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ABSTRACT. Fasciolosis, caused by the liver fluke (Fasciola hepatica) is an important issue for both human and ani-
mal health. The disease evokes economic losses which are a consequence of impaired animal productivity leading to
higher costs of meat and milk production, as well as liver condemnation. The goals of this thesis were to: (1) elaborate
a molecular method — PCR for the detection of F. hepatica DNA in intermediate and definite hosts; (2) estimate the
usefulness of a recombinated cysteine proteinase produced in E. coli in the form of inclusive bodies in serological dia-
gnosis of F. hepatica infection in definite hosts, using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA); (3) conduct
field research on the prevalence of infection among intermediate and definitive hosts (cattle) in chosen regions of Po-
land, utilizing the elaborated methods. Based on the results obtained in this study, it was established that it is possible
to detect F. hepatica DNA in the feces of definite hosts with the elaborated PCR method. The amplification of a 124
base pair tandem repeat allows the detection of fluke larval stages in intermediate hosts within 12 hours of exposure and
F. hepatica infection in definite hosts (by the 5th week in rats, 8th week in sheep and 10th week in cattle). Therefore,
the PCR test is more sensitive than traditional microscopic methods. Furthermore, it was determined that, the recombi-
nated cysteine proteinase in the form of inclusive bodies, after solubillization exhibits antigenic properties of the nati-
ve protein and the ELISA method based on this antigen may be useful as a tool for diagnosing fasciolosis in sheep and
cattle, in both serum and milk samples. The test achieves a greater sensitivity and specificity than an ELISA based on
native excretory-secretory antigens. The results of field research indicate that Fasciola hepatica is a frequent parasite
of cattle in central and eastern Poland. The mean prevalence was 34.86% (+16.95) in all studied areas. The prevalence
among intermediate hosts varied greatly (0—100%). The elaborated tests were proved to be valuable, mutually comple-
menting diagnostic tools, applicable to different epidemiological situations.

Key words: cysteine proteinase, definitive hosts, ELISA, Fasciola hepatica, intermediate hosts, PCR, tandem repeat
DNA.

Streszczenie z jednej strony z gorszej produkcyjnosci zwierzat,
a zatem zwigkszonych kosztéw uzyskiwania migsa

Choroba motylicza, wywotywana przez przywre czy mleka, a z drugiej strony z powodu konfiskat
Fasciola hepatica, jest powaznym problemem zdro- watréb. Uwaza sig, Ze parazytoza ta jest przyczyng
wotnym zarowno dla zwierzat jak i cztowieka. Fa- strat ekonomicznych rzedu 3 miliardow dolaréw
scjoloza wywotuje straty ekonomiczne wynikajagce  rocznie w rolnictwie na Swiecie. W Polsce w 1997
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jej ekstensywnos¢, oceniona na podstawie badan
poubojowych, dochodzita do 16,31% na terenach
péinocno-wschodnich. Nie ma jednak precyzyjnych
danych o aktualnej sytuacji epidemiologicznej. Ob-
jawy kliniczne tej choroby sg mato charakterystycz-
ne, o réznym nasileniu — od stabo wyrazonych az
do nagtych zejs¢ smiertelnych. Z tego wzgledu ko-
nieczne sg odpowiednio czute i specyficzne metody
diagnostyczne umozliwiajgce rozpoznanie inwazji.

W Polsce dotychczas do rutynowej diagnostyki
przyzyciowej u bydta stosowana jest wyltacznie me-
toda koproskopowa — dekantacja. Pozwala ona na
wykrycie obecnosci pasozyta dopiero w okresie pa-
tentnym, gdy motylice dojrzeja plciowo i rozpocz-
ng, po 3—4 miesigcach od zarazenia produkcje jaj.
Czulos¢ tej metody jest niska poniewaz produkcja
jaj przez przywry nie jest stata. W diagnostyce sero-
logicznej u ludzi stosuje si¢ enzymy nalezace do
proteaz cysteinowych F. hepatica. Nie ma nato-
miast testu komercyjnego dla zwierzat wykorzystu-
jacego te antygeny. Coraz cze¢sciej podejmuje si¢
proby wykorzystania antygenéw rekombinowanych
w miejsce natywnych, poniewaz mogg one by¢ pro-
dukowane na skalg przemystowg w réznych syste-
mach ekspresyjnych.

W Polsce, najwazniejszym zywicielem posre-
dnim motylicy jest Galba truncatula. Badanie eks-
tensywnosci zarazenia zywicieli posrednich forma-
mi larwalnymi F. hepatica jest jedng z metod po-
znania transmisji pasozyta, co jest istotne dla ustale-
nia odpowiedniego programu zwalczania czy moni-
torowania zagrozenia chorobg motyliczg. Obecna
sytuacja epidemiologiczna wsréd slimakéw w Pol-
sce nie jest znana. Tradycyjne metody mikroskopo-
we, stosowane do wykrywania pasozyta u slimakéw
cechuja sie niskg czutoscig, a przy tym sg bardzo
pracochtonne. Metody pozwalajace na wykrycie
materialu genetycznego przywry sa bardziej czule
i specyficzne. Najwigcej dotychczas opracowanych
technik wykorzystywato metod¢ hybrydyzacji. Po-
wstaly jedynie dwa testy polegajace na amplifikacji
kwaséw nukleinowych.

Celem badan byto: (1) opracowanie metody mo-
lekularnej — PCR do wykrywania DNA F. hepati-
ca u zywicieli posrednich oraz ostatecznych; (2)
ocena przydatnosci rekombinowanej proteazy cy-
steinowej uzyskiwanej w E. coli w postaci ciatek in-
kluzyjnych w diagnostyce serologicznej inwazji F.
hepatica u zywicieli ostatecznych, przy wykorzysta-
niu testu immunoenzymatycznego (ELISA); (3)
przeprowadzenie badaii nad ekstensywnoscig zara-
zenia zywicieli posrednich i ostatecznych (bydto) na

wybranych obszarach Polski za pomocg opracowa-
nych metod.

W celu opracowania metody PCR do diagnozo-
wania inwazji F. hepatica u zywicieli posrednich
i ostatecznych, z bazy GenBank wyselekcjonowano
sekwencje 124-nukleotydowa, specyficzng dla
przywry, wystepujaca w wielu kopiach, stanowiaca
okoto 15% genomu pasozyta. W prezentowanych
badaniach po raz pierwszy zastosowano t¢ sekwen-
cje w metodzie PCR. Wynikiem amplifikacji byto
powstanie charakterystycznego wzoru amplikonéw,
z ktoérych najmniejszy odpowiadat wielkosci okoto
124 par zasad, a kolejne korespondowaty z 2,314 -
krotnoscig sekwencji wyjsciowej. Liczba powstaja-
cych produktéw byta proporcjonalna do ilosci DNA
matrycowego, wskazujac na tandemowe ulozenie
sekwencji. Opracowana metoda okazata si¢ réwniez
by¢ specyficzng. Eksperymentalnie stwierdzono
brak reakcji krzyzowych z DNA przywr najblizej
spokrewnionych z F. hepatica, pasozytujacych
u przezuwaczy w Polsce: P. cervi i D. dendriticum.
Sprawdzono réwniez czutos¢ i specyficznos¢ opra-
cowanych metod: PCR i ELISA na zywicielach za-
razonych eksperymentalnie: szczurach, owcach
i bydle. Nastepnie testami tymi badano zywicieli za-
razonych naturalnie, pochodzacych z rejonéw cen-
tralnych i wschodnich Polski.

Na podstawie wynikéw uzyskanych w trakcie
badani ustalono, ze w kale zywicieli ostatecznych
mozliwe jest wykrycie DNA Fasciola hepatica za
pomoca opracowanej metody PCR. Wykorzystanie
sekwencji tandemowo powtdérzonej pozwala na wy-
krywania form larwalnych F. hepatica u zywicieli
posrednich, juz w 12 godzin po ekspozycji oraz in-
wazji F. hepatica u zywicieli ostatecznych (od 5 ty-
godnia po zarazeniu u szczura, 8 tygodnia u owcy,
a 10 u bydta). Tak wigc, test ten jest bardziej czuty
niz tradycyjne metody mikroskopowe. Ponadto
stwierdzono, ze rekombinowana proteaza cysteino-
wa w postaci cialek inkluzyjnych po przejsciu
w formg rozpuszczalng wykazuje wlasciwosci anty-
genowe biatka natywnego, a test immunoenzyma-
tyczny wykorzystujacy ten antygen moze by¢ przy-
datny jako narzgdzie do diagnozowania choroby
motyliczej u bydta i owiec, przy wykorzystaniu za-
réwno surowicy jak i prébek mleka. Wykazuje on
wigkszg czutos¢ i specyficznos¢ niz test z udziatem
natywnych antygenéw ekskrecyjno-sekrecyjnych.
Wykazano réwniez, ze rekombinowana proteaza cy-
steinowa w postaci ciatek inkluzyjnych, nie moze
by¢ stosowana jako antygen do uzyskiwania mono-
specyficznych przeciwcial mogacych postuzyé do
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wykrywania natywnego enzymu przywry w kale
zwierzat zarazonych.

Z przeprowadzonych badaii terenowych wy-
wnioskowano, ze Fasciola hepatica jest czestym
pasozytem bydta w centralnych i wschodnich regio-
nach Polski. Srednia ekstensywnos¢ zarazenia we
wszystkich badanych lokalizacjach wyniosta
34,86% (£16,95). Prewalencja inwazji Fasciola he-

patica u zywicieli posrednich byta bardzo zréznico-
wana (0-100%). Opracowane metody okazaly si¢
wartosciowymi, wzajemnie si¢ uzupetniajagcymi na-
rzedziami diagnostycznymi, mogacymi mieé zasto-
sowanie w roznych sytuacjach epidemiologicznych.

Wptyneto 21 marca 2006,
Zaakceptowano 24 marca 2006



