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PREFACE

　　　　　　　BaL）es　ia　equi　and　B．　caL）alli　are　obligate　intracellular　paras　ites　of　the　phylum

Apicomplexa　and　cause　hemoparasitic　diseases　in　equines．　Both　paras　ites　are

transmitted　by　ticks　and　are　endemic　in　most　tropical　and　s　ubtropical　areas　of　the　w　orld

（Friedhoff　et　al．　1990）．　Fourteen　species　of　ixodid　ticks　of　three　genera，　Dermacentor，

Rhip　icephalus　and　Hy　alomma，　have　been　identified　as　vectors　of　either　B．　equi　or

B．　caL）atli．　B．　equi　j　s　transmitted　only　transstadially　by　nine　of　these　tick　species，　w　hile

B，　caL）atli　i’s　transmitted　both　transstadially　（four　tick　s　pecies）　and　transovaiially　（nine　tick

species）　（Neitz　1956　；　S　tiller　and　Frerichs　1979　；　S　tiller　et　al．　1980　；　de　Waal　and　Potgieter

1987　；　de　Waal　1990）．　Me　to　the　w　ide　distribution　of　the　vanous　tick　v　ectors，　equine

babesiosis　presents　a　global　problem　for　equestrian　sports　and　trade．　B．　caballi　and

B．　equi　exist　together　in　most　regions　of　the　w　orld．

　　　　　　　Clinical　diagnosis　can　be　made　on　the　bas　is　of　typical　clinical　signs，　evidence　of

exposure　to　infected　ticks　or　history　of　blood　transfusion．　Clinical　signs　alone　are　often

non－specific　and　the　diseas　e　may　be　confused　w　ith　a　variety　of　others　s　uch　as　equine

㎞fluenza，　en㏄phalosis　virus血fections，　equine　infectious　anaernia　and　trypanosomiasis・

It　is　also　not　possible　to　differentiate　betw　een　B．　eq　u　i　and　B．　cal）alli　j　nfections　on　clinical

signs　alone　（deWaal　1992）．　The　equine　piroplas　ma－paras　itized　inapparent　carrier

commonly　presents　a　special　problem　of　diagnosis　since　ou剛signs　of　the　disease　are

not　evident　（Knowles　1988）．　lnfected　animals　become　carriers　probably　for　life　and

potentiahy　intrauterine　infection　can　occur血roughout　the　breeding　life　of　the　mare

（Holbrook　et　al．　1973）．　Procedures　employed　to　test　for　the　presence　of　the

hemoparas　ites　in　chronically　infected　but　otherw　ise　healthy　animals　inclu　de　the　thick

blood　s　mear　technique　to　demonstrate　B　dees　ia－infected　erythrocy　tes，　immunodepres，sion

with　conicosteroids，　s　plenectomy，　brain　biopsy　only　for　B．　bov　is　and　blood　inoculation

from　a　suspected　carrier　to　a　susceptible　s　plenectomized　recipient　（Mahony　1962　；　Callow

et　al．　1986）．
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2

　　　　　　　Definitive　diagnosis　of　the　disease　is　made　by　demonstration　of　the　parasite　in

peripheral　blood　s　mears．　The　limits　of　detection　of　p　aras　itaemia　in　s　tained　blood　s　mears

are　一　10－20　parasites　／　pl　of　blood　（Lanar　et　al．　1989）．　However，　after　establishment　of

the　carrier　state，　there　may　be　a　complete　absence　of　circulating　paras　ites　in　blood，　making

detection　of　paras　ites　in　blood　smears　very　difficult．　Thus　the　infected　horse　w　ill　be

undetected　and　w　ill　remain　the　reserv　oir　of　infection　for　tick　vectors　（Todorovic　and

Cars　on　1981）．　H　olman　et　al．　（1993）　reported　that　culture　of　horse　blood　for　B．　caL）alli

identified　four　carrier　horses　among　nine　prev　iously　infected　hors　es　w　hich　w　ere　found

negative　by　mieroscopic　examination　of　blood　s　mears　before　the　s　tart　of　in　v　itro　culture．

Currently，　regulatory　control　of　equine　babesiosis　in　many　countries　relies　on　serological

麟（Complement　fuation　and　immunofluores　cence　tests）ωco血舳e　diagnosis　and　to

identify　infected　horses　w　hoes　movements　s　hould　be　restricted．　However，　the

serological　s　tatus　of　a　horse　may　not　accurately　reflect　the　current　status　of　a　B　abesia

infection　in　the　animal．　Indeed，　paras　itaemias　occur　prior　to　the　development　of　a

serological　response　and　antibody　activity　may　be　detectable　long　after　the　ability　to

transmit　the　infection　has　been　lost　（Enigk　1950）．　Moreover，　s　erological　methods，

although　easy　to　perform，　are　unable　to　distinguish　between　active　and　previous　infections．

　　　　　　　Each　serological　as　s　ay　has　s　ome　advantages　or　disadvantages　depending　on　its

level　of　s　ensitivity，　specifieity，　simplicity，　and　co　st　effectiveness．　At　present，　most

workers　propose　the　combination　of　at　leas　t　tw　o　different　as　s　ays　to　increas　e　the　diagnostic

reliability　of　the　s　erodiagnosis　of　B　cthes　ia　infections　（Tenter　and　Friedhoff　1986；　Weiland

1986；　Weiland　and　Reiter　1988）．　The　complement　fix　ation　（CF）　test，　introduced　by

Hirato　et　al．　（1945）　remains　the　s　erologic　test　o　f　choice　for　equine　piroplas　mo　s　is．　The

CF　test　is　not　infallible　and　false　positive　and　negative　res　ults　do　occur　（Frerichs　et　al．

1969；Donnelly　et　al．　1980；Tenter　and　Friedhoff　1986）．　B　6se　and　Peymann　（1994）

compared　the　CF　test　w　nh　the　ELI　S　A　and　Western　blot　for　B．　caballi．　For　sera　taken

from　day　14　after　experimental　infection　the　sensitivity　of　the　ELISAwas　98．3　90，　of　the

Western　blot　94．9％，　of血e　immunofluorescence　antibody　tes　t（IFAT）　96．6％，㎝d　only

躍　　　　　　垂　　　　　　碁　　　　　　　　　　　　、L’
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28．8　9（o　for　the　CF　te　st．

　　　　　　　Recent　advances　in　serodiagnosis　des　igned　for　the　dete．ction　of　anti－B　abesia

antibodies　w　ere　partly　achieved　by　improving　and　s　tandardizing　the　indirect

inrmunofluorescence　（IF）　and　CF　tests．　These　tests　provide　no　information　about　the

molecules　against　which　the　immune　response　of　horses　to　B．　equi　and　B．　caballi　j　s

directed．　Consequ　ently，　efforts　have　been　made　to　demonstrate　paras　ite－specific

antigens　by　the　generation　of　monoclonal　antibodies　and　by　Western　blotting　（Knowles　et

al．　1991　a　and　b　；　B　6　s　e　and　Hentrich　1994）．

　　　　　　　Conventional　techniques　including　serology　and　mieroscopy　do　not　always　meet

the　requh’ements　as　low　leveIs　of　parasitaemia　can　not　be　detected　by　blood　smears　and血

serological　as　s　ays　only　antibodies　against　the　s　pecific　antigens　are　detected．　Therefore，

methods　using　DNA　as　target　molecules　have　been　tes　ted　as　diagnostic　tool．　DN　A

probes　for　the　detection　of　either　B．　equi　or　B．　caL）alli　i　n　blood　have　been　reported

（Posnett　and　Ambro　sio　1989　and　1991）．　The　B．　equi　probe　is　able　to　detect

paras　itaemias　of　O．0028910，　and　the　B．　caL）alli　probe　can　detect　paras　itaemia　of　O．OO　1690．

Polymerase　chain　reaction　（PCR），　w　hich　w　as　introduced　in　1985　has　been　used　to　fmd

and　identify　mieroorganisms　in　the　environment，　among　others　in　s　amples　of　s　oil，

sediments　and　w　aters．　S　elected　s　egments　of　any　DNA　molecule　can　be　amplified

exponentia皿y　by　PCR．　As　the　polymerase　chain　reacdon　can　amplify　the　target　sequence

many　tmes，　detection　of　even　lower　paras　itaemias　in　carrier　horses　is　possible．　PCR　can

amplify　DN　A　in　a　specific　s　ample　up　to　200，000－fold　and　could　result　in　even　more

sensitive　diagnostic　method．　PCR　for　B　abes　ia　s　pp．　have　been　developed　w　hich　can

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－9　．．．．　．AA　．　．．．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　which　is　100　times　more　sensitivedetect　parasite　DN　A　in　blood　w　ith　a　parasitaemia　of　10

than　the　1mits　of　mieroscopic　detection　（Falrrirnal　et　al　1992；　Figueroa　et　at　1992；　Persing

et・al　1992）．　Mul廿plex　n。nradi。acdvePCR蹴have　been　devel・ped　which　can　detect

B．　bigem　ina，　B．　bovis　and　A　naplasma　marginale　in　a　s　ingle　as　s　ay；　however，　the

sensitivity　is　reduced　to　10　V　for　Babesia　spp．　（Figueroa　et　al　1993　）．
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　　　　　　　After　identification　of　immunodominant　proteins　of　infecting　organisms　the　next

important　s　tep　may　be　the　use　of　these　proteins　for　the　prevention　of　the　diseas　e．　The

recent　advances　in　immunology　and　biotechnology　have　s　tmulated　much　research　on　the

control　of　parasitic　dis　eas　es　tlrrough　vaccination．　S　ome　of　the　fundamental　s　teps　in　the

design　of　a　paras　itic　vaccine　are　（1）　to　identify　the　protective　antigens，　（2）　to　produce　them

in　u　seful　quantities，　and　（3）　to　administer　them　in　the　mo　s　t　s　uitable　manner．

A　vaccination　program　for　tournament　hors　es　w　ith　either　attenuated　merozoites　or

inactivated　antigens　would　be　desirable　（Schein　1988）．

In　the　frrs　t　part　of　this　thesis，　B．　equi　piroplas　ms　were　purified　from　erythrocytes　of

expetmentally　infected　horse　and　the　immunogenic　proteins　of　piroplas　ms　ranging　from

Mt　15　kDa　to　96　kDa　were　identified　using　s　erum　from　experimentally　infected　horse．

The　N－terminal　amino　acid　s　equences　of　immunodominant　s　urface　proteins　of　p28　and

p30　were　determined　and　peptides　w　ere　s　ynthesised　according　to　the　N－teminal

sequences　of　these　proteins．　Piroplasm　antigens　of　B．　equi　and　B．　caballi　were　analysed

using　antis　era　produced　against　p28　and　p30　synthetic　peptides．　ln　the　second　part　of　the

thesis，　monoclonal　antibodies　were　produced　against　B．　equi　piroplas　ms　and　epitopes　on

18　kDa　s　urface　protein　w　ere　characterized　u　s　ing　monoclonal　antibodies．　PCR　w　as

developed　in　the　third　part　of　the　thesis　which　can　amplify　the　gene　encod血g　p370f

B．　equi　from　B．　equi　DNA　in　horse　blood　with　O．OO　I　go　parasitaemia．

、
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PART　1

PROTEIN　CHARACTERIZATION　OF　BABESIA　EeUI　PIROPLASMS

　　　　　ISOLATED　FROM　INFECTED　HORSE　ERYTHROCYTES

’
．

INTRODUCTION

Babes　ia　eq　ui　and　B．　caballi　are　intraerythrocytic　protozoa　w　hich　are　tick－borne　and　give

rise　to　diseases　in　Equidae　generally　called　piroplas　mosis．　The　diseases　are

characterized　by　fever，　anemia　icterus，　hepato一　and　splenomegaly．　Most　of　the　horse

and　donkey　population　of　the　w　orld　（approximately　120　milhon）　is　exposed　to　equine

babesiosis　and　lives　in　endemic　areas　（Jas　iorowski　et　al．　1985）．　The　differential

recognition　of　B．　equi　and　B．　caL）alli　m’　mixed　equine　piroplasma　infections　is　crucial．

Various　s　erological　techniques　have　been　used　to　identify　infected　anirnals．　S　erological

differentiation　between　B．　equi　and　B．　caballi　i’s　possible　by　CF　tes　t　and　，　to　a　certain

exteng　by　indirect　IF　test　during　early　infection，　but　not　by　ELISA．　S　trong　cross－

reactions　are　observed　betw　een　B．　equi　and　B．　caL）alli　w　hen　diagnosed　by　ELI　S　A

（Weiland　1986）．　Most　res　earchers　propose　that　a　combination　of　at　leas　t　tw　o　different

assays　should　be　used　to　increase　the　diagnostic　reliability　of　the　serodiagnosis　of　B　abesia

infections．　Therefore，　there　is　a　need　to　identify　new　antigens　to　be　u　s　ed　for　the

irnprovement　of　existing　serodiagnostic　as　says．　ln　this　s　tudy，　the　B．　equi　piroplasms

were　purified　by　a　combination　of　N　2　gas　cavitation　and　Perco　ll　density　gradient

centrifugation　and　piroplasm　proteins　were　analyzed　by　one一　and　two－dimensional　sodium

dodecyl　s　ulfate　polyacrylamide　gel　electrophoresis　（SDS－PAG　E）．　The　irnmunodominant

proteins　of　piroplas　ms　recognized　by　sera　from　infected　horses　were　also　identified　by

immunoblotting　method．

N
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　　　　　　　N－terminal　amino　acid　s　equences　o　f　s　urface　immunodominant　28　and　30　kDa

B．　equi　proteins　were　determined　and　rabbit　antis　era　were　produced　agains　t　peptides

which　had　been　s　ynthesised　according　to　the　N－terminal　s　equences　of　p28　and　p30　using

a　multiple　antigenic　peptide　（MAP）　s　ystem　（Tam　1988）．　This　system　has　been

developed　to　induce　effective　immune　responses　against　s　ynthetic　peptides．　lt　uses　a

sma11　peptidyl　core　matrix　bearing　radially　branching　s　ynthetic　peptides　as　dendritic　amis

and　can　be　injected　w　ithout　conjugating　to　carrier　proteins　to　produce　anti－peptide

antibodies．　Piroplasm　antigens　of　B．　equi　and　B．　caballi　were　analysed　using　antisera

produced　against　p28　and　p30　synthetic　peptides．
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MATERIALS　AND　METHODS

Purification　of　piroplasms

　　　　　　Nonsplenectomized　horses　were　inoculated　intravenously　with　5　ml　of　B．　equi

infected　blood　w　hich　had　been　obtajned　from　N　ational　Veterinary　S　erv　ices　Laboratories，

U．S．　Department　of　Agriculture，　Iowa，　USA．　Hepa血ized　blood　was　coUected　from

the　horse　w　hen　the　paras　itemia　w　as　〉　1590，　as　deterrnined　by　G　iems　a　s　taining．

Erythrocytes　were　w　ashed　three　times　with　phosphate－buffered　s　aline　（PBS）　and　were

suspended　in　PBS　to　give　a　5090　（v／v）　suspension．　The　suspension　was　passed　through

aceUulose　colu㎜（CF　11，　Wha臓1，　Kent，　England）to　remove　leukocytes．　The

erythro　cytes　w　ere　disrupted　by　a　nitrogen　gas　cavitation　method　as　described　by　S　himizu

et　al．　（1988）　and　the　lysate　w　as　centrifuged　at　1，400　xg　for　20　rnin　to　remove　unlysed

erythrocytes．　The　s　upematant　w　as　then　centrifu　ged　at　12，700　x　g　for　20　min．　The

pellet　w　as　applied　on　60　90　（v／v）　Percoll　solution　prepared　in　Tris－buffered　s　aline　（　TB　S　；

10　mM　Tris一　H　CI，　150　mM　N　a　Cl，　pH　7．4　）　containing　5　mM　EI）TA　and　centrifu　ged　at

3，600　xg　for　20　min．　The　s　upernatant　w　hich　contained　piroplas　ms　and　erythrocyte

membranes　w　as　applied　on　20　90　（v／v）　Percoll　and　centrifuged　at　3，600　xg　for　20　min．

The　pellet　containing　piroplasms　were　stored　at　一　80　OC．

　　　　　　　Piroplas　ms　of　B　．　cabatli　were　also　prepared　as　described　above　from

erythrocytes　of　s　plenectomised　horses　but　this　fraction　contained　erythrocyte　membranes

as　determined　by　s　odium　dodecyl　s　ulphate　polyacrylamide　gel　electrophoresis　（SDS－

PAG　E）．　’lhe　pellet　containing　piroplas　ms　w　as　s　tored　at　一　80　O　C　unti1　use．　Membranes

of　uninfected　horse　erythrocytes　prepared　by　the　method　of　Edwards　et　al．　（1979）　were

used　as　control　antigen．
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Phase　partition　by　Triton　X－114

　　　　　　　Piroplasm　proteins　were　subjected　to　Triton　X－114　phase　partition　according　to

the　method　o　f　B　ordier　（1981　）．　Purified　piroplasms　w　ere　treated　w　ith　TB　S　containing

1％　（v／v）　Triton　X－114　and　1　mM　phenylmethylsulfonyl　fluoride　（PMS　F）　on　ice　for　30

min．　The　lysate　w　as　centrifuged　for　1　hr　at　100，000　xg　and　the　pellet　w　as　discarded，

The　supematant　was　carefully　layered　over　an　equal　volume　of　a　6　90　（w／v）　sucrose

cushion　in　TB　S　containing　1　mM　P　MS　F，　After　incubation　at　30　OC　for　15　min，　the

samp　le　w　as　centrifu　ged　at　1，000　x　g　for　15　min　at　room　temperature．　The　top　aqueo　u　s

phas　e　and　bottom　detergent　p　has　e　w　ere　collected．　Each　fraction　w　as　precipitated　w　ith　4

volumes　o　f　acetone　and　centrifuged　at　6000　xg　for　10　min　at　4　OC．　The　pellets　w　ere

stored　at　一　80　OC，

；t：L

Sodium　Dodecyl　Sulfate　PoRyacrylamide　Gel　Electrophoresis　（　SDS－

PAGE　）

　　　　　　　One－dimensional　S　DS－PAG　E　w　as　performed　using　a　10－20　90　（wZv）　gradient

polyacrylamide　gel　according　to　the　method　described　by　Laemmli　（1970　）．　S　amples

were　solubilised　in　Tris－HCI　buffer（0．0625　M，　pH　6．8）contr血ing　2％（w／v）SDS　and

5　％　（w／v）　2－mercaptoethanol　（Laemmli　1970）　at　100　OC　for　2　min．　S　olubilized　s　amples

of　erythrocyte　membranes　obtained　from　an　uninfected　hors　e　by　the　method　of　Edwards

et　al．　（1979）　were　also　analyzed．　After　electrophoresis，　gels　were　s　tained　w　ith

Coomassie　br皿iant　blue　G－250（Kodak，　New　York，　USA）or　with　a　silver　staining　kit

（Dai－ichi　Pure　Chemicals　Co．，　Tokyo，　Japan）．　For　tw　o－dimensional　（2D）　S　DS一　PAGE

（Anders　on　and　Anders　on　1978　a，　b），　s　amples　were　s　olubilized　in　the　s　olubilization　buffer

composed　of　9　M　urea　，　4　90　（v　／v）　NP－40，　2　90　（v　／v）　2－mercaptoethanol　and　2　90　（v　／　v）

ampholines．　lsoelectric　focusing　w　as　used　as　fus　t　dimensional　gel　electrophores　is．

The　ampholines　used　were　a　mixture　of　pH　4－6　and　3．5　一　10　ampholines　（Pharmacia　LKB E

N
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Biotechnology　AB，　B　romma，　S　weden）．　A　10－20　90　gradient　polyacrylamide　gel　w　as

used　as　second　dimension．　Gels　were　silver　stained　after　electrophoresis　as　described

above．

Immunoblotting

　　　　　　After　separation　by　SDS－PAGE，　the　piroplasm　proteins　were　electrophoretically

transferred　to　polyvinylidene　difluoride　（PVDF）　s　heets　（Irnmobilon　transfer　membranes；

㎜pore　B　edford，甑s．，　U　S　A）according　to　the　immunoblott血g　technique　of　Mnn

（1986）．　The　sheets　were　blocked　for　1　hr　at　room　temperature　in　O．Ol　M　PBS　（　pH

7．2　），　O．190　（v／v）　Tween－20　（PBST）　containing　590　skim　milk　（S］VD．　These　were

was　hed　three　times　w　ith　P　B　S　T　and　incubated　for　1　hr　at　room　temperature　w　ith　s　era

collected　from　horses　infected　w　ith　B．　equi　（diluted　1：200　and　1：50）　or　B．　caL7alli　（diluted

1：50）　in　PBST　with　190　S　M　The　s　era　had　CF　titres　of　1：80　and　1：640，　respectively．

A　preinoculation　horse　serum　w　as　used　as　a　control．　The　s　heets　were　w　as　hed　and

incubated　for　1　hr　at　room　temperature　w　ith　rabbit　anti－hors　e　lgG　peroxidase　conjugate

（Cappel　Corp．，　West　Chester，　PA，　USA）dil庶｝d　1：1000　in　PBST　wi血1％SM．　After

was　hing，　the　s　heets　w　ere　treated　w　ith　a　freshly　prepared　s　ubstrate　s　olution　containing　1．3

mM　diaminobenzidine　tetrahydrochloride　（DAB；　N　akarai　Chemicals，　Ltd，　K　yoto，　J　apan），

1．3　mM　CoC13　and　O．02％　（v／v）　hydrogen　peroxide　in　PBS．

L

f
t

Determination　of　N－terminal　sequences　of　membrane　proteins

　　　　　　Proteins　partitioned　into　the　Triton　X－114　phas　e　w　ere　s　ubjected　to　S　DS－PAG　E

and　transferred　electrophoretica］ly　to　PVDF　membrane　s　heet　（Immobilon　S　Q，　Millipore

Bedford，　Mas　s．，　U　S　A）．　Protein　bands　s　tained　by　Coomas　sie　blue　R－250　were　cut　out

and　applied　to　a　pulsed　liquid　automated　protein　sequencer　（476A，　Applied　B　iosystems，

foster　city，　CA，　USA）．

1
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Production　of　anti　synthetic　peptide　sera

　　　　　　　p28　peptide　（Fig　7，　Di－Ti6）　and　p30　peptide　（Fig　7．　E’一Li6）　for　immunization

were　synthesized，　based　on　the　respective　N－terminal　sequences　using　the　multiple

antigenic　peptide　system　（Tam　1988）．　An　automated　peptide　s　ynthesizer　（PSSM－8，

Shimazu，　Kyoto，　Ja脚）wi血F－moc　che蜘was　used．　One　mlligramme　of　each

peptide　w　as　injected　intramu　s　cularly　to　the　rabbits　w　ith　Freund’s　complete　adjuvant．

After　2　weeks，　booster　injections　were　given　twice　at　an　interval　of　2　weeks　with

Freund’s　incomplete　adj　uvant　and　s　era　w　ere　collected　one　w　eek　after　the　third

immunisation．　The　immunoblotting　was　carried　out　as　described　above．
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RESULTS

Piroplasm　purification　and　protein　analysis

　　　　　　　After　disruption　of　infected　equine　erythrocytes，　piroplas　ms　w　ere　purified　by

differential　centrifugation　and　density　gradient　centrifugation　in　Percoll　s　olutions．　The

piroplasm　preparation　was　analyzed　by　one一　and　two－dimensional　SDS－PAGE　to　estimate

contamination　with　erythrocyte　proteins　（Figs．　1　and　2）．　ln　one　dimensional　S　DS－

PAGE　analysis，　proteins　ranging　from　18　to　96　kDa　were　detected　in　piroplasm

preparations．　However，　18　kDa　band　of　piroplasm　protein　seemed　to　comigrate　with　a

18kDa　erythrocyte　protein（Fig．1）．　By　2D　SDS－PAGE（Fig．2A），　most　of　the　m勾or

protein　spots　of　the　piroplasm　appeared　in　the　neutral　to　basic　area　of　the　gel．　An　18　kDa

spot　was　identified　in　the　piroplasm　preparation，　but　the　erythrocyte　preparation　did　not

have　any　protein　in　the　s　ame　area　（Fig．　2丁目．　The　18　kDa　protein　of　equine　erythrocytes

（Fig．　1）　was　located　on　basic　side　of　the　2D　gel　（Fig．　2B）．　Major　erythrocyte　membrane

proteins，　including　bands　1　and　2　（spectm），　band　3（Mr　96　kDa），　band　5　（actm，　Mr　43

kl）a）　were　not　detected　in　the　piroplasm　preparations　（Fig．　2　B）．

ρ

L

Triton　X－114　phase　partition

　　　　　　　To　idemify　membrane－bound　proteins，　Triton　X－114　phase　partition　were

performed．　As　s　hown　in　Fig．3，　proteins　of　Mt　28，　30　and　32　kDa　w　ere　partitioned　into

Triton　X－114　phase，　and　predominated　in　this　fraction．　S　everal　other　minor　protein

bands　including　18　Ma　protein　were　also　detected．

Detection　of　proteins　recognized　by　sera　from　infected　horses

　　　　　　　Aserum　from　an　experimentally　infected　hors　e　w　as　reacted　w　ith　15，18，　28，　and

30　kDa　proteins　and　several　other　high　molecular　weight　purified　B　．　equi　proteins　（Fig．　4，

lane　C）．　S　trong　reactions　w　ith　18　and　28　kDa　membrane－bound　proteins　w　ere　detected
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（Fig．　4，　lane　B）．　A　w　eak　reaction　w　ith　immunogenic　protein　of　30　kl）a　w　as　also

idend且ed血Triton　X－114　phase（Fig．4，　lane　B）．　In　immunoblot血g　of　proむeins

separated　by　2D　S　DS－PAGE，　tw　o　immunodominant　proteins　of　Mt　18　and　28　kDa　were

localized　in　the　neutral　and　basic　areas　in　the　gel，　respectively　（Fig．　5）．

　　　　　　　Imrnunogenecities　of　piroplasm　proteins　of　B．　equi　and　B．　ccthalli　w　ere　analysed

by　iinmunoblouing　using　sera　from　horses　infected　wnh　B．　equi　or　B．　caballi　（Fig．　6）．

Aserum　from　a　B．　equi　一infected　hors　e　reacted　w　ith　18，　28，　30，　33　and　37　kDa　proteins

and　eross－reacted　w　nh　B．　caballi　proteins　of　28，　30　and　46　kDa　（Fig　6．　panel　A）．　The

serum　from　a　B．　c（thalli　m’　fected　hors　e　strongly　reacted　w　ith　23，　25，　29，　31，　36，　40，　44，

52，　56，　62　and　70　kDa　proteins　and　cross－reacted　w　ith　24，　44，　and　78　kl）a　proteins　of

B．　eqai　（Fig　6．　panel　B）．

刃

Determination　of　N－terminal　sequences　of　membrane　proteins

　　　　　　　The　membrane　bound　B．　equi　proteins　of　28　and　30　kDa　w　ere　enriched　by　the

Triton　X－114　phas　e　partioning　method　before　determination　of　their　N－teminal　amino

acid　sequences．　The　N－terminal　amino　acid　s　equences　of　p30　and　p28　are　s　hown　in

Figure　7．　B　oth　sequences　contained　a　s　tretch　rich　in　charged　amino　acids，　lysine　（K）

and　glutamic　acid（E），　which　is　a　characteristic　sequence　fbund　at　N一重e面nals　of

mmunodominant　piroplasm　surface　proteins　of　the　bovine　Theileria　species，　T．　sergenti

and　T．　buffeli．　As　aligned　in　Figure　7，　p32　of　T．　sergenti　and　p33　of　T．　buffeli

contained　several　conserved　amino　acids　with　the　tw　o　B．　equi　proteins．　The　reactivities

of　B．　equi　and　B，　ccthalli－infected　horse　sera　were　tested　against　T．　sergenti　piroplasm

proteins　in　order　to　inves　tigate　antigenic　relationship　s　among　these　paras　ites　（Fig．　6）．

Both　of　the　sera　reacted　with　the　44　kDa　and　several　other　proteins　of　T　sergenti，　but　not

with　p32　of　T．　sergenti．
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Detection　of　proteins　recognized　by　anti　synthetic　peptide　sera

　　　　　　　Based　on　the　N－terminal　amino　acid　s　equences　of　p28　and　p　30，　peptides　were

syn血esised　using　the　MAP　system　and　used　for　immunization　of　rabbits．　Reacdons　of

rabbit　sera　agains　t　p30　and　p28　synthetic　peptides　were　detemiined　by　immunoblot

anaiysis　（Fig．　8）．　The　peptide　s　era　reacted　w　ith　their　corres　ponding　proteins，　p30　and

p28　of　B．　equi　piroplasms，　respectively．　N　o　cross　reactions　between　p28　and　p30

were　detected　by　the　s　era　although　the　tw　o　peptides　contained　a　common　s　equence，

PK－SGAW．　The　s　erum　against　p28　peptide　also　reacted　w　eakly　w　ith　94，　64　and　39

proteins．　The　s　erum　against　p　30　peptide　reacted　w　ith　68　and　62　kDa　bands　of　B．　eq　ui，

B．　catulli，　T．　sergenti，　and　uninfected　horse　erythrocyte　membrane　proteins．

誕
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DISCUSSION

　　　　　　The　comparison　of　the　protein　spot　patterns　of　B．　equi　p辻oplasms　and

membrane　from　uninfected　equine　erythrocytes　s　ep　arated　in　2D　S　DS－PAG　E　demonstrated

very　little　contamination　from　equine　erythrocyte　membranes　in　the　piroplas　m　preparation．

Separation　of　a　morphologically　intact　paras　ite　w　ith　minimum　contamination　of　host

ery1血ro　cyte　is　the　fh’st　step　in　the　antigenic　analysis　of　intraerythrocydc　proto　zoan

parasites．　A　variety　of　methods　u　sed　for　this　purpose　have　been　reviewed　by　Mahoney

（1972）　and　Mahoney　and　G　oodger　（1981）．　The　quality　of　liberated　paras　ites　can　be

evaluated　in　terms　of　purity　with　regard　to　contamination　by　the　host　ce11　and　the

morphological　integrity，　viability　and　antigenic　activity　of　the　paras　ite．　S　hmizu　et　al．

（1988）　purified　Theilen’a　sergen　ti　piroplas　ms　from　infected　erythrocytes　by　the　nitrogen

gas　cavitation　method　and　s　howed　by　light　and　electron　microscopy　that　the

morphological　integrity　of　piroplas　ms　w　as　maintained．　The　piroplas　ms　obtained　were

found　to　be　a　s　uitable　antigen　for　the　development　of　ELISA　for　the　diagnosis　of　infection．

In　the　pres　ent　study，　B．　equi　piroplas　ms　releas　ed　by　the　nitrogen　gas　cavitation　method

were　further　purified　by　centrifugation　using　Percoll．

　　　　　　The　purification　method　for　B．　equi　piroplas　ms　developed　in　the　present　s　tudy

gives　the　scope　to　improve　the　sensitivity　of血e　present　serological　tests血cluding　the　CF

tesq　indirect　IF　tes　t　and　ELISA．　B　6se　and　Daemen　（1992）　s　ugges　ted　the　use　of　Western

blot血1g　for　the　diagnosis　of　B．　caballi　in　fections　to　avoid　the　contradicting　results　of　CF

and　IIF　tests．　Recently，　piroplasm　proteins　of　B．　equi　and　B．　caZ）alli　were　reported　with

Mt　ranging　from　210　to　25　kl）a　and　141　to　30　kDa，　respectively　（　K　nowles　et　al．　1991a　；

Bdse　and　Daemen　1992）．　Methods　for　differential　diagnosis　of　B．　equi　and　B．　caL）alli

can　be　improved　by　using血e　p　urified　B．　equi　piroplas　ms　antigen．　By　a　combhladon　of

TritOn　X－114　phas　e　partition　method　and　irnmunoblotting　several　immunodo血nant

B．　equi　piroplasm　proteins　were　identified　in　this　study．　Three　of　them，　of　Mt　18，　28
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and　30　kl）a　proteins　are　revealed　to　be　membrane－as　s　ociated．　lt　is　necessary　to

determine　w　hether　thes　e　proteins　are　involved　in　reactions　in　various　serological　tests　for

equine　babesiosis　including　CF　test，　ELISA　and　indirect　IF　test　Further　characterization

of　these　immunodominant　proteins　should　be　carried　out　to　improve　these　serological　tests

in　terms　of　sensitivity　arid　specificity．

　　　　　　　Knowles　et　al．　（1991a）　immunoprecipitated　44，　36，　34　and　28　kDa　proteins

metab・lically　labelled　wi血3H　using　a　m・n・cl・nal　antib・dy（36／133．97）against　live

B．　equi　merozoites．　The　28　kDa　protein　w　as　identified　as　immunodorniriant　because　of

its　ability　to　induce　high　titred　antibody　res　p　onse　in　both　naturally　and　experimentally

infected　horse．　They　did　not　detect　serological　responses　to　the　18　kDa　protein，　which

was　identified　as　one　of　the　irnmu　nodominant　proteins　in　the　pres　ent　s　tudy．　This

disagreement　betw　een　this　s　tudy　and　their　results　may　be　attributed　to　the　difference　in　the

methodology　used．　If　the　18　kl）a　protein　is　poorly　s　ynthesized　or　radiolabeled　in　v　itro，

this　cannot　be　detected　by　the　immunoprecipitation．

　　　　　　　Anti－peptide　s　era　were　produced　against　p28　and　p30，　immunodominant

piroplasm　proteins　of　B．　equi　based　on　the　sequence　of　N－teminal　amino　acids．　The

sera　reacted　with　their　corresponding　proteins　in　immunoblot　analysis．　Anti－p28　peptide

serum　reacted　s　pecitrically　w　ith　B．　eq　ui　antigen；　it　is　u　seful　for　serolo　gical　differentiation

of　the　tw　o　B　cthes　ia　s　pecies　of　horses．　This　s　erum　reacted　w　ith　other　piroplasm　proteins，

which　indicates　that　they　s　hare　B　cell　epitope（s）．　Alternatively，　they　are　proteolytically

produced　from　one　higher　molecular　weight　precursor，　as　known　for　the　surface　proteins

of　Pl（zsmodium　falciparum　（Kemp　et　al．　1990）．　Anti－p30　peptide　s　erum　reacted　w　ith

B．　cal）alli，　T．　s　ergenti　and　uninfected　hors　e　erythrocyte　membrane　prep　arations．　This

result　indicates　that　N－terminal　s　equence　of　p　30　may　contain　s　milar　s　equences　to　those　o　f

equine　and　bovine　erythrocyte　membrane　proteins．

　　　　　　　N－terminal　amino　acid　sequence　analysis　of　p30　and　p28　of　B．　equi　piroplasm

proteins　also　revealed　their　relationship　s　w　ith　the　s　urface　proteins　of　o　ther　piroplas　ms　in

caule，　p　32　of　T　sergenti　and　p34　of　T．　buffeli　（Kaw　azu　et　al．　1992　；　IVIats　uba　et　al．　1993），
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which　provides　evidence　for　a　close　relationship　of　B．　equi　and　Theileria　species．

B．　equi　i　s　often　considered　to　be　excluded　from　the　genus　B　abes　ia　because　of　the

presence　o　f　Theilen’a－1ike　intralymphocytic　s　chizonts　（Mehlhorn　and　S　chein　1984）．

Structural　similarity　of　these　piroplasm　s　urface　molecules　indicates　that　they　may　have

Similar　functions　and　play　important　roles　in　their　interaction　with　ho　s　t　cells　including

growth　within　erythrocytes　and　invas　ion　of　uninfected　erythrocytes．　A　s　urface　protein

of　the　malaria　paras　ite　at　its　intraerythrocyte　s　tage，　MS　P－1，　interacts　w　ith　erythrocyte

spectrins，　and　this　interaction　is　important　for　the　parasite　development　from　trophozoites

into　mature　s　chizonts　（Herrera　et　al．　1993）．　The　interaction　may　be　mediated　by

tripeptide　motifs，　K　EL　or　LEK　in　the　molecule．　S　imilar　motifs　have　been　identified　in

p32　of　T．　sergenti．

　　　　　　　There　are　s　everal　practical　problems　in　differential　diagnosis　betw　een　B．　equi

and　B．　caballi　by　current　s　erological　tes　ts，　including　CF　test　and　ELISA．　These　may　be

due　to　s　everal　eross－reacting　proteins　of　the　tw　o　p　aras　ite　s　pecies　and　to　the　production　of

antibodies　against　their　own　erythrocyte　proteins　in　infected　horses．　MoAbs　have　been

produced　against　B．　equi　piroplasm　surface　molecules　（Knowles　et　al．　1991　a）　and　used

for　competitive　ELISA　tes　ts　（Knowles　et　at．　1991　b）．　Their　MoAb　immunoprecipitated

three　polypeptides　of　28，　34　and　36　kDa　in　s　imilar　amounts，　and　the　44　kDa　p　olypeptide

in　a　s　maller　quantity．　The　anti－p28　peptide　s　erum　produced　in　this　experiment　reacted

predominantly　with　p28，　with　low　reactivities　agains　t　other　piroplasm　proteins．　As　the

nature　of　the　antigen　involved　is　better　chemically　defmed　by　antipeptide　s　era，　they　can　be

used　as　immunological　reagents　for出e　development　of　more　s　pecific　and　s　ensitive

diagnostic　tests．

　　　　　　　Progres　s　has　been　made　towards　the　development　of　a　v　accine　agains　t　bovine

babesiosis　using　merozoite－derived　antigens　（Wright　et　al．　1985　；　Goodger　et　al．　1987）　．

A　practical　problem　with　the　use　of　merozoites　is　their　purification　and　large　s　cale

production．　Recentiy　emphasis　has　been　s　hifted　from　crude　antigen　preparations

towards　purifried　polypeptides　produced　by　biochemical　techniques．　S　ubunit　v　accines
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can　be　produced　in　1arge　amounts　as　the　desired　protein　can　be　s　ynthes　ized　in　bacteria

yeast，　or　animal　cells　u　s　ing　recombinant　DNA　technology．　Further　characterization　of

18，28　and　30　kDa　proteins　is　impor伽t　in血e　s　earch　o　f　a　better　irnmunogenic　reagents

for　the　diagnosis　and　vaccination　of　B．　equi．
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ABSTRACT

　　　　　　　Proteins　of　B　abes　ia　equi　piroplasms　were　characterized．　The　piroplasms　of

B．　equi　were　purified　by　lysis　of　infected　hors　e　erythrocytes　with　N2　gas　cavitation

followed　by　separation　in　Percoll　density　gradient　centrifugation．　Molecular　weights

（Mr）　of　major　proteins　separated　by　tw　o　dimensional　s　odium　dodecyl　sulfate

polyacrylamide　gel　electrophoresis　were　18，　28，　30，　41，　43，　54，　66．5　and　96　Ma．

Immunoblot　analysis　using　serum　from　an　experimentally　infected　horse　revealed　6

immunodominant　proteins　of　15，　18，　28，　30，　41　and　96　kDa．　Three　immu　nodominant

proteins　of　Mt　18，　28　and　30　kDa　w　ere　membrane一　bound　proteins　as　revealed　by　Triton

X－1　14　phase　partitioning．

　　　　　　　N－terminal　amino　acid　s　equences　of　tw　o　membrane　proteins　of　B　abes　ia　equi

piroplas　ms　were　determined．　The　s　equence　of　p28　contained　a　region　rich　in　charged

amino　acids　（lysine　and　glutamic　acid），　w　hich　is　a　characteristic　primary　s　tructure　found

in　N－terminal　region　of　major　piroplas　m　s　urface　proteins　of　the　bovine　Theilen’a　paras　ites，

T．　sergenti　and　T．　buffeli．　Peptides　were　synthesized　according　to　the　N－teminal

sequences　of　p28　and　p30，　and　antisera　were　produced．　The　anti－peptide　sera　reacted

with　the　corresponding　proteins　of　piroplasms．　As　these　sera　s　howed　no　cross－reactioris

with　B．　caballi　piroplasm　antigens，　they　could　be　used　for　serological　differentiation　of

the　two　Babesia　species　in　horses．
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Fig．1．　Protein　analysis　of　B．　egui　piroplasms　by　one－dimensional　SDS－PAGE．

Lane　A：membrane　from　uninfec重ed　horse　erythrocytes．　Lane　B：purified　piroplasm．

Gel　was　stained　with　Coomassie　brilliant　blue　G250．
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Fig．　2．　Protein　analysis　of　B．　equi　piroplasms　by　two－dimensional　SDS－PAGE．

A：　purified　piroplas　m．　B　：　membrane　from　u　ninfected　hors　e　erythrocytes．　Gels　are

oriented　w　ith　basic　end　to　the　right　and　acidic　end　to　the　lefL　Gels　were　silver　stained　after

electrophoresis．　S　pots　marked　by　arrow　heads　（Mr　96，30，28　and　18　kDa）　correspond　to

the　spots　detected　by　2D－immunoblot　（Fig．　5　A）．
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Fig．　3．　Triton　X－114　phase　partition　of　B．　equi　piroplasm　proteins．

Lane　A　：　detergent　phase　and　Lane　B　：　w　ater　phase　proteins　．　Gels　were　silver　stained

after　electrophoresis．
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Fig．　4．　lmmunoblotting　of　B．　equi　piroplasms　proteins　partitioned　by　Triton　X－1　14． ’

Lane　A　：　water　phase．　Lane　B：　detergent　phase　and　Lanes　C　and　D　：　purified　B．　equi

piroplas　ms　．　Lanes　A，　B　and　C　were　probed　with　a　s　erum　from　experimentally　infected

horse．　Lane　D　was　probed　with　a　preinoculation　horse　serum．　Positions　of　Mt　18，　28

and　30　kDa　proteins　are　marked　by　arrow　he　ads．
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Fig．　5．　ldentification　of　immunodominant　proteins　of　B．　equi　piroplas　ms　by　2D　S　DS－

PAGE　and　immunoblotting．

A：　probed　with　a　serum　from　experimentally　infected　hors　e．　B　：　probed　with　a

preinoculation　hors　e　s　erum．　Spots　marked　by　arrow　heads　（Mr　96，30，28　and　18　kl）a）

correspond　to　the　spots　in　silver－stained　2D－PAGE　gel　（　Fig．　2A　）．

手

t
k
，

．
蒙
ゾ
も
轟
胃
、
粒
弘
，
♂
・
レ
写
劇
猛
難
．
’
￥
臨
ド
蒋
～
墨
一
㍍
蟻
墜
ら
弘
郵

k
喝
．

ww’　1’一pu．

ドrr．．聖’、・’”．ゴ，　　、．．イ．ゲ．”］



圃願闘■圏顕曜團顧■騨回国■騨開園▼‘

24

、
’

A

4321

　
　
　
　
　
　
藁

　
　
　
　
や
蜘

騰
、
．
騨
轍
陰
茎
血

　
　
ル

B

5　6　7　8

　　

@　
@一

@
　
輪

贔
言
置
璽
8
．
●

鱒
　
嶋
　
　
顔

C

9　10　11　12

勲
・
灘
癬

輔

卿

，　・“mu　，・

．s

一106

一　80

kDa

一　49．5

一一　32．5

一　27．5

u‘い

，

鴫
‘

．
髭
ン

Fig　6．　Analysis　of　piroplasm　antigens　of　B．　equi，　B．　cal）alli　and　Theileria　sergenti　by

immunoblotting　with　experimentally　infected　horse　sera．

Proteins　of　B．　equi　（lanes　1，5，9）　B．　caL）alli　（lanes　2　，6，10）　，　T．　sergenti　（lanes　3　，7，11）

and　uninfected　equine　erythrocyte　membrane　（lanes　4　，8，12）　w　ere　s　eparated　in　12．5　％

polyacrylamide　gels　and　pro　bed　w　ith　s　era　of　B．　equi－infected　（panel　A）　，　B．　caballi－

infected　（panel　B）　or　uninfected　（panel　C）　horses．
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Fig　7．　N－tem血al　amino　aCid　sequences　of　B．　equi　p28　and　p30　and　aHgnment　with　the

deduced　sequence　of　T．　sergenti　and　T．　buffeli　piroplasm　surface　proteins．

Identical　residues　are　boxed．　GenB　ank　acces　s　ion　numbers　of　T．　sergenti　and　T．　buffeli

proteins　are　D　12691　and　D　1　1047，　respectively．
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immunoblotting　with　anti－p28　and　p　30　peptide　rabbit　sera．
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and　uninfected　equine　erythrocyte　membrane　（lanes　4，8，12）　w　ere　s　eparated　in　12．5　90

polyacrylamide　gels　and　probed　with　anti－p28　（panel　A），　p30　peptide　（panel　B）　and

notmal　（panel　C）　rabbit　sera． ．
翌
－
・
ヂ
費

∴
．
全
、
ド
ξ
‘

ε
ガ
．
」
．
．
．
L
．
㌧
ド
’

4

・琴，’ 　藤
亀・“r・．柳…E’”．’　・・ノ乏馬・．

　　　’徽「鱗灘’羅・嚇

・・・・…　稀晒臓ミ・・’！響．・・．」・・、
．’

@聯、．、’：・・’a騨・・馴．言『L聯で＝」

5鯨、．、



a z
P　　鴬　．嗣r　　』ρ「ロ　＝

27

PART　II

cHARACTERIZATION　OF　EPITOPES　ON　AN　18　KDA　PIROPLASM

　　　　　　　　　　　SURFACE　PROTEIN　OF　BABESIA　EeUI

INTRODUCTION

　　　　　　Equine　babesiosis　is　one　of　the　major　problems　in　horse　trade　especially　due　to

the　danger　of　disease　transmission　during　the　movement　of　race　horses　from　country　to

country．　Efforts　have　been　made　to　demonstrate　paras　ite－specific　antigens　by　the

generation　of　monoclonal　antibodies　（MoAbs）　agains　t　B．equi　proteins　and　Wes　tern　blot

analysis　using　inrmune　sera　against　the　B．　equi．　A　competitive－inhibition　enzyme－linked

immunosorbent　as　s　ay　（ELISA）　using　a　MoAb　recognizing　a　geographically　conserved

epitope　has　been　described　（Knowles　et　al．　1991　a　and　b）．　None　of　the　antigens

diagnostic　for　European　isolates　of　B　equi　were　recognized　by　sera　from　field－infected

horses　with　B．caballi　from　Brazil　（B6se　and　Hentrich　1994）．　Previously　s　ix

immunodominant　B．　equi　piroplasm　proteins　were　identified　（Ali　et　al．　1993一　frrst　part　of

this　thesis）．　Out　of　these，　Mt　18，　28　and　30　w　ere　found　to　be　membrane　bound　proteins．

It　is　necessary　to　determine　w　hether　these　proteins　are　involved　in　reactions　in　various

serological　tes　ts　for　equine　babesio　sis．　In　this　experiment　MoAbs　against　B．　equi

piroplas　ms　were　produced．　These　MoAbs　were　used　in　competitive　inhibition　and　tw　o－

site　ELISA　t・characterize　epit・pes・n血e　18kDa　surface　pr・te㎞・fB．θ9〃Φir・plasms．
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MATERIALS　AND　METHODS

Parasite　and　antigen　preparations

　　　　　　　Nonsplenectomized　horses　were　inoculated　with　B　aL）es　ia　equi　一infected　blood

that　had　been　obtained　from　N　ational　Veterinary　S　ervices　Laboratories　（United　S　tates

Department　of　Agriculture，　low＆　U　S　A）．　Piroplasms　of　B．　equi　were　purified　from

infected　hors　e　erythrocytes　as　des　cribed　before　（Ali　et　al．　1993　一　frrst　p　art　of　this　thesis）．

For　preparation　of　ELISA　antigen，　purified　piroplas　ms　w　ere　treated　with　290　Nonidet

P－40　in　phosphate－buffered　s　aline　（PBS，　pH　7．2）　at　4　OC　for　3　hr．　After　centrifugation

at　2，000xg　for　10　min，　the　supema伽t　was　used　for　ELISA　according　to　the　method　of

Shimizu　et　al．　（1988）．

　　　　　　　South　African　B．　equi　antigen　used　in　the　Western　blot　analysis　w　as　kindly

supplied　by　Dr．　E．　Zw　eygarth，　Onders　tepoort　Veterinary　Institute，　Onders　tepoort，

South　Africa．　Dr．　V．　T．　Zab　lots　ky　of　All　Russia　lnstitute　of　Experimental　Veterinary

Medicine　（VIEV），　Moscow，　Russia　has　kindly　provided　the　Russian　B．　equi　antigen　used

in　this　experiment．
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Preparation　of　monoclonal　antibodies

　　　　　　　SiX　weeks　old　BALB／c血ce　w　ere　s　ubcutaneously　immunized　w　ith　100　pg

protein　／　O．1　mi　of　B．equi　piroplasms　emuls　ified　wnh　the　s　ame　volume　of　Freund s

complete　adjuvant．　They　w　ere　boosted　w　ith　the　s　ame　amo　unt　of　the　antigen　tw　o　w　eeks

after　the　frrst　injection．　The　spleen　w　as　removed　3　days　after　a　s　econd　booster．　S　pleen

㏄Us（1x108　ceUs）were　fUsed　with　lxlO7　myel・ma　ceUs（P3Ul）in血e　presence。f

pl・ye山ylene　glyc・1（PEG　1500，　B・e㎞nger㎜nheim，　GmbH，　Mannheim，　Germany）．

Hyb「id　cells　were　selected　by　HAT　medium（hyp・xanthine・㎜in・pterine－thymid血e）．

Hybridoma　supernatants　were　sereened　by　irnmunoblotting．　The　antibody－producing
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hybridomas　were　cloned　twice　by　the　limiting　dilution　method　in　a　96　well　plas　tic

microplate．

　　　　　　To　determine　the　clas　s，　s　ubclas　s　and　light　chain　type　o　f　the　MoAbs，　anmionium

sulphate　precipitated　and　protein　G　affinity　purified　MoAbs　w　ere　ex　amined　by　a　MoAb

isotyping　kit　（Amersham　lnternational　plc．，　Amersham，　U　K）．

Purification　and　biotinylation　of　MoAbs

　　　　　　MoAbs　w　ere　purifTied　from　hybridomas　grown　in　serum－free　medium　and　from

ascidc　nuids　by　precipi協廿on　with　50％㎜o血um　sulphate　and　prote血G鋤

chromatography　u　sing　MAb　Trap　G　II　kit　（Pharmacia　LK　B　B　iotechnology　AB，　Uppsala

Sweden）．　For　biotmylation　of　MoAbs，　s　ulfosuceinimidobiotin　（Rockford，　Illinois，

USA）　w　as　used　to　covalently　bind　biotin　to　purified　MoAbs．　One　mi　of　the　purified

MoAbs　（1　mg／mi）　w　as　mixed　at　a　ratio　of　250　pg　of　ester　／　mg　of　antibody　and　incubated

at　room　temperature　for　4　hr．　lncubation　reaction　w　as　s　topped　by　the　addition　of　20　pl

of　1　M　NH4Cl　per　250　ptg　of　ester．　The　mixture　was　dialyzed　against　PBS　and　O．190

thimersal　w　as　added　as　preservative．　Labelled　MoAbs　were　s　tored　at　4　O　C　till　u　s　e．

　　　　　　The　specificity　and　optmai　concentration　of　the　biotinylated　MoAbs　w　ere

detem血ed　by　a　standard　ELISA，　as　described　below，　ushlg、8．　equi　pir’oplasm　antigen

and　avidin－conjugated　peroxidase　（Zymed　Laboratories，　S　an　Francisco，　CA，　U　S　A）．

Phase　partition　by　Triton　X－114

　　　　　　Piroplasm　proteins　were　subjected　to　Triton　X－1　14　phase　partition　according　to

the　method　of　B　ordier　（1981）　as　explained　in　the　Part　1　of　this　thesis　under　the　s　ame

heading．
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sodium　dodecyl　sulfate　polyacrylamide　gel　electrophoresis

（SDS－PAGE　）　and　immunoblotting

　　　　　　　parasite　proteins　were　separated　by　S　odium　dodecyl　s　ulfate－polyacrylamide　gel

electrophoresis　（SDS－PAGE）　and　immunobloted　on　PVDF　membrane　as　des　cribed　in　the

frrs　t　part　of　this　thesis　（Ali　et　al．　1993）　The　PVDF　s　heets　were　incubated　for　1　hr　at

room　temperature　w　ith　MoAbs．　The　s　heets　w　ere　w　as　hed　and　incubated　for　1　hr　at　ro　om

tempera加re　with　goat　anti－mouse　lgG　peroxidas　e　conjugate（Jackson　lmmunoresearch

Inc．，West　Grove，　PA，　USA）　diluted　1：1000　in　PBST　with　1　90　S　M．　After　was　hing，　the

sheets　were　treated　w　ith　a　freshly　prepared　s　ubstrate　s　olution　containing　1．3　mM　DAB，

1．3　mM　CoCI3　and　O．0290　（v／v）　hydrogen　peroxide　in　PBST．
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Enzyme　linked　immunosorbent　assay　（ELISA）

　　　　　　　ELISA　w　as　performed　according　to山e　me血od　descdbed　previousIy（Shimizu　et

al，　1988）　w　ith　little　modification．　B　riefly，　optmal　concentrations　o　f　antigen，　antibody

and　enzyme　co可ugate　were　detem血ed　by　checker　board　titration．　Serial　two　fold

dilutions　of　36　pg　per　mi　piroplasm　proteins　／　O．　1　mi　in　O．05　M　carbonate　／　bicarbonate

buffer　（pH　9．6）　per　well，　were　tes　ted　through　ELISA　using　serial　two－fold　dilutions　of

enzyme　conjugate　（from　1：500　to　1：2000），　s　tandard　positive　and　negative　（Ali　et　al．　1993）

horse　sera　（from　1：20　to　1：1280）　and　unlabelled　MoAbs　（from　1．25　pg　／　mi　to　50　pg　／　mi）．

For　color　development，　O．1　mi　of　substrate　（O．2　mM　azino－di一［3－ethylbenzthiazoline］

sulfonic　acid；　ABTS）　was　used．　The　plates　were　read　at　405　nm　in　a　spectrophotometer

（Corona　Electric　Co．，　LTD．　Tokyo，　Japan）．　The　end　point　of　ELISA　was　estimated

f「om　the　d・se－resp・nse・curve・and・the・antib・dy　titer　was　expressed　as血e　recipr。cal。f山e

highest　dilution　of　MoAbs　showing　an　absorbance　over　O．　1　．
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Competitive　binding　assay　between　MoAbs

　　　　　　　The　as　s　ay　w　as　performed　according　to　the　method　des　cribed　previously　（Zavala

et　al．　1983）．　The　wells　of　microplate　were　coated　with　O．1　mi　of　B．equi　piroplasm

lysate　（protein　concentration　18　pg　／　ml）　in　O．　05　M　carbonate－bicarbonate　buffer　（pH：　9．6）

and　kept　overnight　at　4　OC．　Non－specific　sites　were　blocked　with　O．590　S　M　in　PBST　at

room　temperature　for　1　hr．

　　　　　　As　an　antibody　competitor，　O．1　mi　of　s　erial　2－fold　dilutions　of　unlabelled

purifTied　monoclonal　antibodies　（O－20　pg）　were　added．　After　incubation　at　room

temperamre　for　1　hr，　the　plates　w　ere　w　as　hed　w　ith　P　B　S　T　and　O．1　mi　o　f　biotm－labelled

MoAbs　（20　pg　IgG　／ml）　were　added．　Following　incubation　at　room　temperature　for　1　hr

and　w　as　hing　with　PBST，　O．1　mi　of　avidin－peroxidas　e　（Zymed　Laboratories，　S　an

Francis　co，　CA，　U　S　A）　diluted　1：1，000　in　O．290　S　M－PBST　w　as　added　and　the　plates　were

incubated　at　room　temperature　for　1　hr．　The　w　ells　w　ithout　B．　equi　antigen　followed　by

biotin－labelled　antibody　were　used　as　negative　controls．　For　color　development，　O．　1　ml

of　O．2　mh　ABTS　w　as　used．　The　absorbance　of　the　wells　w　as　read　at　405　nm　in　a

spectrophotometer　（Corona　Electric　Co．，　Tokyo，　Japan）．

Two　site－ELISA

　　　　　　Two－site　ELISA　w　as　performed　by　the　method　described　previously　by　Zavala

et　al．　（1983）　and　Burkot　et　al．　（1984）．　The　microplate　was　coated　with　O．1　ml　of

purified　unlabeUed　MoAb　C2，　C5　and　D3（20　P9加1）and　left　ovemight　at　40C．　After

Washing　with　PBST，　non－specific　binding　sites　were　blocked　as　des　cribed　above．

Plates　were　washed　and　O．1　mi　of　serial　2－fold　dilutions　of　18　pg　／　ml　solubdized

PirOplas　m　antigen　w　ere　added．　After　incubation　at　room　temperature　for　1　hr，　0．1　mi　of
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bioim－labelled　homologous　liNiloAb　（20　pg　／　ml）　w　as　added．　Plates　w　ere　incu　bated　at

room　temperature　for　1　hr，　and　proces　s　ed　as　des　cribed　above．　Antibody－coated　wells

incubated　without　antigen　followed　by　bioim－labelled　antibody　w　ere　u　sed　as　negative

controls．
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RESULTS

Characterization　of　the　monoclonal　antibodies　（MoAbs）

　　　　　　　Immunoblotting　w　as　carried　out　for血e　deむe舳ation　of　the　specificity　of

MoAbs　and　for　the　identification　of　the　molecules　recognized　by　these　MoAbs．　A　total

of　54　clones　secreting　antibodies　against　B．equi　piroplas　ms　were　obtained　in　5　fusion

experiments．　S　upernatants　of　three　（i．　e．　C2，　C5　and　D3）　out　of　54　hybridomas，　that

reacted　w　ith　the　18　kDa　protein　（p　18）　of　B．　equi　m’　immunoblotting，　w　ere　s　elected　for

further　s　tudies．　N　one　of　the　three　MoAb　s　reacted　either　w　ith　B．　caballi　or　equine

erythrocyte　pro　teines　in　Westernblot　analysis　（Fig．　9　；　Lanes　3　to　5）．　Thes　e　MoAbs　also

recognized　an　18　kDa　protein　in　the　Westernblot　of　a　B．　equi　strain　collected　from　Russia

（Fig．　10：Lanes　1　to　3）．　Other　dominant　proteins　of　the　Russian　s　train　were　IVir　40．5，

28and　16．5　kDa．　However，　these　MoAbs　did　not　recognt乙e　p18　in　Westernblot　of

B．　equi　s　train　collected　from　S　o　uth　Africa　（Fig．10；　Lane　4）．　Determination　of

immunoglobulin　isotype　showed　that　a11　of　the　three　MoAbs　were　lgGl　（K　）．

Triton　X－114　phase　partition　of　piroplasm　antigen

　　　　　　　The　Triton　X－1　14　phas　e　partition　method　w　as　used　to　determine　w　hether　18　kDa

antigen　is　an　integral　membrane　protein．　When　the　extracted　materials　w　ere

electroblotted　and　reacted　w　ith　MoAbs，　a11　of　w　hich　recognize　a　18　kDa　molecule　of　the

B．伽P廿・plasm，山is　m・lecule　was　partiti・ned　exclusively　intO　the　detergent　phas’

（Fig・1：Lane　2）．　This　immunoblot　is　probed　with　MoAb　C5　and　is　represen伽ve　of　a皿

the　three　MoAbs　used　in　this　study．

Sensitivity　of　biotin－labeRled　MoAbs

　　　　　　Checker　board　titration　showed　that　the　O．　1　ml　of　B．　equi　piroplasm　antigen　（18
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pg／　ml）　per　well　could　produce　a　optimum　reaction　in　ELI　S　A．　Therefore，　this　amount

of　the　antigen　w　as　used　for　the　determination　of　reactivity　of　the　bioim－labelled　MoAbs．

From　the　resuks　（　s　hown　in　Fig．　11），　20　pg　／　mi　biotin－labeled　MoAb　w　as　used　in　the

following　tesL　since　this　amount　of　each　MoAb　could　give　the　optimum　reaction．　The

specificity　of　the　biotin－labelled　MoAbs　w　as　demonstrated　by　the　lack　of　reactivity　in

negative　control　wells．

Competitive　ELISA　between　MoAbs

　　　　　　Competitive　ELISA　w　as　performed　to　determine　w　hether　any　of　the　MoAbs

recognized　the　s　ame　epitopes　on　the　18　kDa　protein．　MoAbs　at　different　concentration

（O－20　pg）　were　used　in　competition　with　the　heterologous　biotin－labelled　MoAb　（20

μgt血【）．　Results　were　expressed　as　percentage　of　inhibidon　of　binding　of　each　MoAb　by

the　others．　As　shown　in　Fig．　12，　each　MoAb　inhibited　binding　of　homologous　as　well

as　heterologous　biotinylated　MoAb．　MoAbs　C5　and　D3　produced　a　reduction　of　83．390

and　84．690　in　the　binding　of　biotin　labelled　C2　at　20　pg／ml　concentration．　The　reciprocal

figures　were　32．690　and　37．890　for　biotynilated　C　5　and　D3，　respectively，　The

percentage　of　inhibition　of　biotm　labelled　D3　by　C　5　w　as　55．790　at　20　pg／ml　level．　The

figure　in　reciprocal　as　s　ay　w　as　69．090．　The　inhibitory　effects　in　competition　binding　o　f

homologous　antibodies　were　from　65　to　7590．

Two－site　ELISA

　　　　　　Tw　o－site　ELI　S　A　w　as　performed　to　determine血e　presence　of　repetitive　epitopes

in　the　18　kDa　protein　of　B．　equi．　MoAbs　immobilized　o　n　microplate　w　ells　w　ere

incubated　w　ith　B．　equi　merozoite　lysate　and　then　homo　lo　gous　biotin－labelled　MoAb　w　as

added　to　the　plate．　As　s　hown　in　Figure　13，　biotm－labelled　MoAbs　C2，C5　and　D3　did

not　show　any　positive　reactions．
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DISCUSSION

　　　　　　Exposed　epitopes　on　the　sporozoite　and　merozoite　membranes　or　on　infected

erythrocyte　membranes　are　likely　to　be　the　targets　for　a　protective　immune　response　in

Babes　ia　infections　（McElwain　et　al．　1987），　The　contarnination　of　babesial　proteins　w　ith

large　amounts　of　host　cell　products　is　a　problem　for　the　isolation　of　pure　babesial　antigens．

The　identification　of　s　uch　antigens　is　required　if　their　efficacy　as　immunogen　has　to　be

inves　tigated．　Generation　o　f　MoAbs　that　bind　to　merozoite　s　urface　proteins　is　a　w　ay

which　leads　to　the　identification　of　protective　immunogen．

　　　　　　The　aims　of　the　present　s　tudy　were　to　develop　MoAbs　agains　t　the　previously

identifried　immunodo血nat　prote血s　of　B．卿（明輝．1993）and　to　use　thes　e　MoAbs　in

different　diagnostic　as　says　for　equine　piroplas　mosis．　As　a　fust　step，　a　panel　of　MoAbs

was　developed　against　B．　equi　piroplas　ms．　Three　MoAbs　reacting　with　an　18　kDa

surface　membrane　protein（p　18）of　B．卿血immunoblot　analysis　were　used　to

characterize　the　epitopes　on　p　18．

　　　　　The　results　of　compe面ve　ELISAindicate　that　MoAbs　recognized　the　same　epitope

on　the　p　18　molecule　as　each　MoAb　inhibited　the　binding　of　homologous　as　well　as

heterologous　biotinylated　MoAb．　Comparatively　higher　reduction　in　binding　of　biotin－

labelled　C2　in　competition　w　ith　C5　and　D3　in　inhibition　as　s　ay　may　be　due　to　the

differences　in　their　affmity　for　the　epitope　on　the　p　1　8．

　　　　　In　this　expe血lenちTriton　X－114　phase　partitioning　of　B．　egui　pir’oplasms　proteins

confirmed　that　18　kDa　antigen　is　an　integral　membrane　protein　of　B．　eq“i　piroplas　ms．

None　of　the　three　MoAbs　mendoned　in　this　study　reac麓d　either　with　B．　cc加〃i　or　with

equine　erythrocyte　proteins．　These　MoAbs　recognized　the　p　18　in　the　Russian　s　train　of

B・　equi　but　not　in　the　s　train　obtained　from　S　outh　Africa．　This　s　uggests　that　there　are

antigenic　differences　betw　een　the　B．equi　s　trains　is　olated　from　different　parts　of　the　w　orld．

BdSe　and　Hentrich　（1994），　demonstrated　that　none　of　the　antigens　diagnostic　for　European
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is　olates　of　B　equi　were　recognized　by　sera　from　field－infected　horses　from　Brazil．　S　ingle

　　　　　　　　　　　　　　　　　t

protein　identification　and　absence　of　crossreaction　with　B．　c（thalli　or　equine　erythrocyte

proteins　recommend山e　use　of血ese　MoAbs　in　differential　diagnosis　of　mixed　equine

piroplasma　infections．
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ABSTRACT

　　　　　　Monoclonal　antibodies　（MoAbs）　were　produced　against　B．　equi　piroplas　ms．

Three　MoAbs　reacting　w　ith　an　18　kDa　s　urface　membrane　p　rotein　（p　18）　of　B．　equi　m’

immunoblot　analysis，　were　used　to　characterire　the　epitopes　on　p　18．　Nl　the　three

MoAbs　recognized　the　s　ame　epitope　on　p　18　as　indicated　by　competitive　Enzyme　linked

immunosorbent　as　s　ay　（ELISA）．　Negative　res　ults　in　two－site　ELISA　s　uggest　absence　of

repetitive　epitopes　on　p　18．　Triton　X－114　phas　e　partitioning　confmmed　that　18　kl）a

antigen　is　an　integral　membrane　protein　of　B．　equi　piroplas　ms．　As　these　MoAbs

identified　a　s　ingle　protein　and　s　howed　no　cro　s　s　reaction　with　B．　caL）alli　or　equine

erythrocyte　proteins，　these　can　be　a　candidate　to　be　used　in　the　differential　diagnosis　of

mixed　equine　piroplasma　infections．
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Fig．　9　Recognition　of　18　kDa　B．　equi　piroplasm　surface　protein　by　MoAbs．

B．　equi　and　B．caballi　piroplasm　proteins　were　subjected　to　Triton　X－114　phase

partitioning，　separated　by　electrophoresis　on　12．5　90　S　DS－polyacrylamide　and　transferred

to　PVDF　membrane　s　heet　The　blot　w　as　probed　w　ith　MoAb　C　5　and　is　representative　of

all　the　three　MoAbs　used　in　this　s　tudy．　Lanes：　1．　B．　equi　w　hole　piroplas　m　antigen；2．

B．　equi　detergent　phase；　3．　B．　c（thatli　whole　piroplasm　antigen；　4．　B．　caballi　detergent

phase；　5．　Equine　erythrocyte　proteins．　Position　of　18　kDa　protein　is　s　hown　on　the　left

（MW　Marker　x　1　03）　．
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Fig．　10　Reaction　of　MoAbs　w　ith　B．　equi　w　hole　piroplas　m　antigens　obtained　from

South　Africa　and　Russia．

Piroplasm　proteins　were　separated　by　electrophoresis　on　12．5　90　SDS－polyaerylamide

gel　and　were　transferred　to　PVDF　membrane　s　heet．　Russian　B．　eqai　antigen　probed

with　MoAbs　C2　（Lane　1），　C5　（Lane　2）　and　D3　（lane3）；　Lane　4．　S　outh　African　antigen

probed　with　C2．　Position　of　18　kDa　protein　is　shown　on　the　left　（MW　Marker　x　l　O3）．
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Fi　g．　11　Determination　of　sensitivity　of　biotin－labelled　MoAbs．

Serial　2－fold　dilutions　of　biotin一一labelled　MoAbs　（20　Ftg／ml）　were　incubated　in　microplate

wells　coated　with　solubilized　B．equi　piroplasm　antigen．　Antibodies　bound　to　the　antigen－

absorbed　well　were　detected　by　EU　SA．　Wells　w　ithout　antigen　w　ere　used　as　negative

oontrols．　All　values　are　the　mean　of　triplicated　samples．一ローC2；一◆一C5；一〇一D3；

control　一A一（　without　antigen）
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Fig．　12　Competitive　ELISA　as　say　between　MoAbs．

Unlabeled　MoAbs　as　competitors　（O－20　pg）　w　ere　incubated　in　mieroplate　w　ells　coated

with　O．1　ml　of　the　piroplasms　antigen（18μg加1）．　After　washing，　the　wells　were

incubated　w　ith　biotin。labeled　MoAbs（20　pg／血1）．（a）Mo　Ab　C2　to　compete　w　ith　biotm－

labeled　MoAb　C　5　and　their　reciprocal　as　s　ay．　（b）　MoAb　C2　to　compete　w　ith　biotin－

labeled　MoAb　D3　and　their　reeiprocal　as　s　ay．　（c）　MoAb　C　5　to　compete　w　ith　biotin－

labeled　D3　and　their　reciprocal　as　s　ay．　（d）　H　omologous　unlabeled　MoAb　as　a　competitor

of　biotin－labeled　MoAb．　All　values　given’　are　the　mean　of　triplicated　samples．
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Fig．　13　S　ingle－antibody　two－site　EU　S　A　for　detecting　repeated　epitope　w　ithin　the　18

kl）a　protein　of　B．　equi　merozoite．

Piroplasm　solubilized　antigens　were　incubated　in　microplate　wells　coated　with　one　of　the

MoA　bs　（C2，　C5，　［B）　s　peci　fic　to　18　kDa　protein．　After　w　as　hing，　homologous　biotin－

labeled　MoAb　was　used　to　detect　the　anti　gen　captured　on　the　microplate　s　urface．　All

values　given　are　the　mean　of　triplicated　samples．一ローC2；一◆一C5；一〇一D3

1　　　”’

盛
「
渉
昂

竃
／一一s．一．一一一．一一一一一一一一一一

鑛
灘髄

繍
ｽ



43

PART　III

POLYMERASE　CHAIN　REACTION－BASED　ASSAY　FOR　THE

　　　　DETECTION　OF　BABESIA　EeUI　IN　HORSE　BLOOD

INTRODUCTION

　　　　　　　The　only　conclusive　evidence　to　obtain　a　diagnosis　of　blood　parasite　infections　is

demonstration　of　the　cau　s　ative　organism．　The　definitive　diagnosis　of　equine

piroplasmosis　depends　on　the　identification　of　B　aL）esia　organisms　in　blood　smears　stained

with　Giemsa　solution　or　acridine　orange．　Most　conventional　immunodiagnostic　methods

are　u　sed　for　the　meas　urement　o　f　the　humoral　response　fo　llowing　natural　or　expetmental

babesiosis．　Each　s　erological　as　s　ay　has　s　ome　advantages　or　dis　advantages　depending　on

its　level　of　s　ensitivity，　specificity，　simplicity，　and　cost　effectiveness．　Recent

developments　in　serodiagnosis　designed　for　the　detection　of　anti－B　abes　ia　antibodies　were

partly　achieved　by　improvin　g　and　s　tandardizing　the　indirect　immu　nofluorescence　and

complement　fixation　tests　（Todorovic　1975　；　Todorovic　and　Carson　1981　；　Weiland　and

Reiter　1988）．　However，　these　tes　ts　provide　no　information　about　the　molecules　against

which　the　immune　response　of　hors　es　to　B　abes　ia　equi　and　B．　caL）alli　i’s　directed．　One

common　theme　has　been　the　identification　of　diagnostic　antigens　through　v　arious

processes．　Consequentiy，　efforts　have　been　made　to　identify　paras　ite－specific　antigens

by　the　generation　of　monoclonal　antibodies　and　by　Wes　tern　blouing．　Characterization　of

immunodominant　piroplasm　surface　proteins　of　B．　equi　js　described　in　the　previous

chapters　of　this　thesis　（Ali　et　al．　1993；Sugimoto　et　al．　1994；Ali　et　al．　1995）．

　　　　　　　Procedures　employed　to　test　for　the　presence　of　the　hemoparas　ites　in　chronically

or　persis　tently　infected　but　otherwise　healthy　animals　include　the　thick　blood　s　mear

technique　to　demonstrate　B　abes　ia一　infected　erythrocytes，　immunodepression　wi血

corticosteroids，　splenectomy，　brain　biopsy　（B　abes　ia　bov　is　only）　and　blood　s　ubinoculation

from　a　s　u　spected　carrier　to　a　s　u　s　ceptible　splenectomized　recipient　（Mahony　1962　；　Callow
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et　al．　1986）．　Polymerase　chain　reaction　（PCR），　w　hich　w　as　introduced　in　1985　has　been

used　s　uccessfully　for　detection　of　various　infectious　organisms　and　is　applicable　both　in

diagnosis　and　in　epidemiology．　As　this　technique　provides　a　powerful　tool　to　detect　and

identify　minimal　numbers　of　microorganisms，　it　can　be　helpful　in　correct　diagnosis　of

equine　piroplasmo　s　is　in　chronically　in　fected　carrier　animals，　allowing　its　more　efficient

control．　This　w　ill　be　a　very　useful　technique　especially　w　here　horses　are　des　tined　for　the

export　market　as　paras　ite　DNA　is　detected　and　not，　as　is　the　case　of　s　erological　tests，　only

antibodies　to　the　paras　ites．　ln　this　part　of　the　s　tudy，　the　use　of　PCR　to　s　pecifically

amplify　the　gene　of　the　37　kDa　protein　of　B．　equi　i’s　described．
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MATERIALS　AND　METHODS

Parasite　stocks　and　DNA

　　　　　　DNAs　of　the　lkeda　s　tock　of　Theileria　sergenti，　B．　bovis，　B，　bigem　ina　and

B．　ovata　were　kindly　s　upplied　by　Dr．　K．　Fujisaki　of　lnstitute　of　Animal　Health，　lbaraki，

Japan．　Chitose　s　tock　of　T．sergenti　w　as　maintained　in　our　laboratory．　DNAs　of

T．parv　a　and　T．　annulata　w　ere　received　from　Dr．　A．　Nambota　of　U　niversity　of　Zambia

Zambia　and　1］tr．　E．　Pipano　of　Kimron　Veterinary　lnstitute，　lsrael，　respectively．　B．　equi

and　B．　cat）alli　（Departrnent　of　Agriculture，　low＆　U　S　A）　w　ere　obtained　from　Eq　uine

Research　S　tation，　Japan　Racing　As　s　ociation，　Japan．　S　outh　Aftican　B．　equi　stock　w　as

provided　by　Dr．　E．　Zweygarth，　Onderstepoort　Veterinary　Institute，　（）nders　tepoort，　S　outh

Aftica．　Dr．　V．　T．　Zablots　ky　of　All　Ru　s　s　ia　Institute　of　Experimental　Veterinary　Medicine，

Moscow，　Russia　has　kindly　provided　the　Russian　B．　equi　strain　used　in　this　experiment

DNAs　from　infected　erythrocytes　of　hors　e　imported　from　China　were　s　upplied　by

Dr．　N．　Komatsu，　Animal　Quarantine　Office，　Yokohama，　Japan．

t

N

Preparation　of　DNA

　　　　　　Paras　ite　DN　A　w　as　prepared　from　purified　piroplas　ms　and　paras　itized　equine　or

bovine　erythrocytes．　lnfected　and　uninfected　erythrocytes　were　w　as　hed　in　phosphate－

buffered　saline　（PBS；　0．137　M　NaCl，　10　mM　Na2HPO4，　3．2　mM　K2HPO4）　by

centrifu　gation　at　3，000　xg　for　10　min．　The　buffy　coat　w　as　removed　and　the　genomic

DN　A　w　as　extracted　either　directly　from　erythrocyte　pellet　by　S　epa　Gene　（Sanko　Juntaku

Co，　Tokyo，　Japan）　or　by　the　method　described　previously　（Tanaka　et　al．　1992）．　B　riefly，

the　erythrocytes　were　lysed　enher　by　A　eromonas　hydrophila　hemolysin　（Sugimoto　et　al．

1991）　or　by　nitrogen　gas　cavitation　（Ni　et　al．　1993－frrs　t　p　art　of　this　thesis），　and　the

parasite－enriched　fraction　was　digested　with　pro重einase　K（0．3　mg加1）and　1％sodium

dodecyl　s　ulfate　（SDS）．　The　lysates　were　extracted　w　ith　an　equal　volume　of　phenol－

chloroform－isoamyl　alcohol　（25：24：1）．　The　DN　A　in　the　aqueous　phas　e　w　as　precipitated
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with　2　volumes　of　cold　99．5qo　ethanol，　then　centrifuged　at　10，000　xg　for　10　min，　dried，

dissolved　in　sterile　deionized　water　and　stored　at　4　OC　till　further　use．

　　　　　　　Alternatively，　DN　A　w　as　purified　by　S　epa　G　ene　kit　（Sanko　J　unyaku　Co，　Tokyo，

Japan），　according　to　the　manufacturers　instructions．　Briefly，　the　erythrocyte　pellet　w　as

hemolized　by　s　uspending　it　in　O．290　N　aCl　and　centrifuged　it　at　1，000　xg　for　5　min．

Supematant　was　discarded　and　the　process　was　repeated　t皿the　supematant　was　clear．

Then　100　pl　of　s　olutio　n　1（Tris　buffer）　w　as　added　to　the　pellet　and　left　it　at　room

temperature　for　10　min．　Thereafter，　100　pl　of　s　olution　II　（guanidine　thiocyanate）　w　as

added　and　pellet　w　as　s　u　spended　gently　using　a　micropipette．　S　even　hundred　mieroliter

of　Solution　III　（Phenol　Chloroform）　and　400　pl　of　s　olution　IV　（sodium　aoetate）　were

added　and　the　s　uspension　w　as　mixed　by　vigorous　handshaking．　After　cennifuging　at

14000　rpm　for　10　min，　s　upernatant　w　as　collected　in　a　new　tube．　Then　the　s　olution　V

（acetate　buffer）　w　as　added　（amo　unt　equal　to　the　one　tenth　v　olume　of　the　s　upernatant）．

After　mixing　by　gentle　inversion　of　tube　equal　volume　of　2－propanol　were　added　and

tubes　were　cenrifuged　at　14，000　rpm　for　10　min．　S　upernatant　w　as　discarded　and　pellet

containing　DNA　w　as　w　as　hed　w　ith　7090　ethanol．　The　DN　A　pellet　was　dissolved　in

sterile　deionized　w　ater　and　s　tored　at　4　O　C　till　further　use．　DN　A　prepared　from　uninfected

erythrocytes　was　used　as　control．

s

Polymerase　chain　reaction　（PCR）　amplification

　　　　　　　PCR　amplification　w　as　performed　in　a　50　pl　reaction　mixture　containing　20　mM

Tris－HCI，　pH　8．4／50　mM　KCI　／2．0　mM　MgCI21　200　ptM　each　of　the　four　dNTPs　／　1．O

pM　each　of　the　oligonucleotide　primers　／　2．5　units　of　Taq　（Therm　us　czquaticus）　DN　A

polymerase　（GIBCO　BRL，　Life　S　cience　Technologies　Inc．，　Gaithersburg，　MD，　U．S．A．）．

Sequence　of　primers　were　derived　from　the　sequence　of　p37　gene　of　B．　equi　（Kubota　et　al．
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unpublished　data）．　Fifty　nanograms　of　genomic　DN　A　w　as　added　to　the　reactions　as

temp　late．　The　reaction　mixture　w　as　overlaid　w　ith　p　araffin　oil　and　s　u　bjected　to　35　cycles

of　amplification　in　a　pro脚able　heating　block（PTC’M　Programmable　Therrnal

Controller，　MJ　Research　lnc．，　Watertown，　Mas　s．，　U　S　A）．　Each　cycle　consisted　of　1　min

of　denaturation　at　940C（4　min　for　the　first　cycle），1m血of　anneahng　at　570C，　and　2　min

of　polymerization　at　73　OC，　with　an　additional　4　min　at　73　OC　after　the　1ast　cycle　．

　　　　　　The　PCR－amplified　products　w　ere　analyzed　by　agaro　se　gel　electrop　hores　is．

Ten　microliters　of　PCR－amplified　DN　A　w　as　s　eparated　on　a　1．590　agarose　gel　in　Tris－

acetate－EDTA　（O．04　M　Tris－acetate　and　O．002　M　EorA　［pH　8．1］）　buffer．　The　gel　was

then　stained　with　ethidium　bromide　（O．5　pg／ml）　for　30　min　and　photographed．

Sensitivity　of　PCR

　　　　　　In　order　to　detemine　the　minimum　possible　amount　of　paras　ite　DN　A　th　at　can　be

amplified　by　PCR－based　as　say　，　serial　10－fold　dilutions　of　purified　B．equi　piroplasm

DNA　from　U　S　A　s　tock　w　ere　amplified　by　PCR　and　the　products　were　analyzed　by

electrophoresis　as　given　above．

　　　　　　Serial　10－fold　dilutions　of　B．equi　i　nfected　erythrocytes　from　an　experimentally

infected　hors　e　w　ere　prepared　to　detem血le　the　minimum　possible　paras　itaemia　detection　by

PCR．　N　ormal　equine　ery血rocytes　w　ere　mixed　w　ith　B．　equi　infected　erythrocytes　to

give　paras　itaemia　from　10　90　to　O．　OOOO　I　90．　DNA　extracted　by　S　epa　Gene　（Sanko

Junyaku　Co，　Tokyo，　J　apan）　from　these　dilutions　of　infected　erythrocytes　and　w　ere

subjected　to　PCR　amplification　as　described　above．
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RESULTS

Polymerase　chain　reaction　（PCR）　amplification　of　B．　equi　p37　gene

　　　　　　Two　PCR　primers　of　20－residue　oligonucleotides　were　synthesized　to　amplify

the　p　37　gene　of　B．　eq　ui．　The　s　equence　of　forw　ard　primer　is　；　5’　primer

AAAGGCCCGTGTATCGTArl’T　and　of　revers　e　primer　is　；　3’　primer

TC’ITC’1’rCCTCCTC”1’rCTGG．　When　genomic　DN　A　of　B．　equi　s　trains　obtained　from

USA，　South　Africa　and　Russia　were　used　（Fig．　14　；　Lanes　1　to　3），　a　single　fragment　of

the　expected　s　ize　o　f　appro　ximately　935　bp　w　as　amp　lified．　There　w　as　no　amplification　of

DNA　observed　w　hen　B．　caballi　DNA　w　as　used　in　the　PCR　reaction　（Fig．　14　；　Lane　4）．

However，　these　primers　also　amplified　a　single　fragment　o　f　1353　bp　from　genomic　DN　A

template　of　T．　s　ergenti　obtained　Chito　s　e　and　Ikeda　districts　o　f　H　okkaido，　Japan　（　Fig．　14　；

Lane　5　and　6）．　N　o　detectable　amplifications　from　other　B　abes　ia　or　Theileria　DN　A　took

place　under　the　same　conditions　（Fig．　14；Lanes　7　to　13）

s

t

When　10　genomic　DNA　templates　of　B．　equi　obtained　from　naturally　infected　horses　from

China　w　ere　s　ubjected　to　PCR，　the　s　ame　935　bp　fragment　w　as　amplified　except　in　s　ample

no．　2　（Fig．　15　；　Lane　2）　having　complement　fixation　（CF）　titre　〈　5．　CF　titres　of　positive

Chinese　samples　were　from　5　to　s　40．　However，　Chinese　sample　no，　9　having　CF　titre

〈　5　was　poorly　amplified　（Fig．　15　；　Lane　9）．

Sensitivity　of　PCR

　　　　　　In　order　to　determine　the　s　ensitivity　o　f　the　P　CR　based　as　s　ay，　10－fold　s　erial

dilutions　of　purified　B．equi　piroplas　m　DNA　from　USA　stock　were　amplified　by　PCR　and

the　products　were　analyzed　by　electrophores　is　（Fig．　16）．　PCR　w　as　sensitive　enough　to

detect　10　pg　B．equi　purified　DNA　used　as　template　DNA　in　PCR　reaction．
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　　　　　　DNA　extracted　from　s　erially　diluted　erythrocytes　of　an　experimentally　infected

horse　were　als　o　s　ubjected　to　PCR．　PCR　could　amplify　B．　equi　DNA　in　horse　blood

with　O．001910　parasitaemia　（Fig．　17）．
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DISCUSSION

　　　　　　　B．　equi　m’　fection　can　be　diagnosed　routinely　by　direct　microscopic　examination

of　Giemsa－stained　blood　smears，　which　is　time－consuming　and　requires　expertise．　This

method　may　not　always　detect　B．　equi－infected　carrier　hors　es　w　hen　parasitemia　is　at　very

low　level．　Advances　in　molecular　biology　have　led　to　the　development　of　diagnostic

as　s　ays　that　use　nucleic　acid　probes　to　detect　pathogens　directly，　specifically，　and

sensitively．　Repetitive　DNA　probes　for　B　cthes　ia　equi　have　been　reported　by　Posnett　and

Ambrosio　（1989）．　These　were　sensitive　enough　to　detect　from　O．590　to　O．002590　of

infected　erythrocytes　in　the　blood．　H　owever，　to　apply　this　hybridization　method　to

clinical　diagno　sis，　there　is　a　serious　problem　to　be　solved．　As　contamination　by　proteins

in　DNA　preparation　may　s　ignificantly　reduce　the　s　ensitivity　o　f　the　method，　phenol－

chloroforrn　extraction　s　hould　be　repeated　s　everal　times．　On　the　other　hand，　the　presence

of　contaminated　protein　in　template　DN　A　for　PCR　amplification　does　not　cau　se　problems

in　direct　amplification　of　DNA　in　lysates　from　field　s　amples．　Thus，　the　DNA

purification　steps　could　be　simplified．

　　　　　　　The　primers　designed　from　the　sequence　of　p37　of　B．　equi　gene　also　amplified　a

1，353　bp　fragment　w　hen　genomic　DN　A　from　bovine　T．　sergenti　（Chitose　and　Ikeda

stocks）　w　ere　used　as　template　DN　A　in　the　PCR．　This　s　uggests　another　1ink　in　the　chain

of　observations　made　by　different　researchers　in　previous　years　regarding　the　relationship

of　B．　equi　w　ith　Theileria　spectes　（Moltmann　et　al．　1983　；Mehlhorn　and　S　chein　1984；

Schein　19889）．　S　ome　considerable　differences　in　the　development　and　reproduction　of

B．　equi　have　been　found　e．　g．　existence　of　exoerythrocytic　schizogony　in　lymphoid　cells

of　expetmentally　infected　horses　（Schein　et　al．　1981）　and　occurrence　o　f　maero一　and

microschizonts　in　lymphocytes　of　infected　horses　in　v　iv　o　and　in　v　itro　by　electron

microscopy　s　tudies　（Moltmann　et　al．　1983）．　Comparisons　of　ribosomal　DN　A　sequences

of　babesia　paras　ites　w　hich　exhibit　the　s　chizogony　in　lymphocytes　（Ellis　et　al．　1992）　and

relationship　of　extrachromosomal　nucleic　acid　element　in　several　apicmoplexan　paras　ites
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e．g．，　Toxoplasma　g　ondii，　Eim　eria　tenella，　Theilena　parv　a，　B．　m　icro　ti，　B．　equi　，　B．　ovis

and　T．　annulata　（Joseph　et　al．　1989　；　S　chelp　et　al．　1995），　favours　the　erection　of　a　third

genu　s　with　in　the　s　ubclas　s　Piroplasmia　ln　the　frrst　part　of　this　thesis，　N－terminal　amino

acid　sequence　analysis　of　p30　and　p28　of　B．　equi　piroplasm　proteins　also　provides

evidence　for　a　close　relationship　of　B．　equi　p30　and　p28　with　the　s　urface　proteins　of　other

Theilen’a　s　pecies　of　cattle，　p　32　of　T　sergenti　and　p33　of　T．　buffeli　（Kaw　azu　et　at．　1992　；

Matsuba　et　al．　1993）．

　　　　　　　The　prirners　des　igned　in　this　s　tudy　appears　to　be　highly　s　pecific　for　B．　equi

since　there　w　as　no　detectable　amplification　of　DNA　from　equine　erythrocytes　and　other

hemoparas　ites　including　B　abes　ia　（B．　caL）alli，　B．　bovis，　B．　bigem　ina　B．　ovata）　and

The”εガ・（T・parva　T・annulatq　T・buffeのspecies．　The　amplificati・n・f　a　1，353　bp

DN　A　fragment　by　the　primers　designed　in　the　present　s　tudy　w　ill　not　effect　the　speeificity

of　the　tes　t　as　T．　sergenti　i’s　a　cattle　parasite　and　horses　are　not　infected　with　this　paras　ite．

Moreover，　the　s　ize　of　the　DNA　fragment　（1，353　bp）　amplified　by　these　primers　from

T．　sergenti　DNA　is　different　from　the　size　of　DNA　fragment　（935　bp）　amplified　from

B．　equi　DNA　used　as　template　in　this　test．　PCR　based　as　say　is　sensitive　enough　to

detect　10　pg　of　purified　B．　eq　ui　DN　A　u　s　ed　as　template　DN　A．　Amplification　of　paras　ite

DNA　by　PCR　has　advantages　over　other　methods　of　detecting　horses　pers　is　tently　infected

with　B．　equi，　because　paras　ites　are　difficult　to　detect　by　conventional　diagnostic　methods．

The　primers　used　in　this　s　tudy　could　amplify　B．　equi　DNA　in　the　infected　horse　blood

wi山IO’3　parasitae面a　Used　in　c・njucti・n　wi血ser・1・9ical　assays　PCR　test　can

facilitate　more　accurate　diagnosis　of　equine　piroplasmosis　in　carrier　animals．
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ABSTRACT

　　　　　　A　polymerase　chain　reaction　（PCR）　bas　ed　as　s　ay　w　as　developed　to　detect　DNA　of

B6めesia　equi　jn　naturally　and　experimentally　infected　horse　blood．　The　PCR　was　used

to　amplify　the　gene　of　37　kDa　protein　from　piroplas　m　DN　A．　A　pair　of　s　ynthetic

oligonucleotide　prirners　des　igned　from　the　gene　encoding　p　37　of　B．　equi　amplified　a

single　fragment　Qf　approximately　935　bp　w　hen　the　genomic　DNAs　from　U　S　A，　S　outh

African，　Russian　and　Chines　e　B．　equi　stocks　were　used　as　template　DNAs　in　PCR．

These　primers　also　amplified　a　single　fragment　of　1，353　bp　from　genomic　DNA　templa¢

of　Theileria　sergen　ti　Chitose　and　lkeda　s　tocks．　However，　no　detectable　amplifications

from　DNAs　of　other　B　abesia　or　Theileria　species　took　place　under　the　s　ame　conditions．

PCR　w　as　sensitive　enough　to　detect　10　pg　B．equi　purified　DNA　used　as　template　DNA　in

PCR　reaction　and　could　als　o　amplify　B．　equi　DNA　in　horse　blood　with　O．OO　190

parasmaerma．
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Fig．　14　PCR　amplification　of　B．　eq　ui　DN　A　from　different　geographic　locations　and　of

other　hemoparasite　DNAs．

Fifty　nanograms　of　genomic　DN　A　from　different　hemoparas　ites　w　ere　amplified　by　PCR

and　10　pl　of　PCR　product　from　each　s　ample　w　ere　electrophoresed　on　a　1．5　90　agarose　gel

and　DNA　were　visualized　by　ethidium　bromide．
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Fig．　15　P　CR　amplification　of　B．　equi　DN　A　extracted　from　naturaily　infected　horse

blood　obtained　from　China．
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Fifty　nanograms　of　genomic　DNA　were　amplified　by　PCR　and　10　pl　PCR　product　from

each　sample　were　electrophoresed　on　a　1．5　90　agarose　gel　and　DNA　were　visualized　by

ethidium　bromide．　Molecular　mas　s　markers　are　23．13，　9．42，　6．56，　4．36，　2．32，　2．02，

1．353，　1．078，　8．72　and　6．03　kbp．
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Fig．　16　Detection　of　PCR　amp　lified　B．　eq　ui　DN　A　from　experimentally　infected　horse

blood．

Blood　infected　with　10　90　paras　itaemia　w　as　w　as　hed　and　50　pl　of　packed　infected

erythrocytes　were　mixed　with　450　pl　of　w　as　hed　packed　normal　horse　erythrocytes．　This

suspension　was　ten－fold　serially　diluted　with　was　hed　packed　normal　horse　erythrocytes　to

obtain　blood　s　amples　w　ith　parsitaemia　from　10　90　to　105　90．　DNA　w　as　extracted　from

each　d逓ution　and　dis　solved　in　50叫of　sterile　deionized　water．　Ten　microhter　DNA　f『om

each　dilution　w　as　s　ubjected　to　PCR　and　PCR　products　（10　pl　from　each　s　ample）　w　ere

electrophoresed　on　a　1．5　90　agarose　gel　and　DNA　w　ere　visualized　by　ethidium　bromide．

Molecular　mass　markers　are　6．56，　4．36，　2．32，　2．02，　1．353，　1．078，　8．72　and　6．03　kbp．　．
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Fig．　17　Detection　of　PCR　amplified　DNA　from　purified　B．　equi　piroplasm　DNA．
卜
「

Purified　B．　equi　piroplasm　DNA　was　tenfold　serially　diluted　with　sterile　deionized　water

and　subjected　to　PCR．　PCR　products　（10　pl　from　each　dilution）　were　e1ectrophoresed

on　a　1．5　90　agarose　gel　and　DNA　were　visualized　by　ethidium　bromide．　Molecular　mas　s

markers　are　23．13，　9．42，　6．56，　4．36，　2．32，　2．02，　1．353，　1．078，　8．72　and　6．03　kbp．
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　　　　　　　In出is　s加dy　immun・d・minant　p廿・plasm　surface　pr・te血s・f　B．　equi　and

B．　caL）alli　have　been　characterized　by　one　and　two　dimensional　（2D）　sodium　dodecyl

sulfate　polyaerylamide　gel　electrophoresis　（SDS－PAGE），　Triton　X－114　partitioning，　N－

temiinal　aminoacid　sequencing　and　development　of　monoclonal　antibodies　againstB．　equi

piroplasms．　Westernblot　using　antisynthetic　peptide　immune　sera　monoclonal

antibodies　（MoAbs）　based　Enzyme　1inked　immunosorbent　assay　（ELISA）　and　Polymerase

chain　amplification　（PCR）　based　assay　have　also　been　developed．　These　diagnostic

tools　can　facilitate　the　accurate　diagnosis　of　mixed　equine　piroplas　ma　infections　in　infected

horse　blood　as　they　can　specifically　identify　the　B．　equi　piroplasm　surface　proteins　and

DNA　both　in　acute　or　carrier　s　tate　of　the　diseas　e．　The　s　ummary　of　s　alient　resuks

obtained　is　as　below：

1．　Molecular　weights　（Mt）　of　major　B．　equi　piroplasm　proteins　s　eparated　by　2D　S　DS－

　　　PAGE　were　18，　28，　30，　41，　43，　54，　66．5　and　96　kDa．

2．1㎜unoblot副ysis　reve訓ed　6　i㎜unodo血nant　B．　equi　piroplasm　proteins　of　15，

　　　　18，　28，　30，　41　and　96　kDa　as　identified　by　an　exprimentally　infected　horse　irnmune

　　　　serum．

3．　lmmunodominant　B．　equi　piroplasm　proteins　of　Mr　18　and　28　and　30　kDa　were

　　　membrane一　bound　proteins　as　revealed　by　Triton　X－1　14　phase　partitioning．

4．　Similarities　in　N－tenninal　aminoacid　sequences　of　p28，　p30　（B．　equi）　and　p32　of

　　　　（T．　sergenti）　suggests　relationship　of　Babesia　and　Theileria　species．
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5．　Anti－synthetic　peptide　sera　produced　against　p28　and　p30　of　B．　equi　can　be　used　for

　　　differentiai　diagnosis　of　the　two　Babesia　species　（B．　equi　and　B．　caballi）　in　horses．

」
苧

6．　All　the　three　MoAbs　produced　against　the　B．　eq　ui　piroplas　ms　recognized　the　s　ame

　　　epitope　on　p　l　8　of　B．　equi　piroplasms　as　indicated　by　competitive　inhibition　ELISA．

7．　Negative　resuks　in　two－site　ELISA　（using　MoAbs）　s　uggest　absence　of　repetitive

　　　epitopes　on　p　1　8．

8．As　the　MoAbs　produced　iden面ed　a　single　protein　and　showed　no　crossreacdon

　　　with　B．　ctthalli　or　equine　erythrocyte　proteins，　these　can　be　used　in　the　differential

　　　diagnosis　of　mixed　equine　piroplasma　infections．

9 A　pair　of　synthetic　oligonucleotide　primers　designed　from　the　gene　encoding　p37　of

B．　equi　amplified　a　s　ingle　fragment　of　approximately　935　bp　w　hen　the　genomic

DNA　from　U　S　A，　S　outh　African，　Russian　and　Chinese　B．　equi　stocks　were　used　as

template　DNA　in　PCR　based　assay　．

10．　The　amplification　of　a　s　ingle　fragment　of　1，353　bp　from　genomic　DNA　template　of

　　　T．　sergenti　from　Chitose　and　lkeda　s　tocks　s　uggesting　a　genetic　s　irnilarity　among

　　　B．　equi　and　these　stocks．

11．　No　detectable　amplifications　from　other　B　abes　ia　（B．　bov　is，　B．　bigem　ina　and

　　　B．　ovata）　or　Theileria　（T．　parv　a　T．　annulata　and　T．　buffeli）species，　especially

　　　B．　cabulli，　in　PCR　suggets　that　primers　are　specific　for　B．　equi．

12．　PCR　was　sensitive　enough　to　detect　10　pg　B．equi　purified　DNA　used　as　template

　　　　DNA　in　PCR　reaction．
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．

13． In　conjuction　with　serological　as　says　PCR　test　can

diagnosis　of　equine　piroplasmosis　in　carrier　anin）als

B．　equi　DNA　in　horse　blood　with　O．OO　I　90　parasitaemia．

be　u　s　ed　for　the　accurate

as　the　tes　t　could　amplify
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