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REZUMAT. Biologia moleculară constă în manipularea ADN şi ARN în laborator şi operează 
prin mijloace specifice ca: enzyme de restricŃie, recombinarea şi clonarea ADN, ADN 
complementar, secvenŃierea ADN, reacŃia în lanŃ a polimerazei (PCR) etc. 
 
PCR este implicat în: a) depistarea, identificarea, compararea speciilor, suşelor, varietăŃilor, 
hibrizilor de paraziŃi; b) studiul ciclului vital; c) epidemiologia parazitozelor; d) imunitatea 
antiparazitară; e) studiul rezistenŃei gazdei şi paraziŃilor, f) precizarea diagnosticului; g) 
controlul parazitozelor, etc. 
 
 
În a doua jumătate a secolului trecut oamenii de 
ştiinŃă au recunoscut paraziŃii ca excelente 
sisteme model pentru descoperirea principiilor de 
bază a biologiei eukariotelor. 

Un număr de descoperiri au stimulat intens 
cercetări similare ale altor sisteme, cum ar fi 
biochimia, biologia moleculară, imunologia 
parazitară. O semnificativă schimbare în 
parazitologie a marcat-o introducerea 
tehnologiilor moderne din biologia moleculară 
(12). 

Biologia moleculară este un termen general, ce 
se referă la manipularea ADN şi ARN în 
laborator. Această manipulare este deja aplicată 
în producŃia de vaccinuri, în diagnostic, în 
detectarea purtătorilor de gene dăunătoare şi în 
terapia genetică. În viitor va fi foarte dificil de a 
găsi domenii în medicina veterinară şi în 
producŃia animalelor care să nu fie substanŃial 
beneficiare ale acestei tehnologii. 

Biologia moleculară operează cu câteva mijloace 
specifice ca: enzime de restricŃie, recombinarea 
şi clonarea ADN, ADN complementar, 
secvenŃierea ADN, reacŃia în lanŃ a polimerazei 
(PCR) etc. 

În 1970 s-a descoperit că bacteriile produc 
enzime capabile de a degrada ADN străin ajuns 
intrabacterian. Activarea acestor enzime joacă un 
rol cheie în fenomenul cunoscut ca ,,restricŃia 

gazdei” (ce constă în autoprotecŃia bacteriilor 
faŃă de virusuri, prin fragmentarea ADN-ului 
viral), ele sunt denumite enzime de restricŃie sau 
enzime restrictive. Azi sunt cunoscute sute de 
asemenea enzime. Aceste enzime se fixează pe 
secvenŃele specifice ale ADN, fenomen denumit 
,,recunoaşterea secvenŃelor” şi fiecare enzimă 
scindează ADN într-un loc specific de clivaj, 
localizat de obicei în secvenŃa recunoscută. Când 
o enzimă de restricŃie este fixată pe ADN, acesta 
este clivat în mai multe locuri şi astfel ADN este 
fragmentat. Dacă locurile de clivaj nu sunt 
poziŃionate la intervale regulate, de-a lungul 
moleculei de ADN, fragmentele rezultate au 
lungimi şi greutăŃi diferite. Electroforeza pe gel a 
acestor fragmente evidenŃiază migrarea 
fragmentelor cu o rată invers proporŃională cu 
logaritmul greutăŃii lor. 

Astfel de enzime bacteriene obŃinute în laborator 
sunt, de exemplu: enzima BamHI, din Bacillus 
amyloliquefaciens, suşa H şi I (prima enzimă 
obŃinută), EcoRI din Escherichia coli, Hind III 
din Haemophilus influenzae, etc. 

Un alt mijloc prin care operează biologia 
moleculară este producŃia unui număr nelimitat 
de copii ale unui anumit segment de ADN. 
Această producŃie de masă, a unui segment de 
ADN este o condiŃie necesară pentru 
determinarea secvenŃei de bază a segmentelor şi 
pentru multe alte tehnici moleculare. ObŃinerea 
copiilor se poate realiza pe două căi: a) clonarea 



Scientia Parasitologica, 2002, 1, 35-42 

 36 

genelor sau clonarea ADN; b) reacŃia în lanŃ a 
polimerazei (PCR). 

Clonarea ADN se realizează prin sudarea ADN-
ului ce urmează a fi clonat (numit ADN străin, 
sau ADN inserat) cu un vector capabil de 
replicare într-o gazdă. CerinŃa iniŃială pentru 
acest proces este ca ADN inserat şi ADN vector 
să aibă capete compatibile (obŃinute cu ajutorul 
unei enzime restrictive adecvată). Când ADN 
inserat şi ADN vector sunt puse în contact direct 
cu o enzimă, ADN-ligaza, capetele celor două 
tipuri de ADN se unesc printr-un proces de 
legare sau îmbinare (ligation sau splicing). 
Molecula ADN rezultată este un exemplu de 
ADN recombinat (termenul se aplică legării a 
două segmente de ADN din diferite surse). 

Există o clasă de virusuri a căror întreg genom 
este format numai din ARN. 

Deoarece ARN nu este capabil de replicare, 
singura cale posibilă de replicare a acestor 
virusuri este ca ele să-şi propage propriul ARN, 
prin reconversia lui în ADN, motiv pentru care 
se numesc ,,retrovirusuri”. ADN-ul se replică şi 
acŃionează ca un şablon pentru sinteza unei 
cantităŃi mai mari de ARN. Enzimele care 
catalizează transcripŃia inversă a ARN în ADN 
sunt numite ,,reverse transcriptaze”. Aceste 
enzime sunt extrem de importante în biologia 
moleculară pentru că permit izolarea rapidă a 
regiunilor codificate ale genelor. 

Un Ńesut care produce polipeptide conŃine relativ 
o mare concentraŃie de ARN mesager (mARN) 
pentru aceste polipeptide. Dacă mARN este 
extras din acel Ńesut şi sunt adiŃionate (adăugate) 
nucleotidele şi enzima revers transcriptaza, poate 
fi sintetizat un lanŃ complementar de ADN (ADN 
complementar, sau copie ADN, cADN). Ulterior, 
prin adăugarea mai multor nucleotide şi enzime 
ADN-polimeraze, un singur cADN poate fi 
replicat într-un dublu cADN. Acesta corespunde 
genelor care au fost active în Ńesut în momentul 
când mARN a fost extras. Fragmentele de ADN 
pot fi clonate la rândul lor creându-se o adevărată 
bibliotecă cADN. 

Una din cele mai importante realizări ale 
biologiei moleculare a fost dezvoltarea 
metodelor pentru o rapidă secvenŃiere a 
fragmentelor de ADN. Această separare a fost 
folosită în scop diagnostic şi s-a realizat prin 
două metode: a) metoda Sanger, sau dideoxy 

(chain-terminating) şi b) metoda Maxam-Gilbert, 
sau metoda chimică. 

Prima este folosită mai des în practică. Pe 
această cale se alcătuieşte genomul unei specii. 
Astfel se ajunge la stabilirea genomului 
paraziŃilor şi al altor agenŃi patogeni (16), cum 
este cazul spirochetei Borrelia burgdorferi (20). 
Genomul poate fi un nou potenŃial mijloc de 
control al acestor organisme. 

ReacŃia în lanŃ a polimerazei 

(Polymerase chain reaction - PCR) 

Unul din cele mai importante instrumente de 
lucru în biologia moleculară este PCR, folosit 
larg în prezent pentru cercetare şi diagnostic în 
detectarea genelor particulare (atât benefice cât şi 
dăunătoare) la animalele domestice. În viitor se 
va extinde folosirea acestei metode în multe 
domenii ale practicii veterinare. 

ADN-ul pe care se execută PCR (numit ADN 
şablon, model) poate fi ADN genomic (extras din 
celulele albe sangvine, sau din splină, ori alte 
Ńesuturi), sau un fragment de ADN din orice altă 
sursă. Prin PCR s-au creat aproximativ un milion 
de copii ale unor segmente mici de ADN şablon, 
suficient pentru a permite ca segmentul să fie 
clonat sau analizat. CerinŃa de bază este 
cunoaşterea secvenŃei fragmentului sau ordinea 
la fiecare capăt al segmentului pe care dorim să-l 
amplificăm. Folosind această informaŃie sunt 
sintetizate două lanŃuri de nucleotide (numite 
oligonucleotide sau oligo, prescurtat), fiecare cu 
o lungime de 20 de baze, unul este complementar 
capătului al treilea al segmentului ce trebuie 
amplificat, iar altul este complementar unui alt 
capăt trei al altui segment. Deoarece rolul acestor 
oligonucleotide este de a amorsa sinteza de noi 
lanŃuri (strands) de ADN, ele sunt numite 
,,primeri”. 

ADN şablon este plasat într-un tub împreună cu 
primerii, cu o cantitate de deoxinucleotide şi cu 
ADN-polimerază. Amestecul este încălzit până la 
95°C pentru a separa (denatura) cele două lanŃuri 
de ADN şablon (ADN polimeraza este stabilă 
termic, aşa că ea rezistă la temperaturi mari din 
faza de denaturare). 

O formă obişnuit folosită este Taqpolimeraza, 
numită aşa pentru că provine din bacteria 
termofilă Thermus aquaticus. 
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Temperatura este apoi scăzută la 50-60°C pentru 
a permite primerilor să se lege la secvenŃele lor 
complementare din ADN şablon (de exemplu la 
capătul segmentului care dorim să îl 
amplificăm). Odată ce pnimerii s-au legat, 
temperatura este crescută la 70°C, aceasta find 
optimă pentru ADN-polimerază, care adună 
nucleotidele specifice la capătul 3 al fiecărui 
primer, extinzând, astfel, lanŃurile de ADN. După 
ce a trecut suficient timp pentru ca noile lanŃuri 
să fie sintetizate, temperatura va creşte din nou la 
95°C, începând astfel un nou ciclu de denaturare, 
legare şi extensie. Lungimea unui ciclu (numit 
ciclu de amplificare) este de 5 minute: 15 
secunde pentru denaturare, 30 secunde pentru 
sudare, 90 secunde pentru extensie, plus timpul 
minim necesar schimbării temperaturii între faze 
(30-60 secunde pentru fiecare schimbare). 

Ciclul se poate repeta de 30-35 ori într-un 
automat (thermal cyclers) care poate fi programat 
exact pentru fiecare fază. Teoretic se pot realiza 
230-235 copii identice (numit PCR product) ale 
segmentului. 

În practică amplificarea exponenŃială nu este 
perfectă. Este posibil să se repete de 1x106 cicluri 
şi să se obŃină 1 µg de PCR product. 

Limita şi puterea PCR sunt remarcabile. De 
exemplu, produşii PCR pot fi obŃinuŃi din ADN-
ul microorganismelor vii, din produsele animale 
(carne, ouă), sau din specimenele din muzee sau 
arheologice. Probele pot fi la fel de mici ca un 
spermatozoid, sau un folicul pilos. Produşii PCR 
pot fi obŃinuŃi chiar din lapte, deoarece laptele 
conŃine celule somatice. 

Există mai multe variaŃii ale PCR de bază. De 
exemplu, câteva perechi de primeri pot fi incluşi 
într-o reacŃie PCR multiplex. 

O altă variantă este cea care dă naştere la ADN 
polimorfic amplificat la întâmplare (RAPD) 
(polimorfic se referă la existenŃa a mai mult 
decât un tip de formă). La câteva specii RAPD 
sunt o sursă utilă de markeri ADN pentru hărŃile 
genetice sau (în cazul paraziŃilor), pentru 
identificarea speciilor. 

O altă variantă implică transcripŃia inversă a unei 
probe de ARN, pentru a produce cADN, care 
este apoi amplificată prin PCR, metodă 
cunoscută ca transcripŃia inversă a PCR (reverse 
transcription PCR) (RT-PCR). Este un eficace 

mijloc de identificare şi studiu al genelor, fără a 
recurge la procesul de clonare. 

Se mai cunose şi alte metode de cercetare în 
biologia moleculară ca: analiza Southern, 
delecŃia variaŃiei secvenŃelor de bază 
(diferenŃierea alelelor). Prin aceasta se poate 
diferenŃia animalele homozigote de heterozigote 
(16). 

Tehnicile citate anterior (PCR, PCR multiplex, 
ADN polimorfic amplificat la întâmplare, 
transcripŃia inversă a ARN - revers transcription 
PCR, analiza Southern etc.), au implicaŃii în 
cercetarea fundamentală, în diagnostic, în 
supravegherea epidemiologică, în imunitatea 
antiparazitară, în controlul paraziŃilor, etc. 

Aceste tehnici au creat o revoluŃie în diagnostic, 
înlocuind tehnicile inexacte şi consumatoare de 
timp cu teste bazate pe manipularea ADN. Ele 
sunt foarte rapide (5 minute) şi foarte sensibile. 
Multe dintre aceste teste sunt bazate pe PCR şi 
pot fi executate pe probe prelevate de la animale 
vii, produsele animale, cadavre proaspete, vechi 
sau autolizate, fetuşi, avortoni, apa suspectă de 
contaminare, aer, blocuri tisulare în parafină (2, 
8, 14, 15, 16, 23). 

Prin alegerea primerilor potriviŃi şi/sau a 
probelor, testele bazate pe manipularea ADN 
sunt implicate în: 

1. depistarea speciilor, suşelor, serogrupelor, 
varietăŃilor şi hibrizilor de virusuri, 
retrovirusuri, bacterii, fungi, protozoare, 
nematode, cestode etc.; 

2. identificarea speciilor şi suşelor de paraziŃi; 
3. compararea speciilor din acelaşi gen, sau 

suşelor din aceeaşi specie; 
4. depistarea paraziŃilor vii sau morŃi; 
5. diferenŃierea metacestodelor ce parazitează o 

singură gazdă sau gazdă comună; 
6. precizarea fazelor ciclului vital al unor 

protozoare; 
7. investigarea specificităŃii pentru gazdă a unui 

parazit; 
8. detecŃia gazdelor definitive infestate cu 

cestode; 
9. evidenŃierea căilor de infestare a gazdei; 
10. investigarea interacŃiunii gazdă-parazit; 
11. investigarea domeniului imunităŃii 

antiparazitare; 
12. cuantificarea citokinelor şi interferon gama; 
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13. facilitarea supravegherii epidemiologice a 
efectivelor; 

14. facilitarea investigării rezistenŃei gazdei la 
invazie; 

15. precizarea unui diagnostic de certitudine; 
16. controlul parazitozelor; 
17. investigarea rezistenŃei paraziŃilor; 
18. identificarea şi diferenŃierea cărnii diferitelor 

specii animale. 
 

Cel mai simplu test de diagnostic implică 
amplificarea unui anumit segment de ADN, 
urmată de electroforeză pe gel şi colorarea 
gelului în bromură de etidium (16). 

1. Depistarea speciilor. Prin PCR s-a confirmat 
prezenŃa în organismul gazdei a protozoarelor 
din genurile Neospora la taurine (14, 19), 
Leishmania la câine (10), Toxoplasma (23), 
Pneumocystis (3), Trichomonas la carnivore (6), 
Echinococcus multilocularis (9). Această 
depistare s-a făcut pe probe prelevate din diverse 
structuri organice, lichide biologice etc. 

2. Identificarea speciilor şi a suşelor de paraziŃi. 
Cu ajutorul reacŃiei în lanŃ a polimerazei (PCR) 
s-a putut identifica Neospora caninum la 
avortonii de 4-9 luni de taurine, prin examenul 
probelor de creier şi miocard. Probele au fost 
conservate la –80°C. 

Prin amplificare genică (PCR) s-a extras ADN 
dintr-un eşantion şi s-a amplificat specific un 
anumit fragment din genomul parazitului. S-a 
folosit tehnica Müller, care permite amplificarea 
unui fragment din gena Nc5. EvidenŃierea s-a 
făcut prin colorare cu bromură de etidium după 
electroforeză (migrare pe gel de agaroză) (18). 

Anumite gene de N. caninum sunt detectate, prin 
PCR, în lichidele biologice sau în Ńesuturile 
animalelor infestate (11). 

N. caninum se poate pune în evidenŃă prin PCR 
şi în cazul când sunt foarte puŃini paraziŃi, cum ar 
fi Ńesuturile autolizate şi în cazul infestaŃiilor 
subclinice (4). 

La cal, N. caninum a fost pus în evidenŃă prin 
PCR (19). În acest scop de la fetusul avortat se 
recoltează probe, pentru PCR, din creier, cord, 
ficat, pulmon, iar în cazul manifestărilor 
nervoase se recurge la examenul prin PCR a 
LCR. De la caii morŃi probele se recoltează din 

creier, din zona de emergenŃă a nervilor 
consideraŃi afectaŃi în raport cu semnele clinice 
(19). La aceleaşi probe se recurge şi în cazul 
formei nervoase la taurine. 

Prin PCR se detectează ADN-ul speciei 
Neospora caninum din toate Ńesuturile fetale şi 
placentă (4, 14). 

Toxoplasma gondii, viabilă şi neviabilă poate fi 
identificată în Ńesuturi prin PCR. În acest scop s-
au folosit genele P30 şi B1 ca Ńinte pentru 
detecŃia toxoplasmelor în diferite probe recoltate 
de la om. 

La oaie, în acelaşi scop, s-au examinat probe de 
placentă, creier, lichid peritoneal de la fetuşi şi 
limfă, sânge şi ganglioni limfatici de la oile 
infestate experimental (23). 

DetecŃia T. gondii prin amplificarea genei B1 
pare mai uşor de realizat şi metoda este mai 
sensibilă decât prin folosirea genei P30, datorită 
naturii repetitive a genei B1, din care în genom 
se regăseşte 25-50 copii, comparativ cu o singură 
copie a genei mai lungi, P30. 

PCR a fost utilizată şi pentru detecŃia şi 
identificarea suşelor speciei Trichomonas tenax 
la câine şi pisică (6). Prin metode de cercetare 
specifice biologiei moleculare s-a stabilit 
polimorfismul cariotipului speciei Pneumocistis 
carini. Astfel, s-a scos în evidenŃă că numărul 
cromozomilor este diferit, la această specie, în 
funcŃie de gazdă, acest număr se poate modifica 
in vitro şi că la şobolan se găsesc pneumocişti cu 
kariosomi diferiŃi. Această diversitate inter şi 
intraspecifică a fost precizată prin stabilirea 
ordinii secvenŃiale a genelor. Genotipul a sugerat 
că gene Pneumocystis ar putea include câteva 
specii, motiv pentru care s-a ajuns la 
determinarea trinominală a speciilor de 
Pneumocystis carinii ce parazitează pe gazde 
diferite. Prin secvenŃializarea directă a produşilor 
PCR şi prin studiul polimorfismului unui singur 
lanŃ de ADN, după amplificarea prin PCR, s-a 
dovedit diversitatea intraspecifică. Pe această 
cale s-a ajuns să se identifice cel puŃin 6-10 suşe 
de Pneumocystis carinii la om şi două la iepure. 

3. ComparaŃia între specii. PCR a fost folosită 
pentru a face o comparaŃie şi diferenŃiere între 
speciile Neospora caninum şi Toxoplasma gondii 
(2). 
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Această diferenŃiere s-a impus deoarece au 
existat dubii generate de stadiile schizogonice 
intracelulare de tachizoiŃi liberi şi în schizonŃi; de 
chistul cu bradizoiŃi ale celor două specii, mai 
ales la taurine (11, 14). 

În acelaşi scop s-a recurs la PCR pentru 
identificarea şi individualizarea unor specii din 
genul Sarcocystis, mai ales în cazul celor ce 
parazitează o gazdă comună şi în cel al gazdelor 
găsite parazitate de o specie nespecifică acestora 
(13). 

4. Depistarea paraziŃilor vii sau morŃi. PCR 
permite depistarea şi identificarea unor 
protozoare parazite, indiferent dacă acestea sunt 
vii sau moarte. Aşa este cazul speciei 
Toxoplasma gondii, prezentă în diferite Ńesuturi 
vii sau autolizate. Pentru aceasta s-au folosit 
genele P30 şi B1. 

5. DiferenŃierea metacestodelor. Un alt domeniu 
al diferenŃierii stadiilor de dezvoltare ale unor 
paraziŃi metazoari, în care s-a recurs la PCR, a 
fost cel al metacestodelor speciilor Echinococcus 
multilocularis şi cele ale speciilor din genul 
Taenia (T. taeniaeformis, T. crassiceps), 
Mesocestoides, Cladotaenia. Metacestodele 
acestor specii parazitează în comun rozătoarele 
(9). 

O altă aplicare a PCR a fost în cazul stabilirii 
asemănărilor şi deosebirilor dintre două specii 
ale aceluiaşi gen. Este cazul speciilor 
Cryptosporidium parvum şi C. wrairi. În acest 
scop s-a folosit ADN din oochisturi (5). 

6. Studiul ciclului vital. Depistarea ADN speciei 
Pneumocystis carinii în mediul ambiant, ADN 
asemănător celui al speciilor Pn. carinii rattus şi 
Pn. carinii hominis a permis constatarea că în aer 
există forme parazitare distincte, mai mici decât 
formele cunoscute (oochisturi). Acestea ar putea 
fi spori de Pn. carinii, ceea ce a condus la 
concluzia că în ciclul vital ar exista o fază liberă. 
În timpul acestei faze parazitul ar putea suferi o 
dezvoltare cu producerea de forme infestante ce 
nu au fost încă identificate. Pn. carinii a fost 
detectat în aer, lângă pacienŃii umani, prin 
aspiraŃie, filtrare şi amplificare prin PCR a ADN, 
ceea ce sugerează calea aeriană de infestare (3). 

7. Specificitatea pentru gazdă a fost studiată prin 
PCR în cazul diverselor varietăŃi şi suşe de 
Pneumocystis carinii. Astfel s-a ajuns la 

constatarea că varianta de Pn. carinii de la 
şobolan poate infesta omul, dar şi că aceasta se 
poate recombina cu varianta de Pn. carinii de la 
om, apărând astfel hibrizii. Aceasta 
demonstrează că infestarea încrucişată este 
posibilă, ceea ce pune în discuŃie specificitatea 
pentru gazdă. Problema nu este elucidată şi se 
discută acum asupra caracterului de zoonoză al 
pneumocistozei, cât şi asupra existenŃei unei 
specii rezervor de paraziŃi pentru om (3). 

8. DetecŃia gazdelor definitive infestate cu 
cestode. PCR a fost utilizată în detecŃia gazdei 
definitive (vulpea) şi a gazdei intermediare 
infestate cu Echinococcus multilocularis. În acest 
scop, prin PCR s-a detectat copro-ADN, 
descoperindu-se, astfel, purtătorii de paraziŃi. 
Eficacitatea metodei a fost de 100% pentru 
detecŃia animalelor sănătoase şi 94% pentru cele 
infestate. S-au folosit fecale proaspete stocate în 
etanol 70%, ouă inactivate prin congelarea 
fecalelor la -80°C, timp de 2 zile, sau prin 
incubare la ±70°C timp de 2 ore. S-a putut 
extrage direct ADN parazitar din fecale, 
putându-se detecta ADN derivat din ouă ca şi 
ADN din parazit chiar în absenŃa ouălor (9). 

9. Precizarea căilor de infestare. Mai ales în 
cazul speciei Pn. carinii a fost investigată prin 
PCR, după ce a fost detectat ADN parazitar în 
aerul din jurul oamenilor bolnavi. S-a constatat 
că ADN provenea de la forme de dezvoltare ce 
se găsesc în aer, acestea fiind probabil spori. 
Astfel s-a dovedit ca posibilă infestarea omului 
pe cale aeriană cu Pn. carinii. Tot prin PCR s-a 
dovedit transmiterea in utero a acestui parazit. 

InfestaŃiile latente cu Pn. carinii, detectate prin 
PCR, ar sta la baza pneumocistozei de novo (3). 

10. InteracŃiunea gazdă-parazit. Studiul 
tripanosomozelor africane a evidenŃiat faptul că 
infestaŃia cu tripanosome se caracterizează 
printr-o fluctuaŃie regulată a numărului de 
paraziŃi din gazdă. Aceasta poate merge de la un 
virtual zero la aproximativ 1500 flagelate/ml 
sânge şi se datorează fenomenului de variaŃie 
antigenică a populaŃiei de tripanosome introduse 
simultan în gazdă. 

Tripanosomele sunt acoperite de un înveliş 
glicoproteic, iar determinanŃii antigenici ai 
acestui înveliş sunt doar proteinele. Acestea 
constau într-un singur lanŃ format din 
aproximativ 600 aminoacizi produşi de o simplă 
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genă a tripanosomelor. Când o populaŃie de 
tripanosome intră în gazdă, toate flagelatele 
prezintă un antigen de bază contra căruia 
organismul produce anticorpi, urmarea acestui 
fapt este moartea multor paraziŃi. Unele 
tripanosome însă, ,,deconectează” gena 
responsabilă de producerea antigenului de bază şi 
o ,,schimbă” pentru un alt antigen, care diferă 
prin mai mulŃi aminoacizi de antigenul de bază. 
Tripanosomele care poartă gena acestui antigen 
secundar se multiplică rapid până ce gazda 
reuşeşte să producă anticorpi specifici noului 
antigen. 

În acest moment alte tripanosome produc alt 
antigen. Fenomenul de exacerbare şi reprimare a 
populaŃiei de tripanosome se repetă timp de mai 
multe cicluri, ceea ce face ca paraziŃii să fie cu 
un pas înaintea răspunsului imun al gazdei. 

Genomul tripanosomelor are mai mult de 100 de 
gene şi fiecare genă este codată pentru un tip 
diferit de antigen. ,,Deconectarea” unei anumite 
gene implică duplicarea ei şi transpoziŃia 
duplicatului în altă regiune a genomului, unde 
produce antigen. Acest fenomen al variaŃiei 
antigenice are o bază genetică şi se întâlneşte şi 
la alte protozoare, cum ar fi genurile Plasmodium 
şi Babesia (16). 

11. Imunitatea antiparazitară. Se afirmă că 
există molecule semnal ce mediază între factorii 
elaboraŃi de parazit (hidatida alveolară) şi 
răspunsul imunitar celular specific (7). 

ProducŃia de anticorpi este dependentă genetic de 
ADN, de secvenŃierea acestuia şi de genele 
producătoare de imunoglobuline (1, 22). 

12. Cuantificarea citokinelor şi a interferonului 
gama la mieii imunizaŃi şi susceptibili la 
infestaŃia cu nematode gastrointestinale a fost 
studiată prin PCR (17). 

13. Supravegherea epidemiologică a efectivelor. 
Cu ajutorul metodei PCR s-a putut urmări 
incidenŃa, prevalenŃa şi evoluŃia frecvenŃei 
infestaŃiei cu N. caninum (18). Tot cu ajutorul 
acestei tehnici moleculare s-au putut 
supraveghea câinii după tratamentul contra 
leishmaniozei. DetecŃia ADN leishmaniilor este 
posibilă într-o mare varietate de Ńesuturi ale 
pacientului, incluzând aspirate din măduva 
osoasă, ganglioni limfatici, sânge, ca şi în 
gazdele intermediare, ŃânŃarii flebotomi. 

Specificitatea metodei este foarte mare: 100% în 
cazul măduvei; 60% în sânge. Prin PCR se pot 
detecta leishmanii în probele bioptice cutanate 
incluse la parafină (10). 

14. RezistenŃa gazdei la invazia parazitară 
recunoaşte variaŃii genetice între specii şi între 
rasele de animale. VariaŃia genetică a rezistenŃei 
la agenŃii parazitari se întâlneşte la găină şi peşti 
faŃă de anumite protozoare, la oaie faŃă de 
acarieni, insecte, nematode, la taurine faŃă de 
căpuşi, insecte şi tripanosome (16). 

Pentru a obŃine gazde rezistente la invazii se 
urmăreşte: a) descoperirea markerilor ADN 
pentru rezistenŃă; b) identificarea genelor 
responsabile de rezistenŃă. 

15. Precizarea unui diagnostic de certitudine. 
Acesta urmăreşte depistarea prezenŃei şi 
identificarea agentului patogen parazitar, şi nu 
numai, în organismul gazdelor definitive şi 
intermediare vii, moarte autolizate, în fetuşi şi 
avortoni (21). 

Diagnosticul se poate realiza prin examenul PCR 
al probelor recoltate din Ńesuturi solide, LCR, 
sânge, scuame, cruste, spermă, fecale, lapte, ouă, 
carne, cadavre proaspete sau vechi, autolizate, 
din fetuşi, avortoni, fetuşi mumificaŃi, din 
biopsiile cutanate, din blocurile la parafină şi 
diverse Ńesuturi (2, 10, 14, 16, 23). 

Astfel, tehnica PCR a fost utilizată pentru 
diagnosticul neosporozei la taurine (14), a 
neosporozei equine (19), a leishmaniozet canine 
(10), a toxoplasmozei la om şi la oaie (23), a 
trichomoniozei la câine şi pisică produsă de 
Trichomonas tenax (6). Totodată s-a putut 
diagnostica infestaŃia cu N. caninum la fetuşi 
(taurine, equine), avortoni, cât şi diagnosticul de 
certitudine în formele nervoase ale neosporozei 
la aceleaşi animale. PCR însă, nu permite 
diferenŃierea neosporozei - boală de infestaŃie 
subclinică cu Neospora, cel puŃin la taurine (4, 
14), spre deosebire de alte infestaŃii cu 
protozoare chiar şi cu N. caninum în Ńesuturile 
autolizate. Cu toate acestea, PCR rămâne o 
tehnică fidelă şi rapidă de diagnostic. 

16. Controlul paraziŃilor. Metoda genetică de 
control se utilizează azi doar în cazul câtorva 
specii de diptere patogene, cum ar fi insecte 
miazigene: Chrysomyia bezziana, Cochliomyia 
hominivorax, Lucilia cuprina etc. Aceste metode 
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constau în creşterea şi obŃinerea în laborator a 
insectelor adulte sterile. Sterilitatea genetică se 
poate realiza prin rearanjarea cromosomială, ce 
are efect asupra fecundităŃii insectelor, 
ajungându-se la obŃinerea de masculi 
heterozigoŃi sterili (16). 

17. RezistenŃa paraziŃilor la medicaŃia specifică. 
Tehnicile de investigaŃie din domeniul biologiei 
moleculare au evidenŃiat faptul că rezistenŃa 
speciei, de ex. Lucilia cuprina, se datorează unei 
selecŃii naturale foarte puternice, ce favorizează 
alelele pentru rezistenŃă situate în unul sau mai 
multe locusuri. 

Alelele pentru rezistenŃă, de obicei, operează prin 
codificarea unei enzime, care este capabilă să 
deterioreze insecticidul, sau prin codificarea 
numai a unei variante a enzimei împotriva căreia 
acŃionează insecticidul. Această variantă devine, 
astfel, capabilă să funcŃioneze în prezenŃa 
insecticidului asigurând rezistenŃa dipterului. 

Alelele cu rol în codificarea enzimelor, sunt 
localizate în locusurile care codifică enzima 
citocrom-P450 ce joacă un rol cheie în 
detoxifierea medicamentelor. 

Anterior introducerii insecticidului, alelele de 
rezistenŃă sunt menŃinute la o frecvenŃă (un 
număr) redusă în toată populaŃia de diptere ale 
speciei Lucilia cuprina. 

Prin folosirea tehnicilor biologiei moleculare de 
întocmire a hărŃilor de gene s-a determinat 
localizarea locusurilor cu gene de rezistenŃă în 
genomul insectei. 

Există de exemplu, două locusuri cu alele care 
conferă rezistenŃă la organofosforice: unul pe 
cromozomul 4 şi unul pe cromozomul 6. Pentru 
dieldrin, de exemplu, locusul este pe 
cromozomul 5 (16). 

RezistenŃa helminŃilor la antihelmintice este 
conferită de o alelă specială cu efect relativ mare, 

situată într-un singur locus. În alte cazuri 
rezistenŃa pare să fie multifactorială, fiind primar 
determinată de mai multe alele, dar cu efect 
redus şi situate în locusuri necunoscute (16). 

18. PCR se foloseşte azi şi în identificarea şi 
diferenŃierea cărnii diferitelor specii de animale 
(16). 

Un dezavantaj major al acestor tehnici 
moleculare, implicate în parazitologie şi nu 
numai, este că necesită o dotare tehnică avansată, 
un laborator bine şi ultramodern dotat, cât şi un 
personal foarte bine instruit. Are însă avantajul 
major că aceste tehnici de manipulare a ADN pot 
detecta paraziŃii în pacienŃii care sunt clinic 
sănătoşi de mulŃi ani. Aceasta ar putea fi folosită 
pentru menŃinerea germen-free a animalelor de 
laborator. Cu PCR s-au detectat leishmanii în 
cicatricile vechi din leishmanioza cutanată a 
omului (10). 

SUMMARY 

The role of molecular biology in 
veterinary parasithology 

Molecular biology consists of the 
manipulation of DNA and RNA in the 
laboratory. The main research tools are: 
restriction enzymes, recombinant DNA and 
DNA cloning, complementary DNA, DNA 
sequencing, polimerase chain reaction 
(PCR) etc. In the parasithology are 
implicated besides other methods, DNA and 
gene cloning and PCR. PCR is used in: a) 
detection, identification, comparison of the 
specia, strains, vanetes and cross-breds of 
the parasites; b) the study of vital cycles; c) 
parasitosis epidemiology; d) parasitary 
immunity; e) host and parasites resistence; 
f) diagnosis; g) control of the parasites and 
parasitosis. 
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