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ABSTRACT. Toxocarosis is still an important and actual problem in human medicine. It can manifest as visceral
(VLM), ocular (OLM) or covert (CT) larva migrans syndroms. Complicated life cycle of Toxocara, lack of easy and
practical methods of species differentiation of the adult nematode and embarrassing in recognition of the infection in
definitive hosts create difficulties in fighting with the infection. Although studies on human toxocarosis have been con-
tinued for over 50 years there is no conclusive answer, which of species — T. canis or T. cati constitutes a greater risk
of transmission of the nematode to man. Neither blood serological examinations nor microscopic observations of the
morphological features of the nematode give the satisfied answer on the question. Since the 90-ths molecular methods
were developed for species identification and became useful tools being widely applied in parasitological diagnosis.
This paper cover the survey of methods of DNA analyses used for identification of Toxocara species. The review may
be helpful for researchers focused on Toxocara and toxocarosis as well as on detection of new species. The following
techniques are described: PCR (Polymerase Chain Reaction), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) and SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism).
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Rodzaj Toxocara obejmuje ubikwistyczne nicie-
nie pasozytnicze, do ktérych nalezg powszechnie
wystepujace gatunki: glista psia 7. canis pasozytu-
jaca u psa i glista kocia 7. cati pasozytujaca u kota,
jak réwniez mniej znane: T. pteropodis (u nietope-
rzy), T. tanuki (u psowatych), T apodemi i T. mac-
kerrasae (u gryzoni), T. paradoxura i T. sprenti
(u taszowatych) oraz T. vajrasthirae (u tasicowa-
tych) [1]. Gatunki T. canis i T. cati zwracaja od lat
duza uwage parazytologéw z uwagi na mozliwos¢
przenoszenia ich na ludzi i wywotanie inwazji zoo-
notycznej — toksokarozy. Czlowiek zaraza si¢ To-
xocara poprzez przypadkowe potkniecie inwazyj-
nych jaj, ktérych liczba w glebie jest znaczna z po-
wodu powszechnosci wystgpowania na swiecie zy-
wicieli ostatecznych — psow i kotéw. W konse-
kwencji toksokaroza jest u ludzi stosunkowo czgstg
inwazja; wystepuje w skali globalnej u 7-23% ba-

danych, a w tropiku nawet u ponad 80% [2].
W ustroju czlowieka uwolniona z jaja larwa wedru-
je z krwig do réznych narzadéw, co moze by¢ przy-
czyng choroby ujawniajacej si¢ w postaci: zespotu
larwy wedrujacej trzewnej (VLM), toksokarozy
ocznej (OLM) lub toksokarozy ukrytej (CT) [3].
Ztozony cykl zyciowy Toxocara, trudnosci w dia-
gnozowaniu inwazji u zywicieli, jak réwniez brak
metod umozliwiajacych réznicowanie gatunkéw te-
go nicienia gdy wystepuje w postaci larwy lub jaja
sprawiajg, ze zwalczanie toksokarozy jest ciggle
mato skuteczne.

Przez dtugie lata podstawg okreslania odrebnosci
gatunkowej Toxocara byty obserwacje biologii pa-
sozyta oraz cech morfologicznych poszczegdlnych
jego stadiéw rozwojowych. Jednakze po roku 1990
nastgpit przetlom w tej dziedzinie. W parazytologii,
zwlaszcza w systematyce i diagnostyce, zaczgto sto-
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sowac z coraz lepszym powodzeniem metody mole-
kularne oparte na badaniach DNA. Okazaty si¢ one
skutecznym narz¢dziem badawczym, ze wzgledu na
czutos¢ i1 powtarzalnos¢ wynikéw. Wsréd tych me-
tod opracowano kilka technik. Jedng z nich byla
analiza polimorfizmu diugosci fragmentéw restryk-
cyjnych (RFLP — Restriction Fragment Length Po-
lymorphism) w potaczeniu z hybrydyzacja DNA,
Southern blot. Technika ta postuzyta m.in. do iden-
tyfikacji larw Anisakis 1 Contracaecum, a w odnie-
sieniu do Toxocara okazala si¢ uzyteczna do rozrz-
nienia 7. canis od T. cati [4-6]. Jednakze ta metoda
nie zawsze jest mozliwa do zastosowania, chocby
z uwagi na koniecznos¢ dysponowania stosunkowo
duzg iloscig materiatu badawczego.

Ogromnym postepem w badaniach genetycz-
nych, w tym réwniez w odniesieniu do pasozytow,
byto opracowanie techniki taricuchowej reakcji po-
limerazy (PCR). Jest ona szczegdlnie przydatna kie-
dy dysponuje si¢ malg iloscig materiatu do analiz,
poniewaz umozliwia uzyskanie licznych kopii frag-
mentéw DNA w bardzo krétkim czasie [7]. Przyste-
pujac do identyfikacji pasozytow metodami PCR
wazny jest wybo6r odpowiedniego fragmentu DNA.
Amplifikowane DNA powinno zawiera¢ wystarcza-
jaca zmienno$¢ sekwencji pozwalajaca identyfiko-
wac pasozyty w obrebie taksonéw mozliwie niskie-
go szczebla. Do identyfikowania gatunkéw i izola-
tow pasozytéw wykorzystuje si¢ rézne regiony
DNA, takie jak satelitarne DNA (satDNA) [8], mi-
tochondrialne DNA (mt DNA) [9, 10] i rybosomal-
ne DNA (tDNA) [6, 11-14]. Sposréd wymienio-
nych regionéw DNA, w diagnostyce molekularne;j
pasozytéw najczesciej wykorzystuje si¢ sekwencje
komplementarne do DNA kodujacego rybosomalny
RNA (rDNA), gdyz te rejony eukariotycznego DNA
zawieraja wielokrotnie powtérzone sekwencje, co
utatwia ich wykrycie nawet przy niewielkiej ilosci
badanego materiatu, i to zapewnia wysoka czutos¢
testu. Natomiast w celu podwyzszenia swoistosci te-
stu wykorzystuje si¢ najczesciej zewnetrzne lub we-
wnetrzne transkrybowane sekwencje rozdzielajace
(ETS oraz ITS) [7]. Najnowsze badania zgodnie po-
kazuja, ze wewnetrzne transkrybowane sekwencje
rozdzielajgce — ITS1 i ITS2 rDNA dostarczajg so-
lidnych genetycznych markeréw do identyfikacji
szerokiego spektrum nicieni pasozytniczych [15].
Wiaze sie to z faktem, ze sekwencje te wykazuja du-
ze zrdéznicowanie migdzygatunkowe oraz wysoka
stabilnos¢ wewnatrzgatunkowg [7]. Warto podkre-
sli¢, ze wewnatrzgatunkowa zmiennos¢ w sekwen-
cjach ITS-11ITS-2 jest zwykle mata, cho¢ u przed-

stawicieli niektérych grup pasozytéw te rejony rD-
NA mogg charakteryzowac si¢ heterogennoscig, wa-
runkujaca zmienno$¢ populacyjng. Startery komple-
mentarne do sekwencji ITS1 i1 ITS2 zostaty miedzy
innymi z powodzeniem wykorzystane do zidentyfi-
kowania spokrewnionych i morfologicznie bardzo
podobnych gatunkéw pasozytéw. Podobieristwa
i réznice w sekwencjach ITS1 i1 ITS2 w odniesieniu
do 15 taksonéw Ascaridida, w tym dla rodzaju 7o-
xocara wykazali Zhu 1 wsp. [16], a wczesniej Epe
i wsp. [17] dowiedli, ze sekwencja ITS2 DNA wyi-
zolowanego z T. canis bytujacego w jelicie lisa ru-
dego, jest identyczna z I'TS2 T. canis pochodzacego
od psa. Na tej podstawie zasugerowali, ze lisy moga
stanowi¢ rezerwuar tych nicieni dla pséw, a takze
dla ludzi. Jacobs i wsp. [12] udowodnili na podsta-
wie réznic w sekwencji ITS2, ze moze ona postuzy¢
za gatunkowo specyficzny, genetyczny marker dla
identyfikacji T. canis, T. cati i Toxascaris leonina.
W reakcji PCR ze starterami komplementarnymi do
sekwencji ITS2 T. canis otrzymano produkt wielko-
sci 380 bp, w przypadku 7. cati — 370 bp, a Toxa-
scaris leonina 300 bp. Konstruowanie starterow
komplementarnych do unikalnych regionéw se-
kwencji ITS2 moze znaleZ¢ szerokie zastosowanie
w praktyce medycznej i weterynaryjnej oraz w epi-
demiologii. Warto tez wspomnieé, ze nie wiadomo,
ktéry z nicieni, T. canis czy T. cati, ma wigkszy
udzial w wywolywaniu inwazji u ludzi. W bada-
niach serologicznych polegajacych na wykrywaniu
swoistych przeciwciat anty- Toxocara w krwi obwo-
dowej zywiciela, tego problemu nie rozstrzygnigto.
Podjeto wigc badania posrednie majace na celu
okreslenie stopnia skazenia gleby jajami kazdego
z gatunkéw. Moze to mie¢ istotne znaczenie dla
wdrazania wlasciwych dziatan na rzecz poprawy
warunkdw sanitarnych gleby. Dziatania takie winny
uwzglednia¢ odmienny behawior pséw i kotéw —
zywicieli ostatecznych. Ostatnio opracowano meto-
d¢ pozwalajaca réznicowac technikg PCR gatunki
Toxocara poprzez badanie DNA zarodka zamknigte-
go w ostonkach jajowych (Fogt i wspét. praca
w opracowaniu). W tym celu jaja pasozyta miazdzy
si¢. mechanicznie na szkietku mikroskopowym,
sptukuje na sgczek nitrocelulozowy, ktéry rozpu-
szcza si¢ w acetonie, a nastepnie izoluje DNA. Kaz-
da préba jest identyfikowana reakcja PCR z uzy-
ciem starteréw specyficznych gatunkowo dla 7. ca-
nisiT. cati.

Jednakze nalezy zwréci¢ uwage, ze przeprowa-
dzajac PCR na matrycy DNA pasozytéw wyizolo-
wanych z gleby mozna spotka¢ si¢ z problemem
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blokowania reakcji przez naturalne inhibitory gle-
bowe [18]. Obecnie mozna temu zapobiec stosujac
zestawy do izolacji DNA zawierajace odpowiednie
antyinhibitory.

Dla potrzeb diagnostyki medycznej opracowano
caly szereg modyfikacji reakcji PCR. Takg modyfi-
kacjg podnoszaca swoistos¢ i specyficznos¢ testu
jest PCR-RFLP. Polega ona na tym, ze produkt re-
akcji PCR jest poddawany dzialaniu endonukleaz
restrykcyjnych, a nastepnie analizowany elektrofo-
retycznie. Jacobs i wsp. [12] zastosowali jg do
odrézniania niektérych gatunkéw Ascaridoidea —
pasozytéw psowatych i kotowatych, w tym do iden-
tyfikacji 7. canis i T. cati. Powielone fragmenty
DNA tych pasozytéw trawili enzymami Hinf [ i Rsa
I. Okazalo sig, ze zamplifikowany fragment DNA T.
canis i T. cati nie ma sekwencji rozpoznawanych
przez Hinf I i nie jest ciety przez ten enzym. Nato-
miast fragmenty DNA spokrewnionych nicieni To-
xascaris leonina, Baylisascaris procyonis, Ascaris
suum i A. lumbricoides ulegajg pod wplywem tego
enzymu fragmentacji. W ten sposéb wykazali, ze
trawienie enzymem Hinf I rozr6znia Toxocara spp.
od innych gatunkéw Ascaridoidea, ktére moga wy-
stepowaé w ludzkich tkankach. Natomiast enzym
Rsa I przecina amplifikowane fragmenty DNA T.
canis 1 T. cati w r6znych miejscach, co umozliwia
jednoznaczng identyfikacje gatunkéw. W przypadku
trawienia amplikonéw 7. canis otrzymuje si¢ 2 frag-
menty (250 1 290 bp), a T. cati 3 fragmenty (110,
160 1 280 bp). Warto dodad, ze reakcja PCR prze-
prowadzona przy uzyciu starter6w komplementar-
nych do sekwencji ITS2 tych pasozytéw nie ampli-
fikuje DNA ludzkiego, psiego ani kociego, co spra-
wia, ze larwy Ascaridoidea, jak np. Toxocara, moga
by¢ wykrywane w materiale biopsyjnym pobranym
od ludzi i zwierzat bez koniecznosci izolacji paso-
zyta z tkanek. Specyficzny PCR moze by¢ wykony-
wany bezposrednio na homogenacie tkanki [12]. Ta
technika, na podstawie réznych fragmentéw uzy-
skanych po trawieniu enzymami Hae III i Rsa I,
stwierdzono, ze wyizolowany w Malezji z organi-
zmu kota niciefi, zaliczany na podstawie cech mor-
fologicznych do gatunku 7. canis, rézni si¢ od T. ca-
nis czy T. cati i okreslono go jako Toxocara sp. cf.
canis [1]. Produkt amplifikacji Toxocara sp. cf. ca-
nis byl trawiony enzymem Hae III na 4 fragmenty
(720, 140, 120 i 70 bp), T. canis na 2 fragmenty
(860 1 200 bp) i T. cati na 4 fragmenty (630, 210,
160 1 70 bp). Natomiast enzym Rsa I trawil ampli-
kon Toxocara sp. cf. canis na 3 fragmenty (670, 280
i 120 bp), T. canis na 3 dobrze widoczne (510, 300

i 270 bp) oraz 2 mniej widoczne fragmenty (770
1400 bp), a T. cati na 3 dobrze widoczne (700, 300
i 100 bp) oraz jeden mniej widoczny fragment (360
bp).

Inng modyfikacjg PCR jest opracowana przez
Williamsa i wsp. [19] losowa amplifikacja polimor-
ficznego DNA (RAPD-PCR, random amplification
of polymorphic DNA), ktéra umozliwia wykorzy-
stanie metod molekularnych do wykrywania organi-
zméw w sytuacjach, gdy nie dysponuje si¢ danymi
o sekwencjach gatunkowo swoistych genéw. Jest to
reakcja PCR, w ktdrej wykorzystywane sg krotkie,
przypadkowo dobrane startery, a diagnozy dokonu-
je sie na podstawie wzoru elektroforetycznego pro-
duktu [7]. Te metode wykorzystali Wu 1 wsp. [20]
konstruujac startery, ktére wykrywaty obecnos¢ To-
Xocara canis 1 cati nie rozrézniajac gatunkow nicie-
ni. W przypadku obu nicieni uzyskano jeden frag-
ment wielkosci 293 bp. Jednoczesnie startery te nie
byly komplementarne do DNA Parascaris equo-
rum, Ascaris lumbricoides, A. lumbricoides suum,
Anisakis simplex, Dirofilaria immitis, Trichinella
spiralis, T. pseudospiralis, Cryptosporidium pa-
rvum i C. muris. Metode te zastosowali Epe 1 wsp.
[17] do poréwnania genotypu T. canis wyizolowa-
nych z jelita lisa oraz psa i stwierdzili brak r6znic
genetycznych migdzy tymi nicieniami. Technika
RAPD-PCR, chociaz jest czgsto wykorzystywana
w diagnostyce parazytologicznej, nie jest doskona-
ta, poniewaz ze wzgledu na uzycie w niej niespecy-
ficznych, przypadkowych starteréw istnieje mozli-
wos¢ koamplifikacji DNA badanego obiektu z DNA
pochodzacym z zanieczyszczen, co moze miec
miejsce np. w przypadku izolacji pasozyta z gleby
lub organizmu zywiciela.

Techniki genetyczne sg ciggle doskonalone i stu-
z3 nie tylko do identyfikacji gatunkowej ale sg tak-
ze wykorzystywane do wykazania zmiennosSci
w obrgbie gatunku. Wykrycie indywidualnych
zmiennosci wsrdd pojedynczych osobnikéw, w tym
pasozytniczych nicieni, jest mozliwie dzigki okre-
Sleniu polimorfizmu konformacyjnego jednonicio-
wego DNA (SSCP — Single Strand Conformation
Polymorphism). W tej metodzie wykorzystuje si¢
zaleznos¢ elektroforetycznej mobilnosci jednonicio-
wego DNA w niezdenaturowanym zelu, od jego
wielkosci i struktury. W roztworach jednoniciowe
DNA przyjmuje konformacje drugo- i trzeciorzedo-
w3 poprzez parowanie si¢ komplementarnych zasad
miedzy nukleotydami. Te konformacje zaleza od
dtugosci nici, lokalizacji i liczby miejsc sparowa-
nych, jak réwniez od pierwszorzedowej sekwencji.
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Tak wigc zmiana nukleotydu w okreslonym miejscu
DNA moze zasadniczo zmieni¢ jego calg konforma-
cje. W konsekwencji, réznice tak male jak zmiana
jednego nukleotydu w nici DNA, moga by¢ widocz-
ne w niezdenaturowanym zelu poliakrylamidowym
Z uwagi na istotng réznic¢ w mobilnosci [21].

Technikg SSCP poréwnano sekwencje ITS2
siedmiu gatunkéw Ascaridoidea: Toxocara vitulo-
rum, T. cati, T. canis, Toxascaris leonina, Baylisa-
scaris procyonis, A. suum i Parascaris equorum
i ustalono, ze metoda ta moze stanowi¢ wiarygodne
narzgdzie do identyfikacji badanych gatunkéw oraz
ich zmiennosci populacyjnej. Wykryto réznice w se-
kwencji ITS 2 z pojedynczych okazéw T. cati po-
chodzacych z Australii czyli genetyczng zmiennos¢
wewnatrzgatunkowg tego nicienia [13]. Zhu i Gas-
ser [13] wykazali réznice migdzy gatunkami 7. ca-
nis, T. cati oraz Toxocara sp. cf. canis, ktory osta-
tecznie otrzymat nazwe T. malaysiensis [22].

Analiza postgpu prac nad wykorzystaniem tech-
nik biologii molekularnej w diagnostyce medycz-
nej, weterynaryjnej oraz w epidemiologii wskazuje,
Ze stanowig one cenne i coraz szerzej stosowane na-
rzedzie badawcze w parazytologii. Dostarczajg one
wartosciowych informacji poznawczych i utylitar-
nych, wykorzystywanych w praktyce do zwalczania
parazytoz. W odniesieniu do nicieni z rodzaju Toxo-
cara przeprowadzone badania molekularne mogg
stanowi¢ cenne Zrédio informacji o geograficznym
rozmieszczeniu poszczegdlnych gatunkéw tego ro-
dzaju, o udziale poszczegdlnych gatunkéw w biolo-
gicznym skazeniu gleby, a w konsekwencji moze to
przyczynié si¢ do skutecznego zwalczania toksoka-
rozy u zwierzat i ludzi.
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