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ABSTRACT. Two species of hookworms from genus Uncinaria have been found so far in Poland. Uncinaria stenoce-
phala infects mainly dog, wolf and red fox, whereas Uncinaria criniformis is a parasite of mustelids (but it was also re-
ported from red fox). 19 male and 29 female hookworms from red foxes have been compared with 10 male and 12 fe-
male worms from dogs. Hookworms from dogs were generally smaller than these from foxes, but no other morpholo-
gical differences could be found. These hookworms were qualified to species Uncinaria stenocephala on the ground of
morphology of male. Genomic DNA samples have been isolated from these hookworms and segments of rDNA inclu-
ding part of small subunit of ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 (ITS1); 5.8 S ribosomal RNA; internal
transcribed spacer 2 (ITS2) and part of large subunit of ribosomal RNA have been amplified and sequenced. Sequences
from Uncinaria obtained both from foxes and dogs have shown very high similarity to the sequence of Uncinaria ste-

nocephala, so all examined hookworms have been classified as belonging to this species.

Key words: dog, red fox, Uncinaria

Wstep

Nadrodzina Ancylostomatoidea, do ktérej naleza
przedstawiciele rodzaju Uncinaria, obejmuje szereg
gatunkéw pasozytniczych nicieni znanych pod pol-
skg nazwa tegoryjce. Znaczenie medyczne i wetery-
naryjne tegoryjcéw, ze wzgledu na sposéb odzywia-
nia si¢ (sg to nicienie krwiopijne) oraz powszech-
nos¢ wystepowania, jest ogromne. Szacuje si¢, ze
okoto 1,3 miliarda ludzi na calym $wiecie zarazo-
nych jest jednym z atakujacych cztowieka gatun-
kéw tej grupy [1]. Nie ma szczegbétowych danych
dotyczacych globalnej liczby zarazonych tggoryjca-

mi zwierzat migsozernych, ale réwniez w medycy-
nie weterynaryjnej tegoryjczyce stanowig powazny
problem. Uncinaria stenocephala jest gatunkiem
docierajagcym najdalej na pétnoc i w strefie klimatu
umiarkowanego (réwniez w Polsce) jest najszerzej
rozpowszechnionym tggoryjcem psowatych.

Uncinaria stenocephala zostala opisana ponad
sto lat temu (w roku 1884) przez Raillieta. Zywicie-
lami tego gatunku sg gléwnie psy i inne psowate,
znacznie rzadziej kotowate, a nawet swinie. Wydaje
si¢, Zze poza psowatymi, pozostale gatunki sg jednak
zywicielami nieswoistymi, w ktérych pasozyt nie
moze rozwing¢ si¢ prawidiowo [2].
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W Polsce uncinarioza jest niedoceniana, a czgsto
niediagnozowana, mimo powszechnosci wystepo-
wania. Wedtug literatury ekstensywnos¢ inwazji te-
go gatunku u pséw w naszym kraju waha si¢ od 1,4
do 37,5% [2], a w niektdrych regionach (np. woje-
wodztwo kieleckie) osigga nawet 75% [3]. Wedtug
wilasnych badan, w sprzyjajacych warunkach
(schroniska dla zwierzat usytuowane w srodowisku
wiejskim) ekstensywnos¢ inwazji jest bardzo wyso-
ka i waha si¢ od 15,9 do 47,7% [4].

Wedtug doniesiefi z innych niz Polska krajow
strefy umiarkowanej podstawowe znaczenie jako
rezerwuar tego pasozyta wsréd zwierzat dzikich
maja lisy (Vulpes vulpes) [5, 6] 1 zapewne podobnie
jest w Polsce, gdzie pasozyty z rodzaju Uncinaria
niejednokrotnie stwierdzano wtasnie u liséw [7, 8].
Wilk (Canis lupus), jako gatunek niezmiernie rzad-
ki na znacznych obszarach Europy, ma minimalne
znaczenie epizootyczne. Do rodzaju Uncinaria na-
leza takze inne gatunki pasozytujace u przedstawi-
cieli rzedu migsozernych oraz naczelnych. W Euro-
pie (i w Polsce) wystepuje jeszcze gatunek Uncina-
ria criniformis, pasozytujacy gléwnie u borsuka
(Meles meles) 1 tchérza (Mustela putorius). Wedtug
r6znych 7Zrédet oba wymienione gatunki pasozytéw
(U. stenocephala oraz U. criniformis) moga wyste-
powac zaréwno u lisa, jak i u borsuka [9], ewentu-
alnie traktowane sg jako jeden gatunek (U. stenoce-
phala) atakujacy zar6éwno psowate, jak i borsuki
[10, 11]. Te niejasnosci wynikaja z duzego (mimo
istniejacych jednak réznic) morfologicznego podo-
biefistwa obu form, a by¢ moze, takze z rzeczywistej
ich jednosci gatunkowej. Co wigcej, nie ma pewno-
sci czy uncinarie pasozytujace u lisow sg faktycznie
przedstawicielami tego samego gatunku, co pasozy-
ty ps6w. W niniejszej pracy podjeto prébe wyjasnie-
nia tego zagadnienia w oparciu o morfologi¢ oka-
z6w pochodzacych od pséw i od liséw, jak réwniez
badaniami molekularnymi.

Badajac pokrewieristwo poszczegdlnych gatun-
kéw analizuje si¢ sekwencje wewnetrznych trans-
krybowanych segmentéw rozdzielajagcych (ITS1
i ITS2) w genie kodujacym 5,8S rDNA. Sekwencja
tej jednostki nie ulega szybkim zmianom ewolucyj-
nym, zas sekwencje w ITS1 i ITS2 sg jednorodne
tylko w obrebie jednego gatunku. Metoda ta z po-
wodzeniem byla juz wykorzystywana do okreslania
pokrewienstwa miedzy poszczeg6lnymi grupami ni-
cieni [12], takze w obrgbie tegoryjcow [13] 1 na niej
opiera si¢ wspdlczesna systematyka nicieni [14].

Material i metody

Do badan uzyto nicieni z rodzaju Uncinaria po-
chodzacych z pséw oraz z liséw. Okazy z pséw (22
osobniki) byty pozyskane w latach 90 z pséw mie-
szaficOw zarazonych doustnie larwami tego tegoryj-
ca wyhodowanymi z jaj zebranych z odchodami
psow zyjacych w schroniskach dla zwierzat. Nicie-
nie byly przechowywane w temperaturze -20°C.
Z kolei tegoryjce pochodzace z lisow (48 osobni-
kéw) izolowano z jelit dostarczanych w sezonie
2004/2005 do Zaktadu Higieny Weterynaryjnej
w Warszawie, a nastepnie przechowywanych przez
kilka tygodni w -70°C. Czgs¢ nicieni przeznaczono
do badain morfologicznych, czgs¢ zas do analizy
molekularne;.

Nicienie przeznaczone na preparaty trwale byty
konserwowane w 70% roztworze alkoholu etylowe-
go, przeswietlane wedlug standardowych procedur
glicerolem i zamykane w glicerozelatynie. W sumie
wykonano preparaty z 10 samcdéw i 12 samic pocho-
dzacych z pséw oraz 19 samcéw i 29 samic pocho-
dzacych z liséw. Preparaty oglagdano pod mikrosko-
pami swietlnymi Nikon ECLIPSE TE200 i Nikon
ALPHAPHOT-2 YS2. Za pomocg programu LU-
CIA dokonano pomiaréw diugosci ciata i przetyku
poszczegdlnych osobnikéw, a u samcéw tez dlugo-
Sci spikuli. Sprawdzono tez ksztalt promieni grzbie-
towego plata torebki kopulacyjnej (liczba gatazek
tego promienia jest wazng cechg gatunkowgq pozwa-
lajacg odréznié U. stenocephala i U. criniformis).

Badania molekularne przeprowadzono na DNA
wyizolowanym z pasozytéw pochodzacych od 2
pséw i 5 lisow (od 6 do 31 osobnikéw obojga pici
z jednego zywiciela). Do izolacji uzyto zestawu Ge-
nomic DNA Prep Plus firmy A&A BIOTECHNO-
LOGY. Za pomocg metody PCR namnazano odci-
nek rDNA obejmujacy wewngetrzne transkrybowane
segmenty rozdzielajace (ITS1 i ITS2). Uzyto poda-
wanych w literaturze [15, 16] primeréw NC5 : 5" —
GTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATT — 37
oraz NC2 : 5° — TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT
— 37. Sekwencjonowanie zamplifikowanego frag-
mentu DNA zlecono Centrum Onkologii w Warsza-
wie. Nastepnie, korzystajac z programu BLAST do-
stgpnego na stronie National Center for Biotechno-
logy Information, odnaleziono sekwencj¢ najbar-
dziej zblizong do otrzymanych sekwencji. Zestawie-
nia i poréwnania wszystkich sekwencji dokonano
w programie Multalin 5.4.1.
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Tabela 1. Morfologiczne poréwnanie nicieni z rodzaju Uncinaria pasozytujacych u pséw i lisow
Table 1. Morphological comparison of hookworms of Uncinaria genus obtained from dogs and foxes
Nicienie z psa Nicienie z lisa
zakres wartosci srednio zakres wartosci Srednio
Dtugosé ciata samcow 4,21-6,54 mm 5,38 mm 6,30-9,29 mm 7,80 mm
Dtugosé ciata samic 4,61-8,05 mm 6,33 mm 6,71-12,87 mm 9,80 mm
Dtugos¢ przetyku u samcéw 0,596-0,932 mm 0,760 mm 0,679-0,931 mm 0,804 mm
Dtugos¢ przetyku u samic 0,861-0,966 mm 0,910 mm 0,748-1,001 mm 0,880 mm
Dtugos¢ spikuli 0,585-0,952 mm 0,770 mm 0,719-0,900 mm 0,810 mm
Liczba gatgzek ptata grzbietowego 2x3 2x3
torebki kopulacyjnej samcéw
Wyniki
M.P2 Pl L1 12 I3 I4 15 M

Dane morfometryczne okazéw pochodzacych
z ps6w 1 lisow podane sg w Tabeli 1. Diugos¢ ciata
badanych nicieni (samcéw i samic) pochodzacych
od obu gatunkéw zywicieli generalnie miesci si¢
w granicach podawanych dla U. stenocephala. Oka-
zy pozyskane z liséw byly nieco wigksze niz pocho-
dzace z psow. Réwniez maksymalna dtugos¢ prze- 860pz—

lyku u tggoryjcow z liséw byta nieco wigksza, ale
srednie wartosci byly odwrotne (Srednia dlugosé
przetyku pasozytow pochodzacych z psa byta wigk-
sza). Szczecinki kopulacyjne samcé6w pasozytow
pochodzacych z liséw okazaly si¢ nieco dluzsze,
lecz wartosci te takze miescity si¢ w zakresie warto-
sci podawanym dla U. stenocephala. Ksztalt toreb-
ki kopulacyjnej samcéw nicieni pochodzacych od
obu gatunkéw zywicieli byt identyczny (rozwidlone
zeberko plata grzbietowego torebki, a kazde z ra-

Rys.1. Torebka kopulacyjna samca uncinarii pasozytuja-
cej u psa
Fig.1. Male bursa of Uncinaria obtained from dog

Rys. 2. Amplifikowane fragmenty rDNA nicieni z ro-
dzaju Uncinaria z psa (P1-P2) i z lisa (L1-L5)

Fig. 2. Amplificated rDNA fragments of Uncinaria ob-
tained from dog (P1-P2) and red fox (L1 L5)

mion zakoniczone trzema gatgzkami) (Rys.1) i typo-
wy dla U. stenocephala [17].

Wyizolowane i namnozone fragmenty rDNA
miaty wielkos¢ okoto 860 par zasad i byly takie sa-
me dla nicieni pasozytujgcych u obu gatunkéw zy-
wicieli (Rys. 2). Zsekwencjonowane fragmenty
DNA o dtugosci okoto 795 par zasad poréwnano
z sekwencja nukleotydowg tego fragmentu z U. ste-
nocephala. Znaleziono réznice w zaledwie dwdéch
do pigciu pozycjach, zaleznie od osobnika, od ktére-
go pochodzit material genetyczny. Wigcej réznic
stwierdzono w sekwencjach tggoryjcéw pozyska-
nych od liséw (byly to réznice rzedu 0,25-0,63%).
Réznice miedzy badanymi nicieniami wynosity od
0,13 do 1,52%; najwieksze réznice stwierdzono
miedzy nicieniami pochodzacymi z jednego gatun-
ku zywiciela — z lisa.

Whioski

Uzyskane parametry morfologiczne wskazuja na
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przynaleznos$¢ badanych osobnikéw nicieni do ga-
tunku Uncinaria stenocephala. Dotyczy to zar6wno
pasozytéw izolowanych od psa jak i od lisa. Pewne
r6znice w wielkosci ciata mogg wynikaé z r6znego
wieku badanych nicieni lub z zaleznosci tych para-
metréw od gatunku zywiciela. Podawana w literatu-
rze, uznawana za typowgq dla tego witasnie gatunku
cecha morfologiczna — zeberko ptata grzbietowego
torebki rozwidla si¢, kazde z ramion konczy si¢
trzema gatgzkami — odpowiada gatunkowi U. ste-
nocephala [17, 18].

Na przynaleznos¢ do jednego gatunku pasozy-
tow z psa i lisa wskazujg takze wyniki badari mole-
kularnych. Poréwnanie wszystkich otrzymanych se-
kwencji z sekwencja U. stenocephala daje réznice
rzedu 0,25-0,63%. Sekwencje nicieni pochodza-
cych od réznych zywicieli roznity si¢ migdzy soba,
ale rdéznice te byly na tyle niewielkie (od 0,13 do
1,52%), ze pozwalajg zaliczy¢ wszystkie badane ni-
cienie do gatunku Uncinaria stenocephala.

Nasze badania wskazuja, ze tggoryjce pochodza-
ce zar6wno od psa, jak i od lisa nalezg do jednego
gatunku, lecz ze wzgledu na niewielka liczebnos¢
badanych préb prace majace na celu wyjasnienie te-
go zagadnienia powinny by¢ kontynuowane.
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