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DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA W PARAZYTOLOGII

WSTEP

Metody diagnostyczne wykorzystujace
kwasy nukleinowe do identyfikacji pasozy-
tOw zostaly opracowane w okresie ostatnich
dwudziestu kilku lat, odpowiadajacych okre-
sowi najwiekszego rozwoju technik biologii
molekularnej. Udoskonalanie tych metod po-
stepuje nadal prowadzac do coraz wickszej
czutoSci oraz mozliwosci badania olbrzymiej
ilosci prob w stosunkowo niedlugim czasie.
W chwili obecnej do dyspozycji parazytologa
jest szerokie spektrum narzedzi diagnostycz-
nych umozliwiajacych prowadzenie badan
na wielu roznych plaszczyznach co pozwala
precyzyjnie dobra¢ metode do poszukiwanej
odpowiedzi.

Cho¢ kwas deoksyrybonukleinowy (DNA)
wykryto juz w 1869 r., jego role jako prze-
kaznika informacji genetycznej potwierdzono
dopiero w 1944 r. Natomiast rozwoj biologii
molekularnej i biotechnologii byl mozliwy
dopiero po odkryciu jego struktury przez
Watsona i Cricka w 1953 r. Poznanie natu-
ralnych procesow zwiazanych z odczytywa-
niem i przekazywaniem informacji genetycz-
nej, a wiec transkrypgji, translacji i replikaciji,
umozliwito naSladowanie tych procesow in
vitro ,co dalo poczatek wielu metodom dia-
gnostycznym i biotechnologicznym.

Identyfikacji organizmu na podstawie
jego materialu genetycznego ma pewne za-
lety nad metodami wczeSniejszymi, oparty-
mi na morfologii lub serologii. Znalezienie
DNA pasozyta jest bezposrednim dowodem
jego obecnosci. Czesto gatunki pasozytow

pasozytOw w obrebie jednego rodzaju sa
morfologicznie trudne do odrdéznienia lub
tylko niektore stadia rozwojowe umozliwiaja
roznicowanie gatunku. Metody mikroskopo-
we czesto wymuszaja ogladanie duzej liczby
prob, moga by¢ mato obiektywne, uzaleznio-
ne od wprawy ogladajacego. Metody serolo-
giczne, poszukuja specyficznych antygenow
lub przeciwcial. Tu problemem moze byc¢
specyficznos$¢ stadialna niektorych antyge-
nOw pasozytniczych, a czesta zmiana wtasci-
woSci antygenowych jest chetnie wykorzysty-
wana przez pasozyty strategia unikania ataku
ze strony uktadu immunologicznego zywicie-
la. Przeciwciata, natomiast, maja t¢ wade, ze
sa posrednim dowodem obecnoSci patoge-
nu, a wlasciwie sa Sladem kontaktu zywicie-
la z pasozytem i moga pozostawac dlugo po
jego usuni¢ciu. Metody biologii molekularne;j
cechuje bardzo duza czulosc, a specyficznosc
moze byC¢ dobrana w zaleznoSci od potrzeb,
na roznych poziomach taksonomicznych
(MCKEAND 1998). Metody molekularne nie
sa tez pozbawione wad. Przede wszystkim
ich wysoka czuto$S¢ stwarza mozliwoS¢ po-
wstawania wynikow falszywie dodatnich, co
wymusza szczegolng ostroznosS¢ przy ich sto-
sowaniu, a uzyskane wyniki musza by¢ wery-
fikowane (ALTWEG 1995).

Celem tego artykulu jest przedstawienie
najistotniejszych metod molekularnych stoso-
wanych w parazytologii, mozliwe ich zasto-
sowania oraz korzySci z tego wynikajace.
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METODYKA

POSZUKIWANE SEKWENCJE

Wiekszos¢ metod diagnostycznych pole-
ga na poszukiwaniu specyficznej sekwencji
w genomie pasozyta. Genom, a wiec calos¢
informacji genetycznej organizmu, jest nie-
jednorodny, podzielony na obszary zroznico-
wane funckcjonalnie. Podzial ten jest przed-
stawiony na Ryc. 1, z ktorej wyraznie wyni-
ka, ze zasOb kodujacy funkcjonalne geny jest
bardzo skromny. W obrebie genomu istnieja
obszary o roznych stopniach zmiennosci: od
wysoce konserwatywnych do wysoce zmien-
nych. ZmiennoS$¢ informacji genetycznej jest
podstawa zmienno$ci organizmow i ewolu-
¢ji, a wynika ze zmian w sekwencji nukle-
otydowej powstajacych w skutek btedow
aparatu replikacyjnego. Kazda zmiana choc-
by pojedynczego nukleotydu w genie moze
prowadzi¢ do powstawania odmiennego bial-
ka. Niektore mutacje sa letalne — powstaje
wadliwa czasteczka uniemozliwiajaca zycie,
inne prowadza do chorob o roéznym nasile-
niu, jeszcze inne zwiekszaja przystosowanie
organizmu. W obrebie obszaréw niekodu-
jacych skutki mutacji nie sa tak powazne,
a wiec czeSciej sa utrwalane. Stad geny kodu-
jace funkcjonalne biatka naleza do sekwencji
konserwatywnych, a sekwencje niekodujace
cechuje duzo wigksza zmiennoS¢. Mozliwy
jest zatem dobor sekwencji do poziomu tak-
sonomicznego, ktory chcemy badac. Do roz-
nicowania szczepow czy osobnikOw pomoc-
ne sa obszary wysoce zmienne, np. mini- czy
mikrosatelity. Do identyfikacji gatunku wy-
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Ryc. 1. Genom czlowieka (wg. BROWNA 2001).
Mb — milion par zasad.

korzystywane sa sekwencje umiarkowanie
zmienne, np. transkrybowalne sekwencje
rozdzielajace zespotu genow rybosomalnych
czy niektore geny mitochondrialne. Badania
na wyzszych poziomach taksonomicznych
opieraja si¢ na sekwencjach konserwatyw-
nych, np. DNA kodujacy mala podjednostke
rybosomalnego RNA lub genach kodujacych
biatka (THOMPSON i wspotaut. 1998).

GENY RYBOSOMALNEGO RNA

Najchetniej wykorzystywanym obszarem
do badan jest zespot kodujacy 3 podjednost-
ki rRNA wraz z zewngtrznymi i wewnetrz-
nymi transkrybowanymi sekwencjami roz-
dzielajacymi (Ryc. 2). Zaleta tego zespotu
jest wspolistnienie sekwencji umiarkowanie
zmiennych (ITS-1, ITS-2) obok bardziej kon-
serwatywnych — geny podjednostek rRNA.
ITS-1 oraz ITS-2 sa czesto przydatne do iden-
tyfikacji gatunkowej, a sasiadujace geny sa
~.punktem zaczepienia”’, poniewaz wykorzy-
stujac informacje o sekwencji od jednego ga-
tunku mozemy badac gatunek spokrewniony
(MCMANUS i BOWLES 1996).

188 585 285

Ryc. 2 Schemat uktadu genow rybosomalnych.

ETS-1 i 2 — zewnetrzne sekwencje transkrybowane;
ITS-1 i 2 — wewnetrzne sekwencje transkrybowane;
188, 5,88, 28S — geny podjednostek rRNA.

MITOCHONDRIALNE DNA

Genom mitochondrialny jest czesto wyko-
rzystywany w badaniach ewolucyjnych, po-
niewaz jest dziedziczony wylacznie po matce,
nie podlega rekombinacji, a czesto ewoluuje
szybciej niz genom jadrowy. Zawiera glow-
nie obszary kodujace: geny enzymoOw mito-
chondrialnych, podjednostek tRNA i rRNA.
Do celow identyfikacji gatunkowej z powo-
dzeniem wykorzystywano podjednostke 1
oksydazy cytochromu c¢ (CO1) i podjednost-
ke 1 dehyrogenazy nukleotydu adeninowe-
go (ND1). Rowniez mitochondrialne regiony
mikrosatelitarne byly eksploatowane do wy-
krywania pasozytOw (MORGAN i BLAIR 1998,
ZHAN i wspotaut. 2001).
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DNA POWTORZONE

Powtorzone sekwencje gatunkowo-spe-
cyficzne zostaly wykryte w genomach wie-
Iu pasozytow. Zostaly one z powodzeniem
zastosowane do identyfikacji gatunku (Ko-
7ZAK-CIESZCZYK i WEDRYCHOWICZ 2003). Cze-

sto ich ulozenie jest tandemowe w wielu
kopiach. Zaletami tych sekwencji sa, mno-
goS$¢ powtorzen, co zwicksza czutos¢ metod
opartych na nich, oraz dlugos¢ nie przekra-
czajaca na ogot tysiac par zasad, co ulatwia
prace z nimi.

TECHNIKI

HYBRYDYZACJA KWASOW NUKLEINOWYCH

Hybrydyzacja  kwasOw  nukleinowych
to proces taczenia 2 obcych nici DNA lub
RNA-DNA na podstawie komplementarno-
Sci zasad. Metody oparte na tym zjawisku to
najwczesniej opracowane narze¢dzia w biolo-
gii molekularnej. Podstawa jest sonda DNA,
a wiec jednoniciowy DNA komplementarny
do poszukiwanej przez nas sekwencji, wy-
znakowany w sposob umozliwiajacy detekcje
miejsc, w ktorych doszto do polaczenia. Po-
czatkowo sondy znakowane byly radioaktyw-
nie, co stwarzato ryzyko dla ich uzytkowni-
kow i koniecznoS¢ posiadania laboratorium
przystosowanego do pracy z radioizotopami.
Nastepnie zaczeto stosowac znakowanie en-
zymatyczne oraz fluorochromami. To zwi¢k-
szyto bezpieczenstwo tej metody i uczynito
ja ogolnie dostepna. Istnieje kilka wariacji
hybrydyzacji cecha wspolna jest to, ze ba-
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Ryc. 3. Schemat metody hybrydyzacji typu dot-
-blot.

DNA badane wiaze si¢ z membrana, po wysyceniu
miejsc wolnych dodaje si¢ sonde¢ ze znacznikiem; na-
stepnie oplukuje si¢ niezwiazana sonde¢ i wywoluje.
Miejsca w ktorych wynik jest pozytywny widoczne
sa na membranie jako barwne plamy.

dana proba musi zosta¢ utrwalona na pod-
tozu (najczeSciej membranie nylonowej lub
celulozowej), wolne miejsca musza zostac
zablokowane a potem nastepuje inkubacja
z sonda i odptukanie niezwiazanych czaste-
czek. Ostatnim etapem jest wywolanie, czy-
li uwidocznienie miejsc, w ktorych doszlo
do zwiazania sondy i proby badanej (SINGH
1997). Schematyczne przedstawienie tej
techniki przedstawia Ryc. 3. Najprostsza od-
miana tej metody to dotblot, gdzie badane
proby nanoszone sa punktowo na membra-
ne¢, wynik otrzymuje si¢ w postaci barwnych
kropek. Bardziej zlozone s3 Southern-blot do
wykrywania DNA oraz Northern-blot — RNA.
W obu przypadkach kwasy nukleinowe roz-
dzielane sa na zelu, potem nastepuje transfer
z zelu na membrane i ciag dalszy procesu.
Kolejna odmiana jest FISH (ang. fluorescent
in-situ hybridisation), gdzie sonde wyznako-
wang fluorochromem dodaje si¢ bezposred-
nio do probki, bez koniecznosci uprzedniego
izolowania DNA czy RNA, a wynik obserwuje
pod mikroskopem fluorescencyjnym lub wy-
korzystujac inne systemy detekcji przystoso-
wane do rejestrowania fluorescencji, np. cy-
tometr przeptywowy.

Dowodem na to, ze miniaturyzacja poste-
pujace nie tylko w technice, ale takze w bio-
technologii sa mikromacierze DNA (ang.
chip DNA). Sa to szkietka mikroskopowe, na
ktorych znajduja si¢ tysiace sond molekular-
nych, a wiec mozliwe jest wykonywanie bar-
dzo wielu oznaczen réwnoczesSnie. Precyzyj-
ne usytuowanie sondy na szkielku osiaga sie
syntetyzujac ja bezposrednio na nim metoda
fotolitografii (LOCKHART i wspotaut. 1996)
lub wykorzystujac bardzo precyzyjne urzadze-
nia nanoszace. Na taka mikromacierz naktada
si¢ badane DNA, i to ono jest wyznakowane
fluorescencyjnie. Odczyt odbywa si¢ w mi-
kroskopie konfokalnym, a uzyskany wzor jest
analizowany komputerowo. NajczeSciej sto-
suje si¢ te technologie do badania ekspres;ji
bialek, poprzez analize obecnego w komor-
ce mRNA bezposrednio lub po przepisaniu
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na cDNA w procesie odwrotnej transkrypcji.
W ten sposOb mozliwe jest badanie zarOwno
aktywnoSci genOw pasozyta, jak i zywiciela
w ich wzajemnym oddzialywaniu, sprawdze-
nie jakie geny sa odpowiedzialne za zjadli-
woSC i rozw0j objawOw chorobowych, a kto-
re warunkuja odpornoS¢. Sa to informacje
niezwykle istotne w opracowywaniu nowych
strategii walki z patogenami (BOOTHROYD
i wspotaut. 2003).

AMPLIFIKACJA KWASOW NUKLEINOW YCH

Wydarzeniem przelomowym w rozwoju
biotechnologii bylo opracowanie w 1985 r.
metody amplifikacji DNA én vitro. Techni-
ka ta, zwana reakcja tancuchowa polimerazy
(ang. polimerase chain reaction, PCR) na-
Sladuje proces transkrypcji DNA zachodza-
cy w komorkach, z pewnymi modyfikacjami
niezbednymi do jego przeprowadzenia w wa-
runkach laboratoryjnych. Namnozeniu ulega
wybrany odcinek DNA, w cyklach prowa-
dzacych do logarytmicznego wzrostu iloSci
produktu (po 30 cyklach z jednej czasteczki
DNA matrycowego powstaje ok. 1 miliard
kopii produktu). Kazdy cykl sktada sie¢ 3 eta-
pow:

1. denaturacja, czyli rozdzielania dwuni-
ciowej struktury na pojedyncze nici; w ko-
morce odbywa sie to przy udziale catego
zespotu enzymow, a rozpleceniu ulega tylko
fragment transkrybowany, in vitro wykorzy-
stuje si¢ wysoka temperature (94°C), pod
wplywem ktorej nici ulegaja samoistnemu
rozdzieleniu (tzw. topnienie DNA);

2. przylaczanie starterow; startery (ina-
czej primery), to krotkie odcinki DNA (kil-
kanascie do dwudziestu kilku nukleotydow)
komplementarne do koncéw 5’ odcinka am-
plifikowanego na nici sensownej i antysen-
sownej. W naturze inicjacja transkrypcji wy-
maga obecnosci krotkich fragmentow RNA,
aby enzym odpowiedzialny za tworzenie nici
RNA (polimeraza RNA) mogt podjaé prace,
w PCR te role spelniaja startery, niezbedne
polimerazie DNA do rozpoczecia syntezy;
temperatura reakcji musi zosta¢ obnizona do
optymalnej, ktora jest inna dla kazdej pary
starterow (ok. 50-60°C);

3. elongacja, a wiec synteza odcinka po-
szukiwanego, komplementarnego do matrycy
DNA; w tym celu wykorzystywane sa obec-
nie termostabilne polimerazy DNA pocho-
dzace od bakterii cieplolubnych, tj. Thermus
aquaticus, od ktorych uzyskuje si¢ najpopu-
larniejsza polimeraze Taq. Optymalna tempe-
ratura pracy tego enzymu to 72°C. Wytrzy-

maloS¢ na wysokie temperatury eliminuje
konieczno$¢ dodawania nowych porcji en-
zymu po kazdym etapie denaturacji, co bylo
konieczne w poczatkowych fazach tworzenia
metody, kiedy stosowano enzymy termolabil-
ne.

Produkty powstajace w jednym cyklu staja
si¢ dodatkowa matryca do amplifikacji w ko-
lejnych cyklach, stad ilos¢ produktu wzrasta
logarytmicznie. Schemat metody jest przed-
stawiony na Ryc. 4. Cala reakcja zachodzi
w mieszaninie reagentOw objetosci od 25-
-100 pl, w urzadzeniu zwanym termocykle-
rem (Ryc. 5), majacym bardzo wydajny blok
grzejny (zmiana temperatury rzedu 3-4°C/s).
Olbrzymia wydajnoS¢ PCR sprawia, Ze jest
to metoda bardzo czula; nawet pojedynczej
czasteczki matrycowego DNA mozna uzyskac
wynik pozytywny. Najprostszym sposobem
odczytu wyniku jest elektroforeza zelowa,
gdzie mieszanin¢ poreakcyjna naklada si¢ na
zel i wymusza migracje polem elektrycznym,
poréwnujac powstaly po wybarwieniu wzor
prazkowania ze wzorcem masowym (przykla-
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Ryc. 4. Schemat metody PCR.

W pierwszym etapie dochodzi do rozdzielenia nici
DNA (TTTTTTTT) pod wplywem temperatury 94°C;
nastepnie przylaczaja si¢ startery (TTTTTT) w tem-
peraturze optymalnej; ostatni etap to synteza nici
DNA przez polimeraze (POL). W kolejnych cyklach
te nowopowstate produktu rowniez ulegaja denatu-
racji i stuza jako matryca.
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Ryc. 5. Termocycler gradientowy z pokrywa
grzejna. Widoczny blok grzejny z probowkami
do reakcji PCR.

dowy zel na Ryc. 6). Jesli otrzymujemy pra-
zek wielkoSci odpowiadajacej naszej poszu-
kiwanej sekwencji to uznajemy to za wynik
dodatni. Obecnie istnieja tez systemy elek-
troforezy kapilarnej, gdzie barwnikiem jest
fluorochrom, a zel zastapiony zostaje przez
kapilare. Probki przemieszczajace si¢ przez
nia sa analizowane przez system lasera i de-
tektora, a wynik otrzymujemy w postaci wy-
kresu. Olbrzymia czutos¢ metody PCR, cho¢
jest duza zaleta, stanowi tez problem, ponie-
waz moze prowadzi¢ do wynikow falszywie
dodatnich, jakakolwiek kontaminacja w mie-
szaninie reakcyjnej moze zafalszowac¢ wynik.
Stad bardzo wazne jest stosowanie kontroli
negatywnych, tzn. dolaczenie probowek za-
wierajacych wszystkie reagenty z wyjatkiem
matrycy DNA. Jesli w takiej kontroli pojawi
si¢ prazek, Swiadczy to o niewystarczajacej

Ryc. 6. Zdjecie rozdzialu elektroforetycznego
DNA wybarwionego bromkiem etydyny uwi-
docznionego w Swietle UV, sfotografowanego
w systemie do dokumentacji i analizy zeli Ko-
dak Gel Logic 200.

Od lewej: wzorzec masowy (100-700, co 100 par za-
sad), kontrola negatywna, kolejne probki badane (5)
i kontrola pozytywna (fot. M. Kozak-Cieszczyk).

ostroznoSci przy przygotowywaniu prob.
Natomiast wysoka wrazliwoS¢ na warunki fi-
zyko-chemiczne oraz mala stabilnoS¢ niekto-
rych reagentow moze prowadzi¢ do wyni-
kow falszywie ujemnych. Aby wyeliminowac
to zagrozenie nalezy stosowac kontrole pozy-
tywne. Taka ostroznosS¢ pozwala otrzymywac
wiarygodne wyniki (ALTWEGG 1995).

Istnieje wiele modyfikacji PCR, ktorych
przyktady znajduja sie¢ w Tabeli 1. Jedna
z najnowszych odmian, a zarazem nalezaca
do nielicznych iloSciowych jest PCR w czasie
rzeczywistym (ang. real-time PCR), w ktorym
powstawanie kolejnych produktow reakcji
jest rejestrowane na biezaco przez detektor
w pokrywie termocyklera. Jest to mozliwe ze
wzgledu na obecnos¢ dodatkowego elemen-
tu w mieszaninie reakcyjnej — sondy komple-
mentarnej do poszukiwanej sekwencji wyzna-
kowanej fluorochromem oraz wygaszaczem.
Istnieje kilka rodzajow sond, zasada metody
zostanie omowiona na podstawie tzw. sond
hydrolitycznych (Ryc. 7). Gdy sonda taka
przytacza sie¢ do nici DNA, fluorescencja
jest pochlaniana przez wygaszacz, detektor
nie rejestruje sygnatu. Gdy zachodzi synteza
odcinka poszukiwanego, polimeraza usuwa
sonde niszczac ja, przez co wygaszacz nie ha-
muje fluorescencji i detektor odbiera sygnal.
Im wiecej powstaje produktu, tym silniejszy
jest sygnal. W efekcie powstaje krzywa nara-
stania produktoéw, przebieg krzywej jest uza-
lezniony od iloSci DNA wyjSciowego. Wyko-
nuje sie wi¢c krzywe wzorcowe, ze znanymi

a
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POL

b
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fluarescencja

numer cykly

Ryc. 7. Schemat metody real-time PCR z udzia-
lem sondy hydrolityczne;j.

a) sonda jest przylaczona, wygaszasz pochtania flu-
orescencje i detektor nie wykrywa sygnatu; b) po-
limeraza syntetyzujac ni¢ DNA rozklada sonde i flu-
orescencja nie jest juz wygaszana, ¢) detektor odbie-
ra sygnal, co widoczne jest w postaci wykresu na
monitorze komputera.
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Tabela 1. Modyfikacje reakcji tancuchowej polimerazy (PCR).

Nazwa

Charakterystyka metody

RT-PCR

(reverse transcriptase PCR)

nested-PCR (PCR gniazdowe)

RAPD (random amplified polymorphic
DNA)

RACE (rapid amplification of cDNA
ends)

multiplex-PCR

PCR-RFLP

competitive-PCR (PCR konkurujacy)

Real-time PCR (PCR w czasie rzeczy-
wistym)

Matryca wyjSciowa jest RNA, ktore w procesie odwrotnej trans-
krypcji jest przepisywane na komplementarne DNA (ang. com-
plementary DNA, cDNA). Nastepnie cDNA ulega amplifikacji, jak
w zwyktym PCR.

Stosowane sa 2 pary starterOw: zewnetrzna (komplementarna do
koncow poszukiwanej sekwencji) i wewnetrzna (przylacza sie
przysrodkowo w stosunku do pierwszej pary starterow). Produkt
powstaly po amplifikacji z pierwsza para poddaje si¢ kolejnej
rundzie z 2 para. Zapewnia to wicksza specyficznos¢ metody.

Wykorzystywana, gdy nieznane sa sekwencje specyficzne, stosu-
je si¢ krotkie uniwersalne startery, ktorymi amplifikuje si¢ zbior
produktow, a ich liczba i dlugosci sa zalezne od sekwencji nukle-
otydowej matrycy oraz warunkow reakcji.

Technika umozliwiajaca otrzymanie pelnej dlugoSci sekwencji
gdy znany jest tylko fragment.

Rownoczesne zastosowanie kilku par starterOw w mieszaninie
reakcyjnej umozliwia diagnozowanie kilku patogenéw jednocze-
$nie. Produkty musza sie r6zni¢ dlugoscia, tak aby obecnos¢ kaz-
dego mogta zosta¢ zauwazona.

Potaczenie PCR z analiza restrykcyjna. Produkty amplifikacji pod-
daje si¢ dziataniu restryktazy (1 lub wi¢cej) i porownuje wzor
powstatych prazkow.

Metoda iloSciowa. W mieszaninie reakcyjnej umieszcza sic DNA
badane oraz DNA kontrolne o znanym st¢zeniu. W wyniku kon-
kurowania o reagenty iloS¢ produktu DNA kontrolnego bedzie
odwrotnie proporcjonalna do iloSci DNA badanego w probowce.

Metoda iloSciowa pozwalajaca na obserwowanie amplifikacji
w czasie rzeczywistym. Wraz z przybywaniem produktow PCR
wzrasta intensywnoS¢ fluorescencji rejestrowanej przez detektor.
Odzwierciedlone jest to w postaci wykresu na monitorze kompu-
tera.

iloSciami DNA matrycowego, a krzywa proby
badanej poréwnuje z nimi, wskutek czego
mozliwe jest wyliczenie iloSci materialu wyj-
Sciowego w probie badanej. W przypadku
tego systemu do PCR eliminowana jest ko-
nieczno$¢ manipulacji mieszanina poreakcyj-
na, co zmniejsza rowniez mozliwosS¢ btedu
(BELL i RANFORD-CARTWRIGHT 2002).

ANALIZA CAEYCH CZASTECZEK DNA

Istnieja sytuacje, w ktorych do badania
organizmu nie mamy specyficznej sekwencji
Swiadczacej o statusie taksonomicznym czy

innych badanych cechach. Wowczas pozosta-
ja metody porownujace cate czasteczki DNA.
Roznice w sktadzie nukleotydowym skutkuja
roznicami fizyko-chemicznymi czastek DNA
— t¢ zasade wykorzystuje metoda SSCP (ang.
single strand conformation polimorphism
— poliformizm konformacji jednoniciowej).
W metodzie tej przeprowadza si¢ elektrofo-
reze¢ w zelu niedenaturujacym i porownuje
sie mobilnos¢ badanych czastek. Czasteczki
jednoniciowe tworza drugo- i trzeciorzedowe
struktury w wyniku laczenia si¢ zasad w ob-
rebie nici. Zaleza one od dhlugosci czastecz-



Diagnostyka molekularna w parazytologii 55

ki, sekwencji i sktadu nukleotydowego. Na-
wet pojedyncza mutacja moze spowodowacd
zmiany w konformacji, co bedzie skutkowato
zmiana w mobilnoSci elektroforetycznej. Ana-
logiczna metoda jest DGGE (ang. denaturing
gradient gel electrophoresis — elektroforeza
w gradiencie denaturujacym), tu dodatko-
wym elementem jest czynnik denaturujacy
tworzacy gradient. Czasteczki w czasie migra-
¢ji w roznym punkcie gradientu denaturuja
i zwiekszaja swoja mobilnoS¢. Mozliwe jest
poréwnywanie organizmow blisko spokrew-
nionych i uchwycenie bardzo subtelnych
roznic genetycznych. Obie metody moga byc¢
rowniez stosowane do analizy produktéw re-
akcji, PCR umozliwiajac uwidocznienie roz-
nic w sekwencji, gdy dlugosc¢ jest ta sama
(GASSER 1999).

Kolejna metoda analizujaca réznice w se-
kwencjach roznej wielkoSci obszaro6w DNA
jest polimorfizm dlugosci fragmentéw re-
strykcyjnych  (ang. restriction fragment
length polimorphism, RFLP). Wykorzystuje
ona restryktazy — enzymy bakteryjne majace
zdolno$¢ przecinania nici DNA po napotka-

niu SciSle okreslonej sekwencji — najczesciej
cztero- lub szeScionukleotydowej. Liczba
i wielko§¢ powstatych po trawieniu takim en-
zymem fragmentow zalezy od liczby i umiej-
scowienia sekwencji przez niego rozpozna-
wanych. Porownujac wzor prazkOw powsta-
ly po rozdziale elektroforetycznym mozemy
wykry¢ zmiane nawet pojedynczych zasad
(mutacje punktowe) skutkujace brakiem lub
dodatkowym miejscem restrykcyjnym, co
wplynie na ilos$¢ i dlugos¢ otrzymanych praz-
kow. RFLP jest rOwniez czesto wykorzysty-
wany w polaczeniu z PCR (PCR-RFLP), gdy
produkty amplifikacji analizuje si¢ po dodat-
kowym etapem trawienia enzymem restryk-
cyjnym, wowczas liczba prazkow jest mniej-
sza i przez to prostsza w analizie (MCMANUS
i BOWLES 1996).

Diagnostyka molekularna znajduje zastoso-
wanie w identyfikowaniu pasozytow w wielu
dziedzinach badan. Precyzyjne rozpoznanie
patogenu moze by¢ istotne dla dalszego po-
stepowania lub by¢ niezbedna do ustalenia
zrodta zagrozenia choroba.

ZASTOSOWANIE DIAGNOSTYKI MOLEKULARNE]J W PARAZYTOLOGII

DIAGNOSTYKA CHOROB LUDZI I ZWIERZAT

Metody molekularne sa coraz cz¢Sciej wy-
korzystywanym narzedziem w diagnozowa-
niu parazytoz u ludzi i zwierzat. Tradycyjne
metody czesto nie pozwalaja na postawienie
odpowiednio wczesnej badz precyzyjnej dia-
gnozy. Zostaly opracowane metody izolacji
DNA z bardzo wielu prob klinicznych: krwi,
kalu, ptynow ustrojowych, bioptatow.

Pierwotniaki

W przypadku organizmow jednokomorko-
wych czesto stosowana jest metoda real-time
PCR ze wzgledu na mozliwo$S¢ precyzyjnej
oceny poziomu inwazji. Mozliwe jest wykry-
cie ta metoda Toxoplasma gondii zarOwno
we krwi, jak i plynie owodniowym czy mo-
zgowo-rdzeniowym. Czulos¢ tej metody siega
DNA 0,05 komorki pasozyta/mieszaning re-
akcyjna, a precyzyjne okreSlenie ilosci DNA
pasozytniczego jest mozliwe w obrebie 6-7
rzedow wielkoSci. Liczba pasozytow wplywa
znaczaco na stan kliniczny, leczenie i rokowa-
nie (LIN i wspotaut. 2000). Metoda ta okazata
sie rowniez przydatna do oceny liczby tachy-
z0itow Neospora caninum, powodujacego ro-
nienia u krow, koni oraz porazenia u psow.

Podobienstwo morfologiczne i antygenowe
N. caninum i T. gondii sprawiato trudnosc
w ich rozroznianiu metodami konwencjonal-
nymi (MORGAN i THOMPSON 1998). Real-time
PCR pozwala okresli¢ liczbe tachyzoitow N.
caninum w tkankach zywicieli, prog detekcji
to 0,1 tachyzoita (co odpowiada 10 fg DNA
pasozyta) w mieszaninie reakcyjnej (COLLAN-
TES-FERNANDEZ i wspotaut. 2002).

Rodzaj Giardia to grupa pierwotniakow
jelitowych wystepujacych u wielu zywicieli,
rowniez czlowieka. Wykrycie obecnosci pa-
sozyta metoda mikroskopowa wymaga wie-
lokrotnych prob ze wzgledu na okresowosc
pojawiania si¢ jego cyst w kale zywiciela.
Zastosowanie PCR znacznie zwicksza czu-
tos¢ detekcji. Wiele sekwencji okazalo si¢
przydatnych do identyfikacji Giardia, w tym
18SrDNA za pomoca nested-PCR czy gen
dehydrogenazy glutaminianowej oraz ETS
w PCR-RFLP (HOPKINS i wspotaut. 1999, Mo-
NIS i wspotaut. 1996, MCGLADE i wspotaut.
2003).

Tasiemce

Posrod tasiemczyc u ludzi obecnie naj-
wicksze zagrozenie stwarza Echinococcus
multilocularis — bablowiec wielolamowy,
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dla ktorego czlowiek jest zywicielem po-
Srednim. Metoda PCR mozliwe jest wykrycie
obecnosci pasozyta w bioptatach na podsta-
wie genu Ul malego jadrowego RNA (RNA
uczestniczace w procesie wycinania intro-
now w trakcie dojrzewania mRNA). Bardzo
istotne jest odrOznienie E. multilocularis od
blisko spokrewnionego E. granulosus, ze
wzgledu na diametralnie rézne skutki klinicz-
ne tych dwoch inwazji. Mozliwe jest rOwniez
wykorzystanie tej reakcji do diagnozowa-
nia echinokokozy u zywicieli ostatecznych
— w Polsce gtownie liséw. W tym przypadku
wykrywa sie obecnoS$¢ jaj tasiemca w kale
(MONNIER 1996).

Inwazje tasiemca uzbrojonego i nieuzbro-
jonego (Taenia solium, T. saginata) sa rOw-
niez mozliwe do rozréznienia za pomoca
PCR — odmiany multiplex. Zaprojektowano
gatunkowo-specyficzne startery umozliwiaja-
ce amplifikacje genu podjednostki 1 oksydazy
cytochromowej z DNA wyizolowanego z ka-
lu chorych. Obecno$¢ kazdego z gatunkéw
powoduje powstanie innej dlugoSci prazka,
obecnos¢ obydwu skutkuje powstaniem 2
prazkow. Mozliwe jest zatem wykrycie kazde-
go z gatunkow lub obydwu za pomoca poje-
dynczej reakcji. Prog wykrywalnoSci to 5 jaj/
gram kalu dla wiarygodnego rozréznienia ga-
tunkéw (YAMASAKI i wspotaut. 2004).

Przywry

Przywrami z rodzaju Schistosoma zara-
zonych jest 200 milionow ludzi na Swiecie
(WHO 1985). S. masoni jest przykladem pa-
sozyta, u ktorego wykryto specyficzna gatun-
kowo sekwencje nalezaca do powtorzef tan-
demowych, o dlugosSci 121 par zasad. Ampli-
fikacja tej sekwencji metoda PCR pozwala na
zdiagnozowanie obecnoSci pasozyta. Mozliwe
jest wykrycie nawet 1 fg DNA przywry w ka-
le zywiciela, ze wzgledu na mnogos$¢ powto-
rzen owej sekwencji. W probach klinicznych,
ta metoda umozliwia wykrycie 2 jaj w gramie
kalu (PONTES i wspotaut. 2003). W genomie
S. haematobium réwniez wykryto 121 — za-
sadowa sekwencje powtorzona, jednak roz-
niaca si¢ od tej u S. masoni. Umozliwia ona
wykrycie metoda PCR ponizej 10 fg DNA pa-
sozyta (HAMBURGER i wspotaut. 2001).

Opistorchis viverini jest przywra paso-
zytujaca u czlowieka, ktorej wykrycie jest
rowniez mozliwe za pomoca amplifikacji se-
kwencji powtorzonej o dhugosci 330 par za-
sad. Okoto 9 milion6w 0sob jest zarazonych,
glownie w Azji, a Zrodlem sa niewlaSciwie
ugotowane ryby. PCR pozwala na detekcje

200 jaj/gram katu (albo 200 pg DNA), pod-
czas gdy czulos¢ tradycyjnych metod kopro-
skopowych pozwala na wykrycie dopiero
1000 jaj/gram kalu (WONGRATANACHEEWIN
i wspotaut. 2002).

Nicienie

Tegoryjce wystepujace u ludzi — Ancy-
lostoma duodenale i Necator americanus,
stanowia wyzwanie diagnostyczne, ponie-
waz formy dyspersyjne — jaja, sa trudne do
rozréznienia, a gatunek ma znaczenie przy
doborze terapii. Mozliwe jest prowadzenie
hodowli larw, do stadium L3, rozrdznialne-
go morfologicznie, ale jest to czasochlonne
(okoto tygodnia). Opracowano zatem metode
oparta na specyficznych gatunkowo starte-
rach komplementarnych do genu COI. Moz-
liwe jest uzyskanie wyniku pozytywnego juz
z pojedynczego jaja, co czyni metode bardzo
czula (ZHAN i wspotaut. 2001).

Duzym problemem u przezuwaczy sa tak
zwane nicienie zoladkowo-jelitowe. Ponow-
nie pojawia si¢ problem morfologicznego
roznicowania jaj, przy znacznych réznicach
w patogennoSci poszczegllnych gatunkow.
SzczeglOlne znaczenie ekonomiczne ma ni-
ciel Ostertagia ostertagii, pasozytujacy w tra-
wiefcu bydla. Z tego powodu opracowano
metode potiloSciowa do oceny zarazenia by-
dla tym gatunkiem. Wykryto sekwencje po-
wtorzona w obrebie ITS1 i opracowano wa-
runki jej amplifikacji tak, aby intensywnosSc¢
prazka byla skorelowana z iloScia materiatu
wyjSciowego. Mozliwe okazalo si¢ wykrywa-
nie rowniez inwazji mieszanych (ZARLENGA
i wspotaut. 1998).

Podobnie stupkowce (rodzaj Strongylus),
pasozyty o bardzo duzym znaczeniu u koni
sa nieodré6znialne morfologicznie w stadium
jaja. Opracowano metode¢ roznicowania 3  aj-
wazniejszych gatunkow: S. edentatus, S. equ-
inus oraz S. vulgaris wykorzystujaca amplifi-
kacje ITS2, a nastepnie jego analize restryk-
cyjna (PCR-RFLP). Po trawieniu powstaje
wzOr prazkowania charakterystyczny dla da-
nego gatunku (CAMPBELL i wspotaut. 1995).

BADANIE SRODOWISKA

Rozprzestrzenianie si¢ choroby pasozytni-
czej odbywa sie za pomoca form dyspersyj-
nych (tj. jaj lub cyst, wowczas im wyzsze jest
nasycenie Srodowiska tym wicksza szansa na
zarazenie) lub poprzez zywicieli posrednich
czy wektory. Informacje o stopniu zanie-
czyszczenia Srodowiska formami inwazyjny-
mi pasozytOw lub intensywnoSci zarazenia
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zywicieli poSrednich czy wektoréw sa bar-
dzo istotne dla oceny zagrozenia dla zdrowia
ludzi i zwierzat zamieszkujacych dany teren.
Tworzone sa niejednokrotnie rozbudowane
systemy przewidujace ryzyko rozwoju parazy-
tozy w danym roku, analizujace wiele zmien-
nych, w tym dane meteorologiczne, geolo-
giczne zebrane satelitarnie. Takie systemy
pozwalaja zastosowac najbardziej odpowied-
nie Srodki zapobiegawcze i zmniejszy¢ iloS¢
uzywanych lekow przeciwpasozytniczych
(DE VLAS i wspotaut. 1996).

Pierwotniaki zarowno z rodzaju Giardia,
jak i Cryptosporidium produkuja cysty, ktore
sa formami inwazyjnymi dla kolejnych zywi-
cieli. Zrodlem zarazenia moze by¢ woda, gle-
ba czy zywnosSC. Stad wazne jest monitoro-
wanie wody pitnej na obecnos¢ tych pasozy-
tow. Opracowano w tym celu metode FISH
wykorzystujaca sondy zaprojektowane dla
podjednostki 18S obydwu pasozytow, wyzna-
kowane fluorochromami (VESEY i wspotaut
1998, DORSCH i VAEAL 2001). Dodatkowa za-
leta wykrywania RNA jest to, ze bardzo szyb-
ko ulega rozpadowi po Smierci komorki, stad
sondy takie wykrywaja zywe cysty, co ma
wicksza wartos¢ dla oceny stopnia narazenia
na zarazenie.

Tasiemczyce rowniez stanowia temat ba-
dan Srodowiskowych, szczegolnie istotny jest
opisany juz wyzej bablowiec wielolamowy
(E. multilocularis). Prowadzone s3 regularnie
badania w populacjach lisow i innych mie-
sozernych w celu ustalenia stopnia rozprze-
strzeniania sie parazytozy w Europie (ECKERT
i DEPLAZES 2002).

Wsrod przywr przykladem gatunku, do
wykrywania ktorego opracowano caly prze-
kr6j metod molekularnych jest motylica wa-
trobowa (Fasciola hepatica). Sa to zaré6wno
sondy oparte na sekwencji rRNA, jak i RT-
-PCR w oparciu o sstRNA, a takze sondy DNA
z wykorzystaniem sekwencji powtorzonych
(SHUBKIN i wspotaut. 1992, HAUSSLER i wspol-
aut. 1993, ROGNLIE i wspoétaut. 1994, KAPLAN
i wspotaut. 1995). Obecnie rozwijane s3 me-
tody diagnostyczne wykorzystujace amplifika-
cje DNA. Przykladem sa badania prowadzone
w Instytucie Parazytologii PAN, gdzie opraco-
wano warunki amplifikacji sekwencji tande-
mowo powtorzonej, 124-nukleotydowej, do
wykrywania pasozyta u zywicieli posrednich
— Slimaka blotniarki moczarowej. Sekwen-
cja badana wystepuje w genomie pasozyta
w okoto 300000 kopii, co pozwala uzyskac
bardzo wysoka czulo§¢ — mozliwe jest wy-
krycie przywry w ciagu 12 godzin od wnik-

niecia pojedynczego miracidium (orzesiona
larwa) do Slimaka (KOZAK-CIESZCZYK i WEDRY-
CHOWICZ 2004).

Badania nad intensywnoS$cia zarazenia zy-
wicieli posrednich, Slimakow, sa prowadzone
takze w przypadku wielu innych gatunkéw
przywr: Schistosoma spp., Opistorchis spp.
Monitorowana jest roOwniez obecnoS¢ cerka-
rii przywr z rodzaju Schistosoma w wodzie.
Opracowana metoda amplifikacji sekwen-
cji powtorzonej, 121-nukleotydowej, zostala
przystosowana do probek wody, ktore wcze-
Sniej musza zosta¢ poddane filtracji, a ma-
terial zebrany z filtrow wykorzystuje si¢ do
izolacji DNA (HAMBURGER i wspotaut. 1998)

Cerkarie przywr niespecyficznych dla lu-
dzi rowniez stanowia zagrozenie dla zdrowia.
Pasozyty z rodzaju Trichobilharzia, wlaSciwe
dla kaczek, moga powodowac tzw. Swiad
plywakow, jako ze cerkarie penetruja skore
czlowieka i tam koficza wedrowke, wywolu-
jac stan zapalny. Stanowi to przeszkode w tu-
rystyce, poniewaz zbiorniki skazone pasozy-
tem nie nadaja si¢ do kapeli. Do oceny zanie-
czyszczenia zbiornikOw wodnych stosowano
zarowno hybrydyzacje, jak i PCR z wykorzy-
staniem sekwencji powtorzonej o dlugosci
396 par zasad. Metoda hybrydyzacji mozliwe
bylo wykrycie 100 pg DNA, ale bardziej czu-
fa okazata si¢ metoda PCR pozwalajaca na de-
tekcje 100 fg DNA, a wiec 1 cerkarie w 0,58
planktonu (HERTEL i wspoétaut. 2002)

Glisty psia i kocia — Toxocara canis
i I cati, powszechnie wystepujace u do-
mowych czworonogow, stanowia rowniez
zagrozenie dla ludzi, zwtaszcza dzieci u kto6-
rych larwy wedrujace pasozyta moga wywo-
tywac¢ bardzo powazne w skutkach choroby.
Stad zainteresowanie stopniem skazenia Sro-
dowiska jajami inwazyjnymi tych pasozytow.
Roznicowanie tych gatunkow, bardzo trudne
morfologicznie, jest mozliwe przy wykorzy-
staniu metody PCR-RFLP lub PCR z zastoso-
waniem starterOw specyficznych gatunkowo.
Sekwencja wykorzystywana chetnie w roz-
nicowaniu gatunkoéw w catej nadrodzinie
Ascaridoidea jest ITS. W przypadku T. canis
i T. cati roznice w tej sekwencji widoczne
sa dopiero po analizie restrykcyjnej (JACOBS
i wspotaut. 1997). Jesli zastosuje si¢ startery
specyficzne gatunkowo konieczna jest ampli-
fikacja kazdej proby dwukrotnie — z kazda
z par starterOw (Wu i wspotaut. 1997).

BADANIE ZYWNOSCI
Zywnos¢ rowniez moze by¢ zrédlem za-
razenia parazytozami, zwlaszcza jesli nie sa
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przestrzegane prawidlowe procedury obrob-
ki. Warzywa i owoce moga byc¢ skazone for-
mami inwazyjnymi réznych pasozytow, stad
tak istotne jest dokladne ich mycie przed
spozyciem. Mi¢so moze by¢ miejscem wyste-
powania form inwazyjnych niektorych paso-
zZytow tworzacych cysty tkankowe, w ktorych
cyklu zyciowym przechodzenie z zywiciela
do zywiciela odbywa si¢ droga pokarmowa.
Unieszkodliwienie tych form wymaga najcze-
Sciej starannej obrobki termicznej poniewaz
niemozliwe jest ich usuniecie.

T. gondii, pierwotniak przenoszony row-
niez przez mic¢so, moze zostaC wykryty
w tkankach zwierzat rzeznych za pomoca
tych samych metod, ktore stuza do diagno-
styki ludzi. Obecnie badania, migsa na obec-
noS¢ tego pasozyta nie sa obowiazkowe,
wiec istotne jest dokltadne gotowanie potraw
i unikanie miesa surowego (GAMBLE i MURELL
1998).

Witosien, Trichinella spp., jest nicieniem
mogacym bytowac¢ w tkance mi¢Sniowej bar-
dzo wielu zywicieli. Jednak najistotniejszym

zrodlem wlosnicy dla ludzi jest trzoda chlew-
na, dziki, nutrie i niedZwiedzie — mieso tych
gatunkow podlega obowiazkowemu badaniu
w kierunku obecnoSci larw mieSniowych
Trichinella. Opracowana zostala metod mo-
lekularnej identyfikacji 7 gatunkOw wtoSnia
w jednym teScie multiplex-PCR opartym na
zespole gendw rDNA (ZARLENGA i wspoOlaut.
2001). Czulo$¢ metody znacznie przekracza
mozliwosci tradycyjnych metod: larwoskopii
czy tzw. wytrawiania.

Kilka pasozytow czlowieka jest przeno-
szonych przez ryby, w tkankach ktorych
znajduja si¢ ich formy inwazyjne. Przykladem
takiego patogenu jest wspomniany juz Opi-
storchis viverrini, przywra, ktérej metacer-
karie znajduja si¢ w rybach karpiowatych.
Opracowano metode amplifikacji sekwen-
cji powtorzonej gatunkowo specyficznej na
matrycy DNA, wyizolowanego z tkanek ryb.
Mozliwe bylo wykrycie pojedynczej metacer-
karii w pletwie ogonowej ryby (MALEEWONG
i wspotaut. 2003).

PODSUMOWANIE

Obecnie parazytolog dysponuje szero-
kim wachlarzem metod biologii molekular-
nej mogacych identyfikowac pasozyty z bar-
dzo duza doktadnoScia i czuloScia. Glownym
ograniczeniem rutynowego stosowania tych
metod wciaz pozostaje relatywnie wysoki
ich koszt, natomiast dostepnos¢ w chwili
obecnej jest w zasadzie nieograniczona ze
wzgledu na ogromna liczbe firm oferujacych
sprzet i odczynniki do biologii molekularnej.
Mozna jednak zywi¢ nadzieje, ze w zwiazku
z rozwojem przemystu biotechnologicznego
rowniez problemy finansowe beda z czasem

malaly. Przystepujac do badan w tej dziedzi-
nie nalezy w pelni doceni¢ zaréwno zalety,
jak i ograniczenia tych metod, aby otrzymy-
wac rzetelne wyniki. Nalezy mie¢ rowniez
Swiadomos$¢, ze stosowanie tak czulych me-
tod nie zawsze jest konieczne, cz¢sto meto-
dy konwencjonalne moga w pelni odpowie-
dzie¢ na nurtujace nas pytania. Metody mole-
kularne i tradycyjne powinny si¢ uzupelniac,
a wspolczesny parazytolog powinien znac
morfologie obiektu swoich badafi rownie do-
brze jak jego genetyke.

MOLECULAR DIAGNOSTICS IN PARASITOLOGY

Summary

Molecular biology offers a wide range of tools
applicable to the identification of parasites. The de-
velopment of these methods was possible due to
understanding of the DNA structure and natural rep-
lication, transcription and expression mechanisms.
These techniques are constantly evolving, allowing
for their greater sensitivity and high throughput.
It is possible to create assays operating on various
taxonomic levels. This versatility is another advan-
tage explaining the vivid interest in these methods.
In many cases their superiority over conventional

methods is unquestionable since DNA is not subject
to stage-related or environmentally induced changes.

The aim of this article was to review the vast
possibilities of molecular diagnostics in parasitol-
ogy. A wide range of methods based on nucleic acid
hybridization, amplification or comparison of entire
molecules is described, along with information on
target sequences, and examples of these methods
practical application.
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