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SSttrreesszzcczzeenniiee
Toksokaroza to choroba odzwierzęca wywoływana głównie
przez glisty Toxocara canis i Toxocara cati. Wyróżnia się pięć
postaci toksokarozy – zespół larwy wędrującej trzewnej, tokso-
karozę oczną, neurologiczną postać toksokarozy, toksokarozę
ukrytą oraz bezobjawową. Szeroki zakres narzędzi odpowied-
nich do identyfikacji pasożytów oferuje biologia molekularna.
Jest istotnym uzupełnieniem badań serologicznych krwi oraz
mikroskopowej obserwacji cech morfologicznych nicieni, sze-
roko wykorzystywanych w diagnostyce toksokarozy. Celem
pracy jest przedstawienie możliwości molekularnej diagnosty-
ki toksokarozy przy użyciu łańcuchowej reakcji polimerazy, po-
limorfizmu długości fragmentów restrykcyjnych, polimorfizmu
konformacyjnego jednoniciowego DNA oraz losowej amplifika-
cji polimorficznego DNA. Opisano także znaczenie wewnętrz-
nych transkrybowanych sekwencji rozdzielających – niekodu-
jących, swoistych gatunkowo regionów DNA, oddzielających
geny kodujące rybosomalny RNA – które mogą być bardzo uży-
teczne w diagnostyce toksokarozy.

AAbbssttrraacctt
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.

Toksokaroza to odzwierzęca choroba inwazyjna wy-
wołana zarażeniem formą rozwojową nicienia należące-
go do rodzaju Toxocara. Glista psia (T. canis) i glista ko-
cia (T. cati) to powszechne pasożyty psów i kotów
na terenie Polski (do 72% bezpańskich psów i 10,5–30%
kotów może być zarażonych glistami) [1]. Pełen cykl roz-
wojowy T. canis i T. cati zachodzi jedynie u młodych zwie-
rząt, natomiast u dorosłych mięsożernych, drobnych

gryzoni czy ptaków larwy nie rozwijają się do postaci do-
rosłych. Chorobę u człowieka mogą także wywołać ni-
cienie z gatunku Toxascaris leonina i potencjalnie Toxo-

cara malaysiensis, które nie są spotykane na terenie
Polski. Do organizmu kociąt, szczeniąt, młodych lisów
czy wilków larwy dostają się drogą śródmaciczną, lakto-
genną lub doustną i po odbyciu wędrówki przez płuca
lokalizują się w jelicie cienkim, gdzie osiągają dojrzałość
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oraz produkują wydalane z kałem jaja [2]. Jedna samica
glisty jest w stanie wytworzyć ok. 200 tys. jaj na dobę,
które dzięki grubym otoczkom mogą zachowywać inwa-
zyjność nawet przez 10 lat. Szacuje się, że w zależności
od warunków demograficznych na świecie 2–10% popu-
lacji jest zarażone Toxocara spp. [3]. Według Hozyasz
i wsp. dodatnie odczyny serologiczne na obecność inwa-
zji glistami występują w zachodnich województwach
Polski u ok. 3,5% dzieci, natomiast w południowo-
-wschodnich regionach kraju nawet u ok. 19% [4].

Człowiek jest żywicielem przypadkowym, u którego
rozwój Toxocara spp. jest nietypowy i zostaje zahamo-
wany na poziomie larw. Inwazję pasożyta nabywa się
za pośrednictwem jaj pochodzących ze środowiska ze-
wnętrznego. Jaja bezpośrednio wydalone z kałem cho-
rego zwierzęcia nie są od razu zdolne do zarażenia. Do-
piero po ok. 3 tyg., przy dostępie tlenu, w odpowiedniej
temperaturze (10–30°C) oraz wilgotności środowiska
w jaju rozwija się larwa drugiego stadium (L2) – postać
inwazyjna Toxocara spp. [2]. Ludzie (najczęściej dzieci
w wieku 2–7 lat) nabywają toksokarozę głównie przez
kontakt ze skażoną ziemią. Zarówno niski poziom higie-
ny, jak i spożywanie surowych warzyw z zanieczyszczo-
nych upraw może doprowadzić do inwazji. Rzadziej wią-
że się to z konsumpcją surowego mięsa zwierząt
będących potencjalnymi gospodarzami pasożyta, takich
jak kurczaki, jagnięta czy króliki [5]. Z połkniętych jaj
pasożyta w przewodzie pokarmowym człowieka uwal-
niają się inwazyjne larwy, które przechodzą przez ścia-
nę jelita i wędrują z prądem krwi do różnych tkanek
– głównie wątroby (80%), a także płuc, mózgu, gałki
ocznej, mięśni szkieletowych czy mięśnia sercowego.
Larwy nigdy nie osiągają postaci dojrzałej, ale są silny-
mi antygenami i wywołują odczyn zapalny w otaczają-
cych tkankach, co prowadzi do powstania ziarniniaków
i blizn łącznotkankowych. Różnorodność objawów kli-
nicznych zależy od masywności zarażenia, lokalizacji
narządowej pasożyta oraz zapalno-immunologicznej
odpowiedzi ze strony organizmu człowieka [6].

KKlliinniicczznnyy  pprrzzeebbiieegg  ttookkssookkaarroozzyy
Z klinicznego punktu widzenia rozróżnia się pięć

form toksokarozy, tj. zespół larwy wędrującej trzewnej
(ang. visceral larva migrans – VLM), toksokarozę oczną
(ang. ocular larva migrans – OLM), toksokarozę ośrodko-
wego układu nerwowego, toksokarozę ukrytą (ang. co-
vert toxocarosis – CT) oraz bezobjawową. Według badań
przeprowadzonych przez Pracownię Parazytoz Zwierząt
Domowych Instytutu Parazytologii PAN w Warszawie
najczęściej występuje VLM (45,4%), rzadziej rozpoznaje
się postać ukrytą (37,5%) i oczną (17,1%) [2].

Następstwem masywnego zarażenia, głównie u ma-
łych dzieci, jest uogólniona postać trzewna (zespół VLM),

objawiająca się bólami brzucha i głowy, gorączką, osła-
bieniem apetytu, hepatomegalią, splenomegalią i po-
większeniem węzłów chłonnych. Towarzyszą im niepra-
widłowości w badaniach laboratoryjnych, takie jak
leukocytoza z eozynofilią (>2000 komórek/mm3), niedo-
krwistość niedobarwliwa, hipergammaglobulinemia oraz
wzrost aktywności aminotransferaz [2, 5]. Przy mniej in-
tensywnej inwazji i słabiej nasilonych objawach stwier-
dza się postać ukrytą (CT) lub bezobjawową.

W przypadku, gdy larwa dotrze do ośrodkowego
układu nerwowego, choroba manifestuje się jako ence-
falopatia z zaburzeniami funkcji poznawczych, zapale-
nie opon mózgowych i mózgu, zapalenie naczyń 
mózgowych, padaczka, osłabienie widzenia, zapalenie
rdzenia kręgowego i korzeni rdzeniowych lub zapalenie
nerwów czaszkowych [7]. Zapis elektroencefalogramu
(EEG) jest nieprawidłowy, natomiast w badaniach obra-
zowych (tomografia komputerowa, rezonans magne-
tyczny) często nie stwierdza się zmian ogniskowych.

Toksokaroza oczna (OLM) jest miejscowym powikła-
niem inwazji Toxocara spp. i zazwyczaj występuje u dzie-
ci, chociaż opisano także przypadki u dorosłych. Objawy
kliniczne obejmują pogorszenie widzenia w ciągu kilku
dni lub tygodni, wysięk zapalny w ciele szklistym i ko-
morze przedniej, ziarniniaki (często podejrzenie retino-
blastoma), zapalenie i wylewy wewnątrzgałkowe, od-
warstwienie siatkówki, wtórny zez i zaćmę [8].

TTrraaddyyccyyjjnnee  mmeettooddyy  ddiiaaggnnoossttyycczznnee
W diagnostyce toksokarozy wykorzystuje się bada-

nia serologiczne. Poszukuje się swoistych przeciwciał
IgG skierowanych przeciwko antygenom wydalniczo-wy-
dzielniczym glist, które są uważane za bardziej swoiste
od antygenów somatycznych [9]. Obecnie rutynowo 
wykonuje się test ELISA (ang. enzyme-linked
immunosorbent assay) do wykrywania przeciwciał typu
IgG, brak natomiast komercyjnych testów dla IgM [2].
Metoda ELISA charakteryzuje się czułością ok. 78%
i swoistością >90% (dla miana ≥1:32) [10]. Jednak specy-
ficzność stadialna niektórych antygenów oraz zmien-
ność antygenowa pasożytów sprawia, że badania sero-
logiczne nie są wystarczająco czułe. Przeciwciała
wykrywane u żywiciela są jedynie pośrednim dowodem
obecności patogenu i wysokie ich miana mogą utrzymy-
wać się nawet po wyeliminowaniu pasożyta. Dodatkowy
problem stanowią reakcje krzyżowe uniemożliwiające
definitywne określenie, który z pasożytów – T. canis czy
T. cati – spowodował w danym przypadku chorobę. Za-
zwyczaj przy rozpoznaniu zespołu larwy migrującej
Toxocara przyjmuje się, że to T. canis [11]. Natomiast 
T. cati – migrująca larwa stadium L2 – także może powo-
dować OLM czy VLM. Istnieje również możliwość dodat-
kowego zarażenia człowieka dorosłymi pasożytami, co
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w przypadku T. canis występuje bardzo rzadko (nie po-
twierdzono obecności jaj w kale). Sugeruje się, że T. ca-
ti częściej wywołuje OLM niż VLM [11].

Metody mikroskopowe natomiast, także wykorzy-
stywane do diagnostyki toksokarozy, są mało obiek-
tywne, gdyż silnie zależą od umiejętności i doświadcze-
nia osoby badającej. Często w obrębie danego rodzaju
pasożytów poszczególne gatunki nie wykazują ponad-
to znaczących różnic w morfologii lub tylko niektóre ich
stadia rozwojowe umożliwiają różnicowanie. Poza tym,
aby ocenić cechy budowy nicienia, konieczna jest jego
izolacja z tkanek gospodarza. Chorzy nie wydalają jaj
Toxocara spp. z kałem, a biopsja lub operacyjne usunię-
cie ziarniniaka powstałego wokół larwy w ludzkich na-
rządach w celu wykonania serii histologicznych skraw-
ków rzadko są możliwe.

Dokładna identyfikacja nicieni w każdym stadium
rozwojowym jest niezmiernie ważna do rozpoznania
i leczenia choroby. Zazwyczaj poszczególne nicienie są
identyfikowane i rozróżniane na podstawie ich cech
morfologicznych, gospodarza, którego zaraziły, obja-
wów u żywiciela i ich geograficznego pochodzenia. Kry-
teria te nie zawsze są jednak wystarczające, co może
poważnie ograniczyć możliwości trafnej diagnozy [12].
Dlatego też w diagnostyce toksokarozy i pewnej iden-
tyfikacji organizmu pasożyta przewagę mogą mieć
techniki oparte na badaniu materiału genetycznego
[13, 14]. Znalezienie DNA pasożyta jest jednoznacznym
świadectwem jego obecności. Wysoką czułością i spe-
cyficznością charakteryzują się jedynie metody biologii
molekularnej, które zaczęto stosować w parazytologii
po 1990 r.

MMeettooddyy  ddiiaaggnnoossttyykkii  mmoolleekkuullaarrnneejj
Podstawową techniką badawczą i diagnostyczną

metod biologii molekularnej jest łańcuchowa reakcja
polimerazy (ang. polimerase chain reaction – PCR), któ-
ra w ciągu kilku godzin umożliwia amplifikację określo-
nego fragmentu DNA w bardzo dużych ilościach [15].
Substraty niezbędne do przeprowadzenia PCR to ma-
tryca (DNA lub RNA), startery (krótkie fragmenty mate-
riału genetycznego, od których rozpoczyna się reakcja),
deoksynukleotydy, enzym – polimeraza – oraz bufory
reakcyjne [2, 16]. W czasie trwania jednej reakcji prze-
prowadza się 30–40 cykli, na które składają się trzy eta-
py, tj. denaturacja cząsteczki DNA (rozdzielenie po-
dwójnej nici na dwie pojedyncze, z których każda staje
się następnie matrycą), przyłączanie starterów do od-
powiednich sekwencji na powielanych niciach oraz syn-
teza nowej nici między starterami przez enzym – poli-
merazę (wydłużanie zachodzi w ściśle określonej
temperaturze ok. 72°C) [17, 18].

Do wykonania PCR wystarczają pikogramowe ilo-
ści DNA [16], co jest szczególnie ważne, gdy dysponu-
je się jedynie niewielką ilością materiału do badania.
Łańcuchowa reakcja polimerazy może być przydat-
nym molekularnym narzędziem do badania materiału
biopsyjnego lub próbek z autopsji od chorych podej-
rzewanych o VLM czy OLM. Dzięki temu możliwe jest
wyjaśnienie wielu problemów epidemiologicznych, ta-
kich jak względna częstość występowania określo-
nych gatunków nicieni u ludzi [19].

Podstawowe znaczenie dla identyfikacji pasoży-
tów przy użyciu metod PCR ma wybór odpowiedniego
regionu DNA (marker genetyczny lub locus), który
umożliwi odróżnienie danego gatunku od innych,
a jednocześnie będzie wykazywał minimalną zmien-
ność wewnątrzgatunkową. Zidentyfikowane na pod-
stawie morfologii dorosłe osobniki T. canis, T. cati
i T. leonina mogą być rozróżniane dzięki ich ITS-2 se-
kwencjom [20]. Wewnętrzne sekwencje rozdzielające
(ang. internal transcribed spacer – ITS) to niekodujące
regiony sekwencji DNA (tzw. rybosomalnego DNA
– rDNA), które oddzielają geny kodujące rybosomalny
RNA. Sekwencje te między gatunkami różnią się
o ok. 26–50%, co jest znamiennie większe od we-
wnątrzgatunkowych polimorfizmów (0–0,6%) [21].
Dodatkowo są one wielokrotnie powtarzane w geno-
mie, grupują się w zespoły i rodziny, dzięki czemu
możliwa jest ich detekcja nawet w niewielkiej próbce
materiału, co podwyższa czułość badania [22].

Porównując sekwencje ITS1 i ITS2 dla T. canis, T. ca-
ti i T. leonina, stworzono startery umożliwiające ampli-
fikację odpowiednich fragmentów DNA w reakcji PCR.
Wspólne startery dla ITS1 i ITS2 oraz 5.8S mają nastę-
pującą sekwencję NC5 5’-GTAGGTGAACCTGCGGAAG-
GATCATT-3’ oraz NC2 5’TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT 3’.
W celu amplifikacji fragmentów charakterystycznych
dla poszczególnych gatunków używa się natomiast od-
rębnych par starterów [19]. Ważną zaletą reakcji PCR ze
starterami komplementarnymi do ITS2 konkretnych ga-
tunków Toxocara jest fakt, że nie są wtedy jednocześ-
nie powielane fragmenty DNA pochodzące z tkanek go-
spodarza. Umożliwia to wykrywanie larw nicieni bezpo-
średnio w homogenacie tkanki pochodzącej z biopsji
czy w płynach ustrojowych pacjenta. Nie ma konieczno-
ści izolacji pasożyta czy wykonywania serii histologicz-
nych skrawków w celu lokalizacji larwy [13, 23].

W diagnostyce ludzkiej toksokarozy stosuje się tak-
że technikę PCR-RFLP [24] – połączenie łańcuchowej re-
akcji polimerazy (PCR) z analizą polimorfizmu długości
fragmentów restrykcyjnych (ang. restriction fragment
length polymorphism – RFLP). Polega ona na amplifiko-
waniu DNA pasożytów, a następnie trawieniu 
produktów PCR endonukleazami restrykcyjnymi 
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i analizowaniu ich w świetle UV po elektroforetycznym
rozdziale w żelu agarozowym (ryc. 1.).

Do identyfikacji Toxocara spp. wykorzystuje się en-
zymy restrykcyjne Hinf1 oraz Rsa1. Trawienie powielone-
go DNA endonukleazą Hinf1 pozwala odróżnić gatunki
Toxocara od innych nicieni mogących pasożytować
w ludzkich tkankach. Sekwencje ITS2 T. canis i T. cati nie
są podatne na cięcie tym enzymem, podczas gdy kwasy
nukleinowe pokrewnych gatunków, takie jak T. leonina,
Ascaris suum czy A. lumbricoides mają sekwencje rozpo-
znawane przez Hinf1. Endonukleazę Rsa1 stosuje się na-
tomiast do rozróżnienia T. canis od T. cati, gdyż przecina
ich DNA w różnych miejscach. Materiał po amplifikacji
regionu ITS2 pochodzący z T. cati przy użyciu Rsa1 rozci-
nany jest na trzy fragmenty (110, 160 i 280 pb), a pocho-
dzący od T. canis na 2 (250 i 290 pb) [23].

Szybką i łatwą do przeprowadzenia metodą umożli-
wiającą wykrywanie pasożytów 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 używa się krótkie, przypadkowo do-
brane startery, a pasożyta identyfikuje się na podsta-
wie wzoru elektroforetycznego produktu [25, 26].
W przypadku T. canis i T. cati przy użyciu tej metody
otrzymuje się produkt wielkości 293 pb, a nie są jedno-
cześnie namnażane fragmenty DNA innych nicieni, ta-
kich jak A. lumbricoides, A. lumbricoides suum czy Ani-
sakis simplex [23]. Niestety, metoda RAPD-PCR ma
poważną wadę, jaką jest brak specyficzności starterów
i możliwość jednoczesnej amplifikacji, a potem migracji
podczas elektroforezy, niehomologicznych fragmentów
pochodzących z zanieczyszczeń [21].

Rozróżnianie sekwencji różniących się tylko jednym
lub kilkoma nukleotydami umożliwia z kolei analiza poli-
morfizmu konformacyjnego jednoniciowego DNA (ang.
single strand conformation polymorphism – SSCP) [12, 27].

Technika ta polega na analizie szybkości migracji poje-
dynczych nici DNA w niedenaturującym żelu poliakrylo-
amidowym. Każda cząsteczka jednoniciowego DNA przy-
biera charakterystyczną konformację, która jest
wynikiem parowania się komplementarnych zasad mię-
dzy nukleotydami, dzięki czemu w żelu migrują z określo-
ną prędkością. Jeżeli natomiast zmieni się pierwszorzędo-
wa struktura kwasu dezoksyrybonukleotydowego, nawet
w wyniku punktowej mutacji, ma to swoje odbicie w od-
miennej konformacji drugorzędowej i trzeciorzędowej.
Cząsteczka taka migruje już z inną prędkością (ryc. 2.).

Technikę SSCP wykorzystuje się do wykrywania
zmienności w obrębie gatunku czy indywidualnych
osobników, badania mechanizmów ewolucji i dziedzicze-
nia. Stanowi ważne narzędzie do monitorowania genów
ulegających i nieulegających ekspresji oraz poszukiwa-
nia mutacji w allelach, odpowiedzialnych za oporność
na leki. Zbyt intensywne wykorzystywanie niektórych le-
ków mogło bowiem doprowadzić do selekcji w hetero-
gennych populacjach nicieni [12].

PPooddssuummoowwaanniiee
Metody molekularne w diagnostyce zakażeń i inwa-

zji są stosowane stosunkowo od niedawna, dlatego brak
jeszcze standardów pracy laboratoryjnej, które zminima-
lizowałyby prawdopodobieństwo fałszywie ujemnych
i fałszywie dodatnich wyników. Dotyczy to zwłaszcza
technik związanych z PCR, dla których niezwykle ważna
jest kontrola jakości. Mimo to, techniki biologii moleku-
larnej są najbardziej wiarygodnymi metodami w identy-
fikacji gatunków pasożytów i diagnostyce chorób przez
nie wywoływanych. Mogą w istotny sposób wspomóc
i uzupełniać tradycyjne metody rozpoznawania toksoka-
rozy z korzyścią zarówno dla pacjenta, jak i lekarza.
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RRyycc.. 11..  Schemat metody analizy długości frag-
mentów restrykcyjnych PCR-RFLP: 1 – izolacja
DNA i reakcja PCR, 2 – trawienie produktów en-
zymami restrykcyjnymi, 3 – elektroforeza
FFiigg..  11.. 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

DNA nr I

DNA nr II
z mutacją punktową
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I II

RRyycc.. 22..  Schemat metody analizy polimorfizmu
konformacyjnego jednoniciowego DNA-SSCP:
1 – denaturacja podwójnych nici DNA, 2 – poje-
dyncze nici przybierają charakterystyczne konfor-
macje, 3 – elektroforeza
FFiigg..  22..  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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