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ABSTRACT. Ribosomal RNA (rRNA) is a component of the ribosomes. Eukaryotic ribosomes contain four different
rRNA molecules: 18S, 5.8S, 28S and 5S rRNA. rRNA is the most conserved (least variable) gene in all cells. For this
reason, genes that encode the rRNA (rDNA) are sequenced to identify an organism’s taxonomic group, calculate relat-
ed groups, and estimate rates of species divergence. Especially the internal transcribed spacers (ITS) are very useful for
molecular diagnostic of parasite. They are noncoding regions of DNA sequence that separate genes coding for the 28S,
5.8S, and 18S ribosomal RNAs. These ribosomal RNA (rRNA) genes are highly conserved across taxa while the spac-
ers between them may be species-specific. In this paper authors describe practical using of rRNA gene to parasite diag-

nostic.
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rRNA wraz z biatkami tworzy strukture ryboso-
mu. W sktad duzej i matej podjednostki rybosomu
wchodzg swoiste taricuchy rRNA. U Eukaryota
18S rRNA wchodzi w skiad malej podjednostki,
a 58S, 5,851 28S rRNA duzej podjednostki. Geny ko-
dujace 5,8S, 18S 1 28S rRNA tworza wspdlng jedno-
stke¢ transkrypcyjna, ktéra jest transkrybowana
przez RNA polimerazg 1. Powstanie dojrzaltych czg-
steczek 18S, 5,8S i 28S polega na przetworzeniu
dtugiej (45S RNA o dlugosci 12,5 kb u ssakéw) czg-
steczki prekursorowej przez seri¢ skomplikowanych
reakcji [1-3]. U wiekszosci Eukaryota jednostka ta
jest tandemowo powtdérzona w genomie. Pierwotny
transkrypt jednostki powtarzajacej si¢ zawiera ko-
lejno utozone geny 18S, 5,8S i1 28S rRNA rozdzie-
lone sekwencjami ITS (internal transcribed spacer),
ITS1 pomiedzy 18S rRNA i 5,8S rRNA oraz ITS2
pomiedzy 5,8S i 28S rRNA. Korice 5’ i 3’ pierwot-
nego transkryptu sg przedtuzone o dodatkowe se-

kwencje tzw. ETS (external transcribed spacer) [4].
Scharakteryzowano réwniez region IGS (intergenic
spacer), ktéry rozdziela rRNA duzej podjednostki
rybosomu (LSU) (kodujacy 5,8S i 28S rRNA) jed-
nego powtérzenia od rRNA malej podjednostki
(SSU) (kodujacy 18S rRNA) sgsiedniego powtorze-
nia. IGS zawiera miejsce inicjacji transkrypciji,
ktére wyznacza poczatek S’ETS [3]. Opisano mig-
dzy innymi IGS pierwotniaka Crithidia fasciculata,
ktory jest heterogenny pod wzgledem diugosci, za-
wiera tandemowo powtérzone kopie 19 nukleotydo-
wej sekwencji i 4 kopie 55 nukleotydowego po-
wtorzenia [3].

Geny kodujace rRNA (188, 5,8S, 26S) sg wyso-
ce homologiczne i wykazuja podobieistwo nawet
miedzy odlegtymi ewolucyjnie organizmami. Nato-
miast regiony ITS ewoluowaly znacznie szybciej
i wykazujg duze zmiany w dlugosci i zawartosci za-
sad GC pomiedzy odlegtymi Eukaryotami [3, 5].
Dtiugie domeny o bardzo duzej homologii sg czg¢sto
przemieszane z regionami o bardzo niskiej badZ ze-
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A. caninum TAGCTTCAGCGATGGATCGGTCGATTCGCGTATCGATGAAAAACGCAGCTAGCTGCGTTA 60

A. ceylanicum TAGCTTCAGCGATGGATCGGTCGATTCGCGTATCGATGAAAAACGCAGCTAGCTGCGTTA 60

A. braziliense TAGCTTCAGCGATGGATCGGTCGATTCGCGTATCGATGAAAAACGCAGCTAGCTGCGTTA 60

U. stenocephala TAGCTTCAGCGATGGATCGGTCGATTCGCGTATCGATGAAAAACGCAGCTAGCTGCGTTA 60

N. americanus TAGCTTCAGCGATGGATCGGTCGATTCGCGTATCGATGAAAAACGCAGCTAGCTGCGTTA 60
khkkhkkhkhkhkhkkhkkhhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhhhkhkhkhhhkhhhhhkhhkhhhkkhhhhrhkkhkhkhkhkhkkhkhkhkrhkkhkhkhhhkh*k

A. caninum TTTACCACGAATTGCAGACGCTTAGAGTGGTGAAATTTTGAACGCATAGCGCCGTTGGGT 120

A. ceylanicum TTTACCACGAATTGCAGACGCTTAGAGTGGTGAAATTTTGAACGCATAGCGCCGTTGGGT 120

A. braziliense TTTACCACGAATTGCAGACGCTTAGAGTGGTGAAATTTTGAACGCATAGCGCCGTTGGGT 120

U. stenocephala TTTACCACGAATTGCAGACGCTTAGAGTGGTGAAATTTTGAACGCATAGCGCCGTTGGGT 120

N. americanus TTTACCACGAATTGCAGACGCTTAGAGTGGTGAAATTTTGAACGCATAGCGCCGTTGGGT 120
khkkhkkhkhkhkhkkhkkhhkhkhhkhkhkhhhkhhhhhkhkhkhhhkhhhhhkhkhkhkhhkkhhkhkhrhkkhkhkhkhkhkkhhkhAhrhkkhkhkhhhkh*k

A. caninum TTTCCCTTCGGCACGTCTGGTTCAGGGTTGT

A. ceylanicum TTTCCCTTCGGCACGTCTGGTTCAGGGTTGT

A. braziliense TTTCCCTTCGGCACGTCTGGTTCAGGGTTGT

U. stenocephala TTTCCCTTCGGCACGTCTGGTTCAGGGTTGT

N. americanus TTTCCCTTCGGCACGTCTGGTTCAGGGTTGT

KAR A A KA A AR A A XA A A XA XA AKX R A kKK

Rys. 1. Poréwnanie sekwencji nukleotydowych genu 5,8S rRNA dostgpnych w bazie danych NCBI wybranych nicieni
z rodziny Ancylostomatidae (w nawiasie umieszczono numer dostepu): Ancylostoma canium (Z70739), Ancylostoma
ceylanicum (Z70740), Ancylostoma braziliense (DQ438069), Uncinaria stenocephala (AF 217891), Necator ameri-
canus (AF217891). Gwiazdka oznaczono nukleotydy identyczne w sekwencji. Poréwnanie wykonano programem
ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html)

Fig. 1. Alignment of nucleotide sequences of 5.8 rRNA gene of Ancylostomatidae nematodes from NCBI database
(accession numbers in brackets): Ancylostoma canium (Z70739), Ancylostoma ceylanicum (Z70740), Ancylostoma
braziliense (DQ438069), Uncinaria stenocephala (AF 217891), Necator americanus (AF217891). Nucleotides identi-

cal in all sequences
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html)

rowej homologii (Rys. 1, 2).

Na Rys. 1 mozna zaobserwowaé 100% homolo-
gie w sekwencji kodujacej 5,8S rRNA wybranych
nicieni z rodziny Ancylostomatidae. Z kolei zesta-
wienie sekwencji ITS1 tych samych pasozytéw, po-
kazuje wyrazne réznice w zapisie DNA. Stad tez
rybosomalny DNA jest bardzo uzyteczny do celéw
diagnostycznych. W diagnostyce molekularnej wy-
korzystywane sg gtdwnie sekwencje I'TS, poniewaz
regiony te sg jednymi z najbardziej zréznicowa-
nych loci [6]. Istnieje wiele doniesiefi naukowych
potwierdzajacych uzytecznos¢ regionéw ITS w dia-
gnostyce molekularnej pasozytow. Uwaza si¢, ze
zapis sekwencji ITS stanowi pewnego rodzaju
odbicie ewolucyjnych zmian zachodzacych w orga-
nizmie. Kazdemu gatunkowi, a czg¢sto nawet kon-
kretnym szczepom, mozna przypisaé¢ swoisty dla
niego zapis sekwencji nukleotydowej tego regionu
rDNA, co praktycznie stanowi swoisty dla niego
znacznik.

Gléwnym celem tej pracy jest pokazanie wyko-
rzystania zapisu sekwencji ITS w diagnostyce na
przykladzie wybranych inwazji pasozytniczych.

are marked with asterisks.

Alignment was done using ClustalW program

Wykorzystanie rDNA w diagnostyce
parazytologicznej

Inwazje nicienie zotagdkowo-jelitowych to najpo-
wazniejszy problem w hodowli przezuwaczy na ca-
tym swiecie. Tylko w Stanach Zjednoczonych stra-
ty powodowane przez te pasozyty sg szacowane na
2 miliardy dolaréw rocznie. Szybka i doktadna iden-
tyfikacja gatunkow pasozytujgcych w danym sta-
dzie pozwoli na efektywng kontrol¢ inwazji, na za-
hamowanie transmisji pasozytéw i zmniejszenie
strat hodowcéw. Réwniez ustalenie odpowiedniego
leczenia jest wazne z punktu widzenia konsumen-
tow, ktérzy obawiaja si¢ zbyt duzych pozostatosci
lekéw w migsie oraz z powodu szerzacej si¢ wsrdd
pasozytéw lekoopornosci [7]. Istniejg trudnosci
w doktadnej diagnozie gatunkéw nicieni zotadko-
wo-jelitowych na podstawie réznic morfologicz-
nych jaj pasozytéw, stad poszukiwania szybkich
i skutecznych molekularnych metod identyfikacji
pasozytow. Zarlenga i wsp. [7] opracowali test wy-
korzystujacy multiplex PCR do réznicowania pigciu
waznych nicieni zotgdkowo jelitowych bydia w Sta-



Gen rRNA w diagnostyce parazytologicznej

A. ceylanicum GTCGAAGCCAAATAATGGTTCCTT-TGATCCTGAGAAACCAACGTGCTAGTCT---TCAC 56
A. braziliense —————— == - - -— - ACGTGCTAGTCT---TCAC 16
A. caninum = —-————————————o— GGTTCCTT-TGATCCTGAGAAAC-AACGTGCTAGTCT-—-TCAC 39
U. stenocephala  —-—-——-—-——-—-—- GGTTCCTT-TGATCCTGAGAARACCAACGTGCTAGTCT-—-TCAC 40
N. americanus -TCGAAACCTTCTATGGTTTATTCATGATCTAGAGAAACCAACACGCTAGTGTGATTCAC 59
* % * Kk ok ok ok k * * k Kk %
A. ceylanicum GACTTTGTCGGGAAG---GTTGGGAGTATCGCCC-CCGTTATAGCCCTTCTGTAAGGTGT — 112
A. braziliense GACTTTGTCGGGAAG---GTTGGGAGTATCGCCC-CCGTTATAGCCCTTCTGTAAGGTGT 72
A. caninum GACTTTGTCGGGAAG---GTTGGGAGTATCGCCCACCGTTACAGCCCTA-TGTAAGGTGT 95
U. stenocephala GACTTTGTCGGGAAG---GTTGGGAGTATCGCCC-CCCTTTGAGCCCAA-CGTGAGGTGT 95
N. americanus GACTTTGTCGTGTAATAAGTTGGGAGTATCACCACCCTTTTTAGCCCAA-TGTGAGGTGT 118
*khkkkkhkkkkhkk*k * ok *khkkhkkhkkhkkkkhkkhkkk*k * % *x kK * k Kk kx * x * k ok Kk kK
A. ceylanicum CTATGTACAGCATGAGTCGTTIC-—-———=—————-— CTGGGTGGCGGCAGTGATTGCTTGTA 160
A. braziliense CTATGTACAGCATGAGTCGTTC-————-——-—-~— CTGGGTGGCGGCAGTGATTGCTTGTA 120
A. caninum CTATGTGCAGCAAGAGTCGTTA--———=——=——~— CTGGGTGGCGGCAGTGATTGCT-GTG 142
U. stenocephala CTATGTGCAGCAAGAGCCGTTT--——-—=-—————-— CTGGGTGGCGGCCGTGATTGCT-GTG 142
N. americanus CTATGCTTGGCAAGAGTCGTTTACTGTATGTTGGTTGGGTGACGGCTATGATTGCTTG-G 177
* Kk kK * Kk Kk kkk  kkkKk *kkkkk  kkkk Ak kxkkxk K
A. ceylanicum CGAAGCTCGCGG-—=———=—==—=—————————————— TTTCGTCA-—-——-————————- 180
A. braziliense CGAAGCTCGCGG————————————————————————— TTTCGTCA--————————————— 140
A. caninum CGAAGTTCGCG=====——=—=————=—————————————— TTTCGCT——==——==——==———— 160
U. stenocephala CGAAGTTCGCG========—————————————————— TTTCGCT-——————————————— 160
N.americanus CAAAGTTCGCTGTACGTGTTGTATGTGTGCGTGTGCATTGCGTTAACATTGTATACCTGT 237
*x  kkk KAk kK * Kk kK
A. ceylanicum = = ———————————————————— GAGCTTTAGACTTGATGAGCATTGCTAGAATGCCGCCTTA 220
A. braziliense ———————————————————— GAGCTTTAGACTTGATGAGCATTGCTAGAATGCCGCCTTA 180
A. caninum = @——————————————————— GAGCTTTAGACTTGATGAGCATTGCATGAATGCCGCCTTA 200
U. stenocephala  —-——————=======—————- GAGCTTTAGACTTGATGAGCATTGCTGGAATGCCGCCTTA 200
N. americanus ACATACGCATGAATACAGCTGAGCTTATGACTTGATGAGCATTGCTTGAATGCCGCCTCA 297
* k ok k Kk kx Ak kkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkkkhkhkkx *kkkkkkkkkk *
A. ceylanicum CSTGCTTGTGTTGGTGGTTGAGCGCTAGGC--TAAC--GCCTGGTGCGGCACCTGTCT-- 274
A. braziliense CCTGCTTGTGTTGGTGGTTGAGCGCTAGGC--TAAC--GCCTGGTGCGGCACCTGTCT-- 234
A. caninum C-TGCTTGTGTTGGTGGTTGAGCATTAGGC--TAAC--GCCTGATGCGGCACCTGTCT-- 253
U. stenocephala C-TGTTTGTGTTGGTGGTTGGGCATTAGGCGGCAAC--GTCTGGTGCGACACCTGTTT-~- 255
N. americanus A-TTTTTGTATTGGTGGTTGGACACACACACATAACTTGTGTGGTGTGGTACCTGTTCTT 356
* kkhkkhkk K hkkhkkhkhkkkhkkhkkk X * k% * *k*k k*k x * Kk kkk Kk
A. ceylanicum -—--GTCAGGAAACCTTAATGATC—-——-———— TGCTAAC-——=————=——————————————— 301
A. braziliense —-—--GTCAGGAAACCTTAATGATC-—=-———— TGCTAAC-——==——=——————————————— 261
A. caninum ---GTCAGGAAACCTTAATGATC-—————- TGCTAAC-—————=—==—=——=——————————— 280
U. stenocephala ---GTCAGGAAACCTTAATGATC-—-—---—— TGCTCAC——————————————————————— 282
N. americanus GTGATCAGGAAACGTTAATGATCCTTCACATGTTAACCAATAATGCGCGCTACGTGTTAT 416
*hkhkhkkhkkkhkhkk Kk kkkhkkkk **x  x  k Kk
A. ceylanicum = = ——————————————————— GCGGACGCCAGCACAG--CAATAACTTTTAACGTTTAATGT 340
A. braziliense ———=———————————————— GCGGACGCCAGCACAG--CAATAACTTTTAACGTTTAATGT 300
A. caninum = @ —————————————————— GCGGACGCCAGTACAG--CAATAACTTTTTACGTTTAATGT 319
U. stenocephala  —-——————————————=———— GTGGACGCCAATACAG--CACTAACTTTTTACGTTTGATGT 321
N. americanus GGTGGATGGGACAATATGTGTGGACGCCAACACAAAATATTAACTTTTTACATTTGATGT 476
* kk Kk kK Kk kK * kK * khkkkkkkkk Kk Kkhkk Kkkk
A. ceylanicum TTGCAGA--ATCGTGACGTTAT---—-——— GTCACAATCGA-—-—-—-- 371
A. braziliense TTGCAGA--ATCGTGACGTTAT----——- GTCACAATCGA-—-—-—-- 331
A. caninum TTGCAGA--ATCGTGACTTTAC--—-———- GTCACAATCGA-———— 350
U. stenocephala TTGCAGA--ATCGTGACTTTAT--————— GTCACAA-———————— 348
N. americanus TTGCAGATGATCGTGACTTCATCTTAGTCGTCACATTAGACTCGA 521

* Kk k k ok kK Ak Kk kxkkkhkx Kk K * %k k x Kk

Rys. 2. Poréwnanie sekwencji nukleotydowych ITS1 dostgpnych w bazie danych NCBI wybranych nicieni z rodziny
Ancylostomatidae (w nawiasie umieszczono numer dostepu): Ancylostoma ceylanicum (Z70740), Ancylostoma
braziliense (DQ438069), Ancylostoma canium (Z70739), Uncinaria stenocephala (AF 217891), Necator americanus
(AF217891). Gwiazdka oznaczono nukleotydy identyczne w sekwencji. Porownanie wykonano programem ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html)

Fig. 2. Alignment of nucleotide sequences of ITS1 of Ancylostomatidae nematodes from NCBI database (accession
numbers in brackets): Ancylostoma ceylanicum (Z70740), Ancylostoma braziliense (DQ438069), Ancylostoma canium
(Z70739), Uncinaria stenocephala (AF 217891), Necator americanus (AF217891). Nucleotides identical in all
sequences are marked with asterisks. Alignment was done using ClustalW program (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
index.html)
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nach Zjednoczonych. Zaprojektowali pig par star-
teréw w oparciu o sekwencje wewnetrznych (ITS)
i zewnetrznych (ETS) sekwencji transkrybowanych
rDNA oraz fragment korica 3’rDNA malej podjed-
nostki rybosomu i korica 5’ rDNA duzej podjednost-
ki. Efektem jednoczesnego uzycia tych starteréw
w reakcji PCR na matrycy DNA pochodzacego z jaj
pasozytéw oczyszczonych z katu bydta byto uzy-
skanie specyficznego ukladu elektroforetycznego
prazkéw. Kazdy z prazkéw byt charakterystyczny
dla danego gatunku: Ostertagia ostertagi (257 pz),
Haemonchus placei (176 pz), Oesophagostomum
radiatum (329 pz), Trichostrongylus colubriformis
(243 pz) i Cooperia oncophora (151 pz).

Opracowano réwniez test pozwalajacy na iden-
tyfikacje Mecistocirrus digitatus, jednego z najbar-
dziej powszechnych pasozytniczych nicieni bydta
w krajach azjatyckich obok O. ostertagi i C. onco-
phora [6]. Reakcja PCR ze starterami obejmujacy-
mi fragment rDNA pomigdzy ITS1 a ITS2 pozwala
réwniez na odréznienie M. digitatus od innych ni-
cieni zotagdkowo-jelitowych.

Do analizy rDNA oprécz PCR uzywane sg inne
techniki biologii molekularnej, np. SSCP (single-
strand conformation polymorphism). Zasada SSCP
polega na réznicy w mobilnosci elektroforetyczne;j
w niedenaturujacym zelu jednoniciowej czasteczki
DNA. Jednoniciowa czgsteczka przyjmuje w roz-
tworze wodnym drugo- i trzeciorzedowe konforma-
cje, zalezne od jej diugosci, liczby i polozenia
miejsc parowania zasad, a wigc od jej sekwencji nu-
kleodtydowej. Dzigki temu na zelu rozdzielone mo-
ga zostaé czasteczki réznigce sie tylko jednym nu-
kleotydem [8]. Analiza sekwencji ITS1 i ITS2 za
pomocg techniki SSCP jest z powodzeniem stoso-
wana do identyfikacji gatunkéw i szczepdw pasozy-
tow, ktére nie mogg by¢ rozréznione na podstawie
cech morfologicznych [8-10]. Gasser i wsp. [9]
uzyli SSCP do rozréznienia dwdch pasozytow Swiri:
Oesophagostomum denatum i O. quadrispinulatum
poprzez analiz¢ ITS2. W podobny sposéb zidentyfi-
kowano i rozrézniono miedzy sobg siedem gatun-
kéw tegoryjcow: Ancylostoma caninum, A. tubae-
forme, A. ceylanicum, A. duodenale, Uncinaria ste-
nocephala, Bunostomum trigonocephalum i Neca-
tor americanus [10].

W oparciu o ewolucyjnie konserwatywng se-
kwencj¢ genu 18S rRNA zaprojektowano startery
do amplifikacji charakterystycznego fragmentu dla
Babesia canis, przenoszonego przez kleszcze gro-
Znego dla pséw pierwotniaka, powodujacego babe-
szjozg [11]. Analiza PCR wykazata obecnos¢ pier-

wotniaka w krwi badanych pséw z terenu Warsza-
wy. Analiza poréwnawcza sekwencji uzyskanych
produktéw z innymi dostgpnymi w bazie danych
wykazala, ze badany pasozyt nalezy do szczepu Ba-
besia canis canis. W podobny sposéb potwierdzono
obecnosC. B. canis canis u pséw na Wegrzech [12].

Dzigki réznicom w sekwencji ITS1 mozna iden-
tyfikowaé dwa gatunki kokcydiéw o bardzo podob-
nej morfologii: Toxoplasma gondii i Hammondia
hammondi. Mimo wielu podobiefistw gatunki te
r6znig si¢ patogennoscia, T. gondii jest waznym pa-
togenem ludzi i zwierzat, natomiast H. hammondi
nie jest chorobotworczy. Sreekumar i wsp. [13]
opracowali, w oparciu o sekwencje ITS1, trzy zesta-
wy starterOw: pierwszy charakterystyczny dla 7.
gondii, H. hammondi, H. heydorni i Neospora cani-
num, drugi specyficzny dla H. hammondi, oraz trze-
ci, charakterystyczny dla T. gondii. Za pomocg
pierwszej pary diagnozowana jest obecnos¢ pier-
wotniakéw z rodziny Toxoplasmidae (prazek o diu-
gosci 400 pz), drugiej pary — inwazja H. hammon-
di (339 pz), a za pomocg trzeciej pary — 7. gondii
(294 pz).

Jednymi z najgrozniejszych pasozytéw na ziemi
sq pierwotniaki z rodzaju Plasmodium wywotujace
malari¢. Tradycyjne metody diagnozowania malarii
— mikroskopia swietlna oraz alternatywne testy se-
rologiczne — sg czasochtonne, mniej specyficzne
1 mniej czute od technik molekularnych oraz czesto
nie okreslajg doktadnie gatunku pasozyta [14].
Opracowano wiele testow opierajgcych si¢ na se-
kwencji genu 18S rRNA Plasmodium spp. wyko-
rzystujgcych PCR badZz polimorfizm pojedynczej
nici RNA (SSCP) [15-17]. Jednakze testy oparte na
technice PCR czgsto wymagaja wielu analiz wyko-
nanych na jednej prébce, analizy r6znych produk-
tow PCR, a takze nie dajg informacji na temat inten-
sywnosci inwazji. Aby wyeliminowac te trudnosci
Perandin i wsp. [14] wykorzystali technik¢ Real-ti-
me PCR do diagnostyki malarii. Technika ta oparta
jest na znacznikach fluorescencyjnych uzywanych
do monitorowania przyrostu produktu reakcji
W czasie rzeczywistym. Zastosowanie starterow
komplementarnych do sekwencji genu 18S rRNA
umozliwitlo skuteczng diagnoze¢ i rozrdznienie
trzech gatunkéw zarodZca: P. falciparum, P. vivax
1 P. ovale. Zastosowanie Real-time PCR pozwolito
réwniez na szacunkowe oznaczenie liczby pasozy-
téw w krwi badanych pacjentéw.

Testy molekularne opierajgce si¢ na réznicach
w rybosomalnym RNA sg czgsto wykorzystywane
do rozrdézniania gatunkéw o bardzo podobnej mor-
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fologii, jak w przypadku dwéch gatunkéw ameb:
Entamoeba histolytica i E. dispar. Jedynie E. histo-
lytica jest patogenem, ale poniewaz gatunki te trud-
no rozréznié, stosuje sie leki w przypadku obu in-
wazji, cho¢ tylko 10% to inwazje chorobotwdrcze-
go gatunku [18]. Gatunki te mozna takze rozréznia¢
na podstawie analizy izoenzymdéw lub z uzyciem
specyficznych przeciwcial monoklonalnych, ale
stosowanie wymienionych metod zajmuje duzo cza-
su. Gonin i Trudel [18] opracowali test PCR do roz-
réznienia E. histolytica i E. dispar. Wynikiem reak-
cji z uzyciem starteréw komplementarnych do RNA
matej podjednostki rybosomu (SSU rRNA) byty
produkty o charakterystycznej dlugosci: 240 pz dla
E. dispar i 266 pz dla E. histolytica.

Testy molekularne sg przydatne wtedy, gdy in-
wazje pasozytéw trudno zdiagnozowac tradycyjny-
mi metodami. Czulo$¢ mikroskopowego badania
katu pod katem obecnosci Giardia intestinalis wy-
nosi od 50 do 70% z powodu nieregularnego wyda-
lania z katem cyst lub trofozoitéw pierwotniaka
oraz niewystarczajacych umiejetnosci personelu
[19]. Uzycie czulej metody molekularnej moze wie-
lokrotnie poprawic¢ ten wynik. Gosh i wsp. [19] uzy-
li dwoch par starteréw do diagnostyki G. intestina-
lis w kale pacjentéw metodg nested PCR. Pierwsza
para obejmowata region IGS o diugosci 552 pz. Na-
stepnie w celu zwiekszenia czutosci reakcj¢ prze-
prowadzono z drugg parg starteréw komplementar-
nych do wewnetrznej sekwencji pierwszego pro-
duktu i uzyskano prazek o dtugosci 320 pz. Autorzy
potwierdzili wyzszos¢ nested PCR nad mikroskopig
i technikami serologicznymi do identyfikacji tego
pierwotniaka.

Tasiemce Taenia solium i T. saginata maja waz-
ne znaczenie w medycynie ludzkiej i weterynaryj-
nej. Pierwszy gatunek powoduje cysticerkoze trzo-
dy chlewnej, drugi bydta. Zywicielem ostatecznym
obu gatunkéw jest cztowiek. Szczegdlnie grozne dla
czlowieka jest zarazenie jajami 7. solium, poniewaz
prowadzi ono do wagrzycy osrodkowego uktadu
nerwowego. Stwierdzone w kale czlowieka cztony
tasiemcéw T. solium i T. saginata sa do siebie
podobne, dlatego szuka si¢ skutecznych metod iden-
tyfikacji. Doktadne rozpoznanie nosicieli 7. solium
jest istotne, poniewaz sg oni Zrédiem jaj tasiemca,
ktére dostawszy si¢ do uktadu pokarmowego ludzi
z otoczenia chorego mogg powodowad neurocysti-
cerkozg. Réwniez u nosicieli, w wyniku autoinwa-
zji, moze dojs¢ do rozwoju wagrzycy. Gonzalez
i wsp. [20] badali zastosowanie PCR z uzyciem
starteréw opartych o sekwencje ITS1 1 ITS2 tasiem-

c6w w celu rozréznienia cztonéw Taenia spp. uzy-
skanych z katu pacjentéw. Metoda ta pozwolita na
szybka i czulg identyfikacj¢ gatunkowa nawet
w przypadku zniszczonych i pofragmentowanych
czlonéw pasozyta. Autorzy pracy wykorzystali réw-
niez sekwencje ITS do zbadania réznic wewnatrz-
gatunkowych tasiemcéw izolowanych w odlegtych
rejonach geograficznych. Do tego celu uzyli techni-
ki PCR-RFLP (polimorfizmu dlugosci fragmentow
restrykcyjnych), produkty PCR trawili enzymami
czterotngcymi. Nie wykazano réznic wewnatrz ga-
tunku 7. solium, jedynie izolat T. saginata z Kenii
r6znit si¢ od innych tasiemcéw tego gatunku pocho-
dzacych z Hiszpanii i Meksyku.

Innym groznym dla ludzi tasiemcem jest Echino-
coccus granulosus. Istnieje wiele szczepéw tego ta-
siemca, ktére wykazuja réznorodnos¢ morfologicz-
ng, rozwojowg i réznych zywicieli. Réznorodnos¢
te potwierdzity badania molekularne, oparte mi¢dzy
innymi na analizie rybosomalnego RNA; rozpozna-
no 10 szczepéw G1-G10 [21, 22]. U ludzi zanoto-
wano w wigkszosci inwazje szczepow Gl i kilka
przypadkéw G5 i G6, lecz brakuje ilosciowych da-
nych na temat inwazji poszczegdlnych szczepow
[21]. Nie ma réwniez danych na temat ich rozprze-
strzenienia geograficznego i znaczenia szczepOw
z medycznego punktu widzenia. Dinkel 1 wsp. [22]
opracowali test rozr6zniajacy szczepy Gl, G5, G6
1 G7 E. granulosus opierajacy si¢ na sekwencji mi-
tochondrialnego genu 12S rRNA, ktéry moze by¢
przydatny do szybkiej diagnostyki duzej ilosci
proébek.

Metodami molekulrnymi mozna réwniez wykry¢
obecnosé pasozytow w zywicielach posrednich.
Magalhaes 1 wsp. [23] opracowali multiplex-PCR
do wykrywania przywry Fasciola hepatica w §lima-
kach Lymnaea columella. Pasozyt ten wystepuje na
calym swiecie, atakuje wiele gatunkow zwierzat go-
spodarskich (bydlo, owce, kozy), powodujac duze
straty ekonomiczne. Identyfikacja przywry w zywi-
cielu posrednim ma znaczenie epidemiologiczne
w kontroli rozprzestrzeniania si¢ choroby oraz mo-
nitorowania czystosci pastwisk. Autorzy testu opra-
cowali trzy pary starterOw, pierwsza para komple-
mentarna do fragmentu mitochondrialnego DNA F.
hepatica zawierajgcego tandemowe powtdrzenia 85
nukleotydowej sekwencji, druga do fragmentu ITS
rDNA F. hepatica i trzecia do fragmentu ITS slima-
ka L. columella (produkt ten stuzyt jako kontrola te-
stu).

Powyzsze przyktady dowodza ogromnej przy-
datnosci znajomosci sekwencji rDNA pasozytow
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w opracowywaniu i wykonywaniu testow diagno-
stycznych inwazji pasozytniczych metodami mole-
kularnymi, ktdre, jak pokazuje rzeczywistos¢, coraz
czesciej wypieraja, badZ uzupelniaja metody kla-
syczne.
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