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ABSTRACT

INTRODUCTION. Babesiosis is caused by one of several Babesia species. In Europe, B. divergens predominates 
in humans, while in North America it is B. microti. Babesia spp. infection in donors with a disease-free course 
of infection can be a major problem in blood recipients. A recipient with impaired immune system functions is 
at risk of full-blown development of the disease. In Poland and in most countries of the world, blood donors are 
not routinely tested for Babesia spp. infection. In our previous study, we detected Babesia venatorum DNA in 
blood donors, which was the reason for expanding the study to include more test subjects.
OBJECTIVE. The aim of this study was an attempt at estimating the prevalence of asymptomatic infection 
with Babesia spp. among blood donors from the Regional Centres for Blood Donation and Blood Treatment in 
Warsaw and Wrocław.
MATERIALS AND METHODS. The material for the study was whole blood from regular blood donors from 
two Regional Centre for Blood Donation and Blood Treatment in Warsaw and Wrocław. Whole blood samples 
from 1,067 blood donors collected in June–July 2022 were analyzed. Blood collected directly from the donor 
during the blood donation procedure. All persons qualified by a doctor as a donor were selected for the study, 
regardless of age and sex. All subjects were informed in detail about the purpose of the study and gave their 
written consent. Isolation was made by using the Chelex 100 chelating resin, followed by the studying of the 
genetic material using the qPCR reaction. The results were analysed based on the amplification curve.
RESULTS. The protozoan Babesia spp. was not detected in the blood samples.
CONCLUSIONS. The risk of blood-borne babesiosis is extremely low in Poland.

Keywords: Babesia spp., blood donors, transfusion transmitted babesiosis, TTB

STRESZCZENIE

WSTĘP. Babeszjoza wywoływana jest przez jeden z kilku gatunków Babesia. W Europie u ludzi dominuje 
głównie B. divergens, natomiast w Ameryce Północnej jest to B. microti. Zarażenie Babesia spp. u dawców, 
u których przebieg zarażenia jest bezobjaowy – może stanowić duży problem u biorców krwi. Biorca z upośle-
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INTRODUCTION

Babesiosis in humans is caused by several out of 
approximately a hundred known species in the genus 
Babesia. In North America, the most common species 
affecting humans is Babesia microti, which is less 
common in Europe. Another species of the genus – 
B. divergens – is found more frequently in humans 
in Europe (1). Babesiosis is known to be caused not 
only through tick-borne transmission – the infection 
can also occur via a  non-vector route during blood 
transfusion – TTB (transfusion transmitted babesiosis) 
and through the placenta (2).

In vitro studies have shown that B. microti survives 
for at least 21 days in erythrocytes with anticoagulant 
(EDTA) stored at 4°C. It was experimentally found 
that a small number of infected erythrocytes is needed 
to infect another host by transfusion of red blood cell 
concentrate. In an experiment on hamsters, when 
given 30  infected erythrocytes, 40% of the animals 
became infected. When the dose of infected cells was 
increased tenfold, 100% of the test animals became 
infected (3). Blood transfusion from donors who have 
not been diagnosed with babesiosis can be particularly 
dangerous for recipients with impaired immune 
system functions. This poses a major problem from the 
point of view of blood donation, particularly relevant 
in areas endemic for babesiosis (4).

In the United States of America, the estimated 
prevalence of asymptomatic infections is 20% 
among adults. Although infection in humans can be 
asymptomatic, cases of severe course with multi-organ 
failure are known. The symptomatic disease in patients 
without immune system dysfunction is manifested by 
fever, chills, flu-like symptoms, excessive perspiration, 
malaise, general fatigue and headaches. Much less 

WSTĘP

Babeszjoza u ludzi wywoływana jest przez kilka, 
z  około stu znanych, gatunków z  rodzaju Babesia. 
W Ameryce Północnej najczęściej występującym ga-
tunkiem u  ludzi jest Babesia microti, która w Euro-
pie u ludzi występuje rzadziej. Częściej u ludzi w Eu-
ropie odnotowuje się inny gatunek z  tego rodzaju –  
B. divergens (1). Wiadomo, że babeszjoza może być 
wywołana nie tylko po przeniesieniu pierwotniaka 
podczas żerowania kleszcza, do zarażenia może dojść 
również drogą pozawektorową podczas transfuzji 
krwi – TTB (ang. Transfusion transmitted babesiosis) 
oraz przez łożysko (2).

W badaniach in vitro wykazano, że B. microti prze-
żywa co najmniej 21 dni w erytrocytach z dodatkiem 
antykoagulantu (EDTA) przechowywanych w tempe-
raturze 4°C. Na drodze eksperymentu wykazano, że 
niewielka ilość zarażonych erytrocytów jest potrzeb-
na, aby zarazić kolejnego żywiciela na drodze trans-
fuzji koncentratu krwinek czerwonych. W  ekspery-
mencie na chomikach podanie im 30 zarażonych ery-
trocytów powodowało zarażenie 40% zwierząt. Przy 
dziesięciokrotnym zwiększeniu dawki zakażonych 
komórek zarażeniu ulegało 100% badanych zwierząt 
(3). Transfuzja krwi od dawców, u których nie zdia-
gnozowano babeszjozy może być szczególnie niebez-
pieczna dla biorcy z upośledzonymi funkcjami układu 
odpornościowego. Stanowi to duży problem z punktu 
widzenia krwiodawstwa szczególnie istotny na obsza-
rach endemicznego występowania babeszjozy (4).

Szacuje się, że w Stanach Zjednoczonych Ameryki 
częstość bezobjawowych zarażeń wynosi 20% wśród 
dorosłych. Mimo, że zarażenie u ludzi może przebie-
gać bezobjawowo, znane są przypadki ciężkiego prze-
biegu z  niewydolnością wielonarządową. Objawowy 

dzonymi funkcjami układu odpornościowego jest narażony na pełnoobjawowy rozwój tej choroby. W Polsce 
oraz w większości krajów świata dawcy krwi nie są rutynowo badani w kierunku zarażenia przez Babesia spp. 
W naszych poprzednich badaniach wykryliśmy DNA Babesia venatorum we krwi dawcy krwi, co stanowiło 
powód rozszerzenia badań o większą ilość badanych osób.
CEL PRACY. Celem praca była próba oszacowania częstości występowania bezobjawowego zarażenia przez 
Babesia spp. wśród dawców krwi z Regionalnych Centrów Krwiodastwa i Krwiolecznictwa w Warszawie i we 
Wrocławiu.
MATERIAŁ I METODY. Materiał do badań stanowiła krew pełna pochodząca od regularnych krwiodawców 
z dwóch Regionalnych Centrów Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Warszawie i Wrocławiu. Analizie podda-
no próbki krwi pełnej od 1067 dawców krwi pobranych w czerwcu–lipcu 2022 r. Krew pobrana bezpośrednio 
od dawcy podczas procedury donacji krwi. Do badania wybierano wszystkie osoby zakwalifikowane przez le-
karza jako dawca bez względu na wiek oraz płeć. Wszystkie badane osoby zostały szczegółowo poinformowane 
o celu badania i wyraziły na nie pisemną zgodę. Do badań wykorzystano metodę izolacji z użyciem żywicy 
chelatującej Chelex 100, a następnie przeprowadzono badanie materiału genetycznego za pomocą reakcji qPCR. 
Wyniki analizowano na podstawie krzywej amplifikacji.
WYNIKI. W badanych próbach krwi nie wykryto DNA Babesia spp.
WNIOSKI. Ryzyko transmisji babeszjozy na drodze transfuzji krwi w Polsce jest niskie.

Słowa kluczowe: Babesia spp., blood donors, transfusion transmitted babesiosis, TTB 
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Bezobjawowe zarażenie Babesia spp. wśród dawców krwi... Asymphatic carrier of Babesia spp. among blood donors... 

common are cough, joint pain, sore throat, abdominal 
pain, nausea, emotional instability and depressive 
states. Hepatosplenomegaly, jaundice, retinopathy, 
redness of the throat may also occur. Very rarely, there 
is a rash and erythema indicating concurrent infection 
with bacteria from the genus Borrelia (5).

In the United States of America, 256 cases of 
transfusion of Babesia spp. infected blood components 
were reported, resulting in 165  recipients becoming 
infected. Importantly, 19% of infected blood recipients 
died from complications of babesiosis (6). Similar 
studies have also been conducted in Canada and China.

In Poland, as in most countries around the world, 
blood donors are not tested for Babesia spp. infection, 
which means there is certain likelihood of therapeutic 
use of blood and blood products from asymptomatic 
carriers of this pathogen. In Poland, there are several 
legal acts indicating the use of a  procedure when 
babesiosis is detected in a blood donor. They include 
the Announcement of the Minister of Health dated 
30  March  2021, which lists B. microti as an agent 
subject to notification in case it is detected in the donor 
or the recipient is found to be infected through blood 
transfusion (7). This act does not mention other species 
of the genus Babesia.

Because we detected DNA of Babesia sp. 
“venatorum” in a  sample taken from a  blood donor 
(material from 2018, 200 samples were tested) (8), 
a  decision was made to test a  larger group of blood 
donors.

OBJECTIVE

The aim of this study was an attempt at estimating 
the prevalence of asymptomatic infection with Babesia 
spp. among blood donors from the Regional Centres 
for Blood Donation and Blood Treatment in Warsaw 
and Wrocław and assessing the risk of using infected 
blood in blood donations.

MATERIAL AND METHODS

The study material consisted of whole blood 
collected on an anticoagulant (EDTA) from 1,067 
regular blood donors from the two Regional Centres 
for Blood Donation and Blood Treatment. The 
study included all persons qualified by a  physician 
as a  donor, regardless of age and sex. All the study 
subjects were informed in detail of the aim of the study 
and expressed their written consent.

The Bio-Rad Chelex 100 chelating resin was used 
for DNA isolation. Chelex 100 is a  resin featuring 
a high affinity for multivalent metal ions. During DNA 
isolation, it binds and removes ions to prevent DNA 
damage and reduces DNA polymerase inhibitors. 

przebieg u  pacjentów bez dysfunkcji układu odpor-
nościowego manifestuje się wystąpieniem gorączki, 
dreszczy, objawów grypopodobnych, potów, złego 
samopoczucia, ogólnego zmęczenia i  bólów głowy. 
Znacznie rzadziej pojawia się kaszel, bóle stawów, 
bóle gardła, bóle brzucha, nudności, chwiejność emo-
cjonalna i  stany depresyjne. Może również wystąpić 
hepatosplenomegalia, żółtaczka, retinopatia, zaczer-
wienienie gardła. Bardzo rzadko występuje wysypka 
i rumień wskazujący na równoczesne zakażenie przez 
bakterie z rodzaju Borrelia (5).

W  Stanach Zjednoczonych Ameryki odnotowa-
no 256 przypadków przetoczenia zarażonych przez  
Babesia spp. składników krwi, na skutek czego 165 
biorców uległo zarażeniu. Niezwykle ważnym jest 
fakt, że 19% zarażonych biorców krwi zmarło na sku-
tek powikłań babeszjozy (6). Podobne badania prowa-
dzone były również w Kanadzie i Chinach.

W  Polsce tak jak w  większości krajów na świe-
cie dawcy krwi nie są badani w  kierunku zarażenia 
przez Babesia spp. Istnieje zatem pewne prawdopo-
dobieństwo wykorzystania w terapii preparatów krwi 
i krwiopochodnych pochodzących od bezobjawowych 
nosicieli tego patogenu. W  Polsce obowiązuje kil-
ka aktów prawnych, wskazujących na zastosowanie 
procedury w przypadku wykrycia babeszjozy u daw-
cy krwi. Jednym z nich jest Obwieszczenie Ministra 
Zdrowia z  dnia 30 marca 2021 roku, w którym wy-
mienia B. microti, jako czynnik podlegający zgłosze-
niu w przypadku wykrycia go u dawcy lub stwierdze-
nia zakażenia biorcy na drodze transfuzji krwi (7). 
Akt ten nie wspomina o innych gatunkach z rodzaju  
Babesia.

W związku z wykryciem przez nas DNA Babesia 
spp. „venatorum” w  próbce pochodzącej od dawcy 
krwi (materiał z 2018 roku, zbadano 200 próbek) (8), 
postanowiliśmy zbadać większą grupę dawców krwi.

CEL PRACY

Celem pracy była próba oszacowania częstości wy-
stępowania bezobjawowego zarażenia przez Babesia  
sp. wśród dawców krwi z  Regionalnych Centrów 
Krwiodastwa i  Krwiolecznictwa w  Warszawie i  we 
Wrocławiu oraz ocena ryzyka wykorzystania zarażo-
nej krwi w krwiolecznictwie

MATERIAŁ I METODY

Materiał do badań stanowiła krew pełna pobrana 
na antykoagulant (EDTA), pochodząca od 1067 regu-
larnych dawców krwi z dwóch Regionalnych Centrów 
Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa. Do badania wybie-
rano wszystkie osoby zakwalifikowane przez lekarza 
jako dawca bez względu na wiek oraz płeć. Wszystkie 
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badane osoby zostały szczegółowo poinformowane 
o celu badania i wyraziły na nie pisemną zgodę.

Do izolacji DNA wykorzystano żywicę chelatują-
cą Chelex 100 firmy Bio-Rad. Chelex 100 jest żywicą 
o  wysokim powinowactwie do jonów metali wielo-
wartościowych. Podczas izolacji DNA wiąże i usuwa 
jony zapobiegając uszkodzeniom DNA i redukuje in-
hibitory polimerazy DNA. 

Procedura izolacji została przeprowadzona w  na-
stępujący sposób. Do jałowej probówki typu eppendorf 
(1,5 ml) dodano 200 µl 20% zawiesiny żywicy Chelex 
100 w jałowej wodzie destylowanej, 20 µl proteinazy K 
i 10 µl krwi badanej. Mieszaninę inkubowano w tem-
peraturze 56°C przez 2,5 h, następnie w 96°C przez 15 
minut; po inkubacji próbę intensywnie worteksowano 
i następnie wirowano 10 minut przy względnej sile od-
środkowej 12000 × g. Wyizolowany materiał przecho-
wywano w temperaturze lodówki do dalszej analizy. 
Metodą qPCR amplifikowano fragment genu małej 
podjednostki rRNA według metodyki Rożej-Bielickiej 
i wsp. (9). Każda reakcja została wykonana w dwóch 
powtórzeniach. Jako kontrolę ujemną wykorzystano 
jałową wodę, natomiast kontrolę dodatnią stanowiły 
próbki DNA B. microti (izolat pochodzący z krwi za-
rażonego człowieka), B. divergens (izolat pochodzący 
z kleszcza) i B. venatorum (izolat pochodzący od za-
rażonego człowieka). Przedział ufności dla frakcji za-
rażonych próbek obliczono zgodnie z metodą Wilsona 
(10), wg wzoru:

gdzie n – liczba zbadanych próbek, m – liczba dodatnich 
próbek, t – parametr zależny od poziomu ufności (dla 
poziomu równego 95% wynosi on 1,96).

Na przeprowadzenie badań z  udziałem krwio-
dawców została wydana pozytywna opinia Komisji 
Bioetycznej przy Narodowym Instytucie Zdrowia Pu-
blicznego PZH – Państwowym Instytucie Badawczym 
o numerze 4/2022 z dnia 1.06.2022.

WYNIKI

W  żadnej z  badanych 1067 próbek nie wykryto 
DNA Babesia spp. (przedział ufności 0-0,0037). Na 
podstawie obliczonego przedziału ufności możemy 
zatem stwierdzić, że w badanej populacji dawców od-
setek zarażonych nie przekracza 0,37% (poziom ufno-
ści 95%).

The isolation procedure was carried out as follows. 
To a sterile Eppendorf tube (1.5 mL), 200 µL of a 20% 
suspension of Chelex 100 in sterile distilled water, 20 µL 
of proteinase K and 10 µL of tested blood were added. 
The mixture was incubated at 56°C for 2.5 h, then at 
96°C for 15 minutes; after incubation, the sample 
was intensively vortexed and then centrifuged for 
10 minutes at a relative centrifugal force of 12,000 × g. 
The isolated material was stored at a  refrigerator 
temperature for further analysis. A  fragment of the  
small subunit rRNA gene was amplified by qPCR 
according to the method developed by Rożej-Bielicka 
et al. (9). Each reaction was performed in duplicate. 
Sterile water was used as a  negative control, while 
DNA samples of B. microti (an isolate derived from the 
blood of an infected person), B. divergens (an isolate 
derived from a  tick) and B. venatorum (an isolate 
derived from an infected person) constituted positive 
control. The confidence interval for the fraction of 
infected samples was calculated based on the Wilson 
method (10) according to the formula:

where n – the number of samples tested, m — the number 
of positive samples, t – the parameter depending on 
the confidence level (for a  confidence level of 95%, the 
parameter is 1.96).

A favourable opinion of the Bioethics Committee 
of the National Institute of Public Health PZH – 
National Research Institute, reference 4/2022, dated 
1 June 2022, was given for conducting the study with 
the participation of blood donors.

RESULTS

Babesia spp. DNA was not detected in any of the 
1,067  samples tested (confidence interval 0-0.0037). 
Based on the calculated confidence interval, we 
can therefore conclude that, in the donor population 
studied, the percentage of infected persons does not 
exceed 0.37% (95% confidence level).

DISCUSSION

Currently, there is a  significant increase in the 
worldwide incidence of tick-borne diseases in 
humans and animals. Climate change and increased 
human and animal migration play a  key role in this 
phenomenon. Changes in the environment, whereby 
increasingly more areas of urban greenery are left 
without human intervention to protect soil and water 
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resources, favour an increase in the population of 
ticks and their host animals (such as small rodents). 
Diseases transmitted by these arachnids include Lyme 
disease, anaplasmosis, tick-borne encephalitis (TBE), 
but also babesiosis, which, in our part of the world, is 
associated with a canine disease.

Most donor testing data comes from the United 
States of America, Canada and China. Between 
2012 and 2018, the American Red Cross conducted 
screening in the states of Massachusetts, Connecticut, 
Minnesota and Wisconsin. In their study, the authors 
performed serological and molecular tests of more than 
500,000  blood donations, resulting in 1,299  donors 
found to be infected. Also, the same authors observed 
that no cases of babesiosis transmitted by blood 
transfusion were found during their study (11). 

Canada may also be at risk of more frequent cases 
of babesiosis in donors, as the range of the Ixodes 
scapularis tick is gradually expanding into eastern and 
central Canada. In 2013, the first endemic and out-of-
hospital case of infection by B. microti was discovered 
in central Manitoba, Canada (12). In 2013, nearly 
14,000 blood donors in regions of Canada adjacent 
to Babesia spp. endemic areas in the US were also 
tested for antibodies to B. microti. No positive cases 
were detected. In another 2018 study in Canada, more 
than 50,000 blood donors were tested for B. microti by 
means of PCR. One positive sample was detected. 

In Europe, on the other hand, only about 40 human 
cases of babesiosis have been reported so far, mainly in 
France, Ireland and the UK. Cases of the disease have 
also been confirmed in Portugal, Sweden, Switzerland, 
Spain and Croatia (13).

The first human case of babesiosis in Poland 
was described by Welc-Falęciak et al. in an 
immunocompetent forester found to be infected with 
B. microti (14). In 2022, we detected Babesia DNA in 
blood donor material for the first time in Poland. Based 
on the sequence of the 18S rRNA gene fragment, 
we identified Babesia sp. “venatorum” (GenBank 
Accession Number: ON796483) (8). This is extremely 
essential information from the point of view of the 
safety of blood treatment and the epidemiology of rare 
zoonotic diseases.

The lack of positive results in this study is likely 
due to the actual lack of infected individuals in the 
study group, indicating an actual low prevalence rate. 
The method of DNA isolation using the Chelex 100 
resin is characterized by high efficiency; in addition to 
forensic medicine, this method is used in the detection 
of trace genetic material of various pathogens (15). 
Nevertheless, we cannot exclude false-negative results 
due to the limitations of the method.

According to data provided by Statistics Poland in 
2017, there were almost 613  thousand blood donors, 

DYSKUSJA

Obecnie, na świecie obserwuje się znaczny wzrost 
zachorowań ludzi i  zwierząt na choroby odkleszczo-
we. Istotnym czynnikiem są tu zmiany klimatu oraz 
wzmożone migracje ludzi i zwierząt. Zmiany otocze-
nia polegające na pozostawianiu coraz większych ob-
szarów zieleni miejskich bez ingerencji ludzkiej w celu 
ochrony gleby i zasobów wód, sprzyjają wzrostowi po-
pulacji kleszczy oraz zwierząt (np. drobnych gryzoni), 
będących ich żywicielami. Do chorób przenoszonych 
przez pajęczaki zaliczamy między innymi boreliozę, 
anaplazmozę, odkleszczowe wirusowe zapalenie opon 
mózgowych (KZM), ale również kojarzącą się w na-
szej części świata z chorobą psów – babeszjozę.

Najwięcej danych dotyczących badań dawców po-
chodzi ze Stanów Zjednoczonych Ameryki, Kanady 
oraz Chin. W  latach 2012-2018 Amerykański Czer-
wony Krzyż wykonał badania przesiewowe w stanach 
Massachusetts, Connecticut, Minnesota i Wisconsin. 
W swoich badaniach autorzy przeprowadzali badania 
serologiczne i  molekularne ponad 500 tysięcy dona-
cji krwi, w  wyniku czego 1299 dawców uznano za 
zarażonych. Ci sami autorzy odnotowali, że w czasie 
prowadzonych przez nich badań nie stwierdzono przy-
padków babeszjozy przeniesionej na drodze transfuzji 
krwi (11). 

Również Kanada może być narażona na częstsze 
przypadki babeszjozy u  dawców, ponieważ zasięg 
występowanie kleszcza Ixodes scapularis rozszerza 
się stopniowo w  kierunku wschodniej i  centralnej 
Kanady. W 2013 roku odkryto pierwszy endemiczny 
i poza szpitalny przypadek zarażenia przez B. microti 
w  centralnie położonej Manitobie w  Kanadzie (12). 
W  2013 przetestowano również na obecność prze-
ciwciał przeciwko B.microti blisko 14 tysięcy dawców 
krwi w regionach Kanady, znajdujących się w sąsiedz-
twie obszarów endemicznego występowania Babesia 
spp. w USA. Nie wykryto pozytywnych przypadków. 
W kolejnym badaniu w roku 2018 w Kanadzie przete-
stowano ponad 50 tysięcy dawców krwi na obecność 
B. microti za pomocą metody PCR. Wykryto jedną 
próbkę dodatnią. 

Z kolei w Europie dotychczas odnotowano jedynie 
około 40 przypadków babeszjozy u ludzi, głównie we 
Francji, Irlandii oraz Wielkiej Brytanii. Potwierdzo-
no również przypadki choroby w Portugalii, Szwecji, 
Szwajcarii, Hiszpanii i Chorwacji (13).

Pierwszym w Polsce przypadek babeszjozy u czło-
wieka opisała Welc-Falęciak i wsp. u immunokompe-
tentnego leśniczego stwierdzono zarażenie B. microti 
(14). W 2022 r. po raz pierwszy w Polsce wykryliśmy 
DNA Babesia w  materiale pochodzącym od dawcy 
krwi. Na podstawie sekwencji fragmentu genu 18S 
rRNA zidentyfikowaliśmy wtedy Babesia sp. „vena-
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more than 1.3  million donations were made, which 
were used to produce almost 1.2 million preparations 
of red blood cell concentrate (16). The fact that the 
first case was detected in a donor will probably spark 
interest in the topic of babesiosis in blood donation. In 
her 2010 paper, Welc-Falęciak came to the conclusion 
that the lack of reported cases may be caused not by 
the actual lack of cases, but by low medical awareness 
and lack of proper diagnostic tools (17). We share this 
assumption. Despite the passage of time, we still do 
not have procedures in place in Poland to routinely test 
blood donors.

To date, no studies have been conducted in Poland 
to estimate the incidence of Babesia spp. infections in 
humans. Only studies have been conducted on selected 
occupational groups in contact with ticks that can 
transmit Babesia. In serological studies of foresters, 
antibodies to anti-B. microti were detected in 9% (5/54) 
of subjects (18). Another study on foresters showed 
that 23% (50/216) of the subjects had antibodies to 
B. microti (19). In contrast, in a  study conducted on 
a group of young people from the northeastern regions 
of Poland (endemic region, 142  people), antibodies 
to Babesia microti were found in only 1.4% (2/142); 
no antibodies were then found in the control group 
(Central Poland region, 60 people) (20).

Our preliminary study confirms the need to expand 
molecular and serological diagnostics to rule out the 
presence of Babesia spp. in blood donors.
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