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Streszczenie

Toksokaroza to choroba odzwierzeca wywotywana gtéwnie
przez glisty Toxocara canis i Toxocara cati. Wyrdznia sie piec
postaci toksokarozy — zespét larwy wedrujacej trzewnej, tokso-
karoze oczna, neurologiczng postac toksokarozy, toksokaroze
ukryta oraz bezobjawowa. Szeroki zakres narzedzi odpowied-
nich do identyfikacji pasozytéw oferuje biologia molekularna.
Jest istotnym uzupetnieniem badan serologicznych krwi oraz
mikroskopowej obserwacji cech morfologicznych nicieni, sze-
roko wykorzystywanych w diagnostyce toksokarozy. Celem
pracy jest przedstawienie mozliwosci molekularnej diagnosty-
ki toksokarozy przy uzyciu tahcuchowej reakcji polimerazy, po-
limorfizmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych, polimorfizmu
konformacyjnego jednoniciowego DNA oraz losowej amplifika-
cji polimorficznego DNA. Opisano takze znaczenie wewnetrz-
nych transkrybowanych sekwencji rozdzielajacych — niekodu-
jacych, swoistych gatunkowo regionéw DNA, oddzielajacych
geny kodujace rybosomalny RNA — ktére moga by¢ bardzo uzy-
teczne w diagnostyce toksokarozy.

Toksokaroza to odzwierzeca choroba inwazyjna wy-
wotana zarazeniem formg rozwojowa nicienia nalezgce-
go do rodzaju Toxocara. Glista psia (T canis) i glista ko-
cia (T cati) to powszechne pasozyty pséw i kotow
na terenie Polski (do 72% bezpanskich psow i 10,5-30%
kotéw moze by¢ zarazonych glistami) [1]. Peten cykl roz-
wojowy T. canis i T. cati zachodzi jedynie u mtodych zwie-
rzat, natomiast u dorostych miesozernych, drobnych

Abstract

Toxocarosis is a zoonosis caused by the ascarid nematodes
Toxocara canis and Toxocara cati. There are five forms of
toxocarosis: visceral larva migrans (VLM), ocular larva migrans
(OLM), neurotoxocarosis, covert toxocarosis (CT) and
asymptomatic toxocarosis. Molecular biology offers a wide
range of tools applicable for the identification of parasites. It is
an essential supplement of serological blood tests and
microscopic observations of the morphological features of the
nematode, widely used in diagnosis of toxocarosis. The aim of
this paper is to present possibilities of molecular diagnosis of
toxocarosis using: PCR (polymerase chain reaction), RFLP
(restriction fragment length polymorphism), SSCP (single strand
conformation polymorphism) and RAPD (random amplified
polymorphic DNA). Also described is the significance of internal
transcribed spacers (ITS) — noncoding, species-specific regions of
DNA sequence which separate genes coding rRNA, which can be
useful in diagnosis of toxocarosis.

gryzoni czy ptakéw larwy nie rozwijaja sie do postaci do-
rostych. Chorobe u cztowieka moga takze wywotaé¢ ni-
cienie z gatunku Toxascaris leonina i potencjalnie Toxo-
cara malaysiensis, ktére nie sg spotykane na terenie
Polski. Do organizmu kociat, szczeniat, mtodych lisow
czy wilkéw larwy dostaja sie droga srddmaciczng, lakto-
gennga lub doustna i po odbyciu wedréwki przez ptuca
lokalizuja sie w jelicie cienkim, gdzie osiggaja dojrzatosé
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oraz produkuja wydalane z katem jaja [2]. Jedna samica
glisty jest w stanie wytworzyé ok. 200 tys. jaj na dobe,
ktore dzieki grubym otoczkom moga zachowywac inwa-
zyjnos¢ nawet przez 10 lat. Szacuje sie, ze w zaleznosci
od warunkéw demograficznych na Swiecie 2-10% popu-
lacji jest zarazone Toxocara spp. [3]. Wedtug Hozyasz
i wsp. dodatnie odczyny serologiczne na obecnos¢ inwa-
zji glistami wystepuja w zachodnich wojewdédztwach
Polski u ok. 3,5% dzieci, natomiast w potudniowo-
-wschodnich regionach kraju nawet u ok. 19% [4].
Cztowiek jest zywicielem przypadkowym, u ktérego
rozwéj Toxocara spp. jest nietypowy i zostaje zahamo-
wany na poziomie larw. Inwazje pasozyta nabywa sie
za posrednictwem jaj pochodzacych ze srodowiska ze-
wnetrznego. Jaja bezposrednio wydalone z katem cho-
rego zwierzecia nie sg od razu zdolne do zarazenia. Do-
piero po ok. 3 tyg., przy dostepie tlenu, w odpowiedniej
temperaturze (10-30°C) oraz wilgotnosci $rodowiska
W jaju rozwija sie larwa drugiego stadium (L2) — posta¢
inwazyjna Toxocara spp. [2]. Ludzie (najczesciej dzieci
w wieku 2-7 lat) nabywaja toksokaroze gtéwnie przez
kontakt ze skazong ziemia. Zaréwno niski poziom higie-
ny, jak i spozywanie surowych warzyw z zanieczyszczo-
nych upraw moze doprowadzi¢ do inwazji. Rzadziej wia-
ze sie to z konsumpcja surowego miesa zwierzat
bedacych potencjalnymi gospodarzami pasozyta, takich
jak kurczaki, jagnieta czy kroliki [5]. Z potknietych jaj
pasozyta w przewodzie pokarmowym cztowieka uwal-
niaja sie inwazyjne larwy, ktére przechodza przez Scia-
ne jelita i wedrujg z pradem krwi do roéznych tkanek
— gtéwnie watroby (80%), a takze ptuc, mézgu, gatki
ocznej, miesni szkieletowych czy miesnia sercowego.
Larwy nigdy nie osiagaja postaci dojrzatej, ale sg silny-
mi antygenami i wywotuja odczyn zapalny w otaczaja-
cych tkankach, co prowadzi do powstania ziarniniakéw
i blizn tagcznotkankowych. R6znorodnosé objawow kli-
nicznych zalezy od masywnosci zarazenia, lokalizacji
narzadowej pasozyta oraz zapalno-immunologicznej
odpowiedzi ze strony organizmu cztowieka [6].

Kliniczny przebieg toksokarozy

Z klinicznego punktu widzenia rozréznia sie piec
form toksokarozy, tj. zesp6t larwy wedrujacej trzewnej
(ang. visceral larva migrans — VLM), toksokaroze oczna
(ang. ocular larva migrans — OLM), toksokaroze osrodko-
wego uktadu nerwowego, toksokaroze ukryta (ang. co-
vert toxocarosis — CT) oraz bezobjawowa. Wedtug badan
przeprowadzonych przez Pracownie Parazytoz Zwierzat
Domowych Instytutu Parazytologii PAN w Warszawie
najczesciej wystepuje VLM (45,4%), rzadziej rozpoznaje
sie postac ukrytg (37,5%) i oczng (17,1%) [2].

Nastepstwem masywnego zarazenia, gtbwnie u ma-
tych dzieci, jest uogélniona postac trzewna (zespét VLM),
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objawiajaca sie bélami brzucha i gtowy, goraczka, osta-
bieniem apetytu, hepatomegalig, splenomegalia i po-
wiekszeniem weztéw chtonnych. Towarzyszg im niepra-
widtowosci w badaniach laboratoryjnych, takie jak
leukocytoza z eozynofilia (>2000 komérek/mm?), niedo-
krwistos¢ niedobarwliwa, hipergammaglobulinemia oraz
wzrost aktywnosci aminotransferaz [2, 5]. Przy mniej in-
tensywnej inwazji i stabiej nasilonych objawach stwier-
dza sie postac ukrytg (CT) lub bezobjawowa.

W przypadku, gdy larwa dotrze do osrodkowego
uktadu nerwowego, choroba manifestuje sie jako ence-
falopatia z zaburzeniami funkcji poznawczych, zapale-
nie opon moézgowych i moézgu, zapalenie naczynh
moézgowych, padaczka, ostabienie widzenia, zapalenie
rdzenia kregowego i korzeni rdzeniowych lub zapalenie
nerwdw czaszkowych [7]. Zapis elektroencefalogramu
(EEG) jest nieprawidtowy, natomiast w badaniach obra-
zowych (tomografia komputerowa, rezonans magne-
tyczny) czesto nie stwierdza sie zmian ogniskowych.

Toksokaroza oczna (OLM) jest miejscowym powikta-
niem inwazji Toxocara spp. i zazwyczaj wystepuje u dzie-
ci, chociaz opisano takze przypadki u dorostych. Objawy
kliniczne obejmuja pogorszenie widzenia w ciggu kilku
dni lub tygodni, wysiek zapalny w ciele szklistym i ko-
morze przedniej, ziarniniaki (czesto podejrzenie retino-
blastoma), zapalenie i wylewy wewnatrzgatkowe, od-
warstwienie siatkowki, wtorny zez i zatme [8].

Tradycyjne metody diagnostyczne

W diagnostyce toksokarozy wykorzystuje sie bada-
nia serologiczne. Poszukuje sie swoistych przeciwciat
IgG skierowanych przeciwko antygenom wydalniczo-wy-
dzielniczym glist, ktére s3 uwazane za bardziej swoiste
od antygenéw somatycznych [9]. Obecnie rutynowo
wykonuje sie test ELISA (ang. enzyme-linked
immunosorbent assay) do wykrywania przeciwciat typu
IgG, brak natomiast komercyjnych testéw dla IgM [2].
Metoda ELISA charakteryzuje sie czutoscig ok. 78%
i swoistoscig >90% (dla miana >1:32) [10]. Jednak specy-
ficznos¢ stadialna niektérych antygenéw oraz zmien-
nos¢ antygenowa pasozytéw sprawia, ze badania sero-
logiczne nie sa wystarczajaco czute. Przeciwciata
wykrywane u zywiciela sg jedynie posrednim dowodem
obecnosci patogenu i wysokie ich miana moga utrzymy-
wac sie nawet po wyeliminowaniu pasozyta. Dodatkowy
problem stanowia reakcje krzyzowe uniemozliwiajace
definitywne okreslenie, ktéry z pasozytéw — T. canis czy
T. cati — spowodowat w danym przypadku chorobe. Za-
zwyczaj przy rozpoznaniu zespotu larwy migrujacej
Toxocara przyjmuje sie, ze to T. canis [11]. Natomiast
T. cati— migrujaca larwa stadium L2 — takze moze powo-
dowaé OLM czy VLM. Istnieje réwniez mozliwos¢ dodat-
kowego zarazenia cztowieka dorostymi pasozytami, co



Diagnostyka toksokarozy

229

w przypadku T. canis wystepuje bardzo rzadko (nie po-
twierdzono obecnosci jaj w kale). Sugeruje sie, ze T. ca-
ti czedciej wywotuje OLM niz VLM [11].

Metody mikroskopowe natomiast, takze wykorzy-
stywane do diagnostyki toksokarozy, s3 mato obiek-
tywne, gdyz silnie zalezg od umiejetnosci i doswiadcze-
nia osoby badajacej. Czesto w obrebie danego rodzaju
pasozytéw poszczegblne gatunki nie wykazuja ponad-
to znaczacych réznic w morfologii lub tylko niektére ich
stadia rozwojowe umozliwiaja réznicowanie. Poza tym,
aby oceni¢ cechy budowy nicienia, konieczna jest jego
izolacja z tkanek gospodarza. Chorzy nie wydalaja jaj
Toxocara spp. z katem, a biopsja lub operacyjne usunie-
cie ziarniniaka powstatego wokét larwy w ludzkich na-
rzadach w celu wykonania serii histologicznych skraw-
kéw rzadko sg mozliwe.

Doktadna identyfikacja nicieni w kazdym stadium
rozwojowym jest niezmiernie wazna do rozpoznania
i leczenia choroby. Zazwyczaj poszczegblne nicienie sg
identyfikowane i rozrézniane na podstawie ich cech
morfologicznych, gospodarza, ktérego zarazity, obja-
wow u zywiciela i ich geograficznego pochodzenia. Kry-
teria te nie zawsze sg jednak wystarczajgce, co moze
powaznie ograniczy¢ mozliwosci trafnej diagnozy [12].
Dlatego tez w diagnostyce toksokarozy i pewnej iden-
tyfikacji organizmu pasozyta przewage moga miec
techniki oparte na badaniu materiatu genetycznego
[13, 14]. Znalezienie DNA pasozyta jest jednoznacznym
Swiadectwem jego obecnosci. Wysoka czutoscig i spe-
cyficznoscia charakteryzuja sie jedynie metody biologii
molekularnej, ktére zaczeto stosowal w parazytologii
po 1990 r.

Metody diagnostyki molekularnej

Podstawowga technika badawcza i diagnostyczna
metod biologii molekularnej jest tancuchowa reakcja
polimerazy (ang. polimerase chain reaction — PCR), kt6-
ra w ciggu kilku godzin umozliwia amplifikacje okreslo-
nego fragmentu DNA w bardzo duzych ilosciach [15].
Substraty niezbedne do przeprowadzenia PCR to ma-
tryca (DNA lub RNA), startery (krotkie fragmenty mate-
riatu genetycznego, od ktérych rozpoczyna sie reakcja),
deoksynukleotydy, enzym — polimeraza — oraz bufory
reakcyjne [2, 16]. W czasie trwania jednej reakgji prze-
prowadza sie 30-40 cykli, na ktére sktadaja sie trzy eta-
py, tj. denaturacja czasteczki DNA (rozdzielenie po-
dwajnej nici na dwie pojedyncze, z ktérych kazda staje
sie nastepnie matryca), przytaczanie starteréw do od-
powiednich sekwencji na powielanych niciach oraz syn-
teza nowej nici miedzy starterami przez enzym — poli-
meraze (wydtuzanie zachodzi w Scisle okreslonej
temperaturze ok. 72°C) [17, 18].

Do wykonania PCR wystarczajg pikogramowe ilo-
Sci DNA [16], co jest szczegblnie wazne, gdy dysponu-
je sie jedynie niewielka iloscig materiatu do badania.
tafncuchowa reakcja polimerazy moze byé przydat-
nym molekularnym narzedziem do badania materiatu
biopsyjnego lub prébek z autopsji od chorych podej-
rzewanych o VLM czy OLM. Dzieki temu mozliwe jest
wyjasnienie wielu probleméw epidemiologicznych, ta-
kich jak wzgledna czestos¢ wystepowania okreslo-
nych gatunkéw nicieni u ludzi [19].

Podstawowe znaczenie dla identyfikacji pasozy-
tow przy uzyciu metod PCR ma wyb6r odpowiedniego
regionu DNA (marker genetyczny lub locus), ktéry
umozliwi odréznienie danego gatunku od innych,
a jednoczesnie bedzie wykazywat minimalng zmien-
nos¢ wewnatrzgatunkowa. Zidentyfikowane na pod-
stawie morfologii doroste osobniki T. canis, T cati
i T. leonina moga by¢ rozrézniane dzieki ich ITS-2 se-
kwencjom [20]. Wewnetrzne sekwencje rozdzielajgce
(ang. internal transcribed spacer — ITS) to niekodujgce
regiony sekwencji DNA (tzw. rybosomalnego DNA
— rDNA), ktére oddzielaja geny kodujace rybosomalny
RNA. Sekwencje te miedzy gatunkami rdznig sie
o ok. 26-50%, co jest znamiennie wieksze od we-
wnatrzgatunkowych polimorfizméw (0-0,6%) [21].
Dodatkowo s3 one wielokrotnie powtarzane w geno-
mie, grupuja sie w zespoty i rodziny, dzieki czemu
mozliwa jest ich detekcja nawet w niewielkiej probce
materiatu, co podwyzsza czuto$¢ badania [22].

Poréwnujac sekwencje ITS1i1TS2 dla T. canis, T. ca-
tii T leonina, stworzono startery umozliwiajagce ampli-
fikacje odpowiednich fragmentéw DNA w reakcji PCR.
Wspblne startery dla ITS1i ITS2 oraz 5.85 majg naste-
pujaca sekwencje NC5 5-GTAGGTGAACCTGCGGAAG-
GATCATT-3" oraz NC2 5'TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT 3.
W celu amplifikacji fragmentéw charakterystycznych
dla poszczegdlnych gatunkéw uzywa sie natomiast od-
rebnych par starteréw [19]. Waznga zaleta reakcji PCR ze
starterami komplementarnymi do ITS2 konkretnych ga-
tunkéw Toxocara jest fakt, ze nie sa wtedy jednoczes-
nie powielane fragmenty DNA pochodzace z tkanek go-
spodarza. Umozliwia to wykrywanie larw nicieni bezpo-
Srednio w homogenacie tkanki pochodzacej z biopsji
czy w ptynach ustrojowych pacjenta. Nie ma konieczno-
Sci izolacji pasozyta czy wykonywania serii histologicz-
nych skrawkéw w celu lokalizacji larwy [13, 23].

W diagnostyce ludzkiej toksokarozy stosuje sie tak-
ze technike PCR-RFLP [24] — potaczenie taficuchowej re-
akcji polimerazy (PCR) z analiza polimorfizmu dtugosci
fragmentow restrykcyjnych (ang. restriction fragment
length polymorphism — RFLP). Polega ona na amplifiko-
waniu DNA pasozytdw, a nastepnie trawieniu
produktow PCR endonukleazami restrykcyjnymi
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i analizowaniu ich w Swietle UV po elektroforetycznym
rozdziale w zelu agarozowym (ryc. 1.

Do identyfikacji Toxocara spp. wykorzystuje sie en-
zymy restrykcyjne Hinfl oraz Rsal. Trawienie powielone-
go DNA endonukleazg Hinfl pozwala odr6zni¢ gatunki
Toxocara od innych nicieni mogacych pasozytowac
w ludzkich tkankach. Sekwencje ITS2 T. canis i T. cati nie
sg podatne na ciecie tym enzymem, podczas gdy kwasy
nukleinowe pokrewnych gatunkéw, takie jak T leonina,
Ascaris suum czy A. lumbricoides majg sekwencje rozpo-
znawane przez Hinfl. Endonukleaze Rsal stosuje sie na-
tomiast do rozr6znienia T. canis od T. cati, gdyz przecina
ich DNA w r6znych miejscach. Materiat po amplifikacji
regionu ITS2 pochodzacy z T. cati przy uzyciu Rsal rozci-
nany jest na trzy fragmenty (110, 160 i 280 pb), a pocho-
dzacy od T. canis na 2 (250 i 290 pb) [23].

Szybka i tatwa do przeprowadzenia metoda umozli-
wiajaca wykrywanie pasozytéw o nieznanych gatunko-
wo swoistych sekwencjach DNA jest losowa amplifika-
cja polimorficznego DNA RAPD-PCR (ang. random
amplification of polymorphic DNA — RAPD). W metodzie
tej do reakcji PCR uzywa sie krétkie, przypadkowo do-
brane startery, a pasozyta identyfikuje sie na podsta-
wie wzoru elektroforetycznego produktu [25, 26].
W przypadku T. canis i T. cati przy uzyciu tej metody
otrzymuje sie produkt wielkosci 293 pb, a nie s3 jedno-
czesnie namnazane fragmenty DNA innych nicieni, ta-
kich jak A. lumbricoides, A. lumbricoides suum czy Ani-
sakis simplex [23]. Niestety, metoda RAPD-PCR ma
powazna wade, jaka jest brak specyficznosci starteréw
i mozliwos¢ jednoczesnej amplifikacji, a potem migracji
podczas elektroforezy, niehomologicznych fragmentéw
pochodzacych z zanieczyszczen [21].

Rozréznianie sekwencji réznigcych sie tylko jednym
lub kilkoma nukleotydami umozliwia z kolei analiza poli-
morfizmu konformacyjnego jednoniciowego DNA (ang.
single strand conformation polymorphism — SSCP) [12, 27].

8% >

Ryc. 1. Schemat metody analizy dtugosci frag-
mentéw restrykcyjnych PCR-RFLP: 1 — izolacja
DNA i reakcja PCR, 2 — trawienie produktéw en-
zymami restrykcyjnymi, 3 — elektroforeza

Fig. 1. Scheme of restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP) analysis: 1 — DNA
isolation and PCR multiplication, 2 -
fragmentation of DNA samples by restriction
enzymes, 3 — electrophoresis
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Technika ta polega na analizie szybkosci migracji poje-
dynczych nici DNA w niedenaturujacym zelu poliakrylo-
amidowym. Kazda czasteczka jednoniciowego DNA przy-
biera charakterystyczng konformacje, ktéra jest
wynikiem parowania sie komplementarnych zasad mie-
dzy nukleotydami, dzieki czemu w zelu migruja z okreslo-
na predkoscia. Jezeli natomiast zmieni sie pierwszorzedo-
wa struktura kwasu dezoksyrybonukleotydowego, nawet
w wyniku punktowej mutacji, ma to swoje odbicie w od-
miennej konformacji drugorzedowej i trzeciorzedowe;.
Czasteczka taka migruje juz z inng predkoscia (ryc. 2.).

Technike SSCP wykorzystuje sie do wykrywania
zmiennosci w obrebie gatunku czy indywidualnych
osobnikow, badania mechanizméw ewolucji i dziedzicze-
nia. Stanowi wazne narzedzie do monitorowania genéw
ulegajacych i nieulegajacych ekspresji oraz poszukiwa-
nia mutacji w allelach, odpowiedzialnych za opornos¢
na leki. Zbyt intensywne wykorzystywanie niektérych le-
kéw mogto bowiem doprowadzi¢ do selekcji w hetero-
gennych populacjach nicieni [12].

Podsumowanie

Metody molekularne w diagnostyce zakazef i inwa-
zji sa stosowane stosunkowo od niedawna, dlatego brak
jeszcze standardéw pracy laboratoryjnej, ktére zminima-
lizowatyby prawdopodobiefstwo fatszywie ujemnych
i fatszywie dodatnich wynikéw. Dotyczy to zwtaszcza
technik zwigzanych z PCR, dla ktérych niezwykle wazna
jest kontrola jakosci. Mimo to, techniki biologii moleku-
larnej sa najbardziej wiarygodnymi metodami w identy-
fikacji gatunkéw pasozytéw i diagnostyce choréb przez
nie wywotywanych. Moga w istotny sposéb wspomac
i uzupetniac tradycyjne metody rozpoznawania toksoka-
rozy z korzyscia zaréwno dla pacjenta, jak i lekarza.

Praca finansowana z grantu nr 2 PO5E 015 27.
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Ryc. 2. Schemat metody analizy polimorfizmu
konformacyjnego jednoniciowego DNA-SSCP:
1 — denaturacja podwéjnych nici DNA, 2 — poje-
dyncze nici przybieraja charakterystyczne konfor-
macje, 3 — elektroforeza

Fig. 2. Scheme of single strand conformation
polymorphism (DNA-SSCP) analysis: 1 — dena-
turation of double strand DNA, 2 — single strand
DNA folding with creation of different
conformational states according to DNA sequence,
3 —electrophoresis
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