;

Bormane 2007).

1.3.2. Dermacentor sp. ércu raksturojums

Dermacentor tapat ka Ixodes &rces ari pieder pie Archnida klases, Ixodida rindas un
Ixodidae dzimtai, kur izdala Demacentor ginti, pie kuras paslaik tiek pieskaititas 35 &rcu
sugas (Foldvari et al. 2016). Ipasi jaizce] D. reticulatus erci, kas ir epidemiologiski svariga
pasaules méroga, jo piedalas vairaku infekcijas agentu izplatiba (Mierzejewska et al. 2015).
Centralaja Eiropa D. reticulatus ir galvenais B. canis izplatitajs (Beugnet 2009 cit. p&c
Mierzejewska et al. 2015).

D. reticulatus ir 3-5x liclakas neka Ixodes sp. érces, to kapuri ir 0.5 mm lieli, nimfas -
1.8 mm, tevini ir lielaki ne ka matites, bet pilniba pagdusi matites var sasniegt pat 1 cm
lieclumu (Foldvari et al. 2016). Tapat ka Ixodes sp. ari D. reticulatus ércém izskir Cetras
attistibas stadijas, taCu tas ir krietni isakas. Pie labvéligakiem apstakliem D. reticulatus &rce
visu dzives ciklu var pagit iziet viena gada laika, vai divu gadu laika, ja ta bija spiesta
parziemot esot nepa€dusai (Foldvari et al. 2016). No tikko izdetas olas, jauns kapur izskelsies
jau peéc 12-19 dienam (Nosek 1972 cit. péc Foldvari et al. 2016). Pagdusais D. reticulatus
kapurs jau péc ménesa spgj attistities par nimfu (Randolph et al 1999 cit. péc Foldvari et al.
2016). Medz gadities ta, ka uz viena saimniekorganisma nereti ir atrodamas D. reticulatus
erces, kas parstav vienu un to pasu paaudzi, bet atrodas dazadas attistibas stadijas (Paziewska
et al. 2010 cit. pec Foldvari et al. 2016). Neédusas pieaugusas €rces var saglabat dzivotspgju
3- 4 gadus (Foldvari et al. 2016). Lidzigi ka Ixodes sp. érces, ar1 D. reticulatus &rcu kapuri un
nimfas barojas pamata uz maziem ziditajiem, bet pieaugusas erces uz vidéji lieliem un lieliem
ziditajiem. D. reticulatus biezi barojas grupas, tadejadi saimniekorganismam radot
makroskopiskus adas bojajumus un lokalus iekaisumus (Buczek et al. 2015 cit. péc Foldvari

et al. 2016). Atskiriba no Ixodes sp &rcu téviniem, D. reticulatus t€vini tieS$am siic asinis no
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saimniekorganisma. Parasti D. reticulatus kapuri uz saimniekorganisma barojas 2 - 6 dienas,
nimfa 4 - 12, matites 7 - 15, bet tévini 3 - 5 dienas (Foldvari et al. 2016). Apauglota matite 6-
25 dienu laika spgj izdet 3000-7200 olas , péc tam tas mirst (Nosek 1972 cit. pec Foldvari et
al. 2016). Ari D.reticulatus ércém ir atSkirigi aktivitates periodi, kas ir atkarigs no to attistibas
pieaugusam &rc€m izdala divus aktivitates periodus, pirmais ir marta - aprili, bet otrais
septembrT - oktobri, kuriem pa starpu iekrit neaktivais periods vasara (Sonenshine, 1993 cit.
péc Foldvari et al. 2016). Salidzinot ar Ixodes sp. ércém, D.reticulatus péc ziemas perioda atri
atkopjas un kliist atkal aktivas, kas ir saistits ar to labaku pielagosanas sp&ju izturét zemas

temperatiiras (Kokhov et al. 2014 cit. péc Foldvari et al. 2016).

1.4. Babesia sp. dzives cikls

Babesia sp. dzives ciklu sastada vismaz tris attistibas stadijas, ka paradits 2.attéla

(Homer et al. 2000).

Notikum| ércé: Notikumi mugurkauiniekd (peié):
Eroes zamds: P
A B Q c )
~ (D)
® '\‘;'/./_';f; ® "~ s
/—‘I J
@)\ e Qe 4

g @
peritrofisk membrana \
.m,iw T~ : D
v

Siekalu dziedzeros:

2.attels. Babéziju dzives cikls erc€s un mugurkaulniekos (Homer et al. 2000).
Figure 2. Life cycle of Babesia spp. in the tick atnd vertebrate hosts (Homer et al.
2000).

Pirma attistibas stadija notiek €r¢u zarnas, kur notiek bab&ziju dzimumvairoSanos,

gametu veidoSanas un sapliiSana, veidojas zigota, kas caur €rces audiem nonak &rcu siekalu
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dziedzeros. Siekalu dziedzeros notiek bab&ziju otra attistibas stadija — sporogonija, ta ir
bezdzimumvairoSanas stadija, kad no zigotas veidojas daudzkodolu sporoblasti, kuru izméri
svarstas no 60-300 pm diametra (Chauvin et al. 2009). Babgéziju tresa attistibas stadija notiek
bridi, kad @rce ir piesiikusies pie mugurkaulnieka un barojas ar ta asinim. Tad &rcu siekalu
dziedzeros no esoSiem sporoblastiem attistas 5000 — 10000 sporozoiti, kuri €rces baroSanas
laika noklust mugurkaulnieka asinsrit€ (skatit 2. att€lu G). Sporozoiti inficé mugurkaulnieka
eritrocttus (2. attéls H), kur parveidojas par trofozoitiem un sak binari dalities — notiek
babéziju bezdzimumvairoSanos, veidojot dazadas gredzenveida un krustam Iidzigas formas (2.
attels I) (Kakoma et al. 1993 cit. péc Homer et al. 2000). Dazi trofozoiti kltist par gametu
prieksteciem, kuri vizuali no pargjiem trofozoitiem atSkiras tikai izméru zina, tie ir lielaki,
taCu neskatoties uz to mugurkaulniekos nevar notikt babeziju dzimumvairosanos. Babéziju
dzimumvairo$anos var notikt tikai &rc€s, kad cita €rce sasticas slima mugurkaulnieka asinis,
tad arT no gametu priekSte¢iem veidojas 1stas gametas, kuras sapliistot veido zigotu, ta atsakas

no jauna babéziju dzives cikls (Homer et al. 2000).

1.5. Babesia sp. geografiska izplatiba

Raksturojot Babesia sp. geografisko izplatibas arealu, parasti izSkir divus limenus:
endémiskos regionus, kuros patogéns ir sastopams visu laiku un regulari tiek registréti
saslim$anas gadijumi, un regionus, kuros Babesia sp. sastopamiba tiek saistita ar dzivnieku
vai cilvéku celosanu (Irwin 2009).

Katrai Babesia sugai izplatibas regions ir atskirigs, tomér liela dala sugu ir izplatitas
Eiropa, Austrumu un Dienvidazija. Dazu Babesia sugu izplatibas areals aptver gandriz visu

pasauli, bet, pieméram, Ziemeleiropa Babesia sp. ir reti sastopamas (Zygner et al. 2010).

1.6. Babeziozes diagnostika

Ta ka babeziozes simptomi bieZi vien ir nespecifiski, ir nepiecieSami laboratoriski
izmeklgjumi, lai uzstaditu diagnozi (Vannier and Krause 2009). Lai diagnostic€tu babgziju
infekcijas, ir raditi neskaitami testi. Sarkana tidens drudza gadijumi parasti tiek atklati péc
kliniskiem simptomiem un epidemologiskiem datiem, sezonas sakums un individualas
anamnézes (Gray et al. 1985 cit. péc Zintl et al. 2003). Laboratoriski parasti Babesia
infekcijas diagnostic€, izmantojot asins iztriepes mikroskop&Sanu gaismas mikroskopa (Trees
1974 cit. péc Zintl et al. 2003), serologiski izmeklgjot serumu uz specifisko anti-babéziju

antivielu klatbiitni, izmantojot imunofluorescento antivielu testu (IFAT) (Zintl et al. 2003), ka
13



ar1 izmantojot molekularas metodes, ka PCR (polimerazes kédes reakciju) (Persing et al. 1992
cit. pec Homer et al 2000). Kliniski morfologiskas izmainas slima organisma var tikt noteiktas
arT ar magnétisko rezonansi, veicot aksialas tomografijas skengsanu (Homer et al. 2000).
Babesia parazitemiju var diagnosticét ari mikrobiologiski, veicot biologisko provi, kad ar
slima pacienta asinim infic€ laboratorijas dzivniekus, piem&ram, jiras ciicinas, tomér ST
metode nav piemérota atrai diagnozes uzstadiSanai, jo Babesia parazitémija dzivnieka asinis

parasti paradas 2 - 4 nedélas p&c ievadiSanas (Vannier and Krause 2009).

1.7. Babesia sp. slimibas pazimes un arstéSana

1.7.1. Babesia sp. infekcija cilvekos

Pirmais registrétais un aprakstitais gadijums, kad Babesia infekcija tika atklata
cilvékam, notika 1957. gada (Skrabalo and Deanovic 1957 cit. p&c Vannier and Krause 2009).

Vieglakos slimibas gadijumos, galvenokart pie B. microti infekcijam, simptomi ir
lidzigi virusalam infekcijam, kas izpauzas ar vispargjas intoksikacijas simptomiem:
nogurumu, vargumu, ar parejoSu drudzi un/vai drebuliem, sviSanu, galvassapém, mialgiju,
anoreksiju, klepu un sliktu dasu (Krause et al. 1996, Hatcher et al. 2001, White et al. 1998 cit.
péc Vannier and Krause 2009). Sada babeziozes forma parasti ilgst no nedglas lidz pat
vairakiem méneSiem, retos gadijumos pat lidz gadam. Ja infekciju nearste, tad ta pariet
hroniska forma, tai izSkir divas stadijas, remisiju (simptomi izziid, pacients jutas labi) un
recidivu (infekcijas reaktivgjas, paradas simptomi, pacients jutas slikti), kas mijas sava starpa
(Krause et al. 2008 cit. peéc Vannier and Krause 2009).

Smagakie babeziozes gadijumi parasti noveroti cilvékiem, kuriem jau pamata ir kada
imunodepresiva slimiba, ka, pieméram, HIV un laundabigi audzg&ji (Krause et al. 2008 cit. péc
Vannier and Krause 2009). VisbieZak sastopamas kliniskas izpausmes pie babéziju infekcijam
ir akiits respiratorais stress elpoSanas sist€ma, sirds, aknu un nieru mazspé&ja (Hatcher et al.
2001 cit. péc Vannier and Krause 2009). Eiropa cilvékiem pamata diagnosticé B. divergens
infekciju, kas parasti izpauzas smaga forma (Zintl et al. 2003). Simptomi parasti paradas
vienu l1dz tris ned€las péc erces piesiikSanas, un izpauzas ar drudzi, kam seko intravaskulara
hemolize, kas rezult€jas hemoglobinémija, hemoglobiniirija un dzelte. Slimiba atri progrese,
nedélas laika aptuveni tresdala nearstéto pacientu mirst (Vannier and Krause 2009).

Asimptotiskas infekcijas, kuras izraisa B.microti, var iegit, veicot asins parlieSanu no
infic€ta, asimptotiska donora; infekcijas inkubacijas periods parasti ilgs no vienas lidz

devipdm nedelam (Hunfeld et al. 2008 cit péc Vannier and Krause 2009). Asimptotiska
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infekcija organisma var eksistét no daziem ménesiem lidz pa vairakiem gadiem, tikai p&c tam
attistas babeziozes kliniskas pazimes (Krause et al. 1998 cit. péc Vannier and Krause 2009).
Biezi vien babeziozi veiksmigi var izarstet 1-2 nedelu laika, lietojot atovakonu un
azitromicinu, retak klindamicinu un kvininu (smagakos gadijumos) (Krause et al. 2000 cit.
péc Krause et al. 2008). Smagakos gadijumos, lai samazinatu Babesia daudzumu asinis,
pacientam veic asins parlieSanu ar pilnu asins apmainu, kad pacienta asinis pilnigi aizvieto ar
donora asinim (Vannier and Krause 2009). Lidz $im Latvija nav registréti lokali/endémiskas

izcelsmes babeziozes gadijumi cilvékiem.

1.7.2. Babesia sp. infekcija dzivniekos

Dzivnickiem, kuri ir inficéti ar Babesia sugas patogénu, parasti piedzivo noveéro
drudzi, apatiju, €stgribas trikumu, anémiju un trombocitopéniju (Sollano-Gallego et al. cit.
péc Berzina et al. 2013). Paslaik Eiropa Babesia infekcijas arst€, izmantojot imidokarba
diproprionatu (Imizol, Scherig Plough) (Zintl et al. 2003). Ta ka imidokarbs ir Joti toksisks,
tas ir jaievada tikai intramuskulari (Wood 1971 cit. péc Zintl et al. 2003). Akiitos, smagakos
gadijumos, kad dzivnieckam nov€ro smagu parazit€miju, ari izmanto pilnu asins apmainu
(Sherlock et al. 2000 cit. pec Zintl et al. 2003). Tapat ka cilveki, arT dzivnieki var biit
asimptotiski pret babézijam ( Conrad et al. 1991 cit. pe&c Bormane 2007).

Eiropa galvenais sunu babeziozes izraisitajs ir B.canis. Ir apstiprinati sunu babeziozes
gadijumi no Austrijas, Horvatijas, Francijas, Vacijas, Ungarijas, Italijas, Niderlandes,
Portugales, Spanijas, Sveices, ka arf Norvégijas (Matijatko et al. 2012; Azmi et al. 2016;
Blaschitz et al. 2008). Latvija pirmais babeziozes gadijums sunim, kas nav celojis arpus
Latvijas, apstiprinats tikai 2013. gada publicétaja petijuma. Lai ar1 ir bijuSas aizdomas par
babéziju infekciju suniem Latvija jau ieprieks, tomér nav bijis skaidrs, vai dzivnieki nav
inficgjusies arpus Latvijas (Berzina et al. 2013). Lidzigi art Lietuva- lai ar1 jau kops 2003.
gada ir konstatéti sunu babeziozes gadijumi, tikai 2014. gada tika molekulari apstiprinata
B.canis infekcija, turklat noradija, ka cirkulé divu genotipu B.canis, kas, visticamak, izraisa
atSkirigas kliniskas izpausmes (Paulauskas et al. 2014).

B.canis izplatiba tiek tiesi saistita ar D.reticulatus &rcu izplatibas arealu (Paulauskas et
al. 2014). Lidz 2015. gadam nebija oficiali publicétu datu par Dermacentor gints izplatibu
Latvija, tikai nepublic@ti novérojumi (Bormane 2007, Bérzina 2013), Iidz Lietuvas zinatnieki
public€ja datus par 2013. un 2014. gada ievaktam ércém no Latvijas dienvidu dalas ( 3.

att€ls), kuru vidi bija arT D.reticulatus érces (Paulauskas et al. 2015).
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3.att€ls Ercu ievaksanas vietas Lietuva un Latvija 2013.-2014.gada (Paulauskas et al. 2015)
Figure 3. Tick sampling sites in Lithuania and in Latvia, 2013-2014 (Paulauskas et al. 2015).
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2. Materiali un metodes

2.1. Erces un asins paraugi

Erces tika nonemtas no supiem 2011. un 2016. gada veterinarajas klinikas no
dazadiem Latvijas regioniem. Lai atvieglotu statistisku analizi, paraugi tika daliti par

regioniem, par pamatu nemot Latvijas administrativa iedalijuma karti 3.attéla.

[ statistiskie regioni/Statistical regions
[] Novadi un republikas pilsétas/Counties and cities under state jurisdiction

RIGA Statistiskie regioni/Statistical regions
Rica Republikas pilsétas/Cities under state jurisdiction
Apes Novadi/Counties

4. attels. Latvijas administrativa iedaltjuma karte.

Figure 4. Map of statistical regions of Latvia.

Kopa no supiem tika ievaktas 632 erces (2011. gada 243 &rces, 2016. gada 389 &rces).
Tas tika ievietotas 70% etanola un uzglabatas pie -20°C Iidz DNS izdaliSanai. Ta ka &rces to
ievakSanas momenta tika mehaniski deformétas un dala ercu bija sastikuSas ar asinim, tad to
sugas piederibu péc morfologiskam pazimém bija griti noteikt, lidz ar to ievakto &rcu
taksonomisko piederibu noteica tikai lidz gintij par pamatu nemot taksonomiskam pazimém,
kas aprakstitas pec Hilljarda (Hillyard 1996).

2016. gada tika ievakti ari 10 asins paraugi no kliniski slimiem supiem, kam bija
babeziozes simptomatika un 1 liesas paraugs no mirusa supa, kur$ miris no babeziozes.
Klinisko paraugu ievakSanu veica veterinaraja klinika, asinis Iidz DNS tika uzglabatas pie

+4°C. Asins un liesas paraugu sadalijums péc to ievaksSanas vietas ir apkopotas 1. tabula.
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1. tabula.

2016. gada no suniem ievakto asins un liesas paraugu sadalijums pé&c to ievaksanas vietas.

Table 1.

Territorial belonging of blood and spleen of dog samples in 2016.

Resi ASINS Liesas
egions _ )
s Novads/Mikrorajons Paraugs | paraugs
Mezaparks 1 0
A 0
Rigas Agensli'c'llns 2
Bolderaja 1 0
Daugavgriva 3 1
. Babites 1 0
Pierigas
Tukuma 1 0
Zemgales  [Neretas 1 0
Kopa : 10 1

2.2. Izmantotie reagenti

2. tabula.
Izmantot reagentu saraksts.
Table 2.

List of reagents that were used in this study.

Reagenta nosaukums Razotajs Izcelsmes valsts
10mM dNTPs Thermo Fisher Scientific | ASV
10x Taq buferis ar (NH,),SO, bez MgCl, Thermo Fisher Scientific | ASV
25mM MgCl, Thermo Fisher Scientific | ASV
5x Big Dye sekvenc&$anas buferis Applied Biosystems ASV
Top Vision Agarose (Agaroze) Thermo Fisher Scientific | ASV
Big Dye Terminator Mix Applied Biosystems ASV
Sephadex G-50 Fine Sigma-Aldrich ASV
HiDi (formaldehids) Applied Biosystems ASV
Etanols 96° Enola Latvija
EDTA (etilendiamintetraetikskabe) AppliChem Vacija
Etidija bromids 10mg/ml Serva Vacija
Fenols Sigma-Aldrich ASV
Gene Ruler™ 100bp DNA Ladder (garuma Thermo Fisher Scientific | ASV
markieris)

Hloroforms PENTA Cehija
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Izopropanols Stanchem Polija
NaCl P.P.H.Stanlab Polija
Natrija acetats Merck ASV
SDS (natrija dodecilsulfats) Serva Vacija
TRIS (trishidroksiaminometans) Reneal Ungarija
6x Loading Dye solution (paraugu uzneSanas krasa) | Thermo Fisher Scientific | ASV
Water, Nuclease free Thermo Fisher Scientific | ASV
Glicerins Sigma-Aldrich ASV
3. tabula.
Izmantotie fermenti
Table 3.
Enzymes used in this study
Fermenta nosaukums Razotajs Izcelsmes valsts
Taq DNA Polymerase, 5U/ul (DNS polimeraze) | Thermo Scientific ASV
Exol, 20 U/ul (Eksonukleaze I) Thermo Scientific ASV
Proteinaze K, 20 mg/ml Thermo Scientific ASV
FastAP, 1U/ul (Sarmaina fosfotaze) Thermo Scientific ASV

2.3. Izmantotie praimeri

4. tabula.

Izmantotie praimeri.

Primers used in this study

Primera Sekvence (5’ — 3°) Avots
nosaukums
5-22F GTTGATCCTGCCAGTAGT Birkenheuer et al. 2003
1661R AACCTTGTTACGACTTCTC Birkenheuer et al. 2003
455-479F GTCTTGTAATTGGAATGATGGTGAC Birkenheuer et al. 2003
793-772R ATGCCCCCAACCGTTCCTATTA Birkenheuer et al. 2003

Visi parimeri tika razoti Metabion International AG,Vacija.
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2.4, Izmantotie Skidumi un geli

e 2x Loading Dye
50 pl 6x Loading Dye
50 ul destiléts idens
30 ul glicerins

° §l,(el§anas buferis (koncentrats)
300 mM NacCl
30 mM TRIS (pH 7,6)
75 mM EDTA (pH 8,0)
1,5% SDS

e 1x TE buferis
10 mM Tris (pH 8,0)
1 mMEDTA

e 1x TAE buferis
40 mM Tris
20 mM Natrija acetats
1 mM EDTA

e 1M Tris(pH 7.6) uz 1 litru
121,14 g Tris
600 ml H,0
Ar koncentrétu HCI noved 1idz pH 7.6, tad ar H,0 noved lidz gala tilpumam 1 litrs, autoklave

10 min pie +110°C un 0,5 atm., uzglaba istabas temperatiira.

e 2M Tris (pH 8.2) uz 1 litru
242,28 g Tris
600 ml H,0
Ar koncentrétu HCI noved 1idz pH 8.2, tad ar H,0 noved lidz gala tilpumam 1 litrs, autoklaveé

10 min pie +110°C un 0,5 atm., uzglaba istabas temperatiira.
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e 05MEDTA (pH 8.0) uz 500 ml
93,06 g EDTA
300 ml H,0
Negaidot, kad EDTA izskist, sak novest pH ar 10 M NaOH Iidz pH 8.0, tad ar H,0 noved lidz

gala tilpumam 500 ml, autoklave 10 min pie +110°C un 0,5 atm., uzglaba istabas temperatiira.

e 5 M NaCl uz 500 mi
146,1 g NaCl izskidina lidz gala tilpumam 500 ml ar H,0

Autoklavé 10 min pie +110°C un 0,5 atm., uzglaba istabas temperatira.

e 10% SDS uz 100 mi
10 g SDS
100 ml H0.

Autoklavé 10 min pie +110°C un 0,5 atm., uzglaba istabas temperatiira.

e 10 M NaOH uz 100 ml
40 g NaOH
100 ml H,0

e CSS (Cell suspension solution)
25 mM EDTA (pH 8.0)
200mM NaCl

e Buferéts fenols (pH 8.0) uz 1 litru

PagatavoSanas darba gaita:

1. Léni un uzmanigi atkaus€ fenola kristalus tidens vanna.

2. Attieciba 1 kg fenola un 1 litrs 0.2 M Tris bufera (100 ml 2M Tris (pH 8.2) + 900
ml H,0), maisa uz magné&tiska maisitaja velkmes skapi 30 min, nostadina 30 min, tad nolej
pec iespgjas vairak virs€jo tidens fazi.

3. Pievieno 1 litru 0,1M Tris bufera (50 ml 2M Tris (pH 8.2) + 950 ml H,0) maisa uz
magnétiska maisitaja velkmes skapi 30 min, nostadina 30 min, tad nolej p&c iesp&jas vairak
virs€jo tidens fazi, atstajot planu bufera slani, kas pasargas fenolu no tieSas saskares ar gaisu
un atras oksidéSanas.

4. Glaba tumsa pie +4°C. Neizmantot, ja fenols ir kluvis roza krasa.
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2.5. Izmantota aparatiira

5. tabula.
Izmantota aparattra

Table 5.

Hardware used in this study

Iekartas nosaukums Razotajs Izcelsmes valsts
Stereomikroskops OPTIKA ST-170 Optika Microscopes Italija
Centrifuiga Eppendorf 5415R Eppendorf Vacija
Mikrocentrifiiga Microspin FV-2400 Biosan Latvija
Vorteksétajs V-01/3 Labotek Danija
Termostats Heto DT Hetotherm Bergman&Bevaving Lab | Zviedrija
Elektroniskie svari Sartorius TE 412 Data Weighing Systems ASV
Spektrofotometrs NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific | ASV

UV gaismas transiluminators ar gelu fotografésanas | Ultra-Violet products Lielbritanija
sistému C-80 Epi-lllumination UV Darkroom

PCR termocikleris GeneAmp” PCR system 9700 Applied Biosystems ASV
Elektroforézes iekarta Wide-Mini Sub® Cell GT Bio-Rad Laboratories ASV
Lidzstravas avots Electrophoresis Power Supply- Amersham Biosciences Lielbritanija
EPS 301

ABI PRISM 3130xlI Applied Biosystems ASV

2.6. Izmantota programmatiira

Finch TV Version 1.4.0 software (Geospiza Inc., USA) — sekvences hromatogrammas

apskatiSanai un kvalitates parbaudei.

BLAST programma (Basic

Local

Alignment

Search Tool;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) — parauga sekvences salidzinasana ar datu bazg

pieejamam sekvenceém.

NCBI GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) — publiski pieejamo

sekvencu datu baze.

MEGA®G software version 6.0

package

(Tamura

http://www.megasoftware.net) — filogen&tiskas analizes veikS$anai.

QuicCalcs Software (GraphPad Software,

ASV, http://graphpad.com) -

et al. 2013;

Fisera

precizitates testa (two-tailed Fisher exact test) aprékinasanai.
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2.7.Metodes

2.7.1. DNS izdaliSana no €rcém

DNS izdalita no &rcém péc V.Capliginas modificétas metodes (Capligina et al. 2014)

1. Erci izvelk no spirta, ar salvetes palidzibu to nosusina.

2. Erci parnes tira mikrostobra, pievieno 300pul @idens (mikrobiologiski un kimiski tira)
un saspaida ar plastmasas sterilo, vienreizlietojamo piestu.

3. Er¢u suspensiju 100 pl parfasé tira mikrostobrina, pievieno 50 ul $kelSanas bufera
koncentrata un 2,5 pl Proteinazi K. Inkubg 1-2 stundas karsta tidens vanna pie +50°C.

4. Pievieno 150 pl fenola, vorteks€ vismaz 15 sekundes un centré istabas temperatiira
10 min pie 4000 apgr./min (1500x Q).

5. Augsgjo frakciju 120 pl parnes uz jaunu mikrostobrinu, pievieno 120 pl hloroforma,
vorteks€ vismaz 15 sek un péc tam centré istabas temperatira 10 min pie 4000 apgr./min
(1500x g).

6. Augsejo frakciju 90 pl parnes uz jaunu mikrostobrinu, pievieno 90 pl
izopropilspirta, maigi samaisa, centré 15 min pie pie +4°C un 12 000 apgr./min (13400x Q).

7. Nosiic supernatantu un izmet. Pie nogulsném pievieno 200 pl auksta 70% etanola
un centré 5 min pie +4°C un 12 000 apgr./min (13400x g).

8. Nosiic supernatantu un izmet. DNS nogulsnes zavé istabas temperatira 10 min,
kamér izgaro viss etanols.

9. Pie nogulsném pievieno 50 pl 1xTE bufera, tur pa nakti istabas temperattra, lai
DNS izskist.

10. Méra DNS koncentraciju un tiribu uz NanoDrop 2000 spektrofotometriski pie
260/280 nm un 260/230 nm.

11. DNS glaba pie -20°C.

2.7.2. DNS izdaliSana no asinim

DNS izdalita no asinim p&c modificétas metodes (Tiskina et al. 2016)

1. Pie 500 pl asinim pievieno 500 pl CSS, 100ul 10% SDS un 2,5 ul Proteinazi K,
samaisa mikrostobrinu tris reizes apgrieZzot otradi un inkub& tdens vanna 1-2 stundas pie
+50°C.

2. Pievieno 1 ml buferéta fenola (pH 8.0), maisa uz vorteksa 30 sekundes un centré 10

minites istabas temperattra pie 4000 apgr./min (1500x g).
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3. Augsgjo frakciju parnes uz jaunu mikrostobrinu, v€lreiz pievieno 1 ml buferéta
fenola (pH 8.0), maisa uz vorteksa 30 sekundes un centré 10 miniites istabas temperatiira pie
4000 apgr./min (1500x Q).

4. Augsgjo frakciju parnes uz jaunu mikrostobrinu, pievieno 1 ml hloroforma, maisa
uz vorteksa 30 sekundes un centré 10 mintes istabas temperatiira pie 4000 apgr./min (1500x
9)-

5. Augsgjo frakciju parnes uz jaunu mikrostobrinu, pievieno 1 ml izopropilspirta,
maigi samaisa apgriezot mikrostobrinu otradi vairakas reizes, nedrikst kratit. To dara, kamer
izveidojas DNS precipitats. Ja DNS precipitats neizveidojas, tad stobrinu ievieto pie -20°C
vismaz uz 20 min (var turét pie -20°C 2 diennaktis).

6. Centrifugé mikrostobrinu 15 miniites +4°C pie 12 000 apgr/min (13400x g).

7. Atsiic un izmet visu supernatantu, un pievieno 1 ml auksta 70% etanola, nedrikst
maisit un kratt.

8. Centrifugé mikrostobrinu 15 miniites +4°C pie 12 000 apgr./min (13400x Q).

9. Atsiic un izmet visu supernatantu, nogulsnes zavé istabas temperatira 10-30
miniites, kamer izgaro viss etanols.

10. Pie nogulsné€m pievieno 50-250 pl 1x TE bufera (daudzums ir atkarigs no ta, cik
liels bija DNS precipitats), atstdj istabas temperatiira pa nakti, lai DNS nogulsnes izskist.

11. Méra DNS koncentraciju un tiribu uz NanoDrop 2000 spektrofotometriski pie
260/280 nm un 260/230 nm.

12. DNS glaba pie -20°C.

2.7.3. Babesia sp. 18S rRNS géna noteik§ana DNS paraugos ar PCR metodi
Babesia sugu klatbitni noteica, izmantojot divpakapju polimerazes kédes (PCR)

reakciju (Birkenheuer et al. 2003), kura tika optimiz&ta musu apstakliem (Pavulina 2011).

24



6. tabula.

PCR reakcijas maistjums vienam paraugam (V=26pl)

Table 6.

PCR mix for 1 sample (V=26pl)

Gala

Konc. Ipar. (ul)

millipora H20 17,6
10x Taq buferis ar (NH4)2SO4 | 1x 2,6
25mM MgCI2 25mM |26
10mM dNTP mix 200 M | 0,52
10 uM forward praimeris 0,2 uM 0,52
10 uM reverse praimeris 0,2 uM 0,52
5 u/ul Taqg DNA Polymerase 0,8U 0,16

PCR mix tilpums pl | 24

Parauga DNS pl | 2

Pirmas PCR reakcijas apstakli un izmantotie praimeri:

Tiesais praimeris: 5-22F

Reversais praimeris: 1661R

sakuma denaturacija 1 mintte pie +95°C

denaturacija

hibridizacija

elongacija

beigu elongacija

20 sekundes pie +95°C
30 sekundes pie +55°C
60 sekundes pie +72°C

5 mintites pie +72°C

35 cikli

Otras PCR PCR reakcijas apstakli un izmantotie praimeri:

Tiesais praimeris: 455-479F

Reversais praimeris: 793-772R

sakuma denaturacija 1 minttes pie +95°C

denaturacija

hibridizacija

elongacija

beigu elongacija

20 sekundes pie +95°C
30 sekundes pie +55°C
30 sekundes pie +72°C

5 miniites pie +72°C

35 cikli

PCR reakcijas produktus analiz&ja 1,5% agarozes gela.

2.7.4. PCR produktu analize agarozes gela ar elektroforézes metodi

1. Nosver 1,5 g agarozes un pievieno 100 ml 1XTAE bufera.
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2. Maisijumu karsé mikrovilpu krasni pie 750W aptuveni 2 min vai lidz agaroze
izkdist.

3. Pievieno 5 pl etidija bromidu (10mg/ml) un samaisa.

4. Atdzese agarozi Iidz +60°C.

5. Agarozi ielej elektroforézes vannitg, ievieto kemmites un lauj tai sacietét.

6. Kad agaroze saciet&jusi, iznem kemmites un gelu ievieto elektroforézes kamera.

7. Elektroforézes kamera iclej 1XTAE buferi, lai tas apklatu gelu un ta bedrites.

8. Nem 5ul otras PCR reakcijas produkta (amplikona) un sajauc ar 2ul 6x Loading
Dye, tad iepilda gela bedrite. PCR produkta garuma kontrolei, atseviska bedrité iepilda ari 5Sul
garuma markiera Gene Ruler™ 100bp DNA Ladder.

9. Elektroforézes kameru pieslédz pie lidzstravas avota, izv€las rezimu pie 100V, 70
mA, 50 min.

10. Gelu apskata un nofotografé UV starojuma pie 590 nm.

2.7.5. PCR produktu apstrade pirms sekvencésanas ar fermentiem Exol un FastAP.
1. PCR produktam pievieno 0,5ul Exol (20 U/ul) un 2ul FastAP (1U/ul).
2. Paraugu vorteks€, nocentré un liek termociklerT pie sekojoSiem apstakliem:
+37°C 40 min
+95°C 20 min

2.7.6. PCR produkta sekvenesana
1. Sagatavo reakcijas maisijumu (1 paraugam):
H.0 (tirsno  nukleazém) Sul
5x Big Dye sekvencésanas buferis 2yl
Big Dye Terminator Mix 0,5ul
10uM Praimeris 0,5ul
2. Pie 8ul sekvenésanas reakcijas maisijuma pievieno 2 ul PCR produkta, kas pirms
tam tika apstradas ar fermentiem Exol un FastAP, paraugu kartigi vorteks€ un nocentré.
3. Veic sekvenceésanas reakciju termociklert pie sekojoSiem apstakliem:
+95°C 5 min
+95°C 15 sek
+50°C 5 sek 25 cikli
+60°C 4 min
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2.7.7. Sekvenéto paraugu attiriSana ar sefadeksu.
1. Uzbriedina Sefadeksu G50:
a) doze sefadeksu, izmantojot metala trafaretu plati ar bedritém,;
b) parber dozéto sefadeksu pus caurlaidigaja Millipore platg;
c) katra plates bedrité sefadeksam virsii uzlej 300ul auksta destiléta tdens, tad
plati liek ledusskapi pie +4°C uz 2-3 stundam (vai atstaj pa nakti), lai uzbriest sefadeks.

2. Plati ar uzbriedinato sefadeksu iznem no ledusskapja un liek virsa atkritumu savacgj
platei, abas plates kopa centrifugé 10 min pie 1500 apgr./min (370x g). No atkritumu savacgj
plates izlej tideni un liek atpakal.

3. Sefadeksam virsti katra bedrité uzlej 150 ul auksta destiléta Gdens un kopa ar
atkritumu savacgj plati centrifugé 8 min pie 2000 apgr./min (657x g). Nonem atkritumu
savacgj plati un ta vieta liek tiru MicroAmp plati.

4. Virsu sefadeksam, katras bedrites centra, uznes 10 ul parauga, kuru vajag attirit.
Abas plates, sefadeksa un MicroAmp, abas kopa centrifugé 8 min pie 2500 apgr./min (1027x
g).

5. Nonem apaksgjo MicroAmp plati, kur tagad ir ietec&jis 30 ul attirita parauga un liek
zaveties termociklerT pie +70°C uz 1 stundu un 30 min. Svarigi ir atstat vaku vala, lai Viss
tdens varétu iztvaikot.

6. Klat pie katra nu jau izzavétam parauga nogulsném pievieno 11ul HiDi, platei virsa
uzlimé aluminija foliju un kartigi vorteksé 1 min, Tsi nocentrifugé un liek kars&ties
termocikleri 5 miniites pie +95°C. Iznem plati un strauji atdzesé saldétava pie -20°C, tur
vismaz 10 min.

7. Attiritos un apstradatus paraugus liek uz ABI PRISM 3130xI| sekvences nolasisanai.

2.7.8. DNS sekvencu analize

Finch TV programma tika parbauditas ieglito paraugu sekvences hromatogrammas
kvalitate un vajadzibas gadijuma korigéta. Tad ar BLAST programmas palidzibu paraugiem
tika identificéta Babesia suga piederiba. Visu pozitivo paraugu sekvences kopa ar atlasitam
sekvencém no GenBank datubazes tika savaditas MEGA6 programma un tika veikta to

filogenétiska analize.

2.7.9. Paraugu filogenétiska analize
Filogengtiska radnieciba starp pozitiviem paraugiem un GenBank datu baze
pieejamam sekvencém tika veidota balstoties uz Babesia sp. 18S ribosomala RNS géna

sekvenci. Filogenétiska analize tikai veikta izmantojot MEGAG6 programmu (Tamura et al.
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2013) par pamatu nemot Neighbor-Joining metodi (Saitou and Nei 1987). Filogenétiska koka
ticamibas parbaudei tika veikts sakn€Sanas tests (bootstrap test) ar 500 atkartojumiem,
rezultats ir noradits procentos blakus zariem (att€lo vértibu, kas parsniedz 50%), tas parada
cik procentu gadijumos no 500 filogen&tiska koka veidoSanas atkartojumiem analiz&jamie
taksoni (sekvences) grupé&jas kopa uz viena zara (Felsenstein 1985). Evoliicijas attalumi tika
apréekinati, izmantojot Jukes-Cantor metodi (Jukes and Cantor 1969), un ir noraditas vienibas,
kas atbilst nukleotidu aizvietoSanas skaitam viena pozicija. Filogené&tiska koka zaru garumi
atbilst to aprékinatam evolicijas attalumam. Konstrugjot koku uz MEGAG6 programmas, tika
izvéleti sekojoSie papildus parametri: analizé ieklava 1.+2.+3.+nekod&joSo kodonu (Select
Codon Positions = Ist+2nd+3rd+Noncoding); variabilitates lielums starp pozicijam tika
model&tas pec gamma sadalfjuma (Rates among Sites = Gamma Distributed, shape parameter
1); visas pozicijas ar cilpam un/vai nepilnigiem datiem tika izdzéstas (Gaps/Missing Data

Treatment = Complete deletion).
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3. Rezultati un diskusija

Bakalaura darbs tika izstradats Latvijas Biomedicinas P&tijumu un Studiju centra laika
posma no 2016. gada aprila lidz 2017. gada maijam. Kopuma tika izanaliz&tas 632 &rces, kas
tika nonemtas no suniem 2011. un 2016. gada veterinarajas klinikas no dazadiem regioniem
Latvija. P&c morfologiskiem taksonu markieriem (Hillyard 1996) tika noteikta ércu gints. No
2011. gada ievaktajam &rcém, visas 243 pieder€ja Ixodes sp. gintij, savukart starp 2016. gada
ievaktam ercém 27 piedergja Dermacentor sp. un 362 - Ixodes sp. gintij (7. un 8. tabula).

Tika izanalizéti ar1 10 asins paraugi no kliniski slimiem supiem ar babeziozes
simptomatiku un 1 liesas paraugs no mirusa suna, kam babezioze izpaudas loti smaga forma
(arstéSana nelidz€ja, suns tika eitanizéts).

No visiem paraugiem izdalija DNS, veica uz Babesia sp. 18S rRNS géna fragmenta
klatbiitni m&rk&tu PCR reakciju, pozitivus paraugus vizualizgja 1,5% agarozes gela (4.att€ls)
un sekvengja péc Sangera metodes principa. Bab&ziju sugas piederiba tika identificéta,
izmantojot BLAST programmu, lidzigas sekvences mekléSanai datu bazé, un veicot

filogenétisko analizi MEGAG6 programma (5. attéls).

M 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 1415 16 17 18 19 20 21 22 23 24
500
400bp
300bp - - - P - ..

4. attels Babesia sp. detektésana DNS paraugos ar PCR reakciju. 1,5% agarozes gels, Sul
etidija bromids. M celin§ - garuma markieris Gene Ruler 100bp Ladder 5ul, 1.-22. celins -
parbaudamie paraugi Sul + 2ul uznesanas krasviela 2x Loading Dye, 23. celin$ - pozitiva
kontrole + 2ul uznesanas krasviela 2x Loading Dye, 24. celin$-negativa kontrole.

Figure 4. Analysis of seminested PCR products by 1,5% agarose gel electrophoresis and
ethidium bromide staining. From left to right the lanes contain the following: molecular
weight marker Gene Ruler 100bp Ladder Sul (lane M), questioning samples Sul with 2ul 2x
Loading Dye (lane 1-22), positive control 5ul with 2ul 2x Loading Dye (lane 23) and negative
control Spl with 2pul 2x Loading Dye (lane 24).
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& Lv-F103 (2016) Zemgale/Neretas nov. Ixodes sp. from dog Lv-D43
& Lv-F175 (2016) Riga/Bolderaja Dermacentor sp. from dog Lv-D53
& Lv-F89 (2016) Zemgale/Neretas nov. Ixodes sp. from dog Lv-D43
& Lv-F96 (2016) Zemgale/Neretas nov. Ixodes sp. from dog Lv-D43
A Lv-F83 (2016) Zemgale/Neretas nov. Ixodes sp. from dog Lv-D43
& Lv-FTT (3016) Pieriga/Ogres nov. Ixodes sp. from dog

& Lv-F19 (3016) Riga/Agenskalns Dermacentor sp. from dog Lv-D41
A Lv-FT (2016) Riga/Agenskalns Dermacentor sp. from dog Lv-D38
A Lv-F6 (2016) Riga/Agenskalns Dermacentor sp. from dog Lv-D38
A LV-D64 (2016) Riga/Daugavgriva dog

99 | & Lv-D53 (2016) Riga/Bolderja dog

[ | & Lv-D45 (2016) Riga/Daugavgriva dog

A Lv-D43 (2016) Zemgale/Neretas nov. dog

i Lv-D42 (2016) Riga/Daugavgriva dog

& Lv-D41 (2016) Riga/Agenskains dog

A Lv-D40 (2016) Riga/Mezaparks dog

A Lv-D38 (2016) Riga/Agenskains dog

A Lv-D37 (2016) Pieriga/Tukuma nov. dog

4 Lv-D36 (2016) Riga/Daugavgriva dog

4 Lv-D35 (2016) Pieriga/Babites nov. dog

B. canis canis

AY0T2926 B.canis canis
ik Lv-51 (2011) Kurzeme'Kuldigas nov. Ixodes sp. from dog
DQ111760 B.canis rossi
AY371198 B.canis vogeli
AB118032 B gibsoni
EF551335 B kiwiensis
T7 | FI944337 B capreoli
99 A Lv-F288 (2016) Kurzeme/Pavilostas nov. Ixodes sp. from dog
F.J944323 B divergens
AY237638 B.odocoilei

:| B. capreoli

AY046575 Babesia sp. venatorum
A Lv-F100 (2016) Zemgale/Neretas nov. Ixodes sp. from dog Lv-D43
A Lv-F114 (2016) Zemgale/Neretas nov. Ixodes sp. from dog Lv-D43

A [ v-F183 {2016) Pieriga/Engures nov. Ixodes sp. from dog .
Babesia sp. venatorum
97 A [ v-F184 (2016) Pieriga/Engures nov. lxodes sp. from dog
A [ v-581 (2011) Kurzeme/Liepajas nov. [xodes sp. from dog
A Lv-5156 (2011) Vidzeme/Kocenu nov. Ixodes sp. from dog
A [ v-F335 (2016) Pieriga’Kekava nov. [xodes sp. from dog
AY309955 B.caballi

AYG18928 Babesia sp. Coco

EUI376017 B.occultans
53\{ A
AY533147 B.motasi

AY693840 B.microti

& Lv-F52 (2016) Kurzeme/Grobinas nov. Ixodes sp. from dog
A Lv-F74 (2016) Zemgale/Kokneses nov. [xodes sp. from dog
A Lv-F125 (2016) Zemgale/Jelgavas nov. Ixodes sp. from dog
Ak Lv-F129 (2016) Zemgale/Jelgavas nov. Ixode sp. from dog

AY150059 B.bovis

62

B. microti

99 Ak Lv-F139 (2016) Kurzeme/Priekules nov. ixodes sp. from dog
A Lv-F155 (2016) Riga/Grizinkalns Ixodes sp. from dog

A Lv-5146 (2011) Vidzeme/Kocenu nov. Ixodes sp. from dog
A Lv-5153 (2011) Vidzeme/Kocenu nov. Ixodes sp. from dog
A Lv-5158 (2011) Vidzeme/Kocenu nov. Ixodes sp. from dog

AY150062 B.equi
JQ743635 Theileria annulata

—
ooz

5.attels. Babesia spp. filogengtiskais koks. Theileria annulata ir izmantota ka argja grupa.
Melni trijstiiri ir paraugu sekvences, kas tika identificétas Saja darba.
Figure 5. Phylogenetic tree of Babesia spp.. Theileria annulata was used as an outgroup.

Filled triangle is our sample sequences identified in the present study.
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Analiz€jot rezultatus, noteikti ir janem véra fakts, ka €rces tika nonemtas no suniem,
tas vairums gadijumos bija piestikusas un barojas ar sugu asinim. No publikaciju datiem, péc
veiktiem eksperimentiem, ir zinams, ka &rces var infic€t viena otru ar asins pliismas
starpniecibu barojoties uz viena dzivnieka (Homer et al. 2000). Nemot véra So faktu, Saja
darba giitos rezultatus, Babesia sp. prevalenci tiesi ércu paraugos, ir jaizverte loti kritiski un ta
visdrizak ir nedaudz zemaka neka tika noteikta.

No 2011. gada ievaktajam &rcém (7. tabula) 2,5% gadijumos (6/243) tika atklatas
babézijas. Rigas un Pierigas, Latgales un Zemgales regionos ércu paraugos babézijas netika
atklatas. Kurzemeé tika atklatas divas bab€ziju sugas, viena &rce bija inficéta ar B.canis canis,
bet otra &rce - ar Babesia sp. venatorum. Savukart Vidzemé viena &rce bija inficéta ar Babesia

sp. venatorum bet tris - ar B. microti, turklat visas S§is Cetras €rces tika nonemtas no viena

suna.
7.tabula.
Babesia sugu prevalence no suniem ievaktas ercés 2011.gada.
Table 7.
Prevalance of Babesia pathogens in tick samples collected from domestic dogs.
= Babesia sp.
<
=
& 3
5 | g | = : 8
c 1) ] = @D
Regions 8 3 = 2 <
g g ; g 3 3
£ X 2 “ g £ a
[<5) 13 E . o
o S ] = & 8
B0 %) = .G .o
Q c = n n
& g E & &
< . © @©
3 o ) @
Rigas/Pierigas 0 65 65 0
Kurzemes 0 25 25 1 (0,4%) 1 (0,4%) 2 (0,8%)
Zemgales 0 22 22 0
Vidzemes 0 115 115 3(1,2%) | 1(0,4%) 4 (1,6%)
Latgales 0 16 16 0
Kopa: 0 243 243 | 1(0,4%) | 3(1,2%) | 2(0,8%) 6 (2,5%)

No 2016.gada ievaktajam &rcém (8. tabula) 5,4% gadijumos (21/389) tika atklatas
bab&zijas. Vidzemes un Latgales regionos &rcu paraugos babézijas netika atklatas. Vidzemes
un Latgales regionos &ru paraugos babézijas netika atklatas. No visam identificétajam
babéziju sugam 2016. gada ércu paraugos visizplatitaka bija B. canis canis ar prevalenci 2,3%
(9/389), kam sekoja B. microti — 1,5% (6/389), Babesia sp. venatorum — 1,3% (5/389) un
visbeidzot B. capreoli — 0,3% (1/389). Rigas/Pierigas regiona tika konstatétas visvairak
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B.canis canis patogénu 1,3% (5/389), turklat no tiem Cetri pozitivie paraugi bija Dermacentor
gints &rces un tas bija no Rigas un viens - Ixodes sp. &rce no Pierigas. B.canis canis tika
atklats ari Zemgalé ar prevalenci 1% (4/389) un tikai Ixodes &rcés. Visvairak ar B. microti
inficéto €réu paraugu atklaja Zemgales regiona ar prevalenci 0,8% (3/389), kam sekoja
Kurzemes regions — 0,5% (2/389) un visbeidzot Rigas/Pierigas regions — 0,3% (1/389), turklat
visas pozitivas érces pieder&ja Ixodes sp. gintij. Ar Babesia sp. venatorum inficétas &rces,
visas Ixodes sp., tika atklatas tikai Rigas/Pierigas un Zemgales regionos ar prevalenci 0,8%
(3/389) un 0,5% (2/389) attiecigi. B. capreoli tika kostatéta tikai viena Ixodes sp. &rc€ un tikai

no Kurzemes regiona (8. tabula).

8.tabula.

Babesia sugu prevalence no suniem ievaktas &rcés Latvija 2016.gada.

Table 8.

Prevalence of Babesia pathogens in tick samples collected from domestic dogs in
Latvia in 2016.

ﬁg Babesia sp.
=
3 S e @
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) = m
~ <
M
Rigas/Pierigas 11 172 183 | 5(1,3%) | 1(0,3%) | 3 (0,8%) 9 (2,3%)
Kurzemes 1 116 117 2 (0,5%) 1(0,3%) | 3(0,8%)
Zemgales 3 45 48 | 4(1%) | 3(0,8%) | 2(0,5%) 9 (2,3%)
Vidzemes 0 20 20 0
Latgales 12 9 21 0
27 362
Kopa: (6,9%) | (93,1%) | 389 |9(23%) |6(1,5%) |5(1,3%) |1(03%) |21 (54%)

Visos 2016. gada sanemtajos kliniskajos sunu paraugos, 10 asins un 1 liesas parauga,
molekulari tika apstiprinata B. canis canis infekcija. Lielakais B. canis canis-inficéto sunu
skaits bija tieSi no paSas Rigas 73% (8/11) un Pierigas regiona 18% (2/11). Viens gadijums

tika identificétas ar1 Zemgales regiona Neretas novada (9. tabula).
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9. tabula.
Babesia canis canis pozitivie suni Latvija 2016.gada
Table 9.

Babesia canis canis dogs in 2016.

Regions Novads/ Mikrorajons | B.canis canis | Prevalence
Mezaparks 1
Agenskalns 2
Rigas 8 (73 %)
Bolderaja 1
Daugavgriva 4
Pierigas Babites 1
2 (18%)
Tukuma 1
Zemgales Neretas 1 1 (9%)
Kopa : 11 11 (100%)

Visi 2011.un 2016. gada pozitivie paraugi ar izcelsmes vietu un avotu un tajos

identificétam Babesia sugam ir apkopotas 10. tabula.
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10. tabula.

Babesia sp. pozitivie sunu paraugi, &rces un asins, Latvija 2011. un 2016. gada.

Table 10.

Babesia sp.positive samples of ticks and blood collected from dogs in Lavia in 2011 and

2016.

Gads | Regions Iltllloi\lfrlgigjons ZL;ns \Ij;l(’ja}suga 1;2::&32 lg);:lztisﬁ"ﬁs erces Noteikta Babesia sp.
’ (skaits) DNS Nr.
Kuldigas Erces (9) Lv-S1 Ixodes sp. B.canis canis
Kurzeme Liepajas Erces (2) Lv-S81 Ixodes sp. Babesia sp. venatorum
Lv-S146 Ixodes sp. B.microti
2011 _ Lv-S153 Ixodes sp. B.microti
Vidzeme Kocenu 3 Erces (48) Lv-S156 Ixodes sp. Babesia sp. venatorum
Lv-S158 Ixodes sp. B.microti
Daugavgriva 4 Liesas gab. Lv-D36 B.canis canis
Asinis Lv-D38 B.canis canis
Agenskalns 5 Erces (2) Lv-F6 Dermacentor sp. B.canis canis
Lv-F7 Dermacentor sp. B.canis canis
Mezaparks 6 Asinis Lv-D40 B.canis canis
B Asinis Lv-D41 B.canis canis
Riga Agenskalns " Erees ) Lv-F19 Dermacentor sp. | B.canis canis
Daugavgriva Asinis Lv-D42 B.canis canis
Daugavgriva Asinis Lv-D45 B.canis canis
Grizinkalns 10 | Erces (1) Lv-F155 Ixodes sp. B.microti
Asinis Lv-D53 B.canis canis
Bolderaja 1 Erces (1) Lv-F175 Dermacentor sp. B.canis canis
Daugavgriva 12 Asinis Lv-D64 B. canis canis
Babites 13 Asinis Lv-D35 B.canis canis
Kekavas 14 | Erces (2) Lv-F335 Ixodes sp. Babesia sp. venatorum
Tukuma 15 | Asinis Lv-D37 B.canis canis
2016. | Pieriga = - -
Ogres 16 Erces (2) Lv-F77 Ixodes sp. B.canis canis
Erces (5) Lv-F183 Ixodes sp. Babesia sp. venatorum
Engures 17 Lv-F184 Ixodes sp. Babesia sp. venatorum
Grobinas 18 | Erces (10) Lv-F52 Ixodes sp. B.microti
Kurzeme Priekules 19 Erces (4) Lv-F139 Ixodes sp. B.microti
Pavilostas 20 | Erces (42) Lv-F288 Ixodes sp. Babesia capreoli
Kokneses 21 | Erces (2) Lv-F74 Ixodes sp. B.microti
Asinis Lv-D43 B.canis canis
Erces (25) Lv-F93 Ixodes sp. B.canis canis
Lv-F96 Ixodes sp. B.canis canis
Neretas 22 Lv-F99 Ixodes sp. B.canis canis
Zemgale Lv-F100 Ixodes sp. Babesia sp. venatorum
Lv-F103 Ixodes sp. B.canis canis
LvF114 Ixodes sp. Babesia sp. venatorum
Erces (6) Lv-F125 Ixodes sp. B.microti
Jelgavas 23 Lv-F129 Ixodes sp. B.microti
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Saja darba visiem 11 analizétiem sunu babeziozes kliniskiem gadijumiem bija lokala
izcelsme, pirms saslim$anas, vismaz vienu ménesi ieprieks, suni nav izcelojusi arpus Latvijas,
ka armT anamnéz€ tika fiks€ta €rces piestkSanas. Apkopojot savus datus par molekulari
apstiprinatiem sunu babeziozes gadijumiem 2016. gada un 1. Bérzinas public€tus datus par
2011. gadu, kad tika fiks€ti un apstiprinati tikai divi lokalas izcelsmes saslimSanas gadijumi,
var secinat, ka piecu gadu perioda Latvija sunu saslimstiba ar babeziozi ir pieaugusi (Berzina
et al. 2013). Turklat 2011. un 2016. gada ka vienigais sunu babeziozes etiologijas agents tika
identificéts B. canis canis. Sunu babeziozes saslimSanas picauguma ir vainojama
Dermacentor sp. izplatiSsanos Latvija. Par to liecina &réu morfologiskie un molekularie izpétes
rezultati, kas iegtti Saja darba. No 243 &rcém, kas bija ievaktas no suniem 2011. gada, nebija
nevienas Dermacentor sp. &rces, pat no Rigas un Pierigas regiona, visas pieder&ja Ixodes sp.
gints ercém, kur tikai viena €rce bija pozitiva uz B. canis canis. Savukart starp 389 &rcém, kur
362 bija Ixodes sp. un jau 27 Dermacentor sp gints &rces, uz B. canis canis bija pozitivas tikai
1,4% (5/362) Ixodes sp. un gandriz 15% (4/27) Dermacentor sp. &rces, kam bija statistiski
ticama atSkiriba (p = 0,0018; pie 0<0.05; p vértiba aprékinata izmantojot FiSera precizitates
testu). Japiebilst, ka $aja darba parbauditas Dermacentor sp. &rc€s no visam iesp&jamam
babéziju sugam tika identificéta tikai un vienigi B. canis canis. P&c publikaciju datiem, tiesi
Dermacentor reticulatus &rces tiek uzskatita par galveno B. canis canis parnes€ju un
izplatitaju Eiropa, lidz ar to var€tu secinat, ka Saja darba morfologiski noteiktas Dermacentor
sp. €rces varétu piederét tiesi D. reticulatus sugai, tacu pilnigi drosi to var apstiprinat tikai ar
molekularam metodeém, analizgjot €rces DNS materialu. Lidz §Tm no Latvijas biotopiem
ievaktajas Ixodes sp. &rcés B. canis canis netika atklats (Capligina et al. 2016), savukart $aja
darba skaidri var redz&t, ka Latvija notiek B. canis canis patogéna parnese no Dermacentor
sp. uz Ixodes sp. ércém, jo 2011. gada ta bija tikai viena Ixodes sp. pozitiva &rce, bet 2016.
gada tas jau ir piecas pozitivas Ixodes sp. &rces. Ta ka Ixodes sp. &rces Latvija ir
visizplatitakas un epidemiologiski svarigakas &rces, tad tuva nakotné varétu sagaidit
babeziozes saslimSanas pieaugumu sunu un citu dzivnieku starpa, nav izslégti art cilveku
saslim8anas gadijumi.

Péc filogenétiskas analizes rezultatiem, kur tika salidzinatas misu B. canis canis
sekvences ar GenBank datu bazé pieecjamam, kas tika iegitas tieSi no pozitiviem supiem un
€rcém, var secinat, ka Latvija cirkulg tie pasi Eiropa biezak sastopamie B. canis canis genotipi
AG un GA, kas atbilst 610. un 611. nukleoidu pozicijai (Beck et al. 2009; Ionita et al. 2012).
Pie tam, no miisu 21 pozitiviem paraugiem, astoniem bija GA genotips, bet 13 paraugiem -
AG/GA genotipu maisTjums (6. attéls). Sunim Nr. 4, kur§ tika eitanizéts, dél smagas

babeziozes izpausmes, tika identificéts tiesi tads B. canis canis AG/GA genotipu maisijums.
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A Lv-F93 (2016) Zemgale/Neretas nov. Ixodes sp. from dog Lv-D43 (GA)
A Lv-F103 (2016) Zemgale/Neretas nov. ixodes sp. from dog Lv-D43 (GA)
Ak Lv-F96 (2016) Zemgale/Nerefas nov. Ixodes sp. from dog Lv-D43 (GA)
A Lv-D64 (2016) Riga/Daugavgriva dog (GA)

A Lv-D40 (2016) Riga/Mezaparks dog (GA)

A Lv-D37 (2016) Pleriga/Tukuma nov. dog (GA)

A Lv-51(2011) Kurzeme/Kuldigas nov. Ixodes sp. from dog (GA)
JIX227981 Latvia dog (GA)

FJT90245 Albania dog (GA)

KP216422 Bosnia and Herzegovina fox (GA)

KC985241 Slovakia dog (GA)

JN107810 Poland D reticulatus (GA)

GQ325620 Poland iricinus (GA)

EU622792 Poland dog (GA)

F.J209024 Croatia dog (GA)

KF381412 Ukraine D.reticulatus (GA)

EUT11059-EUT11061(3) ltaly dog (GA)

EU165369 Sfovakia dog (GA)

AYT03070-AYT03073(4) Netheriands dog (GA)

AYT780838 Siovakia D.reticulatus (GA)

F.J913769 Croatia dog (GA)

AYG611729 Hungary dog (GA)

DQ181653 Hungary D.reticulatus from dog (GA)

B. canis canis genotips GA

DQ181652 Hungary dog (GA)

AY942185 Hungary D.reticulatus from dog (GA)

AY611730-AY611733(4) Hungary dog (GA)

DQ174288 Hungary dog (GA)

DQ174283-DQ174286(4) Hungary dog (GA)

DQI74279-DQ174281(3) Hungary dog (GA)

AY321119 Poland dog (GA)

EU152128 Poland D reticulatus (GA)

Q338073 Norway dog (GA)

KJ513199-KJ513201(3) Turkey dog (GA)

[| pa1s1654-Da181655(2) Hungary D.reticuiatus irom dog (Ga)

KC583877-KC592879(3) France R.sanguineus (GA)

AY962187 Russia dog (GA)

AY072926 Croatia dog (GA)

A Lv-FI75 (2016) Riga/Bolderaja Dermacentor sp. from dog Lv-D53 (GA)

FJ913767 Croatia dog (AA)

|AY259123 Slovenia dog (AA)

A Lv-FT7 (2016) Pieriga/Ogres nov. Ixodes sp. from dog (AG/GA) MIX

A Lv-F99 (2016) Zemgaie/Neretas nov. ixodes sp. from dog Lv-D43 (AG/GA) MIX
A Lv-F19(2016) Riga/Agenskalns Dermacentor sp. from dog Lv-D41 (AG/GA) MiX
A Lv-F7 (2016} Riga/Agenskains Dermacentor sp. from dog Lv-D38 (AG/GA) MIX
ik Lv-F6 (2016) Riga/Agenskains Dermacentor sp. from dog Lv-D38 (AGIGA) MIX
A Lv-D53 (2016) Riga/Bolderaja dog (AG/GA) MiX

| & Lv-D45 (2018) Riga’Daugavgriva dog (AG/GA) MIX B. canis canis mix genotips AG/GA
A Lv-Dé3 (2016) Zemgale/Neretas nov. dog (AG/GA) MIX

B. canis canis genotips AA

1 L

A Lv-D#2 (2016) Riga/Daugavgriva dog (AG/GA) MIX
A Lv-D#1 (2016) Riga/Agenskalns dog (AG/GA) MX
A Lv-D38 (2016) RigarAgenskains dog (AG/GA) MX

& Lv-D36 (2016) RigarDaugavgriva dog (AG/GA) MIX
A Lv-D35 (2016) PierigaiBabites nov. dog (AG/GA) MIX
DQ869308 Siovakia D.reticulatus (AG)

DQ86I307 Siovakia dog (AG)

KT008057 Estonia (AG)

HQ662634 Romania dog (AG)

KF499115 Turkey dog (AG)

AY649326 Russia D reticulatus (AG)

DQ181656 Hungary D.reticulatus from dog (AG)
DQ174289 Hungary dog (AG)

FJ913768 Croatia dog (AG)

AY259124 Slovenia dog (AG)

| AY527064-AY527065(2) Russia dog (AG) B. canis canis genotips AG
AY962186 Russia dog (AG)

FJ208025 Croatia dog (AG)

EU622792 Poland dog (AG)

KP745620 Turkey dog (AG)

| JF461253-JF461254(2) Romania dog (AG)

| JF461256-JF461263(8) Romania dog (AG)

(— AY527063 Russia D.reticulatus [AG)
AYB48874 Switzeriand dog (AG)

|— KC128812-KC128814(3) Romania dog (AG)
JX227980 Latvia dog (AG)

L JF461255 Romania dog (GG} 1 B. canis canis genotips GG
JQ743635 Theileria annulata

0.0z

6. attels. B. canis canis filogen&tiskais koks. Theileria annulata ir izmantota ka argja grupa.
Melni trijsturi ir paraugu sekvences, kas tika identificétas Saja darba.
Figure 6. Phylogenetic tree of B. canis canis. Theileria annulata was used as an outgroup.

Filled triangle is our sample sequences identified in the present study.
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Salidzinot kop&jo Babesia sp. infekcijas prevalenci &réu paraugos starp 2011. un 2016.
gadam, tad ir vérojama pieauguma tendence, no 2,5% uz 5,4% attiecigi, lai gan péc FiSera
precizitates testa ta nav statistiski ticama atSkiriba (p = 0,1044; pie 0<0.05, p vertiba
aprckinata izmantojot FiSera precizitates testu). Piecu gadu perioda krasi picauga tiesi B. canis
canis pozitivo ér¢u prevalence no 0,4% (2011. g.) uz 2,3% (2016. g.), lai gan Skiet krasa
izmaina, ta nav gluzi statistiski ticama atskiriba (p = 0,0980; pie 0<0.05, p vértiba aprékinata
izmantojot FiSera precizitates testu). Paréjam bab&ziju sugam kaut arT neliels ari ir vérojams
prevalences pieaugums starp 2011. un 2016. gadiem, attiecigi tas ir: B. microti no 1,2% uz
1,5% (p = 1,000; pie a<0.05 — nav statistiski ticama atskiriba, p vértiba aprékinata izmantojot
Fisera precizitates testu), Babesia sp. venatorum no 0,8% uz 1,3% (p = 0,7129; pie 0<0.05,
nav statistiski ticama atskiriba, p veértiba aprékinata izmantojot FiSera precizitates testu) un B.
capreoli no 0% uz 0,3%. (p = 1,000; pie a<0.05, nav statistiski ticama atSkiriba, p vertiba
aprekinata izmantojot FiSera precizitates testu). Ieprick$gjos pétijumos, ko veica Capligina ar
lidzautoriem, analiz&jot Babesia sugu daudzveidibu un prevalenci Latvija Ixodes sp. &rcés,
kas bija ievaktas no Latvijas biotopiem laika posma no 2005. — 2007. gadam, ar1 tika
identificétas B. microti, ar prevalenci 1%, Babesia sp. venatorum, ar prevalenci 0,5%, un B.
capreoli, ar prevalenci 0,2% (Capligina et al. 2016), kas liecina, ka §is babé&ziju sugas nav
jaunas priek§ Latvijas un to sastopamibas biezums pa Siem gadiem ir saglabajusies Iidziga
liment.

Péc filogenétiskas analizes rezultatiem, kur tika salidzinatas visas misu 2011. un
2016. gada pozitivo paraugu B. microti 18S ribosomala RNS géna fragmenta sekvences ar
GenBank datu bazeé pieejamam, kas tika iegutas tieSi no €rc€m, var secinat, ka visi miisu 9
paraugi pieder B. microti Jena/Germany tipam, kas ir visizplatitakais Eiropa un kur$ tika
identificéts ieprieks$€jos petijumos ar Latvija (7. attéls) (Capligina et al. 2016). Lidziga veida
veicot filogengtisko analizi Babesia sp. venatorum paraugiem, vargja konstatét, ka tie ne ar ko
neatSkiras no pargjiem datu bazé pieejamiem paraugiem. Babesia sp. venatorum celmi no
Latvijas, Eiropas, Krievijas austrumdalas, Kinas un Japanas, grupgjas uz viena zara (8. att€ls).
Tas liecina, ka Babesia sp. venatorum ir pavisam jauna bab&ziju suga, kuras sekvence vél nav
diverggjusies pec to geografiskas izcelsmes vietas. Saja gadfjuma Babesia sp. venatorum
filogenétiskai analizei vajadzétu izvél&ties citu génu, pieméram, beta tubulina géna sekvenci,
jo 18S ribosomala RNS géns ir dzivibai svarigs ta déveétais “housekeeping” géns, kurs tiek loti
sargats no mutaciju ietekmes, tadé] ta sekvence ir loti konservativa un nukleoidu polimorfismi

taja krajas loti 1eni.
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Jar11225-JQ711227(3)_Belarus_Lricinus
KM610231_Ukraine_I ricinus

KJ508857_Slovakia_l.ricinus
K.J508858_Slovakia_l ricinus
AF373332_Slovenia_l ricinus
KJ863330-KJ863333(4)_ltaly_l.ricinus

JX679170_Germany_| canisuga
JX679171_Germany_| hexagonus
JX627356_Germany_i.ricinus from roe deer
JX679169_Germany_i.ricinus
JX627358_Germany_I ricinus
Ja886033_Germany_l ricinus
JQ886035-JQ886056(22)_Germany_l ricinus
KCO007119_Germany_| ricinus
KC007120_Germany_Liicinus
GQB56649_Belgium_Lricinus
r1GA856652_Belgium_I ricinus
GQB56653_Belgium_I ricinus
KC470048_Poland_l.ricinus
AF494286_Switzerland_I ricinus
AY648382_Switzerland_I ricinus
AY648383_Switzerland_I ricinus
AY144692_Swilzerland_i ricinus
HQ629934_Estonia_l persulcatus
HQ629935-HQ629940(6)_Estonia_I ricinus
KC297160_L atvia_l ricinus from bird
KP742799 Latvia Iricinus

KPT742798 Latvia Iricinus

KPT42796 Latvia I ricinus

EF413181 B.microti Jena/Germany type

AF231348 B.microti USA type
JX679172_Germany_| ricinus
KJ486556_Russia_| persulcatus
GU057383_Russia_l persulcatus
GUD57384_Russia_l.persulcatus
JQ%93420_China | persulcatus
1.JQ%93429_China | persulcatus
KJT15163_China_H.fongicornis
AY144694_USA_Ldammini

— 1| |AY144696_USA_Idammini
AY144697_USA_ldammini
AF028344_USA_Ldammini
AF028343_USA_Ldammini

75 L AB050732 B microti Hobetsu/Japan type
— KP742793-KP742795(3) Latvia | persulcatus
KPT742737 Latvia | persulcaius
KP742800-KP742803(4) Latvia I persulcatus
HQ629933_Estonia_i persulcatus

AB032434 B.microti Kobe/Japan type
9 3 KF170831_China_Ha.longicoinis
T 4 KF170830_China_Ha.longicornis from cow

ABOT1177 B.microti Munich/Germany type
AY789075_Poland_l.ricinus from rodent

82 KC470049_Poland_| ricinus
KJ649287 Slovakia_I ricinus

0.0s

JQ743635_Theileria_annulata

A Lv-5146 (2011) Vidzeme/Kocenu nov. Ixodes sp. from dog
A Lv-8153 (2011) Vidzeme/Kocenu nov. Ixodes sp. from dog

KJ649305-K.J649312(8)_Slovakia_l.ricinus from rodent

GU826703-GUB26T15(13)_Luxembourg_I.ricinus

A Lv-5158 (2011) Vidzeme/Kocenu nov. Ixodes sp. from dog
A Lv-F52 (2016) Kurzeme/Grobinas nov. Ixodes sp. from dog
A Lv-F74 (2016) Zemgale/Kokneses nov. Ixodes sp. from dog
A Lv-F125 (2016) Zemgale/Jelgavas nov. Ixodes sp. from dog
A Lv-F129 (2016) Zemgale/Jelgavas nov. ixode sp. from dog
A Lv-F139 (2016) Kurzeme/Prickules nov. Ixodes sp. from dog
A Lv-F155 (2016) Riga'Grizinkains Ixodes sp. from dog

B. microti Jena/Germany type

B. microti USA type

T]B. microti Hobetsu/Japan type

B. microti Baltic fype

B. microti Kobe/Japan type

B. microti Munich/Germany type

7. attels. B. microti filogenétiskais koks. Theileria annulata ir izmantota ka argja grupa. Melni

trijstiiri ir paraugu sekvences, kas tika identificétas Saja darba.

Figure 7. Phylogenetic tree of B. microti. Theileria annulata was used as an outgroup. Filled

triangle is our sample sequences identified in the present study.
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— JF776415 Belgium Lricinus
KPT42788-KP742790(3) Latvia | persulcatus
K.J152840 Slovakia | ricinus

KF500410 China I.persulcatus
GUB26716-GUB26T3T(22) Luxembourg Lricinus
K.J486558 RussiaKhab ki I

P

JQ886030 Germany lricinus from rodent
JFT76394 Belgium Lricinus
KCO007116-KC007118(3) Germany l.ricinus
GQ856657 Belgium l.ricinus

F.215872 France Lricinus

GQ856654 Belgium Iricinus
JF922092-JF922099(8) Belgium lricinus
HM371184 Russia/North-West tick from bird
JQ886024-JQ886029(6) Germany | ricinus
K.J486557 Russialrkuts | persulcatus
J0Q993430 China | persulcatus

JX62735T Germany Liicinus

KF447532 Netherlands I ricinus

— AY648879-AY648880(2) Switzerland | ricinus
KPT42787 Latvia |ricinus
GQB56650-GQE56651(2) Belgium I ricinus
JFT76416-JFT76417(2) Belgium lricinus
GUG4T159 ltaly Lricinus

GUT34328 France Lricinus

JX040642 Romania l.ricinus

Q993428 China | persulcatus

JX627355 Germany Lricinus from roe deer
K.J508860 Slovakia | ricinus

— JQ886031 Germany lricinus from rodent
KC310495 Latvia I.ricinus from bird
GQ325619 Poland Iricinus
JFT76410-JF776414(5) Belgium lricinus
AYG48881 Switzerland Liicinus

JQ675352 Russia’Baltic |.ricinus
JNO36420-IN036426{T) Germany |ricinus
J0Q993425 China | persulcatus

JX679174 Germany Lricinus

KJ663730 Italy Lricinus from human

— KC493558 Japan | persulcatus

A Lv-F100 (2016) Zemgale/Neretas nov. Ixodes sp. from dog Lv-D43
GQB56655-GQE56656(2) Belgium I ricinus
HM113372 Germany lricinus
JFT76406-JFTT6407(2) Belgium lricinus
AYG48877-AY648878(2) Switzerland Lricinus
GUT734773 Russia/N ibirsk I.p I
HQG629943-HQ629948(6) Estonia Liicinus
J0993422 China | persulcatus

K.J508859 Slovakia | ricinus
KP742791-KP742792(2) Latvia |ricinus

A Lv-F114 (2016) Zemgale/Neretas nov. Ixodes sp. from dog Lv-D43
A Lv-F183 (2016) Pieriga/Engures nov. Ixodes sp. from dog

A Lv-F184 (2016) Pieriga/Engures nov. Ixodes sp. from dog

A Lv-F335 (2016) Pieriga/Kekava nov. Ixodes sp. from dog

A Lv-581 (2011) Kurzeme/Liepajas nov. [xodes sp. from dog

A Lv-5156 (2011) Vidzeme/Kocenu nov. Ixodes sp. from dog
JQ743635_Theileria_annulata

—
0.0z

8. attels. Babesia sp. venatorum filogenétiskais koks. Theileria annulata ir izmantota ka argja
grupa. Melni trijsturi ir paraugu sekvences, kas tika identificétas Saja darba.
Figure 8. Phylogenetic tree of Babesia sp. venatorum. Theileria annulata was used as an

outgroup. Filled triangle is our sample sequences identified in the present study.
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Visbeidzot, salidzinot masu B. capreoli sekvenci ar datu bazé piecjamam sekvencém,
kas tika izol€tas no &rcém, var secinat, ka miisu paraugs ir radniecigs gan ar Latvijas celmiem,
kas tika atklatas ieprieks€jos pétijumos biotopu &rc€s, gan arl citiem Eiropa identificétiem
celmiem (9. attéls) (Capligina et al. 2016). ST filogenctiska analize parada ari to, ka B.
capreoli izplatibas areals aprobezojas ar Eiropu, jo ta tika identificéta tikai érces, kas ievaktas
no Eiropas biotopiem. Latvija visticamak, B. capreoli ir izplatijies ar gajputnu starpniecibu
caur eksportétam inficétam &rcém, kas bija uz tam piestkusas, par to netiSam liecina fakts, ka
radniecigas B. capreoli sekvences tika identificétas starp attaliem Latvijas regioniem,
iepriek$€jos pétijumos Ixodes persulcatus ércés no Madonas un Gulbenes (Capligina et al.
2016), un, miisu Ixodes sp. &rcé no Pavilostas. Japiemin ari to, ka Pavilosta geografiski ir loti
tuvu Latvijas Papes nacionalajam rezervatam, kas Eiropa Iimeni ir viena no lielakajam
gajputnu atpitas vietam migracijas laika.

KY319202 Italy lricinus from bird

KPT742786 Latvia/Gulbenes nov. I persuicatus
KP742785 Latvia’Madonas nov. | persulcatus
K.J465869 Czech Republic Lricinus

JX083983 Norway Lricinus

JX083980 Norway Lricinus

JF776404 Belgium Lricinus

JF776403 Belgium Lricinus

KUI362903 Slovakia |.ricinus from rodent

60| ku362902 Siovakia L ricinus

KU362901 Slovakia Iricinus
K.J863334 Italy Lricinus

KC007122 Germany Iricinus
KC007121 Germany I.ricinus
JX627358 Germany Lricinus

JX627354 Germany Lricinus

JX679175 Germany Lricinus

JQBB6061 Germany I.ricinus

HQ638137 Poland Iricinus

A L v-F288 (2016) Kurzeme/Pavilostas nov. lxodes sp. from dog

KR003830 Poland I.ricinus
JQ743635 Theileria annuwiata

Tz
9. attéls. B. capreoli filogenétiskais koks. Theileria annulata ir izmantota ka argja grupa.
Melni trijsturi ir paraugu sekvences, kas tika identificétas Saja darba.
Figure 9. Phylogenetic tree of B. capreoli. Theileria annulata was used as an outgroup. Filled

triangle is our sample sequences identified in the present study.
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4. Secinajumi

1. Lai ar ieprieks aprakstits, ka Latvija ir divas epidemiologiski nozimigas Ixodidae
ércu sugas (Bormane 2007), kuras abas pieder Ixodes gintij, Dermacentor gints &rces ir
nozimigs babg&ziju parnésatajs Latvija.

2. Babesia sp. prevalence ércés tika noteikta ar divpakapju PCR metodi, pavairojot
Babesia sp. 18S rRNS génu un pozitivos paraugus sekvencgjot, lai noteiktu sugas piederibu.
2011. gada ievaktajas €rces no 243 parbauditajiem paraugiem babg&zijas konstatgja sesas ercées,
bet no 2016. gada ievaktajam 389 &rcém — 21. Salidzinot kop&jo Babesia sp. infekcijas
prevalenci éréu paraugos starp 2011. un 2016. gadam, ir vérojama pieauguma tendence,
attiecigi no 2,5 Iidz 5,4 %.

3. Latvija cirkul@ tie pasi Eiropa biezak sastopamie B. canis canis genotipi AG un GA,
kas atbilst 610. un 611. nukleoidu pozicijai.

4. Tesp&jams, ka Latvija notiek B. canis canis patogéna parnese no Dermacentor sp. uz
Ixodes sp. &rcém, 2011. gada ta bija tikai viena Ixodes sp. pozitiva rce, bet 2016. gada tas jau

ir piecas pozitivas I1xodes sp. érces, tomér nepiecie$sami turpmaki p&tijumi.
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5. Pateicibas

Paldies:

darba vaditajai Mag. biol. Valeninai Capliginai par bakalaura darba vadiSanu un
ieguldijumu ta tapSana, ka ar1 zinaSanu un padomu sniegSana,

Latvijas Biomedicinas studiju un pétijjumu centra molekularas mikrobiologijas
laboratorijas grupas vaditajai Dr.biol. Renatei Rankai, par iesp&ju izstradat darbu, atbalstu un
padomiem,

Latvijas Biomedicinas studiju un pétijuma centra kol€giem par atbalstu darba procesa.

sadarbibas partneriem - veterinararstiem, IpaSi L.Dindonei un 1.B&rzipai par kolégu
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