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Rolul biologiei moleculare
in parazitologia veterinar
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REZUMAT. Biologia moleculara consta in manipularea ADN si ARN in laborator si opereaza
prin mijloace specifice ca: enzyme de restrictie, recombinarea si clonarea ADN, ADN
complementar, secventierea ADN, reactia in lant a polimerazei (PCR) etc.

PCR este implicat in: a) depistarea, identificarea, compararea speciilor, suselor, varietatilor,
hibrizilor de paraziti; b) studiul ciclului vital; c) epidemiologia parazitozelor; d) imunitatea

antiparazitara; e) studiul rezistentei gazdei i
controlul parazitozelor, etc.

In a doua juritate a secolului trecut oamenii de
stiintd au recunoscut parazi ca excelente
sisteme model pentru descoperirea principiilor de
baz a biologiei eukariotelor.

Un nuniir de descoperiri au stimulat intens
cerceidiri similare ale altor sisteme, cum ar fi

biochimia, biologia moleculdr imunologia
parazitai. O semnificatit schimbare 1Tn
parazitologie a marcat-o introducerea

tehnologiilor moderne din biologia molecuar
(12).

Biologia moleculat este un termen general, ce
se refei la manipularea ADNsi ARN 1in
laborator. Acea&tmanipulare este deja apligat
in produgia de vaccinuri, in diagnostic, n
detectarea puttorilor de gene #gunatoaresi n
terapia genetic In viitor va fi foarte dificil de a
gasi domenii Tn medicina veteririarsi in
produgia animalelor careasnu fie substatmal
beneficiare ale acestei tehnologii.

Biologia moleculat opereaZ cu cateva mijloace
specifice ca: enzime de resti; recombinarea
si clonarea ADN, ADN complementar,
secvefrierea ADN, reaia in lan a polimerazei
(PCR) etc.

In 1970 s-a descoperiti cbacteriile produc
enzime capabile de a degrada ADNiistrajuns
intrabacterian. Activarea acestor enzime joaa
rol cheie in fenomenul cunoscut ca ,,regtic

parazitilor, f) precizarea diagnosticului; g)

gazdei” (ce con#tin autoprotega bacteriilor
fata de virusuri, prin fragmentarea ADN-ului
viral), ele sunt denumite enzime de resigicau
enzime restrictive. Azi sunt cunoscute sute de
asemenea enzime. Aceste enzime se fixeaz
secverele specifice ale ADN, fenomen denumit
,recunogterea secveelor” si fiecare enzira
scindeaz ADN intr-un loc specific de clivaj,
localizat de obicei Tn secvenrecunoscidt Cand

0 enzini de restrige este fixal pe ADN, acesta
este clivat Tn mai multe locugi astfel ADN este
fragmentat. Dat locurile de clivaj nu sunt
poztionate la intervale regulate, de-a lungul
moleculei de ADN, fragmentele rezultate au
lungimi si greutti diferite. Electroforeza pe gel a
acestor fragmente  evidgeawd  migrarea
fragmentelor cu aata invers propaionali cu
logaritmul greuitii lor.

Astfel de enzime bacterienetotute in laborator
sunt, de exemplu: enzima BamHI, ddacillus

amyloliquefaciensswa H si | (prima enzini

ohtinutd), EcoRI dinEscherichia coli,Hind I

din Haemophilus influenzaefc.

Un alt mijloc prin care opereaz biologia
moleculad este produga unui nunir nelimitat
de copii ale unui anumit segment de ADN.
Aceast produgie de mas, a unui segment de
ADN este o0 condie necesar pentru
determinarea secvg de baz a segmentelogi
pentru multe alte tehnici moleculare. tlerea
copiilor se poate realiza pe dodii: a) clonarea
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genelor sau clonarea ADN; b) réacin lan a
polimerazei (PCR).

Clonarea ADN se realizeaprin sudarea ADN-
ului ce urmeaz a fi clonat (numit ADN s#in,
sau ADN inserat) cu un vector capabil de
replicare intr-o gazd Cerinta initiala pentru
acest proces este ca ADN insefia@DN vector

si aibi capete compatibile (agbute cu ajutorul
unei enzime restrictive adec@at Cand ADN
inseratsi ADN vector sunt puse in contact direct
cu o enzii, ADN-ligaza, capetele celor dau
tipuri de ADN se unesc printr-un proces de
legare sau Tmbinare (ligation sau splicing).
Molecula ADN rezultat este un exemplu de
ADN recombinat (termenul se aplidegarii a
doui segmente de ADN din diferite surse).

Exista o clag de virusuri a #&ror Intreg genom
este format numai din ARN.

Deoarece ARN nu este capabil de replicare,
singura cale posikil de replicare a acestor
virusuri este ca eleisi propage propriul ARN,
prin reconversia lui in ADN, motiv pentru care
se numesc ,retrovirusuri’. ADN-ul se repligi
agioneaz ca un sablon pentru sinteza unei
cantiiti mai mari de ARN. Enzimele care
catalizeaz transcripia invers a ARN in ADN
sunt numite ,reverse transcriptaze”. Aceste
enzime sunt extrem de importante Tn biologia
moleculad pentru & permit izolarea rapid a
regiunilor codificate ale genelor.

Un tesut care produce polipeptide dgoe relativ

o mare concentti@ de ARN mesager (mMARN)
pentru aceste polipeptide. TaamARN este
extras din acefesutsi sunt adjionate (adugate)
nucleotidelesi enzima revers transcriptaza, poate
fi sintetizat un lancomplementar de ADN (ADN
complementar, sau copie ADN, cADN). Ulterior,
prin adiugarea mai multor nucleotidg enzime
ADN-polimeraze, un singur cADN poate fi
replicat intr-un dublu cADN. Acesta corespunde
genelor care au fost active fiessut in momentul
cand mARN a fost extras. Fragmentele de ADN
pot fi clonate la randul lor creAndu-se o anletd
biblioteci cCADN.

Una din cele mai importante redliz ale
biologiei moleculare a fost dezvoltarea
metodelor pentru o rapid secvefgiere a

fragmentelor de ADN. Aceastseparare a fost
folosita Tn scop diagnostigi s-a realizat prin
doui metode: a) metoda Sanger, sau dideoxy
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(chain-terminating}i b) metoda Maxam-Gilbert,
sau metoda chimic

Prima este folosit mai des in practic Pe
aceast cale se altuieste genomul unei specii.
Astfel se ajunge la stabilirea genomului
paraziilor si al altor ageti patogeni (16), cum
este cazul spirochet®orrelia burgdorferi(20).
Genomul poate fi un nou potgad mijloc de
control al acestor organisme.

Reactia in lant a polimerazei
(Polymerase chain reaction - PCR)

Unul din cele mai importante instrumente de
lucru Tn biologia molecular este PCR, folosit
larg in prezent pentru cercetaiiediagnostic n
detectarea genelor particulare (atat beneficei cat
daunitoare) la animalele domestice. In viitor se
va extinde folosirea acestei metode n multe
domenii ale practicii veterinare.

ADN-ul pe care se executPCR (numit ADN
sablon, model) poate fi ADN genomic (extras din
celulele albe sangvine, sau din spjirori alte
tesuturi), sau un fragment de ADN din oricei alt
surgi. Prin PCR s-au creat aproximativ un milion
de copii ale unor segmente mici de ABRablon,
suficient pentru a permite ca segmentilfie
clonat sau analizat. Cetn de bax este
cunogterea secveani fragmentului sau ordinea
la fiecare cajit al segmentului pe care doririls
amplificam. Folosind aceast informaie sunt
sintetizate dou lanturi de nucleotide (numite
oligonucleotide sau oligo, prescurtat), fiecare cu
o lungime de 20 de baze, unul este complementar
capitului al treilea al segmentului ce trebuie
amplificat, iar altul este complementar unui alt
capit trei al altui segment. Deoarece rolul acestor
oligonucleotide este de a amorsa sinteza de noi
lanturi  (strands) de ADN, ele sunt numite
»primeri”.

ADN sablon este plasat intr-un tub Tmprewu
primerii, cu o cantitate de deoxinucleotiglecu
ADN-polimeraz. Amestecul este Tilzit pan la
95°C pentru a separa (denatura) celeidanuri
de ADN sablon (ADN polimeraza este stabil
termic, ga & ea rezist la temperaturi mari din
faza de denaturare).

O forma obignuit folositi este Tagpolimeraza,
numiti asa pentru & provine din bacteria
termofila Thermus aquaticus.



Temperatura este apoiagati la 50-60°C pentru
a permite primerilor &se lege la secvezle lor
complementare din ADNablon (de exemplu la
captul segmentului care dorim as il
amplificam). Odai ce pnimerii s-au legat,
temperatura este cresgua 70°C, aceasta find
optimd pentru ADN-polimeraz, care aduf
nucleotidele specifice la cagl 3 al fiecrui
primer, extinzand, astfel, laurile de ADN. Dug
ce a trecut suficient timp pentru ca noiletlan
si fie sintetizate, temperatura va geedin nou la

95°C, incepéand astfel un nou ciclu de denaturare,

legaresi extensie. Lungimea unui ciclu (numit
ciclu de amplificare) este de hinute: 15

secunde pentru denaturare, 30 secunde pentrucercetarea fundamendal in diagnostic,
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mijloc de identificaresi studiu al genelor,afa a
recurge la procesul de clonare.

Se mai cunossei alte metode de cercetare in
biologia moleculax ca: analiza Southern,
delegia varigiei secverelor de baz
(diferertierea alelelor). Prin aceasta se poate
diferertia animalele homozigote de heterozigote
(16).

Tehnicile citate anterior (PCR, PCR multiplex,
ADN polimorfic amplificat la Tntdmplare,

transcripia invers a ARN - revers transcription
PCR, analiza Southern etc.), au impfican

in

sudare, 90 secunde pentru extensie, plus timpul supravegherea epidemiologjic in imunitatea

minim necesar schinibi temperaturii intre faze
(30-60 secunde pentru fiecare schimbare).

Ciclul se poate repeta de 30-35 ori intr-un
automat (thermal cyclers) care poate fi programat
exact pentru fiecare fazTeoretic se pot realiza
2%0.2% copii identice (numit PCR product) ale
segmentului.

In practi amplificarea expongiali nu este
perfecti. Este posibil se repete de 1xi6icluri
si s se olind 1 ug de PCR product.

Limita si puterea PCR sunt remarcabile. De
exemplu, prodgii PCR pot fi obinuti din ADN-

ul microorganismelor vii, din produsele animale
(carne, od), sau din specimenele din muzee sau
arheologice. Probele pot fi la fel de mici ca un
spermatozoid, sau un folicul pilos. PreidPCR
pot fi olyinuti chiar din lapte, deoarece laptele
conine celule somatice.

Exista mai multe varigi ale PCR de baiz De
exemplu, cateva perechi de primeri pot fi igclu
intr-o reage PCR multiplex.

O ald variant este cea careachastere la ADN
polimorfic amplificat la Tntamplare (RAPD)
(polimorfic se refet la existera a mai mult
decéat un tip de for). La cateva specii RAPD
sunt o surs utila de markeri ADN pentrudntile
genetice sau (in cazul pandor), pentru
identificarea speciilor.

O alta variant implica transcripia inversi a unei
probe de ARN, pentru a produce cADN, care
este apoi amplificat prin PCR, metod
cunoscui ca transcripa inversi a PCR (reverse
transcription PCR) (RT-PCR). Este un eficace

antiparazitat, in controlul parazior, etc.

Aceste tehnici au creat o revgkiin diagnostic,
Tnlocuind tehnicile inexactgi consumatoare de
timp cu teste bazate pe manipularea ADN. Ele
sunt foarte rapide (5 minutg) foarte sensibile.
Multe dintre aceste teste sunt bazate pe BICR
pot fi executate pe probe prelevate de la animale
vii, produsele animale, cadavre proaspete, vechi
sau autolizate, fegiy avortoni, apa suspectde
contaminare, aer, blocuri tisulare in parafi@,

8, 14, 15, 16, 23).

Prin alegerea primerilor potrivi si/sau a
probelor, testele bazate pe manipularea ADN
sunt implicate n:

1. depistarea speciilor, selor, serogrupelor,
varietitilor i hibrizilor de virusuri,
retrovirusuri, bacterii, fungi, protozoare,
nematode, cestode etc.;

2. identificarea speciilogi suselor de parazi,

3. compararea speciilor din acglagen, sau

swelor din aceeg specie;

depistarea para#or vii sau moti;

5. diferenierea metacestodelor ce paraziteaz
singuti gazdh sau gazal comurd;

6. precizarea fazelor ciclului vital al unor
protozoare;

7. investigarea specifictii pentru gazd a unui
parazit;

8. detetia gazdelor definitive infestate cu
cestode;

9. evidenierea ailor de infestare a gazdei;

10. investigarea interaicinii gazdi-parazit;

11. investigarea domeniului imugti
antiparazitare;

12. cuantificarea citokinelagi interferon gama;
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13. facilitarea supravegherii epidemiologice a
efectivelor;

facilitarea investigrii rezistenei gazdei la
invazie;

precizarea unui diagnostic de certitudine;
controlul parazitozelor;

investigarea rezistesi paradilor;
identificareasi difererntierea @rnii diferitelor

specii animale.

14.

15.
16.
17.
18.

Cel mai simplu test de diagnostic imglic
amplificarea unui anumit segment de ADN,
urmat de electroforez pe gel si colorarea

gelului in bromui de etidium (16).

1. Depistarea speciilorPrin PCR s-a confirmat
prezema in organismul gazdei a protozoarelor
din genurile Neospora la taurine (14, 19),
Leishmania la céaine (10), Toxoplasma(23),
Pneumocysti¢3), Trichomonada carnivore (6),
Echinococcus  multilocularis (9). Aceasi
depistare s-aitut pe probe prelevate din diverse
structuri organice, lichide biologice etc.

2. ldentificarea speciilotsi a suselor de parazi.

Cu ajutorul reagei in lart a polimerazei (PCR)
s-a putut identifica Neospora caninumla
avortonii de 4-9 luni de taurine, prin examenul
probelor de creiegsi miocard. Probele au fost
conservate la —80°C.

Prin amplificare genic (PCR) s-a extras ADN
dintr-un eantion si s-a amplificat specific un
anumit fragment din genomul parazitului. S-a
folosit tehnica Miiller, care permite amplificarea
unui fragment din gena Nc5. Evid@rea s-a
facut prin colorare cu bromairde etidium dup
electrofore (migrare pe gel de agai)Z18).

Anumite gene d&\. caninumsunt detectate, prin
PCR, in lichidele biologice sau Tiresuturile
animalelor infestate (11).

N. caninumse poate pune in evidémprin PCR
si in cazul cand sunt foarte i parazii, cum ar
fi tesuturile autolizatesi in cazul infestgilor
subclinice (4).

La cal, N. caninuma fost pus in evide# prin
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creier, din zona de emerg&na nervilor
considerd afectai in raport cu semnele clinice
(19). La aceleg probe se recurgsi in cazul
formei nervoase la taurine.

Prin PCR se detecteaz ADN-ul speciei
Neospora caninundin toatetesuturile fetalesi
placent (4, 14).

Toxoplasma gondiiyiabila si neviabik poate fi
identificag Tn tesuturi prin PCR. In acest scop s-
au folosit genele P3GBi Bl ca tinte pentru
detecia toxoplasmelor in diferite probe recoltate
de la om.

La oaie, Tn acekhd scop, s-au examinat probe de
placeni, creier, lichid peritoneal de la fatusi
limfa, sangesi ganglioni limfatici de la oile
infestate experimental (23).

Detegia T. gondii prin amplificarea genei B1
pare mai gor de realizatsi metoda este mai
sensibifi decét prin folosirea genei P30, datorit
naturii repetitive a genei B1, din care in genom
se regseste 25-50 copii, comparativ cu o singur
copie a genei mai lungi, P30.

PCR a fost utilizaét si pentru detega si
identificarea sgelor specieiTrichomonas tenax
la cainesi pisica (6). Prin metode de cercetare
specifice biologiei moleculare s-a stabilit
polimorfismul cariotipului speciePneumaocistis
carini. Astfel, s-a scos in evidenca numnirul
cromozomilor este diferit, la aceastpecie, n
functie de gazd, acest nuldr se poate modifica
in vitro si ca la sobolan se gsesc pneumogti cu
kariosomi diferii. Aceasi diversitate intersi
intraspecifia@ a fost precizat prin stabilirea
ordinii secveriale a genelor. Genotipul a sugerat
ca gene Pneumocystisar putea include céateva
specii, motiv pentru care s-a ajuns la
determinarea trinominal a speciilor de
Pneumocystis cariniice paraziteaz pe gazde
diferite. Prin secvetalizarea direct a prodyilor
PCRsi prin studiul polimorfismului unui singur
lang de ADN, du@ amplificarea prin PCR, s-a
dovedit diversitatea intraspeciic Pe aceast
cale s-a ajunsasse identifice cel pin 6-10 sye
dePneumocystis carinla omsi doui la iepure.

PCR (19). in acest scop de la fetusul avortat se 3. Comparaia intre specii.PCR a fost folosit

recolteaz probe, pentru PCR, din creier, cord,
ficat, pulmon, iar Tn cazul manifésior

pentru a face o compamsi diferertiere intre
speciileNeospora caninunsi Toxoplasma gondii

nervoase se recurge la examenul prin PCR a (2).

LCR. De la caii mar probele se recolteazlin
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Aceast difereniere s-a impus deoarece au
existat dubii generate de stadiile schizogonice
intracelulare de tachiziiliberi si in schizoni; de
chistul cu bradizai ale celor doa specii, mai
ales la taurine (11, 14).

In acelai scop s-a recurs la PCR pentru
identificareasi individualizarea unor specii din
genul Sarcocystis,mai ales in cazul celor ce
paraziteaZ o gazd comuri si in cel al gazdelor
gasite parazitate de o specie nespegificestora
(13).

4. Depistarea paragior vii sau mori. PCR
permite  depistarea si identificarea unor
protozoare parazite, indiferent daacestea sunt
vii sau moarte. Aa este cazul speciei
Toxoplasma gondiiprezend in diferite tesuturi

vii sau autolizate. Pentru aceasta s-au folosit
genele P3@i B1.

5. Difererrierea metacestodelotn alt domeniu

al diferenierii stadiilor de dezvoltare ale unor
parazii metazoari, in care s-a recurs la PCR, a
fost cel al metacestodelor speciilBchinococcus
multilocularis si cele ale speciilor din genul
Taenia (T. taeniaeformis, T. crassiceps),
Mesocestoides, Cladotaenia.Metacestodele
acestor specii paraziteain comun roitoarele

9).

O alta aplicare a PCR a fost in cazul stabilirii
aseninarilor si deosebirilor dintre dadl specii
ale aceluisi gen. Este cazul speciilor
Cryptosporidium parvungi C. wrairi. In acest
scop s-a folosit ADN din oochisturi (5).

6. Studiul ciclului vital. Depistarea ADN speciei
Pneumocystis carinii Trmediul ambiant, ADN
aseninator celui al speciiloPn. carinii rattussi
Pn. carinii hominisa permis constatarea i aer
existi forme parazitare distincte, mai mici decéat

formele cunoscute (oochisturi). Acestea ar putea infestaia cu

fi spori de Pn. carinii, ceea ce a condus la
concluzia & in ciclul vital ar exista o fazlibera.
In timpul acestei faze parazitul ar putea suferi o
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constatarea ac varianta dePn. carinii de la
sobolan poate infesta omul, dgirca aceasta se
poate recombina cu varianta Ba. carinii de la
om, aprand astfel hibrizii. Aceasta
demonstreaz ca infestarea Tincrugati este
posibik, ceea ce pune in dig@ specificitatea
pentru gazal Problema nu este elucidagi se
discut acum asupra caracterului de zoanak
pneumocistozei, cagi asupra existagei unei
specii rezervor de parazpentru om (3).

8. Detegia gazdelor definitive infestate cu
cestode.PCR a fost utilizét in deteda gazdei
definitive (vulpea) si a gazdei intermediare
infestate clEchinococcus multilocularign acest
scop, prin PCR s-a detectat copro-ADN,
descoperindu-se, astfel, piidrii de parazi.
Eficacitatea metodei a fost de 100% pentru
detecia animalelor 8natoasesi 94% pentru cele
infestate. S-au folosit fecale proaspete stocate in
etanol 70%, ol inactivate prin congelarea
fecalelor la -80°C, timp de 2 zile, sau prin
incubare la x70°C timp de 2 ore. S-a putut
extrage direct ADN parazitar din fecale,
putdndu-se detecta ADN derivat dinaooa si
ADN din parazit chiar Tn absenouilor (9).

9. Precizarea dilor de infestare. Mai ales in
cazul specieiPn. carinii a fost investigat prin
PCR, dup ce a fost detectat ADN parazitar in
aerul din jurul oamenilor bolnavi. S-a constatat
ca ADN provenea de la forme de dezvoltare ce
se gsesc in aer, acestea fiind probabil spori.
Astfel s-a dovedit ca posililinfestarea omului
pe cale aeriancu Pn. carinii. Tot prin PCR s-a
dovedit transmiterea in utero a acestui parazit.

Infestaiile latente cuPn. carinii, detectate prin
PCR, ar sta la baza pneumocistozei de novo (3).

10. Interagiunea gazd-parazit. Studiul
tripanosomozelor africane a evidien faptul &
tripanosome se caracterizeaz
printr-o fluctuaie regulai a nunarului de
parazii din gazd. Aceasta poate merge de la un
virtual zero la aproximativ 1500 flagelate/ml

dezvoltare cu producerea de forme infestante ce sangesi se datoreaz fenomenului devariatie

nu au fost ing identificate. Pn. carinii a fost
detectat Tn aer, laAg pacienii umani, prin
aspiraie, filtraresi amplificare prin PCR a ADN,
ceea ce sugereagalea aeriande infestare (3).

7. Specificitatea pentru gazich fost studiat prin
PCR 1n cazul diverselor varigt si suwse de
Pneumocystis carinii. Astfel s-a ajuns la

antigenica a populgei de tripanosome introduse
simultan in gaza

Tripanosomele sunt acoperite de un Tinveli
glicoproteic, iar determinain antigenici ai
acestui invei sunt doar proteinele. Acestea
constau intr-un singur lan format din
aproximativ 600 aminoacizi progiude o simpi
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geri a tripanosomelor. Cand o poptita de
tripanosome infr in gazd, toate flagelatele
prezini un antigen de baz contra d@ruia
organismul produce anticorpi, urmarea acestui
fapt este moartea multor pandzi Unele
tripanosome s  ,,deconecteaz gena
responsabil de producerea antigenului de baz

0 ,,schim@@” pentru un alt antigen, care difer
prin mai muti aminoacizi de antigenul de kBaz
Tripanosomele care poargena acestui antigen
secundar se multiplic rapid pas ce gazda
reweste € produd anticorpi specifici noului
antigen.

In acest moment alte tripanosome produc alt
antigen. Fenomenul de exacerbgireeprimare a
populdiei de tripanosome se repdtmp de mai
multe cicluri, ceea ce face ca pat&®a fie cu

un pas Tnainteaispunsului imun al gazdei.

Genomul tripanosomelor are mai mult de 100 de
genesi fiecare gea este codat pentru un tip
diferit de antigen. ,,Deconectarea” unei anumite
gene impli@ duplicarea eisi transpozia
duplicatului Tn ali regiune a genomului, unde
produce antigen. Acest fenomen al vaela
antigenice are o bazyenetia si se ntalngte si

la alte protozoare, cum ar fi genuriddeasmodium

si Babesia(16).

11. Imunitatea antiparazitad. Se afirnd ca
exiséi molecule semnal ce medéaintre factorii
elabora de parazit (hidatida alveolr si
raspunsul imunitar celular specific (7).

Producia de anticorpi este dependegenetic de
ADN, de secvefierea acestuiasi de genele
productoare de imunoglobuline (1, 22).

12. Cuantificarea citokinelorsi a interferonului
gama la mieii imunizgi si susceptibili la
infestaia cu nematode gastrointestinale a fost
studiat prin PCR (17).

13. Supravegherea epidemiologia efectivelor.
Cu ajutorul metodei PCR s-a putut @nm
inciderta, prevaleta si evoluia frecvenei
infestgiei cu N. caninum(18). Tot cu ajutorul
acestei tehnici moleculare s-au  putut
supraveghea cainii dap tratamentul contra
leishmaniozei. Detgeia ADN leishmaniilor este
posibii intr-o mare varietate deesuturi ale
pacientului, incluzadnd aspirate din aduva
osoas, ganglioni limfatici, sénge, cai in
gazdele intermediare, tanarii  flebotomi.
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Specificitatea metodei este foarte mare: 100% in
cazul naduvei; 60% in sange. Prin PCR se pot
detecta leishmanii Tn probele bioptice cutanate
incluse la parafié (10).

14. Rezistera gazdei la invazia parazitdr
recunoate variaii genetice intre specgi intre
rasele de animale. Vatia genetié a rezistetei
la ageni parazitari se intalnge la diina si pesti
fata de anumite protozoare, la oaietafade
acarieni, insecte, nematode, la tauring fde
capusi, insectesi tripanosome (16).

Pentru a ofine gazde rezistente la invazii se
urmareste: a) descoperirea markerilor ADN
pentru rezisted; b) identificarea genelor
responsabile de rezistén

15. Precizarea unui diagnostic de certitudine.
Acesta urmireste depistarea prezg i
identificarea agentului patogen parazitgir,nu
numai, Tn organismul gazdelor definitive
intermediare vii, moarte autolizate, in fgtyi
avortoni (21).

Diagnosticul se poate realiza prin examenul PCR
al probelor recoltate dinesuturi solide, LCR,
sange, scuame, cruste, sp&rfecale, lapte, aij
carne, cadavre proaspete sau vechi, autolizate,
din fetwi, avortoni, fetyi mumificai, din
biopsiile cutanate, din blocurile la parafigi
diversetesuturi (2, 10, 14, 16, 23).

Astfel, tehnica PCR a fost utilizat pentru
diagnosticul neosporozei la taurine (14), a
neosporozei equine (19), a leishmaniozet canine
(10), a toxoplasmozei la ogi la oaie (23), a
trichomoniozei la cainesi pisica produs de
Trichomonas tenax(6). Totodat s-a putut
diagnostica infesta cu N. caninumla fetui
(taurine, equine), avortoni, céitdiagnosticul de
certitudine in formele nervoase ale neosporozei
la acelegi animale. PCR 1iris nu permite
diferentierea neosporozei - baalde infestde
subclinia cu Neospora,cel pdin la taurine (4,
14), spre deosebire de alte infeistacu
protozoare chiagi cu N. caninumin tesuturile
autolizate. Cu toate acestea, PCinane o
tehnic fidela si rapidi de diagnostic.

16. Controlul parazilor. Metoda genetic de
control se utilizeaz azi doar in cazul céatorva
specii de diptere patogene, cum ar fi insecte
miazigene: Chrysomyia bezziana, Cochliomyia
hominivorax, Lucilia cuprinatc. Aceste metode



constau in crgereasi obtinerea n laborator a
insectelor adulte sterile. Sterilitatea genetie
poate realiza prin rearanjarea cromosoiniak
are efect asupra fecunddit insectelor,
ajungadndu-se la oberea de masculi
heteroziga sterili (16).

17. Rezistera paraziilor la medicaia specifiai.
Tehnicile de investigée din domeniul biologiei
moleculare au evideilat faptul @ rezistema
speciei, de ex.ucilia cuprina,se datoredzunei
selecii naturale foarte puternice, ce favorizéaz
alelele pentru rezistgn situate in unul sau mai
multe locusuri.

Alelele pentru rezistea, de obicei, opereézrin
codificarea unei enzime, care este cagahil
deterioreze insecticidul, sau prin codificarea
numai a unei variante a enzimei impotrivaeia
agioneaz insecticidul. Acea&tvarianti devine,
astfel, capahil si fungioneze in prezea
insecticidului asigurand rezistendipterului.

Alelele cu rol in codificarea enzimelor, sunt
localizate Tn locusurile care cod#icenzima
citocrom-P450 ce joac un rol cheie in
detoxifierea medicamentelor.

Anterior introducerii insecticidului, alelele de
rezistema sunt merinute la o frecvera (un
numar) redug Tn toati populaia de diptere ale
specieiLucilia cuprina.

Prin folosirea tehnicilor biologiei moleculare de
intocmire a bBrtilor de gene s-a determinat
localizarea locusurilor cu gene de rezigteim
genomul insectei.

Exista de exemplu, ddulocusuri cu alele care
confeli rezistei la organofosforice: unul pe
cromozomul 4si unul pe cromozomul 6. Pentru
dieldrin, de exemplu, locusul este pe
cromozomul 5 (16).

Rezistera helminilor la antihelmintice este
conferifi de o alel speciai cu efect relativ mare,
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situati ntr-un singur locus. In alte cazuri
rezistema pare & fie multifactoriak, fiind primar
determinat de mai multe alele, dar cu efect
redussi situate Tn locusuri necunoscute (16).

18. PCR se fologte azisi in identificarea si
diferervierea airnii diferitelor specii de animale
(16).

Un dezavantaj major al acestor tehnici
moleculare, implicate n parazitologig nu
numai, estenecest o dotare tehnicavansat,

un laborator binai ultramodern dotat, cai un
personal foarte bine instruit. Are Inavantajul
major & aceste tehnici de manipulare a ADN pot
detecta para@i in pacienii care sunt clinic
sanatosi de muti ani. Aceasta ar putea fi folosit
pentru merinerea germen-free a animalelor de
laborator. Cu PCR s-au detectat leishmanii n

cicatricile vechi din leishmanioza cutahat
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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