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1. STRESZCZENIE

Toxoplasma gondii jest pierwotniakiem wywotujagcym toksoplazmoze —
jedng z najbardziej rozpowszechnionych inwazji pasozytniczych cztowieka na
Swiecie. Ludzie zarazajg sie gtdbwnie drogg pokarmowg - przez spozywanie
surowego badz niedogotowanego miesa zawierajgcego cysty pasozyta.
Mozliwa jest takze transmisja przez przypadkowe potkniecie oocyst
znajdujacych sie w Srodowisku zanieczyszczonym odchodami zarazonego kota
(zywiciel ostateczny pasozyta). Oocysty sg wytrzymate na niesprzyjajace
warunki srodowiskowe oraz inaktywacje chemiczng (mogg przetrwa¢ w wodzie
nawet 54 miesigce, a w glebie ponad rok, zachowujac zdolnosci inwazyjne).
Zatem, podstawowe matryce srodowiskowe: woda gleba, powietrze, a takze
spozywane w stanie surowym warzywa i owoce mogg by¢ waznym Zzrodiem
zagrozenia dla zdrowia cziowieka. W dostepnej literaturze brakuje
wystarczajgcych informacji o rozpowszechnieniu oocyst T. gondii w srodowisku.
Przez dtugi czas badania w tym kierunku byty silnie ograniczone z powodu
braku skutecznych metod detekcji. Dopiero rozwdj specyficznych i czutych
metod odzysku oocyst T. gondii i identyfikacji pasozyta (m.in. technika
immunomagnetycznej separacji i metody molekularne), jaki dokonat sie
w ostatnim czasie, dat nadzieje na szybka, specyficzng detekcje T. gondii w tym
materiale. Dotychczas tylko kilka prac odnosito sie do wykrywania oocyst
T. gondii w naturalnie zanieczyszczonej wodzie. Znikoma ilos¢ informacji
dotyczy dystrybucji oocyst w glebie. Natomiast brak jest doniesien na temat
wystepowania pasozyta na spozywanych warzywach i owocach oraz
w powietrzu. W badaniach s$rodowiskowych bardzo rzadko uwzgledniano
genotyp T. gondii, a jest to informacja istotna z punktu widzenia zagrozenia dla
zdrowia cztowieka.

Celem pracy byto kompleksowe zbadanie wystepowania oocyst
Toxoplasma gondii w srodowisku (wodzie, ziemi, powietrzu oraz na warzywach

i owocach) oraz okreslenie genotypu wykrytych pierwotniakéw. Badania miaty
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okresli¢ tym samym, jakie jest realne ryzyko zarazenia sie cztowieka pasozytem
przez kontakt z zanieczyszczonym naturalnym otoczeniem.

tacznie zebrano 437 prob srodowiskowych z terenu i okolic Tréjmiasta
oraz Elblaga. Badaniu poddano: 151 préb ziemi (piaskownice dla dzieci, piach
z terenu osiedli miejskich, ziemia z ogrodkow dziatkowych oraz gospodarstw
wiejskich), 216 prob owocéw i warzyw (kupowanych w sklepach i na bazarach
oraz zebranych z przydomowych ogrédkow i dziatek), 50 prob wody (woda
wodociggowa, z kapielisk, ze studni odkrytych i gtebinowych), 20 préb
powietrza (z terenéw osiedli miejskich). Oocysty T. gondii odzyskiwano z prob
metodami: filtracji, flotacji, flokulacji i immunomagnetycznej separacji
(odpowiednio do rodzaju materiatu). W celu detekcji pasozyta wykonano
badania mikroskopowe oraz molekularne: PCR i Real-time PCR na obecnos¢
DNA T. gondii z wykorzystaniem starteréw komplementarnych do fragmentu
genu B1 pierwotniaka. Préby, ktore byly dodatnie w badaniu PCR poddano
genotypowaniu metodg analizy restrykcyjnej produktow amplifikacji fragmentéw
genu SAG2 T. gondii oraz sekwencjonowaniu. Dodatkowo, wykonano ilosciowe
badanie DNA metodg Real-time QPCR w celu oszacowania tadunku
patogennego préb dodatnich. Przeprowadzono testy odzysku i detekcji oocyst
T. gondii z préb srodowiskowych, eksperymentalnie zanieczyszczonych rézng
liczbg oocyst pasozyta i okreslono granice detekcji przy przyjetych metodach

badawczych.

Metodg PCR DNA T. gondii wykryto w 15 % préb ziemi i 5 % préb
warzyw i owocow, natomiast metodg Real-time PCR odpowiednio w 23 % i 9 %.
W Zadnej z badanych préb wody oraz powietrza nie zanotowano obecnoSci
DNA pasozyta. Wyniki sekwencjonowania prob dodatnich z genem B1
potwierdzity, ze uzyskane sekwencje sg zgodne z sekwencjg T. gondii
zamieszczong w Banku Gendéw (AF179871). Genotypowanie wykazato, ze
proby srodowiskowe byty zanieczyszczone typem SAG2 | i SAG2 Il T. gondii —
oba sg niebezpieczne dla cziowieka. llosciowe badanie DNA wykazato
natomiast, ze ponad potowa prob ziemi byta zanieczyszczona liczbg ponizej 10

oocyst pasozyta, a pozostate proby zawieraty od kilkudziesieciu do kilkuset
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oocyst T. gondii. Szacunkowe zanieczyszczenie préb owocow i warzyw byto

niewielkie (Srednio 3 oocysty na prébe).

Tak kompleksowe badania srodowiskowe, ktérych celem byto wykrycie
T. gondii, byly prowadzone po raz pierwszy, zaréowno w Polsce jak i na swiecie.
W pracy wykorzystano caty zestaw nowoczesnych metod biologii molekularnej,
co poprawia jakos¢ badan. Wobec skapej metodyki do identyfikacji T. gondii
w materiale Srodowiskowym, wiele zastosowanych rozwigzan wymagato

adaptacji i optymalizacji.

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze gleba oraz warzywa
i owoce zanieczyszczone oocystami T. gondii mogq stanowi¢ realne ryzyko
zarazenia sie ludzi tym pasozytem. Uzyskanie produktéw PCR pierwotniaka z
badanego piasku jest pierwszym doniesieniem w Polsce i drugim na swiecie,
dotyczacym wykrywalnosci tego pasozyta w tym materiale technikami
molekularnymi. Takze po raz pierwszy udowodniono obecnos¢ DNA T. gondii
na warzywach i owocach przeznaczonych do spozycia. Badania dostarczyty
informaciji, ktére moga przyczyni¢ sie do polepszenia programu profilaktyki

przeciwtoksoplazmowej w Polsce.
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2. WSTEP

21 RYS HISTORYCZNY | TAKSONOMIA

Toxoplasma gondii jest szeroko rozpowszechnionym na catym swiecie
wewnatrzkomorkowym pasozytem ssakow i ptakow. Po raz pierwszy zostat on
wykryty w 1908 roku przez C. Nicolle i L. Manceaux (Instytut Pasteura, Francja)
u poétnocnoafrykanskiego gryzonia Ctenodactylus gondii [Kruszewski i Miller,
2004; Kadtubowski i Kurnatowska, 1979] Niezaleznie, w tym samym czasie,
pasozyt zostat opisany rowniez przez A. Splendore u krélikéw laboratoryjnych
[Garcia, 2007]. Nazwe gatunkowa Toxoplasma gondii utworzono od nazwy
zywiciela (C. gondii) oraz w nawigzaniu do fukowatego ksztattu komorki
pierwotniaka (gr. foxon = 1tuk). Przynalezy on do typu Apicomplexa,
obejmujacego ponad pie¢ tysiecy gatunkédw pasozytniczych pierwotniakdw
[Zaremba i Borowski, 2001], charakteryzujacych sie spolaryzowang strukturg
komorki i charakterystycznym rozmieszczeniem organelli w apikalnym koncu
komorki. Innymi przedstawicielami tego typu sa, m. in. patogeny ludzkie i/lub
zwierzece z rodzaju Plasmodium, Cryptosporidium, Eimeria, Babesia czy
Sarcocystis. Powszechnie przyjety podziat systematyczny T. gondii pokazano
w Tabeli 1.

Tabela 1. Pozycja taksonomiczna Toxoplasma gondii [Dtlugonska, 2005; Zaremba
i Borowski, 2001; Niewiadomska i wsp., 2001].

podziat systematyczny

nadkrélestwo Eucaryota

krélestwo Protista

dziat Protozoa

typ Apicomplexa = Sporozoa
klasa Perkinsiea

podklasa (gromada) Coccidea

rzad Eucoccidiidae

podrzad Eimeriina

rodzina Sarcocystidae

rodzaj Toxoplasma

gatunek Toxoplasma gondii
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Po zidentyfikowaniu pasozyta w tkankach C. gondii, pojawiaty sie nowe
doniesienia o wykryciu toksoplazm w organizmach zrazonych ludzi badz
zwierzat. W 1923 r. opisano obecnos¢ T. gondii w siatkbwce dziecka
z wodogtowiem, w 1937 r. udokumentowano przypadek toksoplazmozy
wrodzonej u ludzi, a w 1940 r. - Smiertelnej toksoplazmozy u osoby dorostej.
Wprowadzony w 1948 r. test Sabina i Feldmana potwierdzit obecnos¢ zarazen
pasozytem T. gondii u ludzi na catym swiecie. W latach piecdziesigtych miaty
miejsce odkrycia wskazujgce na sposOb zarazania sie pasozytem.
Udowodniono m.in. mozliwo$¢ zarazenia sie T. gondii przez spozywanie
surowego lub niedogotowanego miesa, a takze wykryto inwazyjne formy
pasozyta w odchodach kotéw. Jednakze kompletny cykl zyciowy T. gondii
pozostawat nieznany az do 1970 r., kiedy to zostat przedstawiony przez Dubeya
i wsp. (1970). Rozwdj nowoczesnych technik badawczych, m.in. mikroskopii
elektronowej oraz kontrastowo—fazowej pozwolit, po wieloletnich badaniach,
pozna¢ szczegdtowg budowe T. gondii oraz dokfadnie zrozumieé cykl

rozwojowy tego pierwotniaka.

2.2 FORMY ROZWOJOWE T. gondii

W  cyklu zyciowym pasozyta wyrdznia sie nastepujgce formy
rozwojowe: tachyzoity, bradyzoity, cysty tkankowe oraz sporozoity, sporocysty
i oocysty [Dubey i wsp., 1998]. Tachyzoity zamkniete sg w tzw. pseudocystach,
bradyzoity w cystach tkankowych, a sporozoity w sporocystach znajdujgcych

sie wewnatrz oocysty. (Rycina 1).

Rycina 1. Formy rozwojowe Toxoplasma gondii: A) tachyzoity (wg prof. Jaroslava
Flegra, Univerzity Karlovy,iForum 2009, www.cuni.cz/IFORUM)B) cysta tkankowa
z bradyzoitami (wg DJP Feruson/University of Oxford, cosmosmagazine.com), C)
sporulujgca oocysta zawierajgca 2 sporocysty ze sporozoitami (4 w kazdej
sporocyscie) (wg dpd.cdc.gov., imagelibrary).
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Tachyzoity sga formami ,agresywnymi’ pasozyta, ulegajgcymi
intensywnym podzialom w komoérkach jadrzastych zywicieli posrednich oraz
nabftonku jelita zywiciela ostatecznego [Garcia, 2007]. Nazwe tachyzoit
(gr. tachys = szybko) wprowadzit Frenkel w 1973 r. zamiast terminu trofozoit
(gr. trophicos), ktorym wczesniej okreslano te forme (inny funkcjonujgcy
w literaturze termin to endozoit). Tachyzoity mogg ulega¢ przemianie
w bradyzoity (gr. bradys = wolno), okreslane takze mianem cystozoitéw, ktore
sg formami ,spoczynkowymi”, wystepujgcymi w cystach tkankowych
(znajdujacych sie gtébwnie w osrodkowym uktadzie nerwowym oraz miesniach).
Ich biologiczng rolg jest umozliwienie pasozytowi przetrwania w organizmie
gospodarza (przewaznie do konca zycia) oraz rozprzestrzenianie T. gondii
wsréd miesozernych zywicieli posrednich i zywicieli ostatecznych (kotowate)
[Dubey i wsp., 1998].

2.3 BUDOWA KOMORKI T. gondii

Posta¢ wegetatywna (tachyzoit) T. gondii ma ksztalt potksiezycowaty,
przypominajacy czastke pomaranczy. Jest asymetryczna — o jednym kohcu
zaokraglonym, a drugim ostro wydtuzonym (tzw. biegun apikalny, odgrywajacy

zasadniczg role przy wnikaniu pasozyta do komoérki gospodarza) (Rycina 2).

Rycina 2. Tachyzoity Toxoplasma gondii obserwowane w mikroskopie elektronowym
(wg Carmello, 2001).

Komédrka otoczona jest trojwarstwowqg pellikulg, sktadajgcg sie
z plazmalemy oraz dwéch wewnetrznych sScisle potgczonych bton tworzacych

charakterystyczny kompleks btonowy. W apikalnym konncu komorki znajduje sie
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tzw. kompleks apikalny (ciato biegunowe) ztozony z charakterystycznych
pierscieni, konoidu i specyficznych organelli wydzielniczych: roptrii i mikronem.
Pierscienie stanowig cze$¢ cytoszkieletu. Pierscien polarny 1, ktéry otacza
konoid jest zakonnczeniem kompleksu btonowego,natomiast pierscien polarny 2
to miejsce, z ktérego odchodzag 22 mikrotubule podpelikalne, siegajace do okoto
2/3 dtugosci komorki. Od pierscieni apikalnych (prekonoidalnych), do wnetrza
komorki wechodzg dwie mikrotubule apikalne. Sg one swoistym rusztowaniem
kierujgcym roptrie i mikronemy w kierunku konoidu tak, aby umozliwi¢ sekrecje
ich zawartosci z apikalnego korica komorki. Konoid jest niewielkg, stozkowatg
struktura, ktéra odgrywa mechaniczng role przy inwazji pasozyta do komérek
gospodarza. Skfada sie ze skreconych filamentéw, ktére umozliwiajg jego
obracanie i kurczenie. Maczugowate roptrie (zazwyczaj kilka) znajdujg sie
miedzy jadrem komdrkowym a konoidem. Ich waski koniec, tzw. szyja znajduje
sie wewnatrz konoidu, a drugi koniec, tzw. worek poza nim. W apikalnym koricu
komorki znajdujg sie takze niewielkie, owalne mikronemy. Roptrie i mikronemy
sq organellami wydzielniczymi, niezbednymi przy inwazji komorek zywiciela.
Ponadto w komodrce wyrdznia sie, m.in. granule o duzej gestosci (organella
sekrecyjne) charakterystyczne dla Apicomplexa oraz typowe organella
komérkowe (aparat Golgiego, siateczka $rodplazmatyczna szorstka i gtadka,
mitochondria). Jadro komdrkowe zawiera DNA w ilosci okoto 87 min pz,
w postaci 11 chromosomow (2 — 10 min pz). Pozajagdrowe fragmenty DNA
stanowi DNA mitochondrialne (6 x 10° pz) oraz DNA apikoplastowe (35 x 10°
pz) [Wilson i Williamson, 1997]. Schemat przedstawiajacy ultrastrukture komorki

T. gondii przedstawiony jest na Rycinie 3 .
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Ultrastructure of a Toxoplasma gondii tachyzoite
Expert Reviews in Molecular Medicine ©@2001 Cambridge University Press

Rycina 3. Ultrastruktura komorki Toxoplasma gondii (Expert Reviews in molecular
Medicine, 2001, Cambridge University Press). 1 — reticulum endoplazmatyczne, 2 —
granule o duzej gestosci, 3 - aparat Golgiego, 4 — apikoplast, 5 — mikronemy, 6 —
konoid, 7 — koniec apikalny, 8 — roptrie, 9 — mitochondrium.

Komdrka tachyzoitu ma wielko$¢ 6 um dtugosci i 2 um szerokosci. Jadro
komorkowe potozone jest centralnie, a liczba roptrii (czesto z zawinietym
koncem) waha sie pomiedzy 8 — 10. Zazwyczaj obecnych jest takze kilka

ziarenek amylopektyny [Dubey i wsp., 1998].

Bradyzoity strukturalnie nie réznig sie wiele od tachyzoitdéw. Sg
przewaznie nieco wezsze i dtuzsze (7 um x 1,5 ym). Jadro komoérkowe znajduje
sie blizej dolnego (zaokraglonego) bieguna komoérki. Posiadajg wiecej ziaren
amylopektynowych i mniej granul o duzej gestosci niz tachyzoity. Sg takze
mniej podatne na dziatanie enzymow proteolitycznych. Liczba roptrii wynosi od
1 do 3 zaleznie od wieku cysty tkankowej [Dubey i wsp., 1998]. Cysty tkankowe
zawierajgce bradyzoity sg zroznicowane pod wzgledem wielkosci. Mtode cysty
tkankowe sg mate (okoto 5 ym) i zawierajg zazwyczaj jedynie dwa bradyzoity.
Starsze, dojrzate cysty sg wieksze i mogq zawierac tysigce bradyzoitéw. Cysty
zlokalizowane w modzgu zywiciela sg sferoidalne i majg $rednice nie
przekraczajacg 70 um, a wystepujgce w miesniach szkieletowych sg wydtuzone
i mierzg okoto 100 um. Cysty otoczone sg wiasng otoczkg oraz btong
komodrkowg zniszczonej komérki gospodarza [Dubremetz, 1998]. Otoczka cysty

tkankowej jest elastyczna i cienka (< 0,5 pym).

Takze sporozoity morfologicznie przypominajg tachyzoity, majg 6 — 8 um

dtugosci oraz 2 pm szerokosci. Posiadajg jednak wiecej mikronem, roptrii
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i ziaren amylopektynowych. Ponadto zawierajg ciatka lipidowe (rzadkie
u tachyzoitéw i nieobecne u bradyzoitow) [Dubey i wsp., 1998]. Sporozoity
zamkniete sg w oocystach. Oocysty sg kulistego ksztattu i majg srednice 10 —
12 um. Po sporulacji stajg sie bardziej owalne i mierzg 11 — 14 pm. Sciana
oocysty zbudowana jest z trzech warstw [Speer i wsp., 1998]. Kazda
sporulujgca oocysta zawiera dwie sporocysty, w ktérych znajdujg sie po cztery

sSporozoity.

2.4 CYKL ZYCIOWY T. GONDII

Toxoplasma gondii jest organizmem dwuzywicielskim. Rozmnazanie
piciowe (gametogonia) moze nastepowac tylko u zywicieli ostatecznych, ktorymi
sq zwierzeta kotowate (Felidae), w tym u kota domowego (Felis catus).
U zywicieli posrednich (cztowiek, niektore ssaki i ptaki) nastepuje rozmnazanie
bezptciowe pasozyta (schizogonia) [Tenter i wsp., 2000]. Cykl rozwojowy

pierwotniaka ilustruje Rycina 4.

2.4.1 Cykl zyciowy T. gondii u zywiciela ostatecznego

Koty przewaznie zarazajg sie przez spozycie miesa upolowanych gryzoni
lub ptakoéw, zawierajgcego cysty z bradyzoitami, badz tez oocystami
znajdujgcymi sie w $rodowisku (woda lub pokarm) zanieczyszczonym
odchodami kota zarazonego T. gondii. Jelitowa czes¢ cyklu obejmuje
wegetatywne rozmnazanie komorek pasozyta, gametogeneze i tworzenie
oocyst. Formy inwazyjne pasozyta atakujg komorki nabtonkowe jelita cienkiego
zywiciela ostatecznego (inwazja obejmuije jelito czcze, potem krete i okreznice).
Tam majg miejsce podziaty endodiogeniczne Iub endopoligeniczne,
prowadzace do powiekszania sie populacji w sposdb bezptciowy oraz nastepuje
faza cyklu ptciowego zapoczatkowana powstawaniem schizontow. Te ostatnie
dzielg sie na merozoity, z ktérych czes¢ przeksztatca sie w gametocyty.
Sporogonia prowadzi do powstania z gametocytoéw mikro - i makrogamet, ktére
nastepnie taczg sie w zygote (przeksztatcajaca sie w oocyste). Niedojrzate
oocysty sg uwalniane z komorek epitelialnych i wydalane do srodowiska wraz
z katem zarazonego kota. Codziennie przez okres od jednego do trzech tygodni

wydalanych jest kilka milionéw oocyst (maksimum przypada na 5 — 8 dzien).
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Zatem krotki okres wydalania oocyst jest zbalansowany produkcjg i rozsiewem
duzej ich liczby. Okres poprzedzajacy wydalanie oocyst przez koty rézni sie
w zaleznosci od potknietej formy pasozyta i trwa: 3 - 10 dni po potknieciu
bradyzoitow zawartych w cystach tkankowych, 19 dni lub wiecej od potkniecia
tachyzoitéw lub oocyst [Dubey i Frenkel, 1972; Dubey, 1996; Dubey, 2002].
Oocysty stajg sie inwazyjne dopiero po sporulacji (po wyksztatceniu sie
wewnatrz oocysty sporocyst zawierajgcych sporozoity). Nastepuje to w ciagu
1 - 21 dni w okreslonej temperaturze (11 - 25°C) oraz dogodnych warunkach
aerobowych i wilgotnosciowych [Dubey i wsp., 1970]. W sprzyjajacych
warunkach oocysty pozostajg inwazyjne dla cztowieka i zwierzat nawet do 2 lat
[ Dubey, 1998; Frenkel i wsp.,1975].

2.4.2 Cykl zyciowy u zywiciela posredniego

Formami inwazyjnymi dla zywicieli posrednich sg tachyzoity, bradyzoity
lub sporozoity (podobnie jak u zywiciela ostatecznego). Po wniknieciu do
ustroju zywiciela sporozoity lub bradyzoity ulegajg przemianie w tachyzoity.
W tej formie pasozyty intensywnie namnazajg sie endodiogenicznie
w komorkach uktadu siateczkowo—srodbtonkowego oraz enterocytach.
Nastepnie drogg krwi i limfy (wewnatrz monocytow i granulocytow
obojetnochtonnych) rozprzestrzeniajg sie po organizmie, penetrujgc do
kolejnych komoérek w réznych narzadach i tkankach. W okresie ostrej inwazji w
komorkach gospodarza powstajg tzw. pseudocysty zawierajgce liczne
tachyzoity. Uwalnianie sie pasozytéw prowadzi do niszczenia komoédrek
i atakowania kolejnych. Proces ten prowadzi bezposrednio do powstawania
stanow zapalnych i ognisk martwiczych w organizmie. U zywiciela z prawidtowo
dziatajgcym uktadem immunologicznym po fazie ostrej inwazji nastepuje faza
przewlekta, charakteryzujgca sie powstawaniem cyst tkankowych zawierajgcych
duzg liczbe bradyzoitow. Z czasem cysty ulegajg otoczeniu tkankg taczng
i wysyceniu solami wapnia. Cysty potencjalnie mogq rozwija¢ sie w kazdej
tkance i narzadzie, jednak wykazujg tendencje do formowania sie w miejscach
stabiej chronionych immunologicznie tj. w tkance nerwowej (oSrodkowy uktad
nerwowy i siatkbwka), miesniach poprzecznie pragzkowanych i sercu.

Przewaznie utrzymujg sie w organizmie zywiciela do konca jego zycia, nie
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powodujgc zadnych zmian zapalnych lub nieznaczne uszkodzenie otaczajacych
tkanek w przypadku pekniecia cysty (okresowe uwalnianie toksoplazm
przediuza utrzymywanie sie odpornosci swoistej). U zywicieli z ostabionym
uktadem immunologicznym (np. AIDS, wrodzone niedobory odpornosci,
immunosupresja) moze dojs¢ do reaktywacji inwazji w wyniku pekania cyst
i przemiany bradyzoitbw w tachyzoity. U kobiet ciezarnych, ktore ulegty
zarazeniu pierwotnemu (w czasie cigzy lub bezposrednio przed) toksoplazmy

mogq pokonac bariere tozyskowaq i wywota¢ inwazje wrodzong u ptodu.

A stadium inwazyjne

Z gl \
cysty
Iﬁ &= tkankowe

A 1/9_

‘o - | ~ oocysty w
' odchodach

it v dipd. cdc govidpde
Rycina 4. Cykl zyciowy Toxoplasma gondii (www. ars.usda.gov, United States
Department of Agriculture). 1 - wydalanie oocyst T. gondii przez zywiciela
ostatecznego do srodowiska, 2 - potkniecie inwazyjnych oocyst przez dzikich zywicieli
posrednich, 3 - wyksztatcenie cyst tkankowych, 4 - spozycie zarazonego migsa przez
zywiciela ostatecznego, 5 - potkniecie oocyst przez zwierzeta hodowlane
i wyksztatcenie cyst tkankowych, 6 - spozycie zarazonego miesa przez ludzi, 7 -
potkniecie przez cziowieka oocyst znajdujgcych sie w srodowisku, 8 - zarazenie sie
cztowieka przez transfuzje krwi zanieczyszczonej tachyzoitami T. gondii, 9 - zarazenie
ptodu przez tachyzoity obecne w organizmie matki, 10 - wyksztatcenie cyst tkankowych
W organizmie cztowieka, 11 - rozwiniecie inwazji wrodzonej u ptodu.
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2.5 OOCYSTY T. GONDII, A SRODOWISKO
2.5.1 Wystepowanie oocyst T. gondii w srodowisku

Oocysty T. gondii wydalane sg do srodowiska zewnetrznego wraz
z katem zarazonych kotéw w bardzo duzej ilosci (kilka milionéw dziennie).
Rozsiewane sg w Srodowisku gtéwnie przez wiatr, wode, naw6z oraz przez
dzdzownice i stawonogi; mogg zanieczyszczaé wode powierzchniowa, glebe,
warzywa i owoce [Dubey i Beattie, 1988; Dubey i wsp., 1970; Frenkel i wsp.,
1975; Smith i Frenkel, 1978; Ruiz i Frenkel, 1980; Dumetre i Darde, 2005].
Oocysty moga wystepowaé tam, gdzie bytujg koty i gdzie dogodne warunki
pozwalajg na ich przezywanie (zwiaszcza wilgotne i zacienione miejsca).
Miejsca sprzyjajace kontaminacji ludzi to miedzy innymi: ogrody, parki,
podworka, systemy wody pitnej (od rezerwuaréw do kranow), stawy i jeziora
przeznaczone do rekreaciji, zanieczyszczone bezposrednio lub posrednio przez
odchody kotow. Wystgpienie inwazji u zwierzat hodowlanych dostarcza
informacji na temat zanieczyszczonych pasozytem zrédet takich jak: taki wokot
farm, miejsca nawadniania, stawy, strumienie, pasza do karmienia, gdzie koty

mogg wydala¢ odchody.

Lokalne ryzyko zanieczyszczenia ziemi przez oocysty T. gondii zalezy od
stezenia odchodow zarazonych kotow oraz przezywalnosci oocyst i ich dyfuzji
w ziemi. Zachowania defekacyjne kotow sg ogdlnie znane. Odchody sg zwykle
zakopywane w miejscu gtdbwnego bytowania zwierzat, a takze na granicy
terytorium [Turner i Beteson, 2000]. Koty czesto wykorzystujg to samo miejsce
do defekacji, a pojedyncza lokalizacja moze by¢ wykorzystana przez rozne
osobniki, gdy ich liczba na danym terenie jest duza [Uga, 1996; Afonso i wsp.,
2008]. W ziemi oocysty T. gondii przewaznie wystepujg na powierzchni, badz
na gtebokosci do 10 cm [Frenkel i wsp., 1975], ale ich transport poprzez ziemie

jest nieznany.

Zanieczyszczenie warzyw i owocOw oocytami T. gondii nastepuje
najczesciej przez ich bezposrednie narazenie na kontakt z odchodami kotéow

lub nawadnianie skontaminowang wodg [Dumetré i Dardé, 2005].
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Z powodu odpornosci oocyst T. gondii i mozliwo$¢ zarazania sie kotow
podczas kazdej pory roku, nie zanotowano sezonowosci w wystepowaniu
oocyst w $rodowisku. Jednakze obfite opady deszczu mogg zwiekszacé
zanieczyszczenie zbiornikbw wodnych przez przemywanie gleby i wyptukiwanie
Z niej oocyst [Bowie i wsp., 1997; Miller i wsp., 2002]. Powigzanie wystgpienia
ostrych przypadkow zarazen T. gondii i szczytem opadow deszczu wykazano
podczas wodno pochodnej epidemii toksoplazmozy w Viktorii (Kanada) w 1995

r. [Bowie i wsp., 1997].

Obecnos¢ kotéw w poblizu ludzkich domdéw oraz mniejsza powierzchnia
do ,sktadowania” odchoddw kocich na terenach miejskich moze zwiekszac
mozliwo$¢ kontaminacji Srodowiska oocystami T. gondii [Bahia-Oliveira i wsp.,
2003]. Populacje kotéw wolnozyjacych (Felis catus) mogq osiggaC wysokie
lokalne zageszczenie na terenach zurbanizowanych [Macdonald, 1983; Liberg
i Sandell, 1988]. Miejsca takie jak parki, ogrody bedace miejscem rekreacji
i zabaw dla ludzi sg szczegodlnie narazone na zasiedlanie przez grupy tych
zwierzgt [Afonso i wsp., 2008]. Natomiast na terenach rolniczych (wiejskich)
oocysty mogg by¢ wydalane daleko od doméw. Znalezienie odchodéw moze
by¢ trudne, poniewaz sg one szybko rozktadane w naturalnych warunkach
(okoto 1 tygodnia), ponadto koty majg tendencje do ich zakopywania [Frenkel

i wsp., 1975; Aramini i wsp., 1999].
2.5.2 Przezywalnos¢ oocyst T. gondii

Oocysty sg formami przetrwanymi pasozyta, bardzo odpornymi na
niekorzystne warunki Srodowiskowe, a takze na rozne procesy chemiczne
stuzace np. uzdatnianiu wody pitnej. Wynika to, m. in. ze specyficznej budowy
Scian oocyst T. gondii, gwarantujgcych wysokg wytrzymatoS¢ na zniszczenie.
Badania wykazaty, Zze $ciana zaréwno oocyst jak i sporocyst T. gondii

zbudowana jest z trzech warstw [Speer i wsp., 1998].

Niesporulujgce oocysty T. gondii tracg swag zdolnos¢ do sporulacii
(nabywania inwazyjnos$ci) po zamrozeniu (1 dzien w - 21°C lub 7 dni w — 6°C)
lub ogrzewaniu (50°C, 10 min.) [Dubey, 1970; Frenkel i Dubey, 1973]. Warunki

zwyktej chtodni sg niewystarczajgce aby przeciwdziata¢ rozwojowi inwazyjnosci
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[Lindsay i wsp., 2002]. Sporulujgce oocysty mogq pozostawac¢ inwazyjne
w wodzie przez przynajmniej 54 miesigce w 4°C [Dubey, 1998], a w ziemi do 18
miesiecy w roznych temperaturach [Frenkel i wsp., 1975]. Generalnie, wzrost
temperatury powoduje skrécenie czasu przezywalnosci oocyst. Natomiast
zamrazanie moze nie by¢ wystarczajgce, aby zabi¢ sporulujgce oocysty. Mogq
one przezy¢ 28 dni po statym mrozeniu w —21°C [Frenkel i Dubey, 1973].
W dodatku wykazano, ze zmienne temperatury w nieznacznym stopniu
wplywajg na czas przezywania oocyst w wodzie i ziemi, i w konsekwencji
oocysty mogg pozostawa¢ inwazyjne nawet po kilku zimach [Frenkel
i wsp.,1975; Frenkel i Dubey, 1973]. Oocysty prawdopodobnie przezywajg
rowniez w wodzie stonej, gdyz inwazje powodowane przez T. gondii byty
notowane u ssakow morskich [Dubey i Beattie, 1988]. Udowodniono, ze oocysty
moga by¢ usuwane przez ostrygi z eksperymentalnie zanieczyszczonej wody
morskiej [Lindsay i wsp., 2001]. Zatem wydaje sieg, ze te mieczaki moga by¢ dla
konsumujacych je ludzi lub ssakéw morskich potencjalnym zrédtem inwazji
T. gondii. Wczesniej takg mozliwos¢ wykazano dla oocyst C. parvum [Fayer
i wsp., 1998; Freire-Santos i wsp., 2000]. Takze chtodne i wilgotne warzywa
i owoce mogg dostarcza¢ optymalnego srodowiska dla przezywania oocyst
[Dumetré i Dardé, 2005]. Kniel i wsp. (2002) wykazali 8-tygodniowy okres
przezycia oocyst T. gondii na malinach przechowywanych w 4°C, co potwierdza
te przypuszczenia. Te owoce byty wczesniej wskazane jako wazne zrodto
inwazji Cyclospora cayetanensis u ludzi, kokcydium blisko spokrewnionym
z T. gondii [Ho i wsp., 2002]. Proces suszenia lub tez bezposrednia ekspozycja
na Swiatto stoneczne sg $miertelne dla sporulujgcych oocyst T. gondii [Dubey
i Beattie, 1988; Kutici€ i Wikerhauser, 1996; Yilmaz i Hopkins,1972].

2.5.3 Czynniki dezaktywujace oocysty T. gondii

Obecnie nie ma specjalnych zalecen ani opracowanych metod
inaktywacji inwazyjnych oocyst T. gondii w wodzie pitnej [Wainwright i wsp.,
2007]. Wpykazuja one nadzwyczajng odpornos¢ na rdézne procedury
inaktywacyjne, a w szczegoélnosci na czynniki chemiczne [Dubey i Beattie,
1988; Dubey i wsp., 1970; Dubey i wsp., 1970; Kuti¢i¢ i Wikerhauser, 1996,
Dubey i wsp., 1996; Dubey i wsp., 1998]. Na przyktad w 4°C oocysty pozostajg
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zywe w wodnym 2% kwasie siarkowym lub 2,5% dwuchromianie potasu przez
kilka lat. Co wiecej, sg one odporne na roztwory odkazajgce takie jak roztwor
chlorku sodu. Odpornos¢ na reagenty chemiczne nie jest odosobniong cechg
wsrod kokcydidw. Inny organizm - Cryptosporidium spp. jest odporny na
procedury dezynfekujgce takie jak np. chlorowanie wody uzdatnianej do picia
[Rose i wsp., 2002]. Z powodu odpornosci na chemiczne i fizyczne czynniki
inaktywujace, oocysty T. gondii moga by¢ obecne w wodzie lub zywnosci
[Dumerte i Dardé, 2005]. Do ich rutynowej inaktywacji na warzywach i owocach
zaproponowano promieniowanie gamma [Dubey i wsp., 1996; Dubey
i wsp.,1998], a skuteczno$¢ niszczenia oocyst w wodzie pitnej przez

promieniowanie UV wykazata ostatnio Wainwright i wsp. (2007).
2.6 EPIDEMIOLOGIA

Inwazje Toxoplasma gondii sg szeroko rozpowszechnione na catym $wiecie,
wsrod ludzi i zwierzat (koty, psy, Swinie, szczury, bydto, owce, kury). Na
podstawie badan serologicznych wykazano, Zze okoto 30 % ludnosci zetkneto
sie z tym pasozytem [Wong i Remington, 1993; Petersen i Dubey, 2001].
Czesto$¢ zarazenia populacji ludzkiej (monitorowana obecno$cig swoistych
przeciwciat) zalezy od klimatu, warunkéw sanitarno—epidemiologicznych
panujgcych na danym terenie jak i sposobu odzywiania i wzrasta wraz
z wiekiem. Najwyzszy odsetek odczyndéw dodatnich, siegajacy 90 % wystepuje
w czwartej dekadzie zycia. Najwiecej przypadkdéw zarazen przypada na kraje,
w ktérych w duzych ilosciach spozywane jest surowe lub niedogotowane mieso
(np. Francja), gdzie panujg sprzyjajace warunki klimatyczne do przezywania
oocyst wydalonych do srodowiska (umiarkowany i ciepty) a takze tam, gdzie
bytuje duza liczba dziko zyjacych kotéw (np. Ameryka Srodkowa).
Toksoplazmoza jest natomiast zdecydowanie mniejszym problemem
w rejonach chiodniejszych (np. Skandynawia) oraz w krajach o klimacie
goracym i suchym [Desmonts i wsp., 1985; Frenkel i wsp., 1975; Ruiz i Frenkel,
1980; Dupouy-Camet i wsp., 1993]. Wystepowanie toksoplazmozy w duzej
mierze odzwierciedla stan sanitarny danego kraju, panujgce zwyczaje
zywieniowe oraz poziom oswiaty zdrowotnej [Pawtowski 1999]. W Polsce okoto

60% populacji posiada dodatni odczyn serologiczny [Kruszewski i Miller 2004].
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Odsetek surowic dodatnich w ostatnich latach w Zaktadzie Parazytologii
Tropikalnej w Miedzywydziatowym Instytucie Medycyny Morskiej i Tropikalnej
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, wynosit okoto 40%. Wsréd dzieci
w wieku 10 - 15 lat, badanych na terenie Wielkopolski, zarazonych byto 31%
[Pawtowski, 1995]. Z uwagi na mozliwosc¢ przenikania tachyzoitéw T. gondii
przez tozysko do ptodu, czesto badang serologicznie grupg oséb sg kobiety
ciezarne. Na terenie Wielkopolski dodatnie odczyny serologiczne stwierdzono
u okoto 54 — 59% kobiet ciezarnych i krwiodawcéw [Patrzatek i wsp., 1990;
Uminski i wsp., 1994; Pawtowski,1995]. Z przeprowadzonych badan wynika
ponadto, ze statystycznie wyzszy odsetek seropozytywnych kobiet ciezarnych

wystepuje na wsi niz w srodowisku miejskim [Paul, 2005].
2.6.1 Rola kotéw w zanieczyszczaniu srodowiska oocystami T. gondii

Kotowate (takze kot domowy), petnig podstawowg role w epidemiologii
toksoplazmozy. Przeprowadzone w Wielkopolsce badania serologiczne kotow
wykazaty ich zarazenie w 70,6%. Zaobserwowano takze, Zze odsetek ten
wzrasta wraz z wiekiem zwierzat: od 42 % u kotow 4 — 12 miesiecznych do 95%
u kotéw powyzej 5 lat. Co wiecej, nie byto znacznej réznicy w stopniu zarazenia
kotow dzikich i domowych (78% i 66%) [Wasiatycz, 1998]. Wydalanie oocyst
ma miejsce gtownie podczas pierwotnego zarazenia, przewaznie u mtodych
kotow (ponizej 1 roku zycia) i trwa przez okres 1 - 3 tygodni. Istnieje takze
mozliwo$¢é wtdérnego wydalania oocyst po nadkazeniu lub przy zmniejszonej
odpornosci kota, cho¢ ma to miejsce przez krétszy czas i w zmniejszone;j

liczbie.
2.6.2 Drogi zarazenia cztowieka pasozytem T. gondii

2.6.2.1 Droga pokarmowa

Zarazenie ludzi nastepuje najczesciej drogg pokarmowg przez spozycie
T. gondii (gtdbwnie mieso baranie, kozie, wieprzowe, wotowe) badz niektorych
przetworéw miesnych nie poddanych zabijajgcej cysty obrébce termicznej
(metki, salami itp.), a takze wedlin, mleka lub jaj pochodzacych od zarazonych
zwierzat. Odsetek zarazonych zwierzat domowych wynosi: 10 — 38 % swin, 15
— 72 % owiec, 47 % kéz, 20 — 90 % kurczat [Paul, 2005]. Wykazano, ze osoby
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majgce na kontakt ze zwierzetami i/lub surowym miesem z racji wykonywanego
zawodu znacznie czesciej wykazujg dodatnie odczyny serologiczne niz
pozostate grupy zawodowe [Sroka i wsp., 2003]. Mozliwe jest réwniez
zarazenie przez przypadkowe potkniecie oocyst znajdujgcych sie w srodowisku
zanieczyszczonym odchodami kota (w wodzie, glebie, na spozywanych
warzywach i owocach) [Dubey,1998; Dubey i wsp., 1998; Dubremetz, 1998;
Dziubek i Zarnowska-Prymek, 1999, Cook i wsp., 2000]. Prawdopodobnie
potkniecie pojedynczej oocysty (z zanieczyszczonym pokarmem lub woda)
moze by¢ wystarczajgce do zarazenia cztowieka [Fayer i wsp., 2004].
Okreslenie jaki udziat w zarazeniu populacji ludzkiej majg cysty obecne
w miesie zarazonych zwierzat i oocysty zanieczyszczajgce $rodowisko jest

trudne do okreslenia [Pawtowski, 1999].
2.6.2.2 Droga przeztozyskowa

Moze rowniez dojs¢ do zarazenia tachyzoitami T. gondii aktywnie
przenikajgcymi przez tozysko do ptodu w czasie trwania czynnej toksoplazmozy

u matki (w czasie cigzy).
2.6.2.3 Pozostate drogi

Inne drogi zarazenia dotycza, m.in. transfuzji krwi zanieczyszczonej
tachyzoitami T. gondii (mogg one przezy¢ we krwi konserwowanej do 50 dni),
przeszczepu zarazonych narzgadéw oraz pracy z zainfekowanym materiatem
w laboratorium [Paul, 1998; Herwaldt, 2001].

2.6.3 Epidemie toksoplazmozy na swiecie

W Polsce stwierdza sie tylko pojedyncze przypadki toksoplazmozy,
jednak na $wiecie sporadycznie opisywane sg epidemie wywotane piciem wody
zanieczyszczonej oocystami T. gondii, masowego spozycia zarazonego miesa
lub niedostateczng higieng w trakcie przygotowywania positkow [Won i wsp.,
1997]. Wszystkie epidemie ostrej toksoplazmozy powigzane ze srodowiskiem
zanieczyszczonym oocytami T. gondii (Tabela 2) wigzaty sie z obecnoscig
zarazonych kotowatych, ktérych odchody zanieczyszczaty glebe lub zbiorniki

wodne.
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Tabela 2. Epidemie ostrej toksoplazmozy u ludzi wywotane potknieciem oocyst
T. gondii obecnych w glebie lub wodzie.

liczba
zrédto oocyst T. gondii przypadkéw odnosnik

toksoplazmozy literaturowy

epidemie wodnopochodne

strumienie wody w dzungli Panama | 1979 39 Benenson i
zanieczyszczone oocystami T. gondii wsp., 1982
przez dzikie koty

zbiornik wody pitnej, niefiltrowanej,

zanieczyszczony odchodami dzikich i Kanada | 1995 110 Bowie i

domowych kotéw wsp., 1997

rezerwuar niefiltrowanej wody pitne;j Brazylia 2000 290 Keenihan i
wsp., 2002

epidemie ziemiopochodne

brak doktadnych danych USA 1976 10 Stagno i
wsp., 1980
Teutsch i

stajnia koni wyscigowych USA 1977 37 wsp., 1979
Coutinho i

tereny wiejskie (rolnicze) Brazylia | 1982 nie okreslono | wsp., 1982

Zebranie prob srodowiskowych powinno by¢ wykonane tak szybko, jak to
mozliwe po pierwszym zanotowanym przypadku choroby. Jednakze jest to
trudne do wykonania, poniewaz kliniczna toksoplazmoza moze wystapi¢ 2 do 3
tygodni po inwazji i w tym czasie oocysty T. gondii mogg znikng¢ ze zrodta
kontaminaciji [Teutsch i wsp., 1979; Stagno i wsp., 1980; Isaac-Renton i wsp.,
1998].
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2.7 TOKSOPLAZMOZA

Seropozytywnos¢ nie jest jednoznaczna z chorobg. Liczba oséb aktywnie
chorujgcych na toksoplazmoze nabytg jest znacznie nizsza niz liczba oséb

zarazonych pasozytem (posiadajgcych przeciwciata anty—T. gondii).

W zaleznosci od zastosowanego kryterium toksoplazmoza zostata

podzielona na poszczegodlne jednostki chorobowe (Tabela 3).

Tabela 3. Podziat toksoplazmozy za wzgledu na kryteria [wg Kruszewskiego

i Millera, 2004].
kryterium podziat
- wrodzona
moment zarazenia
- nabyta
- utajona
- przewlekta
przebieg
- podostra
- ostra

- bezobjawowa (utajona)
objawy kliniczne
- objawowa

- pierwotna
sposob zarazenia
- hawrotowa

- narzadowa lub uktadowa
umiejscowienie zmian patologicznych
- uogdlniona

2.7.1 Postacie kliniczne toksoplazmozy

Obraz kliniczny toksoplazmozy oraz nasilenie objawow zalezy przede
wszystkim od: kondycji uktadu immunologicznego zywiciela, drogi zarazenia
(inwazja wrodzona i nabyta), intensywnosci inwazji oraz zjadliwosci szczepdéw
T. gondii. U wiekszo$ci zarazonych osdb wykazujgcych prawidtowg funkcje
uktadu odpornosciowego choroba przebiega bezobjawowo (w ponad 80%) lub
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ogranicza sie do samoustepujacych zmian w weztach chtonnych (objawy
wystepuija tylko w 1 przypadku na 250 zarazonych) [Spiewak i Matafiej, 1996].
Toksoplazmoza moze jednak przybraé bardzo ciezki przebieg u oséb
z ostabiong funkcjg uktadu immunologicznego, np. w przypadku AIDS, przy
terapii immunosupresyjnej, transplantacji narzadow czy u pacjentow
z chorobami nowotworowymi [Luft i Remington, 1992; Israelski i Remington,
1993] oraz u niedojrzatych ptodow [Wong i Remington, 1994; Beazley
i Egerman, 1998].

2.7.1.1 Toksoplazmoza nabyta u os6b immunokompetentnych

Toksoplazmoza weztowa jest najczestszg postaciag kliniczng toksoplazmozy
nabytej, zarébwno u dzieci jak i dorostych. Objawia sie powiekszeniem weziéw
chtonnych (najczesciej szyjnych przednich i bocznych), ktérym mogq
towarzyszy¢ objawy ogdlne (stany podgorgczkowe, bole gtowy i gardfa, apatia,
sennos¢, osfabienie, bdle miesni). Symptomy limfadenopatii pojawiajg sie
najczesciej w ciggu kilku tygodni od zarazenia [Garcia, 2007; Kociecka, 1999;
Paul, 2005]. Niektorzy autorzy opisujg przebieg toksoplazmozy jako zespédt
mononukleozopodobny, a takze posta¢ brzuszng (bdle brzuszne
przypominajgce zapalenie wyrostka robaczkowego, zaburzenia taknienia,
wymioty, powiekszenia weztdbw chtonnych krezkowych) [Kociecka, 1999;
Kadtubowki, 1999; Paul, 2005]. Toksoplazmoza z zajeciem CUN, narzadow
wewnetrznych (m. in. serce, ptuca, watroba) lub miesni szkieletowych jest u tej

grupy osob rzadkoscia.
2.7.1.2 Toksoplazmoza u oséb z niedoborem odpornosci

Toksoplazmoza, bedaca przewaznie niegrozng inwazjg pasozytniczg u osob
immunokompetentnych, staje sie bardzo niebezpieczna dla pacjentow
z niedoborem odpornosci (wrodzonym Ilub nabytym). Do grupy oséb
podwyzszonego ryzyka zalicza sie przede wszystkim osoby zarazone wirusem
HIV. Uczynnienie sie nabytej wcze$niej toksoplazmozy prowadzi czesto do
rozwoju neurotoksoplazmozy manifestujgcej sie objawami o réznorodnym
nasileniu (m. in. zaburzenia orientacji i rownowagi, drgawki, ostabienie,

zaburzenia widzenia, bdle stawowe, Spigczka). Przebieg choroby jest bardzo
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ciezki i nierzadko prowadzi do zgonu (czas przezycia wynosi 9 — 15 miesiecy).
Moze takze dojS¢ do rozwiniecia sie toksoplazmozy wielonarzadowe;j
(z zajeciem serca, miesni szkieletowych, ptuc, watroby lub nerek). Podobne
zagrozenie wystepuje u pacjentdéw po przeszczepach narzadoéw (gtdwnie serca
i nerek) oraz biorcéw szpiku kostnego. W tym przypadku dochodzi do
rozwiniecia sie pierwotnej toksoplazmozy w wyniku przyjecia zarazonego
organu albo tez reaktywacji choroby [Dziubk i Zarnowska—Prymek, 1999;
Kadtubowki, 1999, Kraszewski i Miller, 2004].

2.7.1.3 Toksoplazmoza oczna

Toksoplazmoza oczna jest najczesciej nastepstwem wczesniejszej inwazji
wrodzonej badz reaktywacji zarazenia pierwotnego. Zmiany oczne mogg
ujawnia¢ sie po wielu latach, gtdwnie w stanach obnizonej odpornosci.
Dochodzi woéwczas do pekania cyst i powstawania lokalnych uszkodzen
narzadu wzroku, dotyczacych gtéwnie siatkowki i naczynidwki. Objawami sg
najczesciej: zaburzenia widzenia, mroczki przed oczami, sSwiatlowstret,
nadmierne tzawienie. Czasami moze dojs¢ do uszkodzenia nerwu wzrokowego
i utraty wzroku. Najciezsze uszkodzenia oka dotyczg ostrych przypadkéw
toksoplazmozy wrodzonej (atak tachyzoitow) i obejmujg: matoocze Ilub
niedorozwdj gatek ocznych [Dziubk i Zarnowska—Prymek, 1999; Paul 2005;
Garcia, 2007].

2.7.1.4 Toksoplazmoza wrodzona

Toksoplazmoza wrodzona dotyczy dzieci tych matek, ktore ulegty
pierwotnemu zarazeniu pasozytem T. gondii w okresie cigzy lub w czasie krétko
ja poprzedzajgcym. Zarazenie pierwotne T. gondii kobiet ciezarnych zachodzi
w Swiecie z czestoscia miedzy 0,1 — 1% [Beazley i Egerman, 1998].
W przyblizeniu, w 40% przypadkéw dochodzi do inwazji ptodu. Ryzyko nabycia
toksoplazmozy wrodzonej oraz ciezko$¢ uszkodzen ptodu zalezy od czasu,
w ktorym doszto do zarazenia matki. Ryzyko zarazenia ptodu jest najmniejsze
w pierwszym (okoto 17%), a najwieksze w trzecim trymestrze cigzy (okoto
65%). Natomiast skutki inwazji sg najciezsze w pierwszym trymestrze cigzy. Po

wniknieciu toksoplazm do ptodu najpierw nastepuje inwazja uogdlniona, ktorg
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stopniowo zaczynajg ogranicza¢ przeciwciata przenikajgce przez tozysko od
immunokompetentnej matki. Pasozyt osiedla sie nastepnie w narzadach
i tkankach nabywajgcych najp6zniej swoistg odpornos¢ - w mézgu i siatkdwcee,
gdzie powstaje stan przewlektej inwazji aktywnej, co objawia sie w postaci tzw.
triady Sabina-Pinkertona obejmujgcej: wodogtowie lub matogtowie, zwapnienia
Srodmozgowe oraz zapalenia siatkdwki — naczyniowki. Mogg wystgpi¢ takze
objawy uogodlnione (powiekszenie watroby i $Sledziony, zéttaczka, zaburzenia
oddychania, wymioty, biegunka, drgawki, zapalenie mdzgu, porazenie
miesniowe, zmiany w narzadzie wzroku) [Milewska - Bobula, 1999]. W drugim
trymestrze cigzy uszkodzenia sg lzejsze, a w trzecim inwazja przebiega
bezobjawowo. Uwaza sie, ze tylko 10% zarazonych noworodkéw ma objawy
toksoplazmozy wrodzonej. WiekszoS¢ dzieci rodzi sie pozornie zdrowa, ale
badania wykazaty, ze u blisko 90% z nich w ciggu kilku lat pojawiajg sie pozniej
wady wzroku, stuchu (z utratg wigcznie) i uktadu nerwowego, m. in.: padaczka,
zaburzenia motoryki, zaburzenia mowy, zmiany emocjonalne, uposledzenie

funkcji poznawczych i intelektualnych [Tenter, 2000; Milewska — Bobula, 1999].

W Polsce, wg szacunkowych danych epidemiologicznych, liczba zarazonych
noworodkow (ze stwierdzonymi objawami klinicznymi) wynosi 240 — 480 rocznie
[Niemiec i Chazan, 1999; Lipka i Milewska-Bobula, 2001].

2.8 INWAZJE U ZWIERZAT

Badania dowiodty, ze juz pojedyncza oocysta T. gondii jest zdolna do
wywotania inwazji u Swini [Dubey i wsp., 1996] lub myszy [Dubey i wsp., 1997].
Potkniecie oocyst znajdujgcych sie w wodzie, glebie lub pokarmie jest
prawdopodobnie najczestszg droga inwazji T. gondii u nie-miesozernych
ssakow i ptakéw. Zwierzeta hodowlane mogg wykazywac bardzo wysokg
seroprewelencje na catym Swiecie, siegajacg 100% [Tenter i wsp., 2000]. Owce
i kozy pasace sie na pastwisku wykazujg wysokg seroprewelencje w wielu
krajach. Inwazje T. gondii sg problemem weterynaryjnym i ekonomicznym.
Pasozyt ten jest m. in. odpowiedzialny za 12% aborcji w stadach owiec.
Indukowane oocystami wybuchy epidemii letalnej toksoplazmozy byty notowane
takze na farmach swin [Dubey i Beattie, 1988]. Niezaleznie od seroprewelencji,

rozpowszechnienie T. gondii w tkankach miesnych zwierzat jest wyzsze
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u owiec, koz i swin niz u drobiu, koni czy bydta [Tenter i wsp., 2000]. Z kolei

ludzie mogq ulec inwazji spozywajgc mieso zwierzat zarazonych T. gondii.
29 DIAGNOSTYKA TOKSOPLAZMOZY

Rozpoznawanie toksoplazmozy nastepuje w oparciu o wyniki badan
klinicznych oraz laboratoryjnych (Rycina 5). Diagnostyka tej choroby ma
szczegolne znaczenie dla okreslonych grup pacjentéw: kobiet ciezarnych,
ptodow i noworodkoéw podejrzanych o toksoplazmoze wrodzong oraz o0sob
z nieprawidtowo funkcjonujacym ukfadem odpornosciowym. Od wiasciwego
rozpoznania inwazji uzaleznione jest zaréwno leczenie jak i zapobieganie

toksoplazmozie.

100

Badania
laholatoryjne

Badania
kliniczne

nakyta ciezarnych nowvorodk oczna 1 050k z obnizong
odpornoscia

Rycina 5. Odsetki przypadkéw toksoplazmozy rozpoznawanych badaniem
laboratoryjnym i klinicznym w zaleznosci od kategorii badanych osoéb.

Stosowane obecnie laboratoryjne metody diagnostyczne, stuzace
wykrywaniu obecnosci T. gondii oraz mdéwigce o przebiegu zarazenia obejmujg
metody bezposrednie (izolacja pasozyta, badania histopatologiczne,
wykrywanie krgzacego antygenu), metody posrednie (testy serologiczne)

i badania molekularne (wykrywanie DNA pasozyta).
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2.9.1 lzolacja pasozyta

W celu izolacji pasozyta z materiatu diagnostycznego stosuje sie metode
biologiczng lub hodowle in vitro. Metoda inokulacji myszy (w ktorej sprawdza sie
serokonwersje badz wykrywa sie toksoplazmy w ptynie otrzewnowym lub
mbzgu zwierzat) jest bardzo czuta (100%), ale rzadko stosowana do
rutynowych badan ze wzgledu na dtugi czas oczekiwania na wynik (okoto
4 tygodni). W metodzie in vitro, gdzie hoduje sie pasozyty wewnatrzkomodrkowe,
czas oczekiwania na wynik jest krétszy (2 — 4 dni), ale czuto$¢ obniza sie nawet
do 50 %. Materiat badawczy pochodzi gtéwnie od osdb z obnizong czynnoscig
uktadu odpornosciowego i moze nim byc: ptyn mozgowo-rdzeniowy, krew,

materiat biopsyjny, tozysko, ptyn owodniowy.
2.9.2 Badania histopatologiczne

W tej metodzie poszukuje sie tachyzoitow lub ztogéw antygenu pasozyta
(dowody bezposrednie), badz charakterystycznych zmian dla ostrych
przypadkow nabytych (dowody posrednie) w materiale biopsyjnym, ptynach
ustrojowych, szpiku czy materiatach sekcyjnych. W celu uwidocznienia
pasozyta stosuje sie metody barwienia (peroksydaza-antyperoksydaza,
hematoksylina-eozyna, Giemsy) oraz metode immunofluorescencji posredniej

i immunohistochemiczna.
2.9.3 Badania immunologiczne
2.9.3.1 Wykrywanie antygenu

Wazng metodag bezposrednig potwierdzajgca aktywnosc¢ inwazji T. gondii
jest wykrycie we krwi lub ptynach ustrojowych (ptyn mézgowo-rdzeniowy, ptyn
wewnatrzgatkowy, plyn owodniowy, mocz) rozpuszczalnego antygenu
pasozyta. Wykorzystuje sie w tym celu metody immunoenzymatyczne (testy
ELISA), aglutynacje lateksowg czy Western blotting [Bitowska i Dzbenski, 1989;
Hassan i wsp., 1997]. Antygen krazacy T. gondii moze by¢ wykrywany przede
wszystkim w czasie wczesnej, pierwotnej fazy choroby (w organizmie cztowieka

krgzy 2 — 3 tygodnie).
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2.9.3.2 Wykrywanie przeciwciat

W diagnostyce toksoplazmozy najczesciej wykorzystywane sg badania
serologiczne. Mogg dostarczy¢ informacji czy pacjent jest zarazony, w jakiej
fazie jest choroba (aktywna czy przewlekta) oraz kiedy nastgpito zarazenie.
Wysoka efektywnos¢ badan serologicznych wynika z tego, ze antygeny
pasozyta bardzo silnie pobudzajg uktad odpornosciowy zywiciela do powstania
zarébwno swoistej odpornosci komérkowej jak i humoralnej. Polegajg na
wykrywaniu w organizmie zarazonych oséb (we krwi lub ptynach ustrojowych)

specyficznych przeciwciat anty—T. gondii [Pinon i wsp., 2001].

Toksoplazmy pojawiajg sie we krwi (i czasem tez w innych ptynach
ustrojowych) po kilkunastu — kilkudziesieciu godzinach od zarazenia. U oséb
immunokompetentnych w odpowiedzi na stymulacje antygenowg powstajg
specyficzne przeciwciata toksoplazmowe. Najpierw pojawiajg sie przeciwciata
klasy IgM (po okoto tygodniu), osiggajac najwyzsze stezenie po okoto miesigcu
od zarazenia. Zanikajg przewaznie w ciggu kilku miesiecy, chociaz w niektérych
przypadkach mogq utrzymac¢ sie nawet do 2 lat. Réwnoczesnie z IgM (lub
z niewielkim opdznieniem) pojawiajg sie w krazeniu przeciwciata klasy IgA.
Charakteryzujg sie podobng dynamikg do IgM, z tym, Zze zanikajg nieco
wczesniej. Przyjmuje sie, ze czas zanikania IgA wyznacza granice ostrej fazy
toksoplazmozy. Przeciwciata obu wymienionych klas nie przechodzg przez
tozysko. Najpozniej we krwi pojawiajg sie przeciwciata klasy IgG (okoto
drugiego tygodnia po zarazeniu). Ich miano osigga najwyzsze wartosci po
uptywie 2 - 3 miesiecy i moze utrzymywac sie na wysokim poziomie nawet
przez wiele lat. Nastepnie stezenie stopniowo zmniejsza sie, ale moze byc¢
wykrywane w niskim mianie do konca zycia zarazonej osoby. Dynamika syntezy
swoistych przeciwciat w przypadku toksoplazmozy nabytej przedstawiona jest
na Rycinie 6. Przeciwciata klasy IgG przenikajg przez tozysko do ptodu

i utrzymujg sie u noworodka do okoto roku.
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Rycina 6. Dynamika syntezy swoistych przeciwciat w przypadku toksoplazmozy nabytej
[wg Zielinska i Dzbenski, 1976].

Wyniki badan serologicznych, ktére moga wskazywac¢ na wczesny okres
zarazenia T. gondii to: serokonwersja, niska awidnos¢ przeciwciat 1gG,
znaczacy wzrost przeciwciat klasy IgG (kilkukrotny) w kolejnych badaniach,
obecnos$¢ immunoglobulin IgM i/lub IgA, wysoki poziom przeciwciat IgG (> 300
V).

O zarazeniu noworodka moze $wiadczy¢ wzrost stezenia przeciwciat 1IgG (w
stosunku do stezenia przeciwciat u matki) oraz wykrycie przeciwciat IgM i IgA,
ktore wytwarzane sg przez ptdéd. Przeciwciata IgA mogg by¢ rowniez
wykorzystane w diagnostyce prenatalnej, gdyz pojawiajg sie juz w 23 tygodniu
cigzy. Termin zarazenia jest informacjg szczegodlnie wazng dla kobiet
ciezarnych, gdyz wigze sie z prognozg co do mozliwosci wystgpienia
toksoplazmozy wrodzonej. Mozna go okresli¢ oznaczajgc awidnos¢ przeciwciat
IgG, czyli site wigzania sie przeciwciat z antygenem. Niska awidnos¢ (< 20 %
zwigzanych przeciwciat) oznacza poczatkowy okres inwazji, natomiast wysoka
awidnos¢ (> 30 % zwigzanych przeciwciat) wskazuje na przewleklg faze
zarazenia [Bitkowska i wsp. 2000; Dzbenski, 1999].

Testy wykrywajace przeciwciala

Testy serologiczne charakteryzujg sie wysokg czutoscig i swoistoscia,
aczkolwiek w przypadku pacjentbw z zaburzong funkcjg uktadu

odpornosciowego i niedojrzatych ptodéw sg niewystarczajace. Mozemy

|
TOTal
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podzieli¢ je na przesiewowe (skriningowe) oraz potwierdzajgce (Tabela 4).
Pomimo, ze obecnie istnieje wiele serologicznych metod diagnostycznych, to
zadna nie jest idealna. Niezmiernie wazne jest, aby dobra¢ odpowiednig
metode do postaci klinicznej toksoplazmozy oraz poprawnosci funkcjonowania

uktadu immunologicznego pacjenta.

Tabela 4. Testy serologiczne (przesiewowe i potwierdzajgce) stosowane w diagnostyce
toksoplazmozy.

testy serologiczne

Przesiewowe potwierdzajace
e Immunofluorescencyjne e proba barwna Sabina—
Feldmana

e Immunoenzymatyczne
_ o testy réznicujace klasy
* Aglutynacyjne przeciwciat:
ELISA,
ISAGA,

ELIFA,

YV V VY V

immunofluorescencja,

testy potwierdzajace synteze
swoistych przeciwciat (gtdwnie
lgG):

> ELIFA,
» immunobloting

o test ELISA - IgG okreslajacy
awidnos¢ przeciwciat.

2.9.4 Badania molekularne

Polimerazowa reakcja tancuchowa (PCR = ang. Polymerase Chain
Reaction) jest bardzo dobrg metodg wykrywania T. gondii, szczegodlnie
przydatng, gdy wyniki rutynowych badan serologicznych nie dajg
jednoznacznych wynikéw [Dzbenski, 1999]. Zastosowanie PCR w diagnostyce
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laboratoryjnej toksoplazmozy poprzedzito zidentyfikowanie w 1989 r. fragmentu
genu B1 T. gondii przez Burg i wsp. Do tej pory na $wiecie do identyfikacji DNA
T. gondii w materiale ludzkim stosowano takze inne geny kodujace specyficzne
biatka pasozyta. Materiatem badawczym sg najczesciej ptyny ustrojowe,
bioptaty tkankowe oraz poptuczyny oskrzelowe [Grover i wsp., 1990; Grob
i wsp., 1992; Ho—Yen i wsp., 1992; Aouizerate i wsp., 1993]. Wynik badania
PCR moze by¢ niekiedy trudny do interpretacji. Amplifikowany fragment DNA
moze pochodzi¢ zaréwno od trofozoitéw (obecnych w ostrej fazie inwazji) jak
i cyst (charakterystycznych dla fazy przewlektej). Dodatni wynik PCR moze
takze dotyczyé pasozytow unieszkodliwionych w wyniku leczenia. Zatem
odpowiedni dobdér materiatu badawczego jak i ostroznos¢ w interpretacji

wynikow badania ma duze znaczenie.
210 GENOTYPY TOXOPLASMA GONDII

Toxoplasma gondii uznawany jest za pojedynczy gatunek, wewnatrz
ktérego wyrdznia sie wiele szczepdw. Badania nad strukturg populacji tego
pasozyta wykazaty jej wysoko klonalny charakter. Objawia sie to miedzy innymi
w rzadko spotykanej izolacji szczepdw o identycznym genotypie z réznych
zywicieli na wielkim obszarze geograficznym. Analiza genetyczna populacji
wykazata, ze T. gondii sktada sie z trzech zasadniczych wewnatrzgatunkowych
typdw tzw. linii klonalnych (oznaczonych jako I, Il, 1), ktére wystepujg zaréwno
u cziowieka jak i u zwierzat. Szczepy nalezace do poszczegodlnych linii
wykazujg zrdéznicowang zjadliwo$¢ wobec myszy [Boothroyd, 1993]. Sczep
zjadliwy dla myszy to taki, ktérego dawka < 100 tachyzoitow (podawanych
dootrzewnowo) wywotuje ostre objawy choroby i Smier¢ zwierzecia. Szczep o
niskiej zjadliwosci nie wywotuje Zzadnych objawéw chorobowych nawet przy
dawce = 1000 pasozytow na mysz i jedynie cysty powstajgce w médzgach
zarazonych zwierzat Swiadczg o zarazeniu [Fuentes i wsp., 2001, Sibley
i Boothroyd, 1992] (Tabela 5).
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Tabela 5. Zjadliwos¢ szczepdw T. gondii wykazywana w stosunku do myszy
laboratoryjnych [wg Howe i Sibley, 1995] oraz zdolno$¢ do wywotywania
toksoplazmozy u ludzi.

| wysoka tak
1 niska tak
i zroznicowana bardzo rzadko

U ludzi z terenu Europy oraz Ameryki Pétnocnej najczesciej wykrywano
genotyp |l pasozyta [Howe i wsp., 1997; Mondragorn i wsp., 1998; Owen
i Trees, 1999; Behzadi i wsp., 2003; Nowakowska i wsp., 2006; Edvinsson
i wsp., 2006]. Chociaz w niektérych przypadkach odnotowano dominacje typu |
[Aspinall i wsp., 2003; Fuentes i wsp., 2001; Grigg i wsp., 2001]. Obserwowano
takze przypadki inwazji mieszanej typami | i Il [Aspinall i wsp., 2003]. Typ Il jest
odpowiedzialny raczej za inwazje u zwierzat, u ludzi izolowany byt rzadko.
Atypowe (i rekombinowane) szczepy T. gondii, bedace wynikiem czestych
zmian genetycznych najczesciej wystepuja w rejonach, gdzie cykl zyciowy
Toxoplasma zachodzi miedzy kotowatymi a bardzo szerokim wachlarzem
dzikich zywicieli posrednich, np. w Afryce czy Brazylii [Ajzenberg i wsp., 2004].
W Europie lub USA takie atypowe szczepy sg rzadkoscia.

Nie udato sie dotad jednoznacznie przypisaé genotypu pasozyta do
postaci toksoplazmozy u ludzi. Wydaje sie jednak, ze typ II dominuje
w przypadkach toksoplazmozy wrodzonej [Howe i wsp.,1997; Nowakowska
i wsp., 2006; Behzadi i wsp., 2003] oraz u oséb z uposledzonym systemem
immunologicznym [Howe i wsp., 1997; Edvinsson i wsp., 2006], a typ |
zwigzany jest z ostrymi przypadkami toksoplazmozy nabytej u o0sbéb
immunokompetentnych [Carme i wsp., 2002; Behzadii wsp., 2003] i z nabytg
toksoplazmoza ocznag [Grigg i wsp., 2001; Switaj i wsp., 20086].

Wiekszos¢ zwierzat hodowlanych (owce, swinie, kurczaki) badanych na
terenie Europy zarazonych byto typem II T. gondii [Dubey i Chunlei Su, 2009].
Typ lll izolowano gtéwnie od dzikich zwierzat [Dardé, 2004].
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Trzy linie klonalne obejmujg ponad 95% szczepdw izolowanych
w Europie i Ameryce Pdéinocnej [Diugonska, 2008]. Majgc na uwadze
rozprzestrzenienie pasozyta na catej kuli ziemskiej oraz szeroki wachlarz
zywicieli posrednich, zréznicowanie genetyczne T. gondii jest zaskakujgco mate
[Howe i Sibley, 1995; Dytnerska i wsp., 2004]. ZmiennosS¢ w obrebie
pojedynczej linii klonalnej jest niewielka (réznice w sekwencji nukleotydowej linii
wynosza tylko 1 - 2 %). Wyjatek stanowig jedynie polimorficzne rejony
mikrosatelitarne. Zwiekszong réznorodnosc¢ szczepow obserwuje sie na terenie
Ameryki Pd. Przetrwanie struktury klonalnej T. gondii przypisuje sie dwom
cechom cyklu zyciowego pasozyta: przenoszenia na drodze oralnej (infekcyjne
cysty tkankowe u zywicieli posrednich umozliwiajg transmisje pasozyta
w obrebie tahcucha pokarmowego) oraz znikomej mozliwosci rownoczesnego
zarazenia sie kota roznymi szczepami pasozyta (ograniczenie czestosci zmian

genetycznych).

Opisano juz ponad 50 markeréw do typowania T. gondii. Klasyfikacja
poszczegolnych szczepdw odbywa sie na podstawie analizy roéznych loci
z zastosowaniem takich metod jak: losowa amplifikacja polimorficznych
fragmentéw DNA (RAPD = ang. Random Amplification of Polymorphic DNA),
analiza polimorfizmu fragmentow restrykcyjnych (RFLP = ang. Restriction
Fragment Length Polymorphism), analiza mikrosatelitarna, sekwencjonowanie
DNA [Dardé, 2004]. Cze$¢ badanych gendw okazata sie zbyt mato
polimorficznych, aby zostaly uzyte do typowania badz pozwalaty na
identyfikacje tylko dwdch  linii  klonalnych. Wiele z  dotychczas
przeprowadzonych badan genotypow T. gondii opiera sie na PCR/RFLP
polimorficznego genu SAG2, ktéry pozwala wyrdzni¢ trzy linie populacyjne
[Mondragorn i ws., 1988; Howe i wsp., 1997; Fuentes i wsp., 2001]. Opisywano
takze analize RFLP opartg na wielu loci [Howe i Sibley., 1995; Nowakowska
i wsp., 2006], oraz analize polimorfizmu nukleotydowego w rejonach
mikrosatelitarnych (MS). Polimorfizm dtugosci MS (réznice
w dwunukleotydowych tandemowych powtorzeniach) badany byt przez
sekwencjonowanie matodg Sangera [Ajzenberg i wsp., 2004]. Do okreslania

typow T. gondii zastosowano takze analize dwdch pojedynczo nukleotydowych
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polimorfizméw w genie GRAG6 przez pirosekwencjonowanie [Edvinsson i wsp.,
2006].

Ustalanie genotypu T. gondii przeprowadzano do tej pory gtéwnie na
prébach pochodzgcych od pacjentéw ze zdiagnozowang toksoplazmozg lub
zwierzat (zaréwno hodowlanych jak i dzikich). W badaniach préb
Srodowiskowych pod katem zanieczyszczenia pasozytem T. gondii

genotypowanie nie byto do tej pory uwzgledniane.
211 BADANIA SRDOWISKOWE NAD T. GONDII

Brak jest wystarczajgcych danych o wystepowaniu oocyst T. gondii
w srodowisku. Prowadzone do tej pory, nieliczne badania, dotyczg gtéwnie
préb wody, rzadko ziemi. Badania warzyw, owocow oraz powietrza nie byty
jeszcze wykonywane. Nie uwzgledniano w tych badaniach genotypdéw T. gondii,
a jest to informacja istotna z punktu widzenia zagrozenia dla zdrowia cztowieka.
Problemem jest brak opracowanych specyficznych i czutych metod detekcji

oocyst T. gondii.
2.11.1 Badania wody

Woda jest brana pod uwage jako zrodto inwazji T. gondii ze wzgledu na
dtugi okres zywotnosci oocyst w srodowisku [Dubey, 1998] oraz odpornos¢ na
rézne procedury chemiczne i proces uzdatniania [Dubey i wsp., 1970; Dubey,
1998]. Dotychczas tylko w kilku publikacjach opisywano wystepowanie oocyst
T. gondii w naturalnie zanieczyszczonej wodzie [Isaac—Renton i wsp., 1998;
Villena i wsp., 2004; Sroka i wsp., 2006; Kourenti i Karanis, 2006; Dumetré
i Dardé, 2007; Aubert i Villena, 2009].

Przez ostatnie lata opisano kilka metod odzysku i detekcji oocyst
T. gondii z wody, opartych w duzej mierze na metodach stosowanych z dobrym
skutkiem do pozyskiwania oocyst Cryptosporidium oraz cyst Giardia. Niestety,
nie sg one jeszcze tak dobrze opracowane i wystandaryzowane, jak
w przypadku wyzej wymienionych pasozytéw. Obecnie dostepne metody

wykrywania oocyst T. gondii obejmujg najczesciej:
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e zageszczanie przez filtracje wielkoobjetosciowg [Isaac — Renton i wsp.,
1998; Villena i wsp., 2004; Aubert i Villena, 2009] lub niskoobjetosciowg
[Dumetre i Darde, 2005; Sroka i wsp., 2006; Dumetre i Dardé, 2007],
wirowanie prob o matej objetosci [Dubey i wsp., 1995; Kourenti i wsp.,
2003], flokulacje [Isaac—Renton i wsp., 1998, Kourenti i wsp., 2003;
Kourenti i Karanis, 2004; Kourenti i Karanis, 2006; Sotiriadou i Karanis,
2008];

e oczyszczanie przez flotacje [Dubey i Beattie, 1998; Isaac—Renton i wsp.,
1998; Villena i wsp., 2004; Sroka i wsp., 2006; Kourenti i Karanis, 2004;
Kourenti i Karanis, 2006; Sotiriadou i Karanis, 2008] Iub
immunomagnetyczng separacje (IMS) [Dumetré i Dardé, 2005; Dumetré
i Dardé, 2007];

¢ specyficzng detekcje przez metody mikroskopowe [Dubey i wsp., 1970],
biometode [Dubey i wsp., 1995; Isaac—Renton i wsp., 1998; Villena
i wsp., 2004; Aubert i Villena, 2009], IFA/UV [Dumetre i Dardé, 2005;
Dumetre i Dardé, 2007], PCR [Schwab i McDewitt, 2003; Kourenti
i Karanis, 2004; Villena i wsp., 2004; Sroka i wsp., 2006; Kourenti
i Karanis, 2006; Dumetré i Dardé, 2007; Aubert i Villena, 2009;
Sotiriadou i Karanis, 2008].

Metody te sg zwykle fgczone w celu ulepszenia detekcji. Doniesienia
dotyczace ich skutecznosci czesto opieraly sie na badaniach odzysku
prowadzonych w warunkach laboratoryjnych — z uzyciem wody dejonizowanej
lub wodociggowej oraz duzej ilosci inokulum. Dopiero badania prowadzone na
prébach srodowiskowych wody (naturalnie metnej, zanieczyszczonej réznego
rodzaju szczatkami materii organicznej i nieorganicznej) oraz przy uzyciu
niewielkiej liczby poszukiwanych organizmoéw wykazaty ogromne ograniczenie

efektywnosci poszczegodlinych metod w wykrywaniu oocyst T. gondii.
2.11.1.1 Techniki koncentracji

Etap zageszczania materiatu badawczego odzyskiwanego z wody jest
kluczowy, gdyz przewaznie na tym witasnie etapie dochodzi do utraty

najwiekszej ilosci materiatu badawczego.
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Flokulacja chemiczna jest metoda prostg i niedrogg. W 2003 r. Kourenti
zaprezentowat wyniki porownania wydajnosci metody chemicznej flokulacji oraz
wirowania w réznych wartosciach g w odzysku oocyst T. gondii z wody. Proby
wody destylowanej o objetosci 1L byly zanieczyszczane oocytami T. gondii (10*
i 10°). Przy dodaniu do préby 10° sporulujgcych oocyst, odzysk metoda
flokulacji wyniost 93,1% z zastosowaniem Fe(SO4)s3, 96,5% dla Alx(SO4); oraz
82,5% metoda wirowania. Przy obnizeniu ilosci inokulum do 10* oocyst
wydajnos¢ opisywanych metod spadta, dajac odpowiednio odzysk 70,4%,
41,5% oraz 52,5%. Podobne wyniki uzyskano z oocystami niesporulujgcymi.
Zatem okazato sie, ze metody te dawaty dobry wynik izolacji oocyst T. gondii
z wody tylko przy duzej kontaminacji préby. Przy czym istotny jest fakt
prowadzenia doswiadczen w warunkach odbiegajacych mocno od
wystepujacych w naturze (mata objetos¢ préby, woda niemetna, duza liczba
oocyst w inokulum). Dalszy rozw6j metody odzysku oocyst T. gondii z wody
z udziatem flokulacji z AI** przedstawili Kourenti i Karanis w 2006 r. Badano
dziesieciolitrowe préby wody powierzchniowej (z rzek, studni oraz wode
morskg). Jednak autorzy dodawali oocysty T. gondii juz do osadow
poflokulacyjnych, ktére poddawano kolejno oczyszczaniu i detekcji
molekularnej. Zatem wydajnos¢ procesu flokulacji dla oocyst tego pierwotniaka

nadal nie zostata okreslona.

Filtracja jest zdecydowanie czesciej wykorzystywana do izolacji oocyst
Toxoplasma spp. z wody. Mimo wiekszej czasochtonnosci (przez procedure
elucji), jest metodq lepszg od flokulacji ze wzgledu na mozliwos¢ badania
duzych objetosci prob oraz dobre wyniki odzysku przy metnej wodzie. Ma to
zasadnicze znaczenie szczegolnie przy badaniu wody powierzchniowej [Villena
i wsp., 2004; Aubert i Villena, 2009; Dumetre i Dardé, 2003; Dumetre i Darde,
2007]. Wydajnosc filtracji w roznych warunkach zostata wczesniej okreslona dla
innych pierwotniakéw izolowanych z wody (Cryptosporidium spp., Giardia spp.)
o podobnych rozmiarach do oocyst T. gondii. Wykazano, ze filtry
z membranami polykarbonylowymi lub z octanu celulozy (CAM) sg uzyteczne
do filtrowania objetosci 50 — 100 L. Co wiecej, udowodniono, ze lepsze wyniki

odzysku z metnej wody mogg dawac filtry kapsutowe z powodu prostszej
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procedury elucji (49% do 12%) [Dumetre i Dardé, 2003; Nieminski i wsp., 1995].
Dobre rezultaty w izolowaniu (oo)cyst z rodzaju Cyclospora i Giardia z wody
dato zastosowanie filtrow kapsutowych Gelman Envirochek (GES i GEHV) oraz
IDEXX Filtra-Max Systems. Te systemy, m.in. zostaty wigczone jako ulepszenie
standardowych procedur monitorowania pierwotniakow w wodzie [Dumetré,
2003; Anonymous 1999; USEPA (1999) Method 1623: Cryptosporidium and
Giardia in water by filtration/IMS/FA. Office of Water. EPA-821-R-99-006.]. Filtry
kapsutowe Envirochek pozwalajg na filtracje wiekszosci wodno pochodnych
zwigzkow i eliminujg w znacznym stopniu zanieczyszczenia oraz wiekszos$¢
inhibitorow PCR, obecnych w probach srodowiskowych [Mathenson i wsp.,
1998]. Poréwnanie wydajnosci odzysku oocyst T. gondii z uzyciem filtrow
Gelman Envirochek standard (GES) oraz Gelman Envirochek High Volume
(GEHV) nie wykazato znaczacych roznic [Villena i wsp., 2004]. Filtracje
z zastosowaniem filtrow GES wykorzystano z powodzeniem w kolejnych
badaniach wody powierzchniowej pod katem zanieczyszczenia T. gondii
[Dumetre i Dardé, 2007; Aubert i Villena, 2009].

2.11.1.2 Techniki oczyszczania

W wodzie srodowiskowej oocysty T. gondii sg przewaznie zwigzane ze
szczatkami i inhibitorami PCR. Podczas procesu zatezania wszystkie
zanieczyszczenia akumulujg sie. Etap oczyszczania jest zatem kluczowy, gdyz
ma za zadanie oddzieli¢ oocysty T. gondii od zanieczyszczen, ktore moga
wptywac istotnie na efektywnosc¢ technik detekcji, np. PCR. Czesto stosowang
metodg oczyszczania przy duzej liczbie oocyst jest flotacja cukrowa. Jest to
metoda niedroga i prosta w wykonaniu. Wykazuje dobry odzysk czystych oocyst
T. gondii z mocno zanieczyszczonych zawiesin. Wykazano jednak, ze stare
i/lub uszkodzone oocysty wykazujg wiekszy ciezar niz mtode [Dumetré i Dardé;
2004]. Powoduje to roznice w odzysku w zaleznosci od zywotnosci oocyst
i wskazuje jednoczesnie na pewng nieprzewidywalnos¢ metody (brak
mozliwosci standaryzacji), bo nie jest mozliwe, aby z goéry okresli¢ wiek
i kondycje oocyst znajdujacych sie w probie badanej. Kolejng, istotng wadag
metody jest brak mozliwosci dostatecznego usuniecia inhibitorow PCR.

Alternatywg dla flotacji jest procedura immunomagnetycznej separacji (IMS)
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ostatnio rozwinieta do odzysku i oczyszczania oocyst T. gondii. Uzycie
poczatkowo rekomendowanych przeciwciat mAb3G4 przeciwko Scianie oocyst
dato Sredni odzysk miedzy 45 - 83% w warunkach eksperymentalnych
[Dumetre i Dardé, 2005]. Niestety, testy przeprowadzone 2z naturalnie
zanieczyszczong wodg wykazaty znaczny spadek efektywnosci tego
przeciwciata (odzysk oocyst ponizej 20%). Zastosowanie bardziej specyficznych
przeciwciat mAb4B6 skierowanych przeciwko $cianie sporocyst T. gondii dato
odzysk (wigczajac proces filtracji) 14 — 45% w wodzie pitnej zanieczyszczonej
1 - 10 oocyst/L i 18 - 32,5% w wodzie powierzchniowej zanieczyszczonej 10
oocyst/L [Dumetré i Dardé, 2007]. Wczesniej technika IMS zostata
wprowadzona z duzym powodzeniem do badan nad Cryptosporidium i Giardia
(znacznie poprawiajac odzysk tych pierwotniakéw) [Rochelle i wsp., 1999].
Obecnie jest to powszechna metoda monitorowania wody (programy AFNOR,
2001, U.S. EPA, 2001). W Polsce technike IMS zastosowano do oczyszczania
oocyst Cryptosporidium spp. z prob wody pitnej oraz pobieranych ze zbiornikdéw

powierzchniowych z okolic Poznania [Sulima P., 2001].
2.11.1.3 Metody detekcji T. gondii:

Specyficzne i czute metody sg opracowane dla innych pierwotniakow, ale

jeszcze nie zostaty dostatecznie rozwiniete dla wykrywania oocyst T. gondii.

Metody mikroskopowe i biometoda sg niewystarczajgce, aby sprostac

potrzebom czutej i prostej detekciji.

Mikroskopia swietlna moze by¢ wystarczajgca do wykrywania oocyst
T. gondii w wysoko skontaminowanych prébach, ale jest zbyt mato czuta
i specyficzna przy niskim zanieczyszczeniu. Oocysty T. gondii moga by¢ mylone
z oocytami Hammondia spp. i Neospora spp., dwoma blisko spokrewnionymi
kokcydiami, ktore rowniez mogq wystepowaé w srodowisku [Frenkel i Dubey,
1975; Dubey i wsp., 2002]. Dodatkowo, r6zne zanieczyszczenia, np. resztki

organiczne, tworzac niejednolite tto utrudniajg detekcje oocyst T. gondii.

Badanie w Swietle UV utatwia detekcje, poniewaz zaréwno

niesporulujace jak i sporulujgce oocysty wykazujg typowg niebieskg
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autoflorescencje, jednakze jest to cecha wykazywana takze przez inne kokcydia
(Neospora, Hammondia, Cyclospora). Poza tym, nie wszystkie oocysty
znajdujace sie w badanej zawiesinie wykazujg autofluorescencje jednoczesnie,
co prowadzi do fatszywie negatywnych wynikow (szczegdlnie przy niewielkiej

liczbie oocyst).

Lepszy wynik mozna osigagng¢ stosujgc potaczenie detekcji oocyst za
pomocg badania ich autofluorescencji w sSwietle UV i immunofluorescencji
z uzyciem specyficznych przeciwciat. Jednak ta technika najczesciej stuzy
badaniom prowadzonym w warunkach eksperymentalnych (np. do liczenia
oocyst) lub jako metoda wspomagajgca detekcje molekularng [Dumetre i Dardé,
2005; Dumetré i Darde, 2007]. Brak jest komercyjnego zestawu do wykrywania

oocyst T. gondii za pomocg metody immunofluorescenciji.

Biometoda jest przede wszystkim stosowana do okreslania zywotnosci
oocyst T. gondii. Prébowano uzywac jej takze jako metody detekcji pierwotniaka
w badaniach srodowiskowych, ale kilkoro badaczy wykazato zawodnosc¢ tego
podejscia. Jest to metoda bardzo czasochtonna i mniej czuta niz np. PCR (co
najmniej o potowe). Biometoda nie wykrywa niesporulujgcych, ani
uszkodzonych oocyst T. gondii (ktére mogq traci¢ inwazyjnos¢ podczas

procedur odzysku) [Isaac-Renton i wsp., 1998; Villena i wsp., 2004].

Zastosowanie metod molekularnych moze prowadzi¢ do specyficznej,
czutej i szybkiej detekcji oocyst T. gondii w probach srodowiskowych, tak jak to
ma miejsce w przypadku wykrywania innych pierwotniakdw, np.
Cryptosporidium spp. Jednakze do tej pory metodyka nie zostata dostatecznie
rozwinieta, aby mozna byto stosowac¢ technike PCR w rutynowych badaniach
préb srodowiskowych. Wiekszos¢ starterow specyficznych do sekwencji genéw
T. gondii zostato zaprojektowanych i uzytych do badania prob klinicznych
(ptyndw ustrojowych i tkanek). Wykrywanie tego pasozyta w prébach
srodowiskowych za pomocg metod molekularnych jest rzadkoscig. Detekcja
oocyst T. gondii oparta na PCR nie jest prosta. I1zolacja DNA pasozyta jest
trudna z powodu bariery jakg jest bardzo wytrzymata, kilkkuwarstwowa Sciana

oocyst. Sciana ta wymaga zniszczenia przed wiasciwg ekstrakcja DNA.
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Procedury w tym celu rozwiniete dla innych blisko spokrewnionych z T. gondii
kokcydiow obejmuja: cykle zamrazania/rozmrazania, rozcieranie szklanymi
kuleczkami i trawienie proteinazg K [Dumetré i Dardé, 2003]. Jednakze nie ma
standardowego protokotu dla oocyst T. gondii. Kolejnym powaznym problemem
jest obecnos¢ w probach srodowiskowych réznych substanciji, ktére mogg
hamowa¢ PCR, powodujgc redukcje czutosci metody nawet o 100 — 1000 razy
[Johnson i wsp., 1995]. Rozpuszczalne substancije, takie jak kwasy humusowe,
glina, polisacharydy, sg najwazniejszymi inhibitorami PCR. Inhibicja PCR byta
notowana w badaniach préb wody srodowiskowej na obecnos¢ T. gondii
[Villena i wsp., 2004; Kourenti i Karanis, 2006; Aubert i Villena, 2009], nawet
w 50% prob. Nalezy zaznaczyé, ze w tych przypadkach oczyszczanie prob
srodowiskowych  wykonywano za pomocg flotacji cukrowej, ktora
w ograniczonym stopniu usuwa inhibitory PCR. Oczyszczanie oocyst przez IMS
czesto jest wystarczajgce do usuniecia inhibitorow [Johnson i wsp., 1995],
a dalsze oczyszczenie osigga sie przez zwyklg izolacje DNA. Wykazano, ze
IMS w potgczeniu z PCR moze wykry¢ przynajmniej 1 oocyste Cryptosporidium
w 5 - 100 L prébach wody pitnej oraz 1 - 5 oocyst w 20 L préb wody z rzek
[Hallier-Soulier i Guillot, 1999]. Jednakze przez wiele lat technika IMS byta
niedostepna dla T. gondii. Ogdlnie znane sg rdézne substancje, ktére wpltywajg
na polepszenie wydajnosci PCR: DMSO (dimetylosulfotlenek), BSA (surowicza
albumina wotowa), PEG (glikol polietylenowy), formamid, glicerol. Dodanie BSA
do badanych prob srodowiskowych wody na obecnos¢ T. gondii pozwolito
czesciowo zniesc¢ inhibicje PCR [Villena i wsp., 2004; Aubert i Villena, 2009],
chociaz nie wszyscy badacze potwierdzajg skutecznos¢ tego rozwigzania
[Kourenti i Karanis, 2006]. Rozbieznosci moga jednak wynika¢ z réznej natury

inhibitorow, ktére znalazty sie w badanych prébach.

Do tej pory tylko w kilku pracach dotyczacych wystepowania oocyst
T. gondii w wodzie srodowiskowej zastosowano rézne odmiany techniki PCR
(PCR, nested PCR, Real-time PCR) (Tabela 6). W kazdym przypadku
wykrywano inny gen T. gondii. Dzieki zastosowaniu ilosciowej techniki Real—
time PCR (PCR w czasie rzeczywistym), oprocz podniesienia specyficznosci

przez zastosowanie sond molekularnych (najczesciej typu Tagman), mozna
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okreslic w przyblizeniu tadunek patogenny préby (liczbe oocyst T. gondii, ktorg
skontaminowana byfa badana préba). Takie badania nie byty jednak do tej pory

wykonywane.

Tabela 6. Odmiany techniki PCR oraz geny stosowane do wykrywania DNA
T. gondii w prébach srodowiskowych wody.

nested PCR 18S rRNA Kourenti i Karanis, 2006
Real-time PCR REP Aubert i Villena, 2009
Real-time PCR B1 Villena i wsp., 2004

PCR 65 kDa Sroka i wsp., 2006
PCR REP Dumetre i Darde, 2007
PCR B1 Schwab i McDewitt, 2003

2.11.2 Badanie préb ziemi

Lokalne ryzyko zanieczyszczenia ziemi przez oocysty T. gondii zalezy od
stezenia odchodow zarazonych kotow oraz od przezywalnosci i dyfuzji oocyst
w ziemi. Poniewaz mtode zainfekowane koty wydalajg miliony oocyst dziennie
[Dubey i Beattie, 1998], to ich lokalne stezenie powinno by¢ przynajmniej rzedu
kilkuset/g. Detekcja oocyst w ziemi byta juz wczesniej kilkukrotnie opisana [Ruiz
i wsp., 1973; Coutinho i wsp., 1982; Dubey i wsp.,1995; Frenkel i wsp., 1995;
Kniel i wsp., 2002]. Z powodu duzej ilosci zanieczyszczen znajdujgcych sie
w glebie odzysk oocyst z tego materiatu nie jest tatwy. Ich izolacja z naturalnie
zanieczyszczonej gleby byta wykonywana zwykle przez homogenizacje préby,
filtracje, standardowg flotacje cukrowg i/lub biometode. Pozytywne wyniki
wahaty sie od 10/924 préby zebrane z placéw zabaw dla dzieci w Panama City
[Frenkel i wsp.,1995] do 4/15 prob pochodzgcych z podwodrka domowego
uczeszczanego przez koty [Ruiz i wsp., 1973]. Dumetré i Dardé (2005)
sugerowali, ze by¢ moze oczyszczanie przez procedure flotacji CsCl (chlorek
cezu) lub potaczenie flotacji z technikami opartymi na zastosowaniu
specyficznych przeciwciat mogtoby poprawi¢ wyniki detekcji, ale procedury nie
zostaty do tej pory opracowane. Afonso i wsp. (2008) badajac dystrybucije
oocyst T. gondii w odniesieniu do zachowan kotoéw zamieszkujacych gesto

zaludnione aglomeracje miejskie uzyli Real-time PCR do wykrywania
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fragmentu genu REP pasozyta. Granica wykrywalnosci DNA wynosita

przynajmniej 1000 oocyst na prébe ziemi.
2.11.3 Badanie préb warzyw i owocow

Do tej pory nie podejmowano préb wykrywania oocyst T. gondii na
warzywach lub owocach. Brak jest opracowanych i wystandaryzowanych metod
detekcji w tym kierunku. Dumetré i Dardé (2005) sugerowali, ze do wykrywania
T. gondii w prébach warzyw i owocdéw mogtyby by¢é zaadaptowane metody
laboratoryjne z uzyciem narzedzi molekularnych, bazujgce na standardowym
protokole do wykrywania C. cayetanensis” [Anonymous (1997)] ze starterami o
odpowiedniej sekwencji. Wykrywano natomiast obecno$¢ na warzywach
i owocach innych pierwotniakow. W Polsce, byly to mikrosporidia w probach
zebranych na terenie Wielkopolski, gdzie zastosowano do detekcji metode
FISH [Jendrzejewski i wsp., 2007].

2.11.4 Badanie zywotnosci oocyst T. gondii

Obecnie nie istniejg metody, dzieki ktorym mozna okresli¢ proporcje
pomiedzy zywymi oraz martwymi oocystami T. gondii w rdéznych probach
srodowiskowych. Jedyng dostepng metodg okreslania zywotnosci oocyst
T. gondii jest biometoda (inokulacja myszy laboratoryjnych). Jednak ma ona
powazne ograniczenia, ktore utrudniaja jej zastosowanie w rutynowych
badaniach prob srodowiskowych. Jest metoda niepraktyczng z uwagi na dtugi
czas oczekiwania na wynik. Nie daje informacji na temat liczby zywych oocyst
obecnych w badanej probie, poniewaz juz pojedyncza oocysta moze indukowac
zarazenie u myszy [Dubey i Beattie, 1988; Dumetré i Dardé, 2003]. Nie wykryje
takze oocyst, ktére moga by¢ czesciowo uszkodzone (w konsekwencji
nieinfekcyjne) przez proces odzysku. Alternatywg dla tej metody jest
wykrywanie RNA T. gondii (wykrycie kwasu rybonukleinowego swiadczy o tym,
ze pasozyt jest zywy). W tym celu mozna by byto zastosowac technike FISH
(fluorescencyjna hybrydyzacja in situ) lub RT-PCR (odwrotna transkrypcja).

Jednakze metody te nie sg jeszcze opracowane dla T. gondii.
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Natomiast opisano juz testy okreslajgce zywotnos¢ cyst/oocyst
Cryptosporidium spp., oraz Giardia spp. Jednym z nich jest test DAPI/PI [Freire-
Santos i wsp., 2000]. Uzycie fluorogennych barwnikéw do T. gondii nie jest
mozliwe, prawdopodobnie z powodu réznic w sktadzie scian oocyst T. gondii
i Cryptosporidium, oraz obecnosci dodatkowej $ciany sporocyst u Toxoplasma.
Poza tym, autofluorescencja oocyst T. gondii interferuje z fluorescencjg DAPI.
Stosowano takze detekcje mMRNA metodg RT-PCR i FISH. Ostatnio opisany
zostat nietoksyczny i nieinwazyjny test dla oocyst C. cayetanensis [Tenter
i wsp., 2000]. Kiedy sg umieszczone w jednolitym wirujgcym polu elektrycznym,
oocysty wykazujg spektrum elektrorotacji zaleznie od ich zywotnosci i stadium

sporulacji. Metoda ta takze nie zostata jeszcze zaadaptowana dla T. gondii.

Jak wynika z powyzszego, wykrywanie oocyst T. gondii w probach
srodowiskowych nie jest proste. Pomimo wieloletnich wysitkbw badaczy na
Swiecie, do tej pory nie udato sie opracowac jednego, skutecznego protokotu

badan od pobrania proby po specyficzng i czutg detekcje pasozyta.
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3. CEL PRACY |

Celem badan przeprowadzonych w projekcie byto:

1. zbadanie wystepowania oocyst Toxoplasma gondii w srodowisku:

wodzie, powietrzu, ziemi oraz na sprzedawanych warzywach i owocach;

2. okreslenie genotypu wykrytych pierwotniakow (typ I-Il).

Badania miaty odpowiedzie¢ na podstawowe pytanie - jakie jest rzeczywiste
zanieczyszczenie srodowiska pierwotniakiem T. gondii w Polsce, a tym samym,

czy istnieje zagrozenie zarazenia sie ludzi przez kontakt ze srodowiskiem.

Ustalenie wzajemnych proporcji wystepowania oocyst T. gondii
w srodowisku i ich patogennosci moze by¢é pomocne w opracowaniu
skuteczniejszego programu profilaktyki przeciwtoksoplazmowej w Polsce,

skierowanego szczegdlnie do kobiet ciezarnych i planujacych cigze.
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4. MATERIALY | METODY

4.1 MATERIAL SRODOWISKOWY

W celu okreslenia stopnia skazenia Srodowiska oocystami Toxoplasma
gondii tacznie zebrano 437 prob Srodowiskowych: ziemi, wody, powietrza,
warzyw oraz owocow. Materiat badawczy pobierano z miejsc, w ktérych czesto
bytujg koty mogace wydala¢ oocysty T. gondii oraz takich, ktore sprzyjajg
rozprzestrzenianiu sie zanieczyszczenia pasozytem i stwarzajg potencjalne
ryzyko zarazenia sie cztowieka. Obszar objety badaniami stanowito Tréjmiasto

i jego okolice oraz Elblag i okolice.

Préby kolekcjonowano od kwietnia 2006 roku do wrzesnia 2009 roku.
Brano pod uwage, m.in.: warunki sprzyjajgce przezywaniu oocyst (temperatura,
wilgotnos¢), liczbe kotéw wolnozyjagcych mogacych wydalaé oocysty, warunki
atmosferyczne sprzyjajace rozprzestrzenianiu sie zanieczyszczenia pasozytem,
okres, w ktorym istnieje najwieksza mozliwos¢ kontaktu cziowieka

z potencjalnie zanieczyszczonym srodowiskiem.
4.1.1 Préby ziemi

Badaniom poddano tacznie 151 préb ziemi zebranych na terenie oraz
w okolicach Trojmiasta i Elblgga od kwietnia 2006 do wrzesnia 2009 roku.
Préby zbierano z obszaréw miejskich oraz okolicznych wsi. Zbierane préby
przynalezg do trzech zasadniczych grup, wytonionych na podstawie specyfiki

miejsca pobierania (m. in. charakter i przeznaczenie) (Tabela 7).
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Tabela 7. Podziat zebranych prob gleby ze wzgledu na specyfike miejsca pobrania.

liczba
charakter miejsca pobrania préob zebranych
préb
1 piaskownice, place zabaw, parki na terenie miast 93
tereny wokot blokéw oraz domkow jednorodzinnych na
) terenie miasta (Smietniki, piasek pod balkonami, ziemia w
ogrodzie przydomowym, piach gospodarczy) 33
3 ogrodki dziatkowe miejskie oraz gospodarstwa wiejskie 25

Szczegdtowy wykaz pobranych préb ziemi (z uwzglednieniem miejsca porania)

zawarty jestw Zatgczniku 2.
4.1.2 Préby warzyw i owocow

Badaniom poddano tgcznie 175 préb owocdw i warzyw sprzedawanych
na bazarach i w sklepach oraz 41 prob warzyw i owocow uprawianych
w przydomowych ogrdédkach (Tabela 8). Préby pobierano od czerwca 2006 roku
do sierpnia 2008 roku. Analizie poddano truskawki, marchew, rzodkiewke
i satate. Na jedng probe brano odpowiednio: 1 kg truskawek, 2 kg marchwi,

1 safate, 2 peczki rzodkiewek (okoto 20 sztuk).

Tabela 8. Podziat zebranych prob warzyw i owocéw.

Lp rodzaj préby sprzedawane ' uprawiane w
w sklepach i ogrédkach
na targowisku przydomowych
1 truskawki 60 0 60
2 rzodkiewka 54 6 60
3 safata 35 15 50
4 marchew 27 19 46
5 razem 175 41 216
Szczegotowy wykaz pobranych préb warzyw i owocéw zawarty jest w

Zatgczniku 3.
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4.1.3 Préby powietrza

Ogoétem przebadano 20 prob powietrza. Proby pobierano w miastach
miedzy sierpniem i wrzesniem 2009 roku, w miejscach znajdujgcych sie
w poblizu m. in. $mietnikdw, piaskownic, ogrodkéw przybalkonowych.

Szczegotowy wykaz pobranych préb powietrza znajduje sie w Zatgczniku 4.
4.1.4 Préby wody

Przebadano ogdtem 50 préb wody pobieranych miedzy wrzesniem 2008,
a wrzesniem 2009 roku. Badano wode wodociagowg (kranowg), wode ze studni
odkrytych, wode ze studni gtebinowych oraz z jezior, rzek (Tabela 9). Na jedng

prébe przypadato 50 L wody wodociggowej oraz 10 L wody powierzchniowe;.

Tabela 9. Podziat préb wody ze wzgledu na miejsce pobrania.

Lp rodzaj proby liczba préb
1 woda wodociggowa (kranowa) 17
2 studnie odkryte 5
3 studnie gtebinowe 11
4 kapieliska (jeziora, rzeki) 17
5 razem 50

Szczegdtowy wykaz pobranych préb wody znajduje sie w Zatgczniku 5.
4.2 KONTROLE DODATNIE STOSOWANE W BADANIACH PCR
Jako kontrole dodatnie w PCR zastosowano:

e DNA Toxoplasma gondii wyizolowane ze szczepu RH (genotyp 1)

otrzymane od prof. T. Dzbenskiego z Panstwowego Zaktadu Higieny;

e DNA Toxoplasma gondii wyizolowane z tkanek i moézgdéw myszy
zarazonych szczepem DX (genotyp Il) i szczepem ME 49 (genotyp II)
pochodzace od prof. H. Dtugonskiej z Katedry Immunologii i Biologii

Infekcyjnej Uniwersytetu t.odzkiego.
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4. 3 WYBOR GENU DO BADANIA PROB SRODOWISKOWYCH METODA
PCR

Celem pierwszego etapu badan byt wyboér najbardziej efektywnej reakciji,
umozliwiajgcej wykrywanie DNA T. gondii (PCR). Do badan wykorzystano
genomowe DNA wyizolowane ze szczepu RH T. gondii (genotyp 1). Na tej
kontroli przetestowano startery flankujgce fragmenty gendw kodujgcych
specyficzne biatka T. gondii: SAG2, 65 KDa, B1, RE. Zoptymalizowano warunki
reakcji dla wybranych gendow. Przeprowadzono w tym celu szereg
eksperymentow. Testowano sktad mieszaniny reakcyjnej: polimerazy DNA
réznych producentow (polimeraza RUN /A&A Biotechnology/, polimeraza
AmpliTaq Gold /Applied Biosystems/, polimeraza RED /Sigma - Aldrich Sp.
z 0.0./) i jej stezenie, stezenie nukleotyddw, stezenie starterow, stezenie jonow
Mg** (miareczkowanie magnezu przez dodawanie do mieszaniny reakcyjnej 25
mM MgCl, wilosci: 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5 i 5 pl). Sprawdzano takze liczbe
cykli amplifikacji (w zakresie 30 — 45) oraz profil termiczny PCR. W celu
wybrania najbardziej optymalnej temperatury przytgczania sie starterow do
matrycy DNA wykonywano PCR gradientowy w termocyklerze Mastercycler
(Eppendorf AG) na serii 12 probowek o identycznym sktadzie mieszaniny

reakcyjnej w gradiencie temperatury przytaczania starteréw: 50 — 65°C.

Badano PCR pod katem czutoéci (przeprowadzajac eksperymenty na
seryjnych rozciehczeniach matrycy kontrolnej) oraz powtarzalnosci (przez

powtdrzenie dwukrotne kazdego eksperymentu).

Ponizej przedstawiono warunki PCR (sktad mieszaniny reakcyjnej oraz
profil temperaturowo - czasowy), dla ktérych osiggnieto najlepsze wyniki

optymalizaciji.
4.3.1 Amplifikacja fragmentu genu kodujacego biatko 65 KDa

Detekcja oparta jest na amplifikacji fragmentu genu kodujacego biatko
antygenowe T. gondii 65 KDa w dwoch kolejnych reakcjach przy uzyciu tej
samej pary starterow. Produkt pierwszej reakcji o wielkosci 262 pz, o ile nie jest

wykrywalny po przeprowadzeniu elektroforezy zelowej, poddaje sie
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reamplifikacji. Sekwencje starterow oraz warunki PCR zostaly opracowane
przez firme DNA — Gdansk Il (Gdansk). Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil

temperaturowo czasowy PCR (Tabela 10) podano ponizej.

PCR Master mix:

25 yl mieszaniny reakcyjnej zawiera: 2,5 ul 10 x bufor do PCR DELTA, 2 mM
MgCl,, 0,2 mM kazdego dNTP (Fermentas, Litwa), 0.25 uM kazdego startera,
1U polimerazy DNA (DELTA), 1 pl matrycy DNA.

Tabela 10. Profil temperaturowo - czasowy PCR (gen 65 kDa):

etap PCR temperatura [°C] czas liczba cykli
PCRI | PCRII
denaturacja 94 2 min 1
wstepna
denaturacja 94 30s
rzytaczanie ;
:taIYtZréw o4 1 min- 35 30
wydtuzanie 72 30s
produktéw PCR
wydtuzanie 72 2 min. 1
korncowe

4.3.2 Amplifikacja fragmentu genu SAG2 T. gondii

Gen SAG2 koduje biatko antygenowe SAG2 (p22) T. gondii. Jest to gen
jednokopijny. Amplifikacji poddaje sie fragment konca 3 oraz 5 genu,
wykorzystujgc nested PCR. Krotkie fragmenty otrzymane w wyniku pierwszej
reakcji wykorzystuje sie jako matryce w drugiej reakcji PCR. Koncowe produkty
majq dtugosc: 221 pz dla kohca 3’ i 241 pz dla konca 5’. Startery do reakcji
zostaty zaprojektowane przez Howe i wsp. (1997) (Tabela 11), sktad
mieszaniny reakcyjnej oraz profil temperaturowo czasowy PCR (Tabela 12)

podano ponize;j.
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Startery:

Tabela 11. Sekwencje starterow specyficznych do fragmentéw genu SAG2
T. gondii.

startery zewnetrzne startery wewnetrzne
koniec 5’ SAG2 F4 5’GCTACCTCGAACAGGAACAC3’ | sAG2F 5'GAAATGTTTCAGGTTGCTGC 3’
SAG2 R4 5'GCATCAACAGTCTTCGTTGC 3’ | sAG2 R2 5’GCAAGAGCGAACTTGAACAC3’
koniec 3’ SAG2 F3 5’TCTGTTCTCCCAAGTGACTCC3’ | sAG2 F2 5’ATTCTCATGCCTCCGCTTC 3’

SAG2 R3 5'TCAAAGCGTGCATTATCGC 3’ SAG2R 5’AACGTTTCACGAAGGCACAC 3’

PCR Master mix:

25 pl mieszaniny reakcyjnej zawiera: 2.5 pl 10 x GeneAmp PCR Buffer I
(Applied Biosystems, USA), 2 mM MgCl, (Applied Biosystems, USA), 0.2 mM
kazdego dNTP (Fermentas, Litwa), 0.4 uM kazdego startera (DNA - Gdansk I,
Polska), 1.25 U AmpliTag Gold polymerase (Applied Biosystems, USA), 2 pl
matrycy DNA.

Tabela 12. Profil temperaturowo - czasowy PCR (gen SAG2):

o liczba cykli
etap PCR temperatura [°C] Czas
PCRI PCR Il
denaturacja 95 15 min 1
wstepna
denaturacja 94 30s
rzytaczanie

przylacz 60 30s 35 35
starteréow
wydtuzanie 72 30s
produktéw PCR
wydtuzanie 72 7 min. 1
koricowe

4.3.3 Amplifikacja fragmentu genu B1 T. gondii

Gen B1 koduje jeden z antygendw T. gondii, ktérego rola nie zostata
dotad poznana. Gen B1 wystepuje w 35 kopiach w komérce pasozyta. Daje to
wiekszg szanse wykrycia pasozyta w badanej probie, w porownaniu z uzyciem
genow jednokopijnych. Produkt PCR wynosi 194 pz [Burg i wsp.,1989].
Sekwencje starteréw, sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil temperaturowo-

czasowy PCR (Tabela 13) podano ponizej.
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Startery:
TOXO1: 5 GGA ACT GCATCC GTT CAT GAG ¥
TOX02 5 TCT TTAAAG CGTTCGTGG TC 3’

PCR Master mix:

25 pl mieszaniny reakcyjnej zawiera: 2.5 pl 10 x GeneAmp PCR Buffer I
(Applied Biosystems, USA), 2,5 mM MgCl, (Applied Biosystems, USA), 0.3 mM
kazdego dNTP (Fermentas, Litwa), 0.25 yM kazdego startera (DNA - Gdansk I,
Polska). 1,25 U AmpliTag Gold polymerase (Applied Biosystems, USA), 3 pl
matrycy DNA.

Tabela 13. Profil temperaturowo - czasowy PCR (gen B1):

etap PCR temperatura [°C] czas liczba cykli
denaturacja 95 15 min 1
wstepna
denaturacja 92 30s
przyiQCfanle 55 50 35
starterow
wydiuza[ue 72 30s
produktéw PCR
wydtuzanie koncowe 72 7 min. 1

4.3.4 Amplifikacja fragmentu genu REP 529 bp T. gondii

Gen REP, wystepujacy w komoérce pasozyta w 200 — 300 kopiach,
koduje element repetytywny T. gondii. W pracy uzyto starterow
zaprojektowanych przez Cassaing S., i wsp. (2006), ograniczajgcych odcinek
DNA o dlugosci 133 pz. Sekwencje starteréw, sktad mieszaniny reakcyjnej oraz

warunki temperaturowo-czasowe PCR podano ponizej.

Startery:
TOXOF 5 AGG CGA GGG TGA GGATGA 3’
TOXOR5 TCG TCT CGT GGA TCG CAT &
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PCR Master mix:

25 pl mieszaniny reakcyjnej sktada sie z: 2.5 pl 10 x GeneAmp PCR Buffer II
(Applied Biosystems, USA), 2 mM MgCl, (Applied Biosystems, USA), 0.2 mM
kazdego z ANTP (Fermentas, Litwa), 0.25 uM kazdego startera (DNA - Gdansk
II, Polska), 0.5 U AmpliTag Gold polymerase (Applied Biosystems, USA), 2 ul
matrycy DNA.

Tabela 14. Profil temperaturowo - czasowy PCR (gen REP):

etap PCR temperatura [°C] czas liczba cykli
PCRI
denaturacja 95 15 min 1
wstepna
denaturacja 95 5s
rzyfaczanie
przylacz 60 10s 35
starterow
wydiuzatne 72 15
produktéw PCR
wydtuzanie koncowe 72 10 min. 1

4.4 WYBOR METODY DO IDENTYFIKACJI PROB ZA POMOCA TECHNIKI

REAL-TIME PCR

Real-time PCR (PCR w czasie rzeczywistym) wykorzystano
w badaniach w celu okreslenia odsetka prob dodatnich i poréwnania
skutecznosci tej techniki w wykrywaniu DNA T. gondii ze standardowg reakcjg
PCR oraz do okres$lenia tadunku patogennego proby (liczbe oocyst T. gondii
obecnych w badanej probie srodowiskowej) przy wykorzystaniu Real-time
QPCR.

4.4.1 Konstrukcja standardu do badan Real-time PCR

Skonstuowano standard do przeprowadzenia Real-time QPCR
(ilosciowe badanie DNA) przez wklonowanie fragmentu genu B1 T. gondii do
wektora plazmidowego. Klonowanie zostato wykonane w laboratorium firmy
A&A Biotechnology (Gdynia).

Najpierw wykorzystujgc standardowg reakcje PCR amplifikowano

fragment genu B1 T. gondii o dtugosci 129 pz (wykorzystujgc startery podane
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w punkcie 4.4.2.2.2) w celu uzyskania fragmentu insertowego. Wektor pJET
(Fermentas) trawiono enzymem restrykcyjnym EcoRV. Nastepnie wykonano
reakcje ligacji wektora i insertu. Po wyselekcjonowaniu klonéw wykonano
izolacje plazmidowego DNA. Tak przygotowany standard poddawano reakcji
PCR i produkt amplifikacji sprawdzano na Zzelu agarozowym w celu
zweryfikowania poprawnosci klonowania (sprawdzano wielko$¢
amplifikowanego fragmentu, ktéra powinna odpowiada¢é pozgdanemu

fragmentowi genu B1 T. gondii).

4.4.2 Poréwnanie specyficznej i niespecyficznej techniki Real-Time PCR

Poréwnano wykrywanie DNA T. gondii metodg niespecyficzng oraz

specyficzna.

4.4.2.1 Niespecyficzny Real-time PCR

Wykorzystujgc kontrole dodatnie T. gondii przeprowadzono proby Real—
time PCR z zastosowaniem niespecyficznej metody detekcji opartej na
barwniku SYBR Green oraz starteréow flankujgcych gen B1 T. gondii
zaprojektowane przez Burg i wsp. (1989). Zoptymalizowano warunki reakciji.
Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki czasowo-temperaturowe Real-time
PCR (Tabela 15) przedstawiono ponizej. Reakcje przeprowadzano wykonujgc
dla kazdego eksperymentu krzywg topnienia w celu Kkontroli proby

niespecyficznymi produktami reakcji.

Real-time PCR Master Mix:

Mieszanina reakcyjna zawierata: 10 pl 2 x Brilliant Il SYBR Green QPCR Master
Mix (Stratagene, USA), 200 nM kazdego ze starterow oraz 2 pl matrycy DNA
w 25 pul objetosci.
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Tabela 15. Profil temperaturowo — czasowy Real-time PCR (gen B1, detekcja
niespecyficzna):

etap reakc;ji temperatura [°C] czas liczba cykli
denaturacja wstepna 95 10 min. 1
denaturacja 92 30s
amplifikacja | przytaczanie 55 50's
starteréw 40
wydtuzanie 72 30s
produktéw PCR
denaturacja 92 30s
krzywa przytgczanie 55 50s
topnienia starteréw 1
wydtuzanie 72 30s
koricowe

4.4.2.2 Real-time PCR z zastosowaniem sond molekularnych
Wykorzystujac kontrole dodatnie T. gondii przeprowadzono préby Real—
time PCR z zastosowaniem specyficznej metody detekcji opartej na sondach
molekularnych typu TagMan. Zoptymalizowano warunki reakcji dla dwoch
wybranych uktadow.
Dobér warunkéw polegat na dobraniu optymalnego stezenia sondy oraz
starteréw. Ponizej podano warunki reakcji, dla ktérych osiggnieto najlepsze

rezultaty.

4.4.2.2.1 Ukitad I
Pierwszy ukfad opracowany przez Mei—Hui Lin i wsp. (2000) wykrywa
fragment genu B1 T. gondii o dtugosci 98 pz (lokalizacja na genie B1 41 — 169
pz). Sekwencje starterow i sondy oraz skfad mieszaniny reakcyjnej i profil

temperaturowo-czasowy reakcji (Tabela 16) podano ponizej.

Startery:
5 TCCCCTCTGCTGGCGAAAAGT 3
5 AGCGTTCGTGGTCAACTATCGATTG 3

Sonda:
FAM 5 TCTGTGCAACTTTGGTGTATTCGCAG 3’ TAMRA
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Real-time PCR Master mix:

25 pl mieszaniny reakcyjnej zawiera: 12,5 pl 2 x Brilliant I QPCR Master Mix
(Stratagene), 0,5 uM kazdego ze starterow, 80 nM sondy TagMan, 2 ul matrycy
DNA.

Tabela 16. Profil temperaturowo — czasowy Real-tiem PCR (gen B1, ukfad |, detekcja
specyficzna):

etap reakcji temperatura [°C] czas ilos¢ cykli
denaturacja 95 10 min. 1
wstepna
denaturacja 95 15s
hybrydyzacja
starterow 60 1 min. 40
/wydtuzanie
produktu

4.4.2.2.2 Uktad Il
Ukfad ten zostat zaprojektowany przez Arkush i wsp. (2003) do wykrywania
fragmentu genu B1 T. gondii o dtugosci 129 pz (pozycja na genie B1 694 — 886
pz). Sekwencje starterébw i sondy oraz sktad mieszaniny reakcyjnej i profil

temperaturowo-czasowy reakcji (Tabela 17) podano ponizej.
Startery:

5 TCGAAGCTGAGATGCTCAAAGTC 3’
5 AATCCACGTCTGGGAAGAACTC 3
Sonda:
FAM 5 ACCGCGAGATGCACCCGCA 3 TAMRA

Real-time Master mix:

25 pl mieszaniny reakcyjnej zawiera: 12,5 ul 2 x Brilliant Il QPCR Master Mix
(Stratagene), 400 nM kazdego ze starteréw, 80 nM sondy TagMan, 2 yl matrycy
DNA.

Tabela 17. Profil temperaturowo - czasowy Real-tiem PCR (gen B1, ukfad Il, detekcja
specyficzna):

Etap reakcji temperatura [°C] czas ilos¢ cykli
denaturacja wstepna 95 10 min. 1
denaturacja 95 15 s
hybrydyzacja/wydtuzanie 60 1 min. 40
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4.5 POROWNANIE GRANICY DETEKCJI PCR | REAL-TIME PCR

Wykorzystujgc standard Real-time PCR (4.4.1) poréwnano granice
detekcji PCR oraz Real-time PCR.

Okreslono stezenie DNA standardu w [ng/pl] za pomocg
spektrofotometru NanoDrop 1000 (Thermo Scientific), postepujac wedtug
instrukcji podanych przez producenta. Nastepnie wyznaczono liczbe kopii DNA
korzystajgc z programu: ,Calculator for determining the number of copies of a
template” (URI Genomics & Sequencing Center).

Nastepnie przygotowano serie dziesieciokrotnych rozcienczen standardu
w zakresie: 5 x 108 — 0,5 kopii DNA przypadajacej na jeden pl proby. Wykonano
Real-time PCR wykorzystujgc Uktad Il (4.4.2.2.2) oraz PCR (4.3.3) specyficzny
dla genu B1 T. gondii.

4. 6 IZOLACJA DNA Z OOCYST T. GONDII

Do przeprowadzenia testow uzyto sporulujgce oocysty Toxoplasma
gondii (szczep PRU) otrzymane w ramach wspétpracy od profesor Marie-Laure
Darde z Laboratoire de Parasitologie-Mycologie, Limoges, Francja. Zawiesine
oocyst T. gondii w 2 % HySO4 o stezeniu 1500 oocyst / ul przechowywano

w temperaturze 4°C.
4.6.1 Poréwnanie skutecznosci komercyjnych zestawéw do izolacji DNA

Przetestowano trzy metody izolacji DNA z oocyst T. gondii pod katem
czutosci i powtarzalnosci wynikéw. W tym celu przygotowano zawiesiny: 10%,
10°, 10% i 10 oocyst T. gondii w 0,5 ml wody jatowej. Kazde rozcienczenie
wykonano w ,tripleksie”. Otrzymane po izolacji matryce DNA byly poddawane
PCR z zastosowaniem starterow flankujacych fragment genu B1 T. gondii
(4.3.3).

4.6.1.1 Izolacja DNA przy uzyciu instrumentu FastPrep 120

Jest to metoda tgczgca mechaniczne rozdrabnianie komérek i chemiczng
ekstrakcje DNA. Uzywany jest zestaw odczynnikéw Fast DNA Spin kit (For Soil)
(Qbiogene) oraz urzadzenie Fast Prep 120 (BIO 101 Savant). Badany materiat

umieszczany jest w specjalnych proboéwkach zawierajgcych Lysing Matrix
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(mieszanina ceramicznych i silikonowych czastek) oraz bufory lizujace.
Podczas wytrzgsania probéwek w urzgdzeniu FastPrep nastepuje mechaniczna
homogenizacja materiatu i liza komédrek. Nastepnie probowki sg wirowane

w celu oddzielenia zanieczyszczen od DNA.

Do probéwki MultiMix2 dodawano 0,5 ml wodnej zawiesiny oocyst
T. gondii oraz 400 pl buforu CLS — VF, 200 ul buforu PPS oraz 20 pl 10 %
roztworu PVP. Doktadnie zakrecano probowke i wytrzgsano w urzadzeniu Fast
Prep przez 10 s przy amplitudzie 5, 5. Nastepnie préobe wirowano 5 min. przy 12
ty$. obr./min. Supernatant przenoszono do czystej 1,5 ml probéwki Eppendorfa
i dodawano 600 ul zawiesiny Binding Matrix. Catos¢ delikatnie mieszano przez
odwracanie probowki i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 min.,
a nastepnie wirowano przez 1 min. przy 12 tys. obr/min. Supernatant
odrzucano, a do osadu dodawano 500 pyl SEWS — M i rozprowadzano przez
pipetowanie. Prébéwke wirowano 1 min. przy 12 tys. obr/min., usuwano
supernatant i odwirowywano ponownie przez 10 s przy 12 tys. obr/min.
Usuwano nadmiar SEWS — M. Do probowki dodawano 100 yl DES, mieszano
przez pipetowanie i inkubowano 3 min. w temperaturze pokojowej. Nastepnie
probéwke wirowano 2 min. przy 12 tys. obr/min. Supernatant, w ktérym znajduje
sie DNA przenoszono do nowej 1,5 ml probéwki Eppendorfa. DNA oczyszczano
nastepnie uzywajagc zestawu firmy A&A Biotechnology w nastepujacy sposob.
Do probéwki dodawano 400 ul roztworu G, worteksowano i cato$s¢ nanoszono
na minikolumne do oczyszczania DNA. Wirowano przez 30 s przy 12 tys.
obr/min. Przesgcz usuwano, a do kolumny dodawano 600 pl buforu A1
i wirowano przez 30 s przy 12 ty$. obr/min. Przesacz odrzucano, a do kolumny
dodawano 300 pl A1. Wirowano przez 2 min. przy 12 ty$. obr/min. Nastepnie
kolumne przenoszono do nowej 1,5 ml probéwki Eppendorfa. Ztoze na dnie
kolumny pokrywano 30 pl TE i inkubowano przez 3 min. w temperaturze
pokojowej. Na koniec wirowano kolumne przez 1 min. przy 12 tys obr/min.
Otrzymane w ten sposob DNA przechowywano w temperaturze — 20°C do

wykonania PCR.
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4.6.1.2 I1zolacja DNA metoda Boom ’'a

W metodzie tej prébe badang inkubuje sie wstepnie z Proteinazg K
i nastepnie z buforem lizujgcym w celu uwolnienia tresci komoérek i degradacji
biatek. Do wychwytywania kwasow nukleinowych wykorzystuje sie silikonowe
czastki magnetyczne (silika). DNA zwigzane na powierzchni czastek jest
oddzielane od reszty zanieczyszczen w polu magnetycznym. Zanieczyszczenia
sg usuwane za pomocg buforéw ptuczacych. Oczyszczone DNA uwalniane jest
z silikonowych czastek pod wptywem temperatury (60°C) i buforu elucyjnego.
Do ekstrakcji DNA uzywa sie zestawu NucliSENS miniMAG (BioMerieux),

w ktorego sktad wchodzg odczynniki do izolacji DNA oraz panel magnetyczny.

Do 1,5 ml proboéwki Eppendorfa zawierajgcej 0,5 ml wodnej zawiesiny
oocyst T. gondii dodawano proteinaze K (1 : 1) i inkubowano 30 min.
w temperaturze 50°C. Nastepnie przenoszono zawiesine do probowki
z buforem lizujgcym i krotko worteksowano. Inkubowano catosé 10 min.
w temperaturze pokojowej i lekko mieszano. Nastepnie dodawano 50 pl siliki
(worteksowanej) i delikatnie mieszano. Inkubowano cato$¢ 10 min.
w temperaturze pokojowej, po czym wirowano przez 2 min przy 4000 obr/min.
Ostroznie odciggano supernatant, a do osadu dodawano 400 pl Wash Buffer 1
(nie mieszano). Przenoszono zawiesine do czystej probéwki dotgczonej do
zestawu, ktéra nastepnie umieszczano w polu magnetycznym (przy
podniesionym panelu magnetycznym). Po 30 s ostroznie odciggano
supernatant, tak aby nie pobra¢ siliki. Nastepnie opuszczano panel
magnetyczny i do probowki dodawano 400 ul Wash Buffer 1. Ponownie
wiaczano pole magnetyczne na 30 s. Po odciggnieciu supernatantu
i opuszczeniu panelu magnetycznego do probowki dodawano 500 uyl Wash
Buffer 2 i wiaczano pole magnetyczne na 30 s. Po odciggnieciu supernatantu
(przy opuszczonym panelu magnetycznym) powtarzano ptukanie Wash Buffer
2. Nastepnie do probowki dodawano Wash Buffer 3, wigczano pole
magnetyczne na 15 s po czym opuszczano panel magnetyczny i odciggano
supernatant. Do probéwki dodawano 100 pl buforu elucyjnego, worteksowano
i inkubowano przez 5 min. w 60°C. Na koniec umieszczano probowke

w statywie magnetycznym i przy uruchomionym polu magnetycznym
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przenoszono eluat do czystej 1,5 ml probowki Eppendorfa. Uzyskane DNA

przechowywano w temperaturze — 20°C do czasu wykonania PCR.
4.6.1.3 Izolacja DNA na minikolumnach ze ztozem krzemionkowym

Metoda wykorzystuje zdolno$¢ wigzania sie DNA do zloza
krzemionkowego przy duzym stezeniu soli chaotropowych. Materiat badany
poddawany jest najpierw dziataniu buforu lizujgcego (zawiera sole chaotropowe
i detergenty niejonowe) oraz Proteinazy K w celu lizy komoérek i degradacji
biatek. Nastepnie mieszanina nanoszona jest na minikolumne ze zlozem
krzemionkowym, na ktorym osiada DNA. Po wyptukaniu zanieczyszczen,
oczyszczone DNA wymywa sie z kolumny wodg lub niskojonowym buforem.
W badaniach uzywano zestawu do izolacji DNA Genomic Mini (A&A
Biotechnology, Gdynia). Ekstrakcje DNA wykonywano zgodnie z instrukcjg

producenta.

Do probéwki Eppendorfa 1,5 ml zawierajacej 0,5 ml wodnej zawiesiny
oocyst T. gondi dodawano 100 ul buforu Tris, 50 ul buforu lizujgcego LT i 20 ul
roztworu Proteinazy K. Cato$¢ worteksowano i inkubowano przez 1 godzine
w 50°C. Nastepnie do probéwki dodawano 150 ul buforu LT i intensywnie
worteksowano przez 20 s. i wirowano przez 3 min. przy 15 tys. obr/min.
Supernatant nanoszono na minikolumne do oczyszczania genomowego DNA
i wirowano przez 1 min. przy 15 tys. obr/min. Przesacz odrzucano, a do
kolumny dodawano 500 pl roztworu ptuczacego A1. Po odwirowaniu probowki
przez 1 min. przy 15 tys. obr/min. przesacz odrzucano, a do kolumny dodawano
400 pl roztworu ptuczacego A1. Wirowano cato$¢ przez 2 min. przy 15 tys.
obr/min. Osuszong minikolumne umieszczano w nowej 1,5 ml probdéwce
Eppendorfa i do ztoza na dnie kolumny dodawano 200 ul buforu Tris ogrzanego
do 75°C. Inkubowano catos¢ przez 5 min. w temperaturze pokojowe;j i nastepnie
wirowano przez 1 min. przy 15 tys. obr/min. Minikolumne usuwano,

a oczyszczone DNA znajdujace sie w probdwce przechowywano w -20°C.

Po wyizolowaniu DNA trzema wyzej opisanymi metodami wykonano
PCR wykorzystujgc startery TOX1 i TOX2 flankujagce gen B1 T. gondii (4.3.3).
Produkty reakcji poddano rozdziatowi elektroforetycznemu w 2% Zelu
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agarozowym (4.11.3) i odczytywano w swietle UV w systemie GelDoc-It
(Imagine Systems, USA).

4.6.2 Wstepna dezintegracja oocyst T. gondii

Aby podnies¢ czutos¢ izolacji DNA za pomocg zestawu komercyjnego
i powtarzalno$¢ wynikow dopracowano metode izolacji DNA dodajgc

i modyfikujgc etapy niezbedne do uwolnienia pasozytoéw z oocyst.

W etapach poprzedzajgcych izolacje DNA wykorzystano nastepujgce

odczynniki i materiaty:

e bufor lizujgcy (L1): 100 mM Tris pH 8.0, 10 mM EDTA, 1% SDS Ilub
2,5% Tween 20. SDS (dodecylosiarczan sodu) ma silne wiasciwosci
denaturujace, jednak dziata hamujgco na PCR oddziatujgc z polimerazag
DNA. Nalezy go catkowicie usung¢ z proby przed wykonaniem PCR.

Tween 20 jest detergentem niejonowym, ktory nie wptywa hamujgco na
PCR.

e Proteinaza K: silna proteaza degradujgca biatka. Wzmacnia efekt lizy
komorek. Przed wykonaniem PCR nalezy sie jej bezwzglednie pozby¢ z
proby, gdyz moze degradowacé polimeraze DNA (jest inhibitorem PCR).

Dezaktywuije sie ja przez inkubacje w 95°C.

e kuleczki cyrkonowe o $rednicy 1 mm (BioSpec Products Inc., kat:
1107911Dz)

e Probowki typu Lysing Matrix E/K (BIO 101 Systems, CA)

Na poszczegolnych etapach optymalizowano stezenia uzywanych
odczynnikéw (L1, Proteinaza K), czas wystawienia oocyst na ich dziatanie,
liczbe cykli szoku termicznego, dtugos¢ wytrzasania i amplitude drgan.

Ostateczna procedura opisana jest ponizej.

Do probdéwek typu Lysing Matrix dodawano 1 g kuleczek cyrkonowych oraz
300 pI buforu L1 i 200 — 300 ul badanej zawiesiny. Cato$¢ wytrzgsano
w urzadzeniu FastPrep 120 przez 2 min. przy amplitudzie 6,5. Nastepnie
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probéwki inkubowano przez 10 min. w lodzie. Ponownie probowki wytrzgsano
przez 2 min. w urzgdzeniu FastPrep 120 i umieszczano w lodzie na 10 min.
Nastepnie do mieszaniny dodawano 400 pl chloroformu i wirowano przez 1 min.
przy 12 tys. obr/min. (warstwa chloroformowa wyraznie sie oddziela).
Supernatant przenoszono do nowej 1,5 ml probéwki Eppendorfa (w razie
zmetnienia proby supernatant ponownie odwirowywano). Nastepnie dodawano
octanu potasu (5 objetosci) w celu precypitacji SDS i wirowano przez 1 min.
przy 12 tys. obr/min (w przypadku uzycia Tween 20 jako detergentu w buforze
L1 ten etap nalezy poming¢). Do supernatantu (przeniesionego do nowej 1,5 ml
probéwki Eppendorfa dodawano 20 ul roztworu Proteinazy K i inkubowano
przez 1 godzine w 50°C. Po czym nanoszono na kolumne zestawu do izolagji
DNA Genomic Mini (A&A Biotechnology, Gdynia). Dalej postepowano zgodnie
z protokotem izolacji DNA podanym przez tego producenta. Otrzymane DNA

przechowywano w temperaturze - 20°C do czasu wykonania PCR.

4.6.3 Poréwnanie skutecznosci detergentow SDS i Tween 20 w izolacji
DNA z oocyst T. gondii

Skutecznoséc¢ izolacji DNA z oocyst T. gondii porbwnano za pomocg zestawu
Genomic Mini (A&A Biotechnology, Gdynia) bez dodawania etapéw wstepne;j
dezintegracji oocyst oraz z zastosowaniem tych etapow w dwdch wariantach —

z wykorzystaniem SDS oraz Tween 20.

Przygotowano rozcienczenia oocyst T. gondii w jatowej wodzie destylowanej
w liczbie: 10*, 103 10? i 10 oocyst w trzech seriach (kazda proba z okreslong
liczbg oocyst przygotowana byta w tripleksie, tak aby sprawdzi¢ powtarzalnosé

wynikéw). Kazda seria testowana byta w innych warunkach:

1 seria: izolacja DNA zestawem Genomic Mini (A&A Biotechnology, Gdynia)

bez wstepnych etapdw dezintegracji oocyst;

2 seria: izolacja zestawem Genomic Mini (A&A Biotechnology, Gdynia)

z etapami wstepnej dezintegracji oocyst z uzyciem SDS jako detergentu;

3 seria: izolacja zestawem Genomic Mini (A&A Biotechnology, Gdynia)

z etapami wstepnej dezintegracji oocyst z uzyciem Tween 20 jako detergentu.
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Wyizolowane DNA poddano reakcji PCR (4.3.3) oraz Real-time PCR

(4.4.2.2.2) z zastosowaniem starterow specyficznych do genu B1 T. gondii.

4.7 PROBY ODZYSKOWE OOCYST T. GONDII Z MATRIALU
SRODOWISKOWEGO

W poczatkowym etapie badan w celu okreslenia skutecznosci przyjetych
metod badawczych w wykrywaniu oocyst T. gondii z préb Srodowiskowych
przeprowadzono proby odzyskowe. Do tego celu uzyto zawiesiny sporulujgcych
oocyst T. gondii (szczep PRU, genotyp Il) w 2 % H»SO4. Postepowano wg
schematu przedstawionego na Rycinie 7. Préby $rodowiskowe
zanieczyszczono eksperymentalnie rézna, znang liczbg oocyst pasozyta: 10%,
10, 10?, 10. Préby odzyskowe badano za pomoca metod mikroskopowych oraz
molekularnych. Aby poréwnac¢ ich skutecznos¢ w wykrywaniu pasozyta
T. gondii w prébach srodowiskowych, przygotowywano po dwie serie préb
srodowiskowych, ktére poddawano odpowiednim procedurom odzysku oocyst.
Nastepnie jedng serie odzyskanych oocyst badano metodami mikroskopowymi
(4.7.1), a drugg serie badano wykrywajgc DNA pasozyta metodg PCR (4.3.3)
i Real-time PCR (4.4.2.2.2).

PROBY ODZYSKU |
DETEKCJI OOCYST

Eksperymentalne zanieczyszczenie prob rozng iloscig

oocyst pasozyta

Odzysk oocyst

Badania mikrosopowe materiafu
Izolacja DNA

Rycina 7. Ogdlny schemat eksperymentalnego odzysku i detekcji oocyst T. gondii
Z préb srodowiskowych.
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4. 7.1 Metody mikroskopowe uzyte do wykrywania oocyst T. gondii z préb
odzyskowych oraz badania préb srodowiskowych

4.7.1.1 Wykonanie preparatu swiezego

Swiezy preparat mikroskopowy wykonywano nanoszac krople badanej
zawiesiny na szkietko podstawowe i przykrywajac szkietkiem nakrywkowym.
Preparat oglgdano pod mikroskopem swietinym (Opta—Tech, Mn—358), stosujac
powiekszenie obiektywu 40 razy. W preparacie dodatnim mozna zaobserwowac
oocysty T. gondii o charakterystycznym ksztatcie i obecnych wewnatrz

sporocyst sporozoitach.

4.7.1.2 Wykonanie preparatu barwionego metoda Ziehl-Neelsen’a

(zmodyfikowane wg Henriksena - Pohlenza)

Krople badanej zawiesiny umieszczano na szkietku podstawowym
i suszono na powietrzu w temperaturze pokojowej. Nastepnie preparat
utrwalano w alkoholu metylowym przez 5 min. Po wyschnieciu, preparat
umieszczano w naczyniu z fuksyng karbolowg na 1 godzine. Zabarwiony
preparat przeptukiwvano wodg wodociggowq i nastepnie odbarwiano w 4%
H,SO,4 przez 20 s. Po przeptukaniu wodg wodociggowq preparat wstawiano na
7 min. do naczynia z roztworem zieleni malachitowej. Ponownie przeptukiwano
wodg wodociggowg i suszono na powietrzu w temperaturze pokojowej. W celu
zabezpieczenia preparatu pokrywano go Euparalem i przykrywano szkietkiem
nakrywkowym. Gotowy preparat oglagdano pod mikroskopem swietinym (Opta-
Tech, Mn-358) stosujgc obiektyw imersyjny (powiekszenie 100 razy).
W preparacie dodatnim wida¢ na zielono-niebieskim tle zabarwione oocysty

T. gondii na kolor od rézowo-czerwonego do purpurowego.

4.7.1.3 Wykonanie preparatu mikroskopowego do badania
autofluorescencji oocyst T. gondii

Na szkietko do fluorescencji (z 10 studzienkami) nanoszono krople
badanej zawiesiny (5 — 10 ul) i przykrywano szkietkiem nakrywkowym.
Niezwtocznie po wykonaniu preparatu oglagdano go pod mikroskopem

fluorescencyjnym (ZEISS, Imager D1, Niemcy) wyposazonym w filtr
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przepuszczajgcy wigzke Swiatta o dtugosci 330 - 385 nm. W preparacie
dodatnim widoczne sg oocysty T. gondii, ktérych $ciana $wieci

niebieskozielonym $wiattem.
4.7.2 Préby odzyskowe oocyst T. gondii z piasku

Piasek do przeprowadzenia proby eksperymentalnej pobrano z wydm
nadmorskich (Rewa), aby zminimalizowaé mozliwos¢ przypadkowej

kontaminaciji przez zwierzeta kotowate.

Przygotowano dwie serie po cztery proby piasku (po 40 g), ktore
zanieczyszczono rézng liczbg oocyst T. gondii: 10*, 10°, 102, 10. Materiat
odzyskiwano wedtug metody opisanej w punkcie 4.9.1. Materiat uzyskany
z pierwszej serii prob ogladano najpierw pod mikroskopem $wietinym przy
czterdziestokrotnym powiekszeniu obiektywu, a nastepnie badano zjawisko
autofluorescencji pod mikroskopem fluorescencyjnym. W przypadku drugiej
serii prob detekcje oocyst T. gondii wykonywano za pomocg metod
molekularnych (PCR).

4.7.3 Préby odzyskowe oocyst T. gondii z warzyw i owocow

Do wykonania proby odzysku oocyst T. gondii przygotowano préby
rzodkiewek oraz truskawek (dwie serie po 4 proby) zakupionych w sklepie.
Najpierw préby zostaly wstepnie wyptukane w wodzie destylowanej (aby
zminimalizowa¢ mozliwos¢ przypadkowej kontaminacji pasozytem T. gondii)
i nastepnie umieszczane w 3 L szklanych stojach. Proby warzyw/owocow
zanieczyszczano nastepnie oocystami pasozyta dodajac odpowiednio 104, 10°,
102, 10 oocyst. Dalej postepowano zgodnie z procedurg odzysku podang
w punkcie 4.9.2. Osad uzyskany z pierwszej serii préb poddano badaniom
mikroskopowym. Wykonano preparaty barwione wg Ziehl-Neelsena oraz
badano autofluorescencje oocyst w mikroskopie fluorescencyjnym. Osad
uzyskany z drugiej serii préb zawieszono w wodzie jatowej i nastepnie

wykonano badania molekularne.
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4.7.4 Proby odzyskowe oocyst T. gondii z filtrow zelatynowych do
pobierania powietrza

Przygotowano dwie serie po 4 filtry Zelatynowe. Na filtry kapano
okreslong liczbg oocyst T. gondii: 10%, 10°, 10? i 10 i wykonywano procedure
odzysku opisang w punkcie 4.9.4. Nastepnie materiat uzyskany z pierwszej serii
prob poddano badaniom mikroskopowym (wykonano preparat Swiezy, preparat
barwiony oraz badanie autofluorescencji), a z drugiej serii préb badaniom

molekularnym.
4.7.5 Préby odzyskowe oocyst T. gondii z wody

Odzysk oocyst T. gondii za pomocg IMS przeprowadzono na 10 L
prébach wody destylowanej, wodociggowej oraz powierzchniowej. Najpierw
przygotowano dwie serie po 4 proby wody destylowanej, ktore zanieczyszczono
okreslong liczbg oocyst T. gondii: 10*, 10, 10% i 10. Préby poddano nastepnie
filtracji oraz immunomagnetycznej separacji zgodnie z procedurg podang
w punkcie 4.9.3. Zawiesiny osadéw uzyskanych z pierwszej serii prob poddano
badaniom mikroskopowym (preparat mikroskopowy swiezy, preparat barwiony
wedtug Ziehl-Neelsena oraz badanie autofluorescencji), a z drugiej serii

badaniom molekularnym.

Préby odzyskowe oocyst T. gondi z wody wodociggowej
i powierzchniowej badano tylko metodami molekularnymi. Woda
powierzchniowa pochodzita z Kanatu Elblgskiego (wojewddztwo warminsko-

mazurskie) z miejsca oddalonego od terenéw zamieszkatych.
4.8 STRATEGIA POBIERANIA PROB SRODOWISKOWYCH
4.8.1 Pobieranie préb ziemi

300 g piachu (gleby) pobierano do jednorazowych woreczkéw foliowych
z powierzchniowej warstwy gruntu (2 - 5 cm gtebokosci). Nastepnie suszono
dwa dni w temperaturze pokojowej i przesiewano przez sitko o wielkosci oczek
2 mm, aby oddzieli¢ wieksze zanieczyszczenia [Mizgajska-Wiktor, 2005]. Z tak

przygotowanego materiatu do dalszych badanh pobierano 40 g piasku (gleby).



MATERIALY | METODY 69

4.8.2 Pobieranie prob warzyw i owocow

Warzywa i owoce kupowane w sklepach lub na targowiskach, a takze
pobierane z ogrédkow przydomowych pakowano do oddzielnych,
jednorazowych woreczkéw foliowych i przenoszono do laboratorium, gdzie

niezwtocznie poddawano je procedurze odzysku oocyst T. gondii.
4.8.3 Pobieranie prob powietrza

Préby powietrza pobierano na specjalne sterylne membranowe filtry
zelatynowe (Sartorius AG, Germany) (Rycina 8 B) o srednicy poréow 3 um, za
pomocg przenosnego urzadzenia AirPortMD8 (Sartorius) (Rycina 8 A). Po
zatozeniu filtra na adapterze, urzadzenie ustawiane byto okoto 30 cm nad
ziemig w wybranym punkcie. Nastepnie ustawiano parametry urzadzenia:
wielko$¢ proby 1000 L, przeptyw powietrza 30 L/min, czas filtracji 30 min. Po
zakonczeniu procesu, filtr zelowy umieszczano w jednorazowym woreczku
i przewozono do laboratorium. Zwracano uwage, aby przed pobieraniem préby
panowata co najmniej kilka dni bezdeszczowa pogoda, tak, by powierzchniowa

warstwa gruntu byta sucha i mogta sie unosic przy lekkim ruchu powietrza.

Rycina 8. Zestaw do pobierania préb powietrza. A) AirPortMD8 (Sartorius), B)
Filtry zelowe (Sartorius AG, Germany).
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4.8.4 Pobieranie préb wody

Wiekszos¢ prob wody srodowiskowej pobierano do pojemnikow
polietylenowych o pojemnosci 10 L i przewozono do laboratorium, gdzie
poddawano dalszej obrébce. Wode z kapielisk pobierano w odlegtosci okoto
1 - 3 m od brzegu. Wode ze studni odkrytych pobierano przez zanurzenie
zbiornika w studni (gtebokos¢ studni wynosita okoto 5 — 7 m). Wode ze studni
gtebinowych pompowano bezposrednio do zbiornika. Studnie odkryte
znajdowaty sie na terenie gospodarstw wiejskich, a studnie gtebinowe na
dziatkach  rekreacyjnych. W celu wstepnego usuniecia wiekszych
zanieczyszczen (np. lisci itp.) wode przepuszczano przez sitko o srednicy oczek

okoto 1 mm.

Préby wody wodociggowej z kranu o objetosci 50 L filtrowano na miejscu
za pomocg przenosnego sprzetu i filtrw membranowych (4.9.3.1) (Rycina 15),
ktére przewozono nastepnie do laboratorium i przechowywano w temperaturze
4 °C do czasu dalszych analiz. Cze$¢ préb wody pobieranych z kapielisk takze

filtrowano na miejscu.

4.9 METODY ODZYSKIWANIA OOCYST T. GONDII Z PROB
SRODOWISKOWYCH

4.9.1 Odzyskiwanie oocyst T. gondii z préb ziemi

Do odzyskiwania oocyst T. gondii z prob ziemi zastosowano metode
flotacji z nasyconym roztworem NaNOs (gestosé 1, 282 g/cm®), ktdrg stosowano
do odzysku jaj Toxocara (Mizgajska-Wiktor, 2005). Do préby ziemi (40 Q)
umieszczonej w szklanym naczyniu dodawano 100 ml 5% NaOH i delikatnie
wytrzgsano na automatycznej wytrzgsarce wahadtowej przez 20 min. Nastepnie
przelewano zawartoS¢ naczynia (gwaltownym ruchem) do probowek
wirowniczych o pojemnosci 100 ml i wirowano 3 min. przy 200 x g. Supernatant
usuwano, a powstaty osad przemywano wodg destylowang i wirowano 3 min.
przy 200 x g. Osad zawieszano w nasyconym roztworze NaNOs i wirowano
3 min. przy 200 x g. Nastepnie do probéwek dodawano za pomocag pipety
nasycony roztwor NaNO; do momentu uzyskania menisku wypuktego.

Powierzchnie menisku przykrywano szkietkiem nakrywkowym i pozostawiano
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na 15 min. tak, aby oocysty znajdujace sie w probie mogty przywrze¢ do jego
powierzchni. Szkietko doktadnie sptukiwano wodag destylowang i materiat

przechowywano do dalszych badan w 1,5 ml probéwce Eppendorfa w 4°C.
4.9.2 Odzyskiwanie oocyst T. gondii z préb warzyw i owocow

W celu odzyskiwania oocyst T. gondii z prob warzyw i owocéw
zastosowano metode flokulacji z weglanem wapnia (Vessey i wsp., 1993).
Probe warzyw badz owocow umieszczano w szklanym stoju o pojemnosci 3 L
i dodawano 2 L wody destylowanej oraz dodawano 20 ml Tween 20. Zawartosc
stoja mieszano przez odwracanie naczynia, a nastepnie wytrzgsano na
wytrzgsarce horyzontalnej przez 2 godziny. Po tym czasie wyjmowano
warzywa/owoce, a do poptuczyn dodawano 20 ml 1 M roztworu CaCl;, oraz 20
ml 1M roztworu NaHCOg3 i doktadnie mieszano przez kilkukrotne odwracanie
stoja. Mieszanine doprowadzano do pH 10 za pomocg 1M roztworu NaOH,
a nastepnie pozostawiano na noc (bez wytrzgsania). Nastepnego dnia
odciggano supernatant za pomocag automatycznego pipetora (Hirschmann
Laborgerate). Do powstatego osadu dodawano 200 ml 10% roztworu NH303S
(kwasu sulfamidowego), powodujgcego rozluznienie osadu (przez lize osadu
weglanu wapnia). Powstatg zawiesine przelewano do probéwek wirowniczych
(konikalnych) o pojemnosci 200 ml. St6j ptukano 20 ml 0,01 % roztworem
Tween 80 (detergent) i poptuczyny dolewano do probéwek wirowniczych.
Nastepnie cato$¢ odwirowywano przez 10 min. przy 1700 x g w temperaturze
4°C. Po usunieciu supernatantu osad rozprowadzano w minimalnej objetosci
0,01 % roztworu Tween 80. Osady (z 2 probowek konikalnych) zlewano do
jednej probowki typu Falcon o objetosci 50 ml. Ponownie przeptukiwano
probéwki wirownicze 0,01 % roztworem Tween 80 i dolewano do probowki typu
Falcon, po czym catos¢ dopetniano wodg destylowang do objetosci 50 ml. Po
doktadnym wymieszaniu wirowano 10 min. przy 2500 x g w 4°C. Supernatant
usuwano i odnotowywano objetos¢ osadu. Do probdéwki dodawano podwdjng
objeto$¢ wody destylowanej. Zawiesine umieszczano w 1,5 ml probdéwkach

Eppendorfa i przechowywano w temperaturze 4 °C do dalszych badan.
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4.9.3 Odzyskiwanie oocyst T. gondii z préb wody

Metoda odzysku oocyst T. gondii z wody opiera sie na metodzie
immunomagnetyczej separacji rozwinietej w laboratorium Uniwersytetu

w Limoges we Francji przez zespot profesor Marie-Laure Dardé (2007).
4.9.3.1 Filtracja proby wody

Préby wody filtrowano za pomocg zestawu (Rycina 9), w sktad ktorego
wchodzi: membranowy filtr kapsutkowy Envirochek 1,0 uM (PALL Gelman
Laboratory, USA), waz igielitowy doprowadzajacy i odprowadzajacy wode
z filtra oraz taczacy wszystkie elementy, gtowica pompy perystaltycznej
Masterflex® L/S® Easy-Load® Il umieszczonej na uchwycie wiertarki
akumulatorowej (DEWALT typ 10, DC 980), akumulatory (DEWALT DE
9075XJ01), przeptywomierz (PTFE 1-800-866-3837, AALBORG, USA)
mierzacy objetos¢ i przeptyw chwilowy wody, manometr, statyw podtrzymujacy

pompe oraz statyw do umocowania filtra.

Rycina 9. Zestaw do filtrowania wody: A) 10 L pojemnik polietylenowy na wode, B) waz
igielitowy, C) gtowica pompy perystaltycznej D) przenosna wiertarka akumulatorowa
DEWALT, E) statyw na pompe, F) statyw do umocowania filtra i przeptywomierza, G)
przeptywomierz, H) manometr |) filtr kapsutowy Envirochek
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Wode filtrowano przy uzyciu membranowych filtrow kapsutowych
Envirochek (Pall Gelman Laboratory, USA) wg metody 1623 US EPA (United
States Environmental Protection Agency). W zaleznosci od objetosci badanej
préby stosowano dwa rodzaje filtrow: Envirochek (nr kat., 12110) do matej
pojemnosci (10 L) w przypadku préb wody pochodzacej z kgpielisk i studni oraz
Envirochek HV (nr kat., 12099) do wiekszej pojemnosci (50 L) w przypadku
préb wody wodociggowej. Podczas filtracji utrzymywano stalg szybkos¢
przeptywu wody 0,7 L/min. Pod koniec procesu, gdy w pojemniku znajdowato
sie okoto 500 ml wody, dodawano 200 ml buforu PET [0,01 % Tween 80, 0,02%
pirofosforan sodu, 0,03% EDTA], przeptukiwvano $cianki pojemnika
i kontynuowano filtracje. Kazda préba wody filtrowana byta przy zmianie weza
na odcinku doprowadzajgcym badang wode do filtra, w celu unikniecia
kontaminacji i wynikdw fatszywie pozytywnych. Po zakonhczonej filtracji
wypetniano filtr 100 ml buforu PET i pozostawiano w pozycji pionowej przez 15
min. Nastepnie odwracano filtr do géry dnem i pozostawiano w tej pozycji
ponownie na 15 min. Nastepnie zlewano pierwszg frakcje do probdwki
wirowniczej (konikalnej) o pojemnosci 225 ml. Filtr napetniano ponownie 100 mli
buforu PET i wytrzagsano w pozycji horyzontalnej przez 15 min. na wytrzasarce
(CAT S-50, Niemcy) (Rycina10) przy wysokich wstrzgsach. Po czym obracano
filtr o 180° i ponownie wytrzgsano przez 15 min. Zawartos¢ filtra (drugq frakcije)
dolewano do probdéwki wirowniczej. Catos¢ mocno worteksowano i nastepnie
wirowano przez 30 min. w 4°C przy 1250 x g (bez hamowania) w wiréwce
z chtodzeniem (HERMLE Z383K, LABOR TECHNIK, Niemcy). Supernatant
usuwano, a osad (< 0,25 ml) zawieszano w 2 ml chtodnego buforu do inkubaciji
PBS [1% BSA, 0,05 % Tween 20] (jezeli pelet jest wiekszy np. 0,5 ml to
rozpuszczano go w 4 ml PBS i dzielono na dwie probowki).
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filtr
Envirochek

Rycina 10. Wytrzgsarka do filtrow CAT S-50.
4.9.3.2 Sonifikacja

Sonifikacja osadu jest niezbedna, aby rozbi¢ Sciany oocyst T. gondii
i uwolni¢ sporocysty, gdyz przeciwciata monoklonalne mAb 4B6 uzywane w

IMS sg specyficzne do Sciany sporocyst T. gondii.

Aby zoptymalizowac proces sonifikacji przygotowano zawiesine oocyst
T. gondii w wodzie jatowej o stezeniu 100 oocyst/ul. 0,5 ml tej zawiesiny
sonifikowano w réznych warunkach, zmieniajgc liczbe i dtugos¢ impulséw oraz
amplitude drgan. Nastepnie sporzadzano preparaty mikroskopowe, ktore
ogladano pod mikroskopem fluorescencyjnym. Wybrano takie warunki,
w ktorych wszystkie oocysty zostaly rozbite uwolniajgc sporocysty,
a jednoczesnie sporocysty w minimalnym stopniu byty rozbijane z uwolnieniem

sporozoitéw.

Probowke z zawiesing osadu w PBS umieszczano w naczyniu z lodem
i wstawiano do dzwiekoszczelnej komory z homogenizatorem ultradzwiekowym
Labsonic®M (Sartorius AG) (Rycina 11) o mocy 30 kHz (wibracje mechaniczne
o czestotliwosci 3000 drgan na sekunde). Koncowke sondy sonifikatora
(Srednica 3 mm) zanurzano w zawiesinie. Sonifikowano probe stosujac
5 dziesieciosekundowych impulséw powtarzanych co 10 s. Ekspozycje proby
na dziatanie ultradzwiekéw nastawiano za pomocg zewnetrznego zegara. Po
zakonczeniu sonifikacji koncéwke sondy sptukiwano kilkoma ml chtodnego
buforu do inkubacji PBS. Zsonifikowany osad przenoszono do probéwki do
izolacji magnetycznej (DYNAL L10 nr 740.03., DYNAL BIOTECH SA,

Norwegia), ktérg uzupetniano buforem PBS do 8 ml.
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Rycina 11. Sonifikator Labsonic®M (Sartorius AG). A) Komora dzwiekoszczelna, B)
zegar C) sonda, D) statyw.

4.9.3.3 Optaszczanie kuleczek magnetycznych przeciwcialami 4B6 anty
Toxoplasma gondii

Kuleczki magnetyczne w formie zawiesiny (BM0829, P.A.R.LS,
Compiégne, Francja), o $rednicy 0,86 pm, pokryte przeciwciatami
monoklonalnymi (kozie anty - mysie IgM), faczy sie z przeciwciatami mAb 4B6
(IgM) specyficznymi do wewnetrznej czesci Sciany oocyst oraz do S$ciany
sporocyst T. gondii. Przeciwciala mAb 4B6 (mysie IgM) taczg sie ze Sciang
sporocyst T. gondii, ale takze dajg reakcje krzyzowg z blisko spokrewnionymi
kokcydiami: Neospora canicum, Hammondia spp. [Dumétre i Dardé, 2007]. Sg
specyficzne do réznych szczepdw T. gondii nalezacych do genotypow |, II, IlI

badz rekombinowanych i atypowych genotypow [Dumetre i Darde, 2007].

Przeciwciata 4B6 uzywane w tych badaniach otrzymano od profesor
Marie-Laure Dardé (Laboratoire de Parasitologie-Mycologie, Université de
Limoges, Francja). Przeciwciata wyprodukowano w laboratorium Université de

Limoges wg procedury opisanej przez Dumeétre i Dardé (2005).

Do 1,5 ml probéwki Eppendorfa dodawano 100 ul zawiesiny kuleczek
magnetycznych oraz 100 pl przeciwciat mAb 4B6. Mieszanine inkubowano
przez 30 min. w temperaturze pokojowej na rotatorze DYNAL Sample Mixer
(Rycina 13) w celu przytaczenia sie przeciwciat 4B6 do kulek magnetycznych.

Nastepnie umieszczano probéwke w urzadzeniu do separacji magnetycznej
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DYNAL MPC-S (Rycina 12 A) na 30 s, po czym ostroznie usuwano
supernatant. Do komplekséw kulek magnetycznych i przeciwciat 4B6 dodawano

100 pl buforu do inkubacji (PBS) i delikatnie mieszano.
4.9.3.4 Reakcja IMS (immunomagnetyczna separacja)

Do probowki Leightona zawierajgcej zsonifikowany osad w buforze PBS
dodawano 100 pl przygotowanych uprzednio komplekséw kulek magnetycznych
i przeciwciat 4B6. Catos¢ inkubowano przez 30 min. w rotatorze DYNAL
Sample Mixer (Rycina 13) w temperaturze pokojowej w celu wychwycenia
sporocyst T. gondii przez kompleksy kulek magnetycznych — 4B6. Nastepnie
probéwke umieszczano w urzgdzeniu do separacji magnetycznej DYNAL MPC—-
L (Rycina 12 B) i pozostawiano na 5 min. Po tym czasie ostroznie odciggano
niezwigzany materiat za pomoca automatycznego pipetora (Hirschmann,
Laborgerate) i jednorazowych pipet. W przypadku badania osadu z wody
powierzchniowej, kompleksy kulek przemywano 5 ml buforu do inkubacji PBS
i ponownie pozostawiano na 5 min. w DYNAL MPC-L. Po odrzuceniu
supernatantu dodawano 1 ml buforu do inkubacji i przenoszono zawiesine do
probowki 2 ml, ktérg umieszczano w DYNAL MPC-S (Rycina 18 A).
Niezwigzany materiat usuwano, a do probdéwki dodawano 200 ul 2 % H,SOs,.
Kwas siarkowy powoduje uwolnienie sporocyst T. gondii od kulek
magnetycznych. Zawiesine worteksowano przez 3 min. na najwyzszych
obrotach. Nastepnie umieszczano w DYNAL MPC-S na 2 min. Supernatant
przenoszono do nowej 1,5 ml probéwki Eppendorfa i neutralizowano réowng
iloscig 3,3 % NaOH. Nastepnie mieszanine wirowano 10 min., w 4°C przy 1250
X g, bez hamowania. Osad zawieszano w wodzie jatowej i przechowywano

w 4°C do czasu dalszych analiz.

Rycina 12. Urzadzenia do separacji magnetycznej. A) DYNAL MPC-S, B) DYNAL
MPC-L.
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Rycina 13. Rotator DYNAL Sample Mixer.

Przed filtrowaniem prob srodowiskowych wody wykonano dodatkowo
kontrole procesu IMS, aby sprawdzi¢ poprawne dziatanie aparatury
i odczynnikéw. Wykonywano w tym celu filtracje oraz IMS dla 10 L préby wody

destylowanej, zanieczyszczonej 100 oocystami T. gondii.

4.9.3.5 Kontrola procesu IMS - immunofluorescencja z przeciwciatami 4B6

Kazda préba wody zostata zbadana za pomocg metody
immunofluorescencji (przed wykonaniem PCR), ktérg zastosowano jako
dodatkowg kontrole procesu IMS.

Jako kontroli pozytywnej uzywano zawiesiny sporocyst T. gondii
w wodzie jatowej. Zawiesine przygotowywano przez rozcienczenie zawiesiny
oocyst T. gondii w 2 % H>SO4 w wodzie jatowej do uzyskania stezenia 100
oocyst /ul i sonifikacje za pomocg homogenizatora ultradzwiekowego
Labsonic®M (Sartorius AG).

Na szkietko do immunofluorescencji nanoszono na osobne oczka 5 pl
badanej proby (zawiesina osadu uzyskanego po IMS w wodzie), 5 yl kontroli
dodatniej (zawiesina 500 sonifikowanych oocyst T. gondii w wodzie), 5 ul
kontroli ujemnej (bufor PBS). Suszono w temperaturze pokojowej i nastepnie
ptukano buforem PBS dwa razy po 5 min. Na kazdg studzienke dodawano 10 pl
przeciwciat 4B6 rozcienczonych wodg jatowg w stosunku 1:50, po czym
inkubowano w ciemnos$ci w komorze wilgotnej w temperaturze 37°C przez 30

min. Po inkubacji ptukano buforem PBS trzy razy po 5 min. i suszono
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w temperaturze pokojowej. Nastepnie do kazdej studzienki dodawano 10 l
koniugatu (kozie anty—mysie IgG znaczone FITC, BiolLegend) rozcienczone
1: 30 w buforze PBS — Btekit Evansa (2 krople btekitu Evansa w 5 ml buforu
PBS) i inkubowano w ciemnosci w komorze wilgotnej w temperaturze 37°C
przez 30 min. Po koncowym ptukaniu w buforze PBS (trzy razy po 5 min.)
i suszeniu w temperaturze pokojowej, szkietko przykrywano szkietkiem
nakrywkowym i ogladano pod mikroskopem fluorescencyjnym odczytujgc
fluorescencje FITC (wzbudzenie A 450 - 480 nm, emisja A 515nm) oraz
autofluorescencje (wzbudzenie przy A 330 — 385 nm, emisja A 420 nm).

Wybér optymalnego stezenia przeciwciat 4B6 oraz koniugatu
stosowanych do immunofluorescencji  posredniej zostat  dokonany
eksperymentalnie. Na oczka szkietka do fluorescencji nanoszono po 5 l
kontroli dodatniej i suszono w temperaturze pokojowej. Nastepnie
przeprowadzono badanie fluorescencji wg procedury podanej powyzej, stosujac
rozcienczenia przeciwciat 4B6 w wodzie jatowej: 1:25 i 1:50 oraz rozciehczenie

koniugatu 1: 30 i 1:60. Jako kontrole ujemng zastosowano bufor PBS.
4.9.4 Odzyskiwanie oocyst T. gondii z préb powietrza

Filtr zelatynowy znajdujacy sie na plastikowym uchwycie cieto skalpelem
na mniejsze kawatki i umieszczano w proboéwce typu Falcon 50 ml. Do
probéwki dodawano 20 ml cieptej wody (80°C) i mieszano do catkowitego
rozpuszczenia sie filtra. Nastepnie wirowano prébe 3 min. przy 1250 x g.
Supernatant usuwano, a do probowki dodawano 10 ml cieptej wody (80°C)
i ponownie odwirowywano. Uzyskany osad przenoszono do 1,5 ml probowki
Eppendorfa, zawieszano w wodzie jatowej i przechowywano w 4°C do czasu

dalszych analiz.
4.10 BADANIE PROB SRODOWISKOWYCH METODA MIKROSKOPOWA

Wszystkie préby srodowiskowe po zastosowaniu odpowiednich procedur
odzysku oocyst T. gondii poddano badaniom mikroskopowym. Z kazdej proby
wykonywano preparaty mikroskopowe: Swiezy (ogladany pod mikroskopem

Swietlnym oraz fluorescencyjnym) i barwiony wg Ziehl-Neelsena (4.7.1).
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4.11 OKRESLENIE ODSETKA PROB DODATNICH METODAMI
MOLEKULARNYMI

4.11.1 lzolacja DNA z préb srodowiskowych

Do izolacji genomowego DNA z prob Srodowiskowych poddanych
procedurom odzysku oocyst T. gondii zastosowano metode wykorzystujacg
zestaw do izolacji DNA Genomic Mini (A&A Biotechnology) oraz wstepng

dezintegracje oocyst T. gondii opisang w punkcie 4.6.2.

4.11.2 Detekcja DNA Toxoplasma gondii metoda PCR

Do wykrywania DNA T. gondii w probach srodowiskowych zastosowano
PCR z uzyciem pary starteréw specyficznych do genu B1 T. gondii (4.3.3).
Reakcje przeprowadzano w termocyklerze GeneAmp PCR Systems 9700
(Applied Biosystems, USA). Wszystkie eksperymenty byty przeprowadzane
z udziatem kontroli pozytywnej T. gondii (genomowe DNA wyizolowane ze
szczepu RH T. gondii) w celu zweryfikowania prawidtowego przebiegu PCR
oraz kontroli negatywnej (woda jatowa), aby wykluczy¢ kontaminacje
komponentéw reakcji. Dla kazdej préby badanie PCR wykonano trzykrotnie
w celu okreSlenia powtarzalnosci metody (i prob dodatnich). Prébe
klasyfikowano jako dodatnia gdy wynik pozytywny PCR zanotowano
przynajmniej dwukrotnie. Dodatkowo, wszystkie préby negatywne byty
sprawdzane na obecnos¢ inhibitorow PCR. Kontrole inhibicji przygotowywano
przez zmieszanie 2 Pl matrycy DNA wyizolowanego z proby srodowiskowej z

1 ul kontroli pozytywnej T. gondii i wykonywano PCR.
4.11.3 Rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR i wizualizacja wynikéw

Produkty PCR rozdzielano i analizowano w 2% zelu agarozowym. Zel
przygotowywano rozpuszczajac 1, 3 g agarozy (SIGMA nr kat. A-9593) w 65 ml
buforu TBE (1 x stezonego) i wylewajac do komory aparatu do elektroforezy
poziomej Horyzont 11-14 lub Horyzont 58 (Gibco BRL, USA) (Rycina 14 A)
z umieszczonymi w niej plastikowymi grzebieniami. Po 20 min. stezony Zzel

zalewano buforem TBE i wyjmowano grzebienie uzyskujgc studzienki. Do
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jednej ze studzienek nanoszono marker wielkosci, a do kolejnych po 10 pl
produktow PCR zmieszanych z barwnikiem obcigzajagcym (oranz G). Komore
taczono z zasilaczem Foto/Force 300 (Fotodyne, USA) i prowadzono
elektroforeze przez 35 min. stosujac napiecie 150 V i natezenie 500 mA.
Nastepnie zel barwiono w roztworze bromku etydyny (50ul/100 ml) przez 15
min., dwukrotnie ptukano w wodzie destylowanej przez 15 min., po czym
umieszczano w komorze zestawu do archiwizacji wynikow GelDoc-It (Imagine
Systems, USA) (Rycina 14 B) i analizowano w $wietle UV (dtugos¢ fali 302 nm).
Wielko$¢ uzyskanego produktu ustalano poréwnujac pozycje prazkow
badanych préb z kontrolg pozytywng i markerem mas czasteczkowych (pUC19
DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23, Fermentas, Litwa) w programie do analizy

i archiwizacji wynikow LabWorks.

Rycina 14. A) Komory aparatu do elektroforezy poziomej Horyzont (Gibco BRL, USA),
B) zestaw do archiwizacji wynikow GelDoc—It (Imagine Systems, USA)

4.11.4 Detekcja DNA Toxoplasma gondii metoda Real-time PCR

Wszystkie proby srodowiskowe zostaty poddane réwniez badaniu Real—
time PCR wykorzystujgcym sonde molekularng TagMan znakowang
barwnikiem fluorescencyjnym (FAM), specyficzng do amplifikowanego
fragmentu genu B1 T. gondii (4.4.2.2.2). Reakcje amplifikacji przeprowadzono
w termocyklerze Mx3005P™ (Stratagene, USA) (Rycina 15). Zaletg tej metody
jest, miedzy innymi amplifikacja i detekcja w jednym zintegrowanym systemie,
co zmniejsza ryzyko kontaminacji oraz staty monitoring reakcji. Wszystkie

eksperymenty byty przeprowadzane z udziatem kontroli pozytywnej T. gondii
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(genomowe DNA wyizolowane ze szczepu RH T. gondii) oraz kontroli

negatywnej (woda jatowa).

Rycina 15. Termocykler Mx 3005P (Startagene, USA) do Real-time PCR.

4.11.5 Okreslanie poczatkowej liczby kopii w badanej prébie za pomoca
Real-time QPCR

Wszystkie dodatnie préby srodowiskowe poddano analizie ilosciowe;j,
stosujgc metode analizy absolutnej, wykorzystujaca krzywg standardowa, ktorg

wykonuje sie z serii rozcienczen matryc kontrolnych.

4.11.5.1 Przygotowanie krzywej standardowej

Aby wykona¢ krzywg standardowg przygotowywano 8 rozciehczen
standardu (klonowanej matrycy kontrolnej T. gondii, 4.4.1) o znanej liczbie kopii
czasteczek DNA (w zakresie od 5 x 108 do 0,5 kopii w 1 pl). Serie rozcienczen
przygotowywano w dupleksie. Wykonywano nastepnie Real-time PCR jak
opisano w punkcie 4.4.2.22. W wyniku amplifikacji serii rozcienczen
standardéw, otrzymywano krzywg standardowg jako wykres zaleznosci log
poczatkowego stezenia matrycy od CT (punkt, w ktérym reakcja wchodzi w faze
logarytmicznego przyrostu ilosci produktu), wyznaczonego dla kazdego
rozcienczenia (Rycina 16). Uktad punktow powinien tworzy¢ linie prosta.
Notowano wartosci parametrow krzywej (Rsq, K) okreslajace wydajnosc,

precyzje oraz czutosc reakcji.
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Rycina 16. Przyktadowa krzywa standardowa Real-time QPCR.

4.11.5.2 Sposb6b wyznaczenia poczatkowej liczby kopii matrycy
Amplifikacja serii rozcienczen matrycy kontrolnej oraz badanych préb

przebiega w jednym eksperymencie. Zatem, znajgc punkty CT odczytane dla

poszczegolnych préb badanych i odnoszac je do krzywej standardowej, mogag

by¢ wyznaczane wartosci poczatkowej liczby kopii matrycy w probie.

Obliczenia dokonywane sg automatycznie przez oprogramowanie termocyklera

Mx 3005P (Stratagene) wedtug wzoru:

Ncr=No (1+E)CT

gdzie:

Ncr = liczba czasteczek DNA w cyklu progowym (CT)
No = wyjsciowa liczba czgsteczek DNA

E = wydajnos¢ PCR [0<E<1]

4.12 SEKWENCJONOWANIE PROB DODATNICH

Préby, ktére daty wynik pozytywny w PCR z zastosowaniem starterow
specyficznych do genu B1 T. gondii, poddano sekwencjonowaniu na
analizatorze DNA AbiPrism 310 DNA sequencer (Applied Biosystems, USA)
(Rycina 17). Sekwencja przedstawiana w postaci serii pikdw, z ktoérych kazdy
odpowiada konkretnemu nukleotydowi, analizowana byta w programie ABI
PRISM DNA Sequencing Analysis v. 3.7 for the Windows Platform oraz
GeneStudio Pro Software. Sekwencjonowanie miato na celu potwierdzenie

wykrycia w badanych prébach srodowiskowych DNA T. gondii.
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Rycina 17. Analizator DNA AbiPrism 310 DNA Sequencer (Applied Biosystems,
USA).

4.12.1 Amplifikacja fragmentéw genu B1

Na wybranych matrycach wykonano PCR w celu amplifikacji fragmentéw
genu B1 T. gondii (4.3.3) z tym, ze objetos¢ koncowa mieszaniny reakcyjnej
wynosita 50 pl (stezenia poszczegolnych sktadnikow zostaty proporcjonalnie
przeliczone). Po wykonaniu rozdziatu elektroforetycznego produktéw PCR
(4.11.3), sprawdzano, czy uzyskane prazki sg pojedyncze oraz jaka jest ich

intensywnosc.
4.12.2 Oczyszczanie DNA

Préby, w ktoérych zaobserwowano pojedynczy prazek na Zzelu
agarozowym odpowiadajacy pozadanemu odcinkowi DNA (fragment genu B1
T. gondii), przeznaczonemu do sekwencjonowania poddawano bezposrednio
oczyszczaniu z uzyciem zestawu Clean-up (A&A Biotechnology) zgodnie
z procedurg podang przez producenta. Natomiast z prob, w ktoérych
zanotowano dodatkowe prazki po rozdziale elekroforetycznym, wiasciwy
fragment DNA wycinano z zelu za pomocg skalpela, umieszczano w 1,5 ml
probéwce Eppendora i nastepnie oczyszczano zestawem Gel-out (A&A

Biotechnology), postepujac zgodnie z procedurg podang przez producenta.
4.12.3 Reakcja sekwencyjna

Oczyszczone DNA poddawano reakcji sekwencyjnej, w ktorej dochodzi
do syntezy krotkich fragmentédw nici o roéznej dlugosci, determinowanej

przypadkowym wigczaniem dideoksynukleotydéw. Reakcje przeprowadzono
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w objetosci préby 20 pl. Stosowano odczynniki firmy Applied Biosystems oraz
profil temperaturowo—czasowy reakcji zgodnie z zaleceniami producenta.
Reakcje sekwencyjng przeprowadzano w termocyklerze GeneAmp PCR
Systems 9700 (Applied Biosystems, USA).

4.12.4 Oczyszczanie produktéw reakcji sekwencyjnej z terminatoréw

Do usuwania terminatorbw z mieszaniny poreakcyjnej zastosowano
zestaw Ex-Terminator firmy A&A Biotechnology. Postepowano zgodnie

z protokotem podanym przez producenta.
4.12.5 Analiza badanej sekwencji nukleotydowej

Tak przygotowane proby poddano odczytowi na analizatorze AbiPrism
310 DNA Sequencer (Applied Biosystems, USA). Uzyskane sekwencje

analizowano za pomocg programu komputerowego GeneStudio Pro Software.
4.13 GENOTYPOWANIE PROB DODATNICH
4.13.1 Genotypowanie metoda RFLP

Wszystkie préby dodatnie (uzyskane na podstawie wynikow PCR
przeprowadzonej na genie B1 T. gondii) poddano analizie restrykcyjnej
produktow PCR genu SAG2 T. gondii wedtug Aspinall i wsp. (2002).

4.13.1.1 Amplifikacja fragmentéw genu SAG2 T. gondii

Wykonano amplifikacje dwéch fragmentdw genu SAG2 T. gondii
(fragment konca 3’ oraz fragment konca 5’ genu) wedtug punktu 4.3.2. Dalsza
analiza byta mozliwa tylko w przypadku tych prob, ktére daty pozytywny wynik
PCR z obu koncow genu SAG2.

4.13.1.2 Trawienie produktow amplifikaciji

Wykonano trawienie uzyskanych produktéw amplifikacji genu SAG2
T. gondii. Fragment 3’ kohca genu trawiono enzymem Cfol (Promega, USA),
a fragment 5’ konca enzymem Sau3Al (Promega, USA). Postepowano zgodnie
z instrukcjg producenta. Nastepnie trawione produkty byty poddane rozdziatowi

elektroforetycznemu w 2% zelu agarozowym i analizowane w Swietle UV (punkt
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4.11.3). Jako wzorcow uzyto DNA wyizolowane z tkanek i mézgow myszy
zarazonych szczepem DX (genotyp Il) i szczepem ME 49 (genotyp II)

Toxoplasma gondii oraz z tachyzoitéw szczepu RH (genotyp I).

Sekwencja rozpoznania Cfol Sekwencja rozpoznania Sau3Al
5 ... GCG*C ...... 3 5 .. 6ATC...3
3’.....CGCG......5’ 3 .....CTAC*....S’

A

Genotypy T. gondii ustalane byly na podstawie uzyskanych
charakterystycznych wzoréw restrykcyjnych. Z genotypem SAG2 | mamy do
czynienia, gdy zaden z produktéw PCR nie jest trawiony. Genotyp SAG2 I
charakteryzuje sie trawieniem konca 3’ genu przy braku trawienia konca 5’
genu. Natomiast przy genotypie SAG2 Ill obserwuje sie trawienie konca 5’

genu, przy braku trawienia konca 3'.
4.13.2 Genotypowanie metoda sekwencjonowania

Wszystkie proby, ktore daty pozytywny wynik PCR dla obu koncéw genu
SAG2 T. gondii, poddano sekwencjonowaniu w celu weryfikacji wynikow analizy
restrykcyjnej. W tym celu amplifikowano fragment konca 3’ oraz 5’ genu SAG2
T. gondii w objetosci 50 ul i przeprowadzano oczyszczanie produktow PCR,
reakcje sekwencyjng, usuwanie terminatoréw i analize uzyskanych sekwencji
zgodnie z procedurami podanymi w punkcie 4.12. Genotypy byty ustalane na
podstawie obecnosci lub braku miejsc restrykcyjnych dla enzymow Ciol

i Sau3Al na sekwencjach analizowanych fragmentow genu SAG2.
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Ponizej przedstawiono ogoélny schemat wykonywanych badan prob
Srodowiskowych kierunku wykrywania T. gondii (Rycina 18).
PROBY SRODOWISKOWE
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| | | |
FILTRACIA /
FLOTACIA FLOKULACIA IMMUNOMAGNETYCZNA FILTRACJA
SEPARACIA
| IZOLACIA DNA
N — — 1
PCR (B1) REAL - TIME PCR
(B1)
| |
WYNIK WYNIK
WYNIK WYNIK
| DODATNI ﬁl“& DODATNI UJEMNY
KONTROLA |

_ I . 1 INHIBIC)I ¢ ———

|SEKWENC.IONOWANIE GENOTYPOWANE ——— ;LE?&C_'CT’WE KONTROLA

DNA (B1) | (SAG2) bCR (B1) | INHIBICI

RFLP
SEKWENCIONOWANIE

Rycina 18. Ogolny schemat badania préb srodowiskowych.
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4. 14 APARATURA

e termocykler gradientowy Mastercycler (Eppendorf AG, Niemcy)

e termocykler GenaAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, USA)

o termocykler Mx3005P (STRATAGENE®,USA)

e mikroskop fluorescencyjny (ZEISS, Imager D1, Niemcy)

e glowica pompy perystaltycznej Masterflex® L/S® Easy-Load® I

e wiertarka akumulatorowa (DEWALT typ 10, DC 980 z akumulatorem
DEWALT DE 9075XJ01)

e przeptywomierz (PTFE 1-800-866-3837, AALBORG, USA)

e wiréwka z chtodzeniem (HERMLE Z383K, LABOR TECHNIK, Niemcy)

e rotator (DYNAL, SAMPLE MIXER)

e sonifikator LABSONIC M (SARTORIUS, Niemcy)

e panele magnetyczne Dynal MPC-S/L (Dynal BIOTECH ASA, Norwegia)

e Air Port MD8 (SARTORIUS, Niemcy)

e aparat do elektroforezy poziomej (Horyzont 11-14 lub Horyzont 58, Gibco
BRL, USA)

e zasilacz Foto/Force 300 (Fotodyne, USA)

e zestawie do archiwizacji wynikéw GelDoc — It, Imagine Systems (UVP,
USA)

e AbiPrism 310 DNA Sequencer” (Applied Biosystems, USA)

e NucliSENS miniMAG (BioMerieux)

e mikroskopem swietlnym (Opta — Tech, Mn — 358)

e wytrzgsarka Multishaker PSU — 20 (Biosan, Litwa)

e wytrzgsarka CAT S-50 (Niemcy)

e wiréwka laboratoryjna 5424 (Eppendorf AG, Niemcy)

e wiréwka laboratoryjna MiniSpin Plus (Eppendorf AG)

e wiréwka do paskéw (Qualitron)

e Biovortex V1 (Syngen)

e Termoblok : Thermomixer compact (Eppendorf AG, Niemcy)

e Suchy blok grzejny SBH 130D (Stuart)

e Sanityzator Germicide, Steril 15 W (Cami, Wtochy)
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e Spekrtrofotometr UV-VIS Nanodrop 1000 (Thermo Scientific)
e wytwornica lodu AF 80 (Scotsman)

e Fast Prep FP120 (BIO101 Savant)

e waga laboratoryjna WPE 300 (Radwag)

e kuchenka mikrofalowa

e komora do PCR Biokap DNA(Erlab, Francja)

e komora do PCR Medisafe (Kojair, Finlandia)

e komora laminarna ESCO Technologies

Badania molekularne, stanowigce gtéwng czesS¢ opisywanej pracy
wykonywane byly w Zaktadzie Parazytologii Tropikalnej GUMed, w specjalnie
zaprojektowanym nowoczesnym laboratorium, sktadajgcym sie z 5 odrebnych
pomieszczen: do izolacji DNA, do sporzgdzania mieszaniny reakcyjnej PCR
(w komorach laminarnych), do dodawania DNA do przygotowanych mieszanin
(w komorach jatowych), do przebiegu PCR (pomieszczenie z termocyklerami),
do wykonywania elektroforezy, do wykonywania sekwencjonowannia DNA.
Zaréwno ukfad pomieszczen jak i wyposazenie spetniajg wszystkie standardy

badan molekularnych.
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5. WYNIKI

5.1 WYNIKI SELEKCJI GENU DO DETEKCJI DNA T.GONDII ZA POMOCA
PCR

Poréwnano wyniki PCR uzyskane z poszczegdlnymi genami T. gondii
kodujgcymi specyficzne biatka: SAG2, B1, 65 kDa, REP. Zwracano uwage na
czutosc reakciji i powtarzalnos¢ wynikéw. Na ich podstawie, do wykrywania DNA
wytypowano badanie PCR bazujgce na amplifikacji fragmentéw genu B1

T. gondii (Materiaty i metody, 4.3.3).

5.2 WYBOR METODY DO IDENTYFIKACJI DNA T. GONDII ZA POMOCA
TECHNIKI REAL-TIME PCR

Metoda detekcji amplifikowanych fragmentow genu B1 T. gondii
z zastosowaniem barwnika SYBR Green (Materiaty i metody, 4.4.2.1) okazata
sie nieuzyteczna w przypadku obecnosci w badanej probie dodatkowego,
niespecyficznego DNA. Zatem w przypadku zanieczyszczenia préby badanej
jakimkolwiek obcym DNA wyniki amplifikacji nie nadajg sie do analizy

ilosciowej, co potwierdzity eksperymenty (Rycina 19 A i B).

1 produkt

Rycina 19. Krzywa topnienia produktow amplifikacji fragmentu genu B1 T. gondii
przeprowadzonej na kontroli dodatniej T. gondii: A) wykres charakterystyczny dla
jednego produktu PCR; B) wykres wskazujacy na zanieczyszczenie préby badanej
zawierajgcej kontrole dodatnie T. gondii obcym DNA (przesuniecie temperatury
topnienia).

1 produkt
2 produkt
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Na kontrolach dodatnich T. gondii przetestowano dwa ukfady
z zastosowaniem sond molekularnych typu TagMan, specyficznych do réznych
fragmentéw genu B1 T. gondii (Materiaty i metody, 4.4.2.2). Z uwagi na lepszg
powtarzalnos¢ wynikow do badan prob sSrodowiskowych wybrano uktad

opracowany przez Arkush i wsp. (2003).

5.3 POROWNANIE CZULOSCI DETEKCJI PCR | REAL-TIME PCR Z
WYKORZYSTANIEM KLONOWANEJ KONTROLI T. GONDII

Wykorzystujgc standard Real-time QPCR (Materiaty i metody, 4.4.1)
poréwnano granice detekcji PCR i Real-time PCR (Rycina 20 i 21).

Rycina 20. Wynik PCR specyficznej dla fragmentu genu B1 T. gondii przeprowadzone;j
na seryjnych rozcienczeniach kontroli pJET-B1 T. gondi. Sciezki: 1 — marker wielko$ci
(pPUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23, Fermentas, Litwa), 2 - 11 seryjne rozcienczenie
kontroli pJET-B1 T. gondii, 12 — kontrola ujemna. (liczba kopii DNA w prébie: 2 - 5x108,
3-5x107, 4 - 5x10°% 5 - 5x10°, 6 - 5x10°%, 7 - 5x10°, 8 - 5x10%, 9 - 5x10",10 - 5, 11 - 0,5).

Rycina 21. Wyniki Real-time PCR z uzyciem sondy TagMan ToxB1S specyficznej do
fragmentu genu B1 T. gondii. Krzywe: 1-9 seryjne rozcienczenie kontroli pJET-B1
T. gondii (liczba kopii DNA w prébie: 1 - 5x10%, 2 - 5x107, 3 - 5x10°, 4 - 5x10°, 5 -
5x10% 6 - 5x10°, 7 - 5x10%, 8 - 5x10",9 - 5, 10 - 0,5) 11 — kontrola ujemna.
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5.4 WYNIKI IZOLACJI DNA Z OOCYST T. GONDII
5.4.1. Wyniki izolacji DNA z oocyst T. gondii zestawami komercyjnymi
Wyniki poréwnania izolacji DNA z oocyst T. gondii wykonanej trzema

komercyjnie dostepnymi zestawami do ekstrakcji DNA przedstawiono w Tabeli
18 oraz na Rycinach 22 - 24.

Tabela 18. Poréwnanie izolacji DNA z oocyst T. gondii z uzyciem komercyjnych
zestawow.

liczba préb dodatnich / liczba

producent zestawu zestaw do izolacji DNA préb badanych

liczba oocyst T. gondii w inokulum
10* 10° 10’ 10

A&A Biotechnology GenomicMini 3/3 3/3 2/3 0

BioMerieux NucliSENS miniMAG 3/3 3/3 2/3 0

(Qbiogene), BIO101 Systems FastDNA Spin kit (for soil) 3/3 1/3 0 0

200 pz

Rycina 22. Wynik testu izolacji DNA z oocyst T. gondii z uzyciem zestawu Genomic
Mini (A&A Biotechnology). Elektroforeza produktéw amplifikacji genu B1 T. gondii
w 2% zelu agarozowym. Sciezki: 1 — GeneReguler 100-1000 bp DNA Leader
(Fermentas), 2 — Kontrola dodatnia T. gondii, 3 — préba zawierajaca 10* oocyst, 4 —
préba zawierajaca 10° oocyst, 5 - préba zawierajaca 10% oocyst, 6 — préba zawierajaca
10 oocyst, 7 — kontrola ujemna.
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Rycina 23. Wynik testu izolacji DNA z oocyst T. gondii z uzyciem zestawu NucliSens
MiniMAG (Biomerieux). Elektroforeza produktéw amplifikacji genu B1 T. gondii w 2%
zelu agarozowym. Sciezki: 1 - marker wielkosci (pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23,
Fermentas, Litwa) 2 — Kontrola dodatnia T. gondii, 3 — préba zawierajaca 10* oocyst,
4 — préba zaierajaca 10° oocyst, 5 - proba zawierajaca 10° oocyst, 6 — proba
zawierajgca 10 oocyst, 7 — kontrola ujemna.

|

190 pz ——»

Rycina 24. Wynik testu izolacji DNA z oocyst T. gondii z uzyciem zestawu Fast DNA
Spin kit (for soil) (BIO 101 Systems). Elektroforeza produktéw amplifikacji genu B1
T. gondii w 2% zelu agarozowym. Sciezki: 1 - marker wielkosci (pUC19 DNA/Mspl
(Hpall) Marker, 23, Fermentas, Lithuania), 2 — Kontrola dodatnia T. gondii, 3 — proba
zawierajaca 10* oocyst, 4 — préba zawierajaca 10° oocyst, 5 - préba zawierajaca 102
oocyst, 6 — proba zawierajgca 10 oocyst, 7 — kontrola ujemna.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentow wykazaty, Zze izolacja DNA z
oocyst T. gondii jest wydajniejsza z uzyciem zestawow Genomic Mini (A&A
Biotechnology) i NucliSENS miniMAG (BioMerieux), sg one skuteczniejsze niz

FastDNA Spin kit (for soil) (Qbiogene).

5.4.2 Wyniki zastosowania etapéw wstepnej dezintegracji oocyst
T. gondii poprzedzajacych izolacje DNA zestawem komercyjnym
GenomicMini (A&A Biotechnology).

W celu uzyskania lepszej efektywnosci izolacji DNA z oocyst T. gondii,

przed zastosowaniem komercyjnego zestawu do izolacji DNA Genomic Mini
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(A&A Biotechnology) dodano etapy niezbedne do rozbicia struktury oocyst
i uwolnienia pasozytoéw: rozbijanie kulkami cyrkonowymi w urzadzeniu
FastPrep, szok termiczny, dziatanie detergentami oraz proteazg. Po
przeprowadzeniu wielu eksperymentéw ustalono warunki (dtugosé, liczba cykli
poszczegolnych etapéw oraz stezenie odczynnikéw), ktére dawatly najlepsze
wyniki (Tabela 19) (Rycina 25 i 26).

Tabela 19. Poréwnanie wydajnosci izolacji DNA z oocyst T. gondii za pomocg zestawu
Genomic Mini (A&A Biotechnology) bez oraz z etapami wstepnej dezintegracji oocyst

T. gondii. Wyniki Real-time PCR réznigce sie od wynikow standardowej PCR
umieszczono w hawiasach.

liczba préb dodatnich / liczba préb

badanych
zastosowany wariant izolacji DNA

Liczba oocyst T. gondii w inokulum
10* 10° 10’ 10

izolacja DNA kitem GenomicMini bez 2/3 0
, . . 3/3 3/3

wstepnych etapéw dezintegracji oocyst (3/3) (1/3)
izolacja DNA kitem GenomicMini z etapami 2/3
wstepnej dezintegracji oocyst z uzyciem /3 3/3 3/3 (3/3)
SDS jako detergentu

izolacja DNA kitem GenomicMini z etapami 2/3
wstepnej dezintegracji oocyst z uzyciem 3/3 3/3 3/3 (3/3)

Tween 20 jako detergentu

8 9 10 11 12 13 14

Rycina 25. Wynik izolacji DNA z oocyst T. gondii zestawem GenomicMini (A&A
Biotechnology): A) bez etapow wstepnej dezintegracji oocyst; B) z etapami wstepne;j
dezintegracji oocyst i uzyciem detergentu SDS; C) z etapami wstepnej dezintegraciji
oocyst i uzyciem detergentu Tween 20. Sciezki: 1 - marker wielkosci (pUC19
DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23, Fermentas, Lithuania), 2 - kontrola dodatnia T. gondii,
3, 7, 11 — préby zawierajace 10* oocyst, 4, 8, 12 - préby zawierajace 10° oocyst,
5,9, 13 - préby zawierajace 10? oocyst, 6, 10, 14 - préby zawierajace 10 oocyst.
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Rycina 26. Wynik testu izolacji DNA z oocyst T. gondii zestawem GenomicMini (A&A
Biotechnology) z etapami wstepnej dezintegracji oocyst i uzyciem detergentu SDS.
Krzywe amplifikacji genu B1 T. gondii w Real-time PCR. Krzywe: 1 — kontrola dodatnia
T. gondii, 2 - préba zawierajagca 10* oocyst, 3 — préba zawierajaca 10° oocyst,
4 - proéba zawierajaca 10? oocyst, 5 — préba zawierajaca 10 oocyst, 6 — kontrola
ujemna.

Etapy wstepnej dezintegracji oocyst T. gondii okazatly sie niezbedne
w celu rozbicia sciany oocyst T. gondii i w konsekwencji wydajniejszej izolaciji

DNA tego pasozyta.
5. 5 WYNIKI PROB ODZYSKOWYCH

Pierwszym etapem oceny efektywnosci detekcji oocyst T. gondii z préb
Srodowiskowych za pomoca przyjetych metod badawczych, byto wykonanie
préb odzyskowych. W tym celu zanieczyszczano odpowiednio przygotowane
proby srodowiskowe rézna, znang liczbg oocyst pasozyta (10%, 10°, 102, 10),

postepujac zgodnie z procedurg opisang w rozdziale Materiaty i metody (4.7).
5.5.1 Wyniki badan mikroskopowych
5.5.1.1 Wyniki préb odzyskowych z piasku

Wyniki badan mikroskopowych przedstawia Tabela 20 oraz Rycina 27.
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Tabela 20. Wyniki badania mikroskopowego proby odzyskowej z piasku.

liczba oocyst T. gondii dodana do préby
metoda mikroskopowa odzyskowej piachu

liczba oocyst widziana w preparacie sSwiezym
pod mikroskopem swietinym 300 0 0 0

liczba oocyst.W|dZ|ana pod mikroskopem 306 0 0 0
fluorescencyjnym

Z przeprowadzonego badania wynika, ze metodg mikroskopowg udato

sie potwierdzi¢ tylko 3% odzysku badanego materiatu w przypadku

zanieczyszczenia rzedu 10* oocyst T. gondii.
5.5.1.2 Wyniki préb odzyskowych z warzyw i owocow

Wyniki badan mikroskopowych preparatow przygotowanych z osadéw
uzyskanych w wyniku poddania flokulacji zanieczyszczonych oocystami
T. gondii poptuczyn warzyw (rzodkiewka) oraz owocéw (truskawki), pokazane
sg w Tabeli 21 i 22 oraz na Rycinie 29.

Tabel 21. Wyniki préby odzyskowej z poptuczyn warzyw.

liczba oocyst T. gondii dodana do

metoda mikroskopowa préby odzyskowej rzodkiewek

10* 10° 10’ 10
liczba oocyst widziana w preparacie barwionym metoda 0 10 0
Ziehl - Neelsena pod mikroskopem $wietinym 270
liczba oocyst widziana pod mikroskopem fluorescencyjnym 240 0 0 0

Tabela 22. Wyniki proby odzyskowej z poptuczyn owocow (truskawek).

liczba oocyst T. gondii dodana do préby

metoda mikroskopowa odzyskowej truskawek

10* 10° 10 10
liczba oocyst widziana w preparacie barwionym 0
metodg Ziehl - Neelsena pod mikroskopem 10 0 0
Swietlnym
liczba oocyst widziana pod mikroskopem 10 0 0 0

fluorescencyjnym
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Odzysk oocyst T. gondii z prob rzodkiewek potwierdzony z uzyciem
metod mikroskopowych wynidst 2,7% w preparacie mikroskopowym barwionym
wedlug Ziehl-Neelsena i 2,4% w badaniu autofluorescencji przy
zanieczyszczeniu proby liczba 10* oocyst pasozyta. Natomiast w przypadku
prob truskawek odzysk oocyst T. gondii wynosi 0,1%.

5.5.1.3 Wyniki proby odzyskowej z wody

Wyniki badan mikroskopowych preparatow przygotowanych z osadow
uzyskanych po wykonaniu filtracji i IMS na probach wody destylowanej
zanieczyszczonych oocystami T. gondii, pokazane sg w Tabeli 23 i na Rycinie
28.

Tabela 23. Wyniki badania mikroskopowego proby odzyskowej z wody.

liczba oocyst T. gondii dodana do
metoda mikroskopowa proby odzyskowej wody

10* 10° 10° 10
I|c.zba oocyst V\{ld.nana W preparacie Swiezym pod 5000 217 0 0
mikroskopem Swietlnym
liczba oocyst widziana w preparacie barwionym 2000 210 0 0
metodg Ziehl - Neelsena pod mikroskopem swietlnym
liczba oocyst widziana pod mikroskopem 2100 250 2 0

fluorescencyjnym

Badania mikroskopowe préb wody zanieczyszczonych oocystami
T. gondii, wykazaty odzysk na poziomie 21% (w badaniu autofluorescenciji)
i 20% (w badaniu preparatow sSwiezych i barwionych pod mikroskopem
$wietlnym) dla préb zanieczyszczonych 10* oocyst. Podobng skale odzysku
zanotowano takze dla zanieczyszczenia rzedu 10° oocyst, a przy
zanieczyszczeniu préby 100 oocystami odzysk na poziomie 2% zanotowano

tylko pod mikroskopem fluorescencyjnym.

5.5.1.4 Wyniki proby odzyskowej z filtrow do pobierania préb powietrza

Wyniki badan mikroskopowych preparatéw przygotowanych z osadow
uzyskanych po odwirowaniu zanieczyszczonych oocystami T. gondii, filtrow

zelowych pokazane sg w Tabeli 24.
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Tabela 24. Wyniki badania mikroskopowego préby odzyskowej z filtrdw do pobierania
préb powietrza.

liczba oocyst T. gondii dodana na filtr

metoda mikroskopowa zelowy

10° 10° 10’ 10
liczba oocyst widziana w preparacie Swiezym pod 170 0 0 0
mikroskopem swietlnym
liczba oocyst widziana w preparacie barwionym

150 0 0 0

metoda Ziehl - Neelsena pod mikroskopem
sSwietlnym

liczba oocyst widziana pod mikroskopem 200 0 0 0
fluorescencyjnym

Po przeprowadzeniu odzysku oocyst T. gondii z filtréw Zzelowych
zanotowano odzysk 1,7%, 1,5% i 2% materiatu, zalezenie od zastosowanej

obserwacji mikroskopowej.

e 5 GEeR
o G AP 1S
.‘ P
o & 3
@

_ B sporulujace oocysty T. gondii
. ) » .,Ief‘;k -

Rycina 27. Zdjecie preparatu $wiezego wykonanego z préby odzyskowej oocyst
T. gondii z piasku ogladane pod mikroskopem swietinym.

sporulujgce oocysty T. gondii

Rycina 28. Zdjecie preparatu swiezego wykonanego z préby odzyskowej oocyst
T. gondii z wody, ogladanego pod mikroskopem fluorescencyjnym - obserwacja
autofluorescenciji oocyst.
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Rycina 29. Zdjecie preparafu barwionego wedtug Ziehl-Neelsena, wykonanego z préby
odzyskowej oocyst T. gondii z rzodkiewek.

5.5.2 Wyniki badan molekularnych
5.5.2.1 Wyniki PCR

Okreslono granice wykrywalno$ci oocyst T. gondii z prob odzyskowych
za pomocg PCR (Materiaty i metody, 4.3.3) oraz ustalono powtarzalno$¢
wynikéw (Tabela 25, Rycina 30 — 34).

Tabela 25. Wykrywalnos¢ oocyst T. gondii z préb odzyskowych za pomocg PCR.

liczba préb dodatnich /
rodzaj proby rodzaj materiatu z jakiego liczba préb badanych

odzyskowej izolowano DNA liczba oocyst T. gondii w

inokulum
10° 10° 10° 10

zawiesina materiatu odzyskanego 3/3 2/3 0 0
po flotacji
. zawiesina osadu uzyskanego po 3/3 2/3 0 0
rzodkiewka flokulacji
zawiesina osadu uzyskanego po 3/3 0 0 0
flokulacji
2/3
m zawiesina osadu uzyskanego po 3/3 2/3 2/3 0
filtracji i IMS
1/3
filtr zelowy zawiesina osadu uzyskanego po 3/3 3/3 0 0
wirowaniu
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Rycina 30. Wynik préby odzyskowej oocyst T. gondii z ziemi. Sciezki: 1 — marker
wielkosci  (pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23, Fermentas, Litwa), 2 — kontrola
dodatnia T. gondii, 3 — préba zawierajaca 10* oocyst, 4 — préba zawierajgca 10°
oocyst, 5 - proba zawierajaca 10% oocyst, 6 — proba zawierajaca 10 oocyst, 7 — kontrola
ujemna.

190 pz

Rycina 31. Wynik proby odzyskowej oocyst T. gondii z warzyw (rzodkiewka). Sciezki:
1 — marker wielkosci (pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23, Fermentas, Litwa),
2 — kontrola dodatnia T. gondii, 3 — préba zawierajagca 10* oocyst, 4 — préba
zawierajaca 10° oocyst, 5 - proba zawierajaca 102 oocyst, 6 — proba zawierajaca 10
oocyst, 7 — kontrola ujemna.

Rycina 32. Wynik préby odzyskowej oocyst T. gondii z owocdw (truskawki). Sciezki:
1 — marker wielkosci (pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23, Fermentas, Litwa),
2 — kontrola dodatnia T. gondii, 3 — préba zawierajaca 10* oocyst, 4 — proba
zawierajaca 10° oocyst, 5 - proba zawierajaca 10% oocyst, 6 — préba zawierajaca 10
oocyst, 7 — kontrola ujemna.
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190 pz

Rycina 33. Wynik préby odzyskowej oocyst T. gondii z wody destylowanej. Sciezki:
1 — marker wielkosci (pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23, Fermentas, Litwa),
2 — kontrola dodatnia T. gondii, 3 — proba zawierajagca 10* oocyst, 4 — prdéba
zawierajaca 10° oocyst, 5 - proba zawierajgca 10% oocyst, 6 — préba zawierajaca 10
oocyst, 7 — kontrola ujemna.

190 pz —»

Rycina 34. Wynik proby odzyskowej oocyst T. gondii z filtrébw powietrza. Sciezki:
1 — marker wielkosci (pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23, Fermentas, Litwa),
2 — kontrola dodatnia T. gondii, 3 — préba zawierajaca 10* oocyst, 4 — proba
zawierajaca 10° oocyst, 5 - proba zawierajaca 10% oocyst, 6 — préba zawierajaca 10
oocyst, 7 — kontrola ujemna.

5.5.2.2 Wyniki Real-time PCR

Okreslono granice wykrywalno$ci oocyst T. gondii z prob odzyskowych
za pomocg Real-time PCR (Materiaty i metody, 4.4.2.2) oraz ustalono

powtarzalnos¢ wynikow (Tabela 26) (Ryciny 35 — 39).
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Tabela 26. Wykrywalnos¢ oocyst T. gondii z prob srodowiskowych za pomocg
Real-time PCR.

liczba préb dodatnich /
rodzaj préby rodzaj materiatu z jakiego liczba préb badanych
odzyskowej izolowano DNA

zawiesina osadu uzyskanego po
flokulaql

destylowana

m zawiesina osadu uzyskanego po 3/3 3/3 2/3 1/3
filtracji i IMS

rzod klewka

T W W W @m @ s @2 oA ¥ ¥ u @ u
Eyee

Rycina 35. Wynik préby odzyskowej oocyst T. gondii z ziemi. Krzywe amplifikacji genu
B1 T. gondii w Real-time PCR. Krzywe: 1 — kontrola dodatnia T. gondii, 2 - préba
zawierajaca 10* oocyst, 3 — préba zawierajaca 10° oocyst, 4 - préba zawierajaca 102
oocyst, 5 — proba zawierajgca 10 oocyst, 6 — kontrola ujemna.
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Rycina 36. Wynik préby odzyskowej oocyst T. gondii z warzyw (rzodkiewki). Krzywe
amplifikacji genu B1 T. gondii w Real-time PCR. Krzywe: 1 — kontrola dodatnia
T. gondii, 2 - préba zawierajaca 10* oocyst, 3 — préba zawierajaca 10° oocyst, 4 -
préba zawierajaca 10% oocyst, 5 — préba zawierajaca 10 oocyst, 6 — kontrola ujemna.

Rycina 37. Wynik proby odzyskowej oocyst T. gondii z owocow (truskawki). Krzywe
amplifikacji genu B1 T. gondii w Real-time PCR. Krzywe: 1 — kontrola dodatnia
T. gondii, 2 - préba zawierajaca 10* oocyst, 3 — préba zawierajaca 10° oocyst, 4 -
préba zawierajaca 10% oocyst, 5 — préba zawierajaca 10 oocyst, 6 — kontrola ujemna.
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Rycina 38. Wynik proby odzyskowej oocyst T. gondii z wody. Krzywe amplifikacji genu
B1 T. gondii w Real-time PCR. Krzywe: 1 — Kontrola dodatnia T. gondii, 2 - préba
zawierajaca 10* oocyst, 3 — préba zawierajaca 10° oocyst, 4 - préba zawierajaca 102
oocyst, 5 — proba zawierajgca 10 oocyst, 6 — kontrola ujemna.
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Rycina 39. Wynik proby odzyskowej oocyst T. gondii z filtrow Zelowych. Krzywe
amplifikacji genu B1 T. gondii w Real-time PCR. Krzywe: 1 — Kontrola dodatnia
T. gondii, 2 - préba zawierajaca 10* oocyst, 3 — préba zawierajaca 10 oocyst, 4 -
préba zawierajaca 10% oocyst, 5 — préba zawierajaca 10 oocyst, 6 — kontrola ujemna.
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5.5.2.3 Wplyw procedur odzysku oocyst T. gondii na straty materiatu

Za pomocg metod molekularnych okreslono przyblizone straty materiatu
(oocyst T. gondii), jakie mogg by¢é wywotane procedurami odzysku oocyst

z poszczegolnych préob srodowiskowych (Tabela 27).

Tabela 27. Przyblizone starty materiatu powodowane procedurami odzysku oocyst
T. gondii. + oznaczono wynik dodatni uzyskany w badaniu molekularnym (PCR oraz
Real-time PCR), (+) oznaczono wynik dodatni uzyskany tylko w reakcji Real-time
PCR, - oznaczono wynik negatywny badania molekularnego.

wynik dodatni badania
molekularnego

warunki eksperymentu rodzaj préby badanej liczba oocyst T. gondii w

inokulum
10 10° 10> 10
izolacja DNA bez etapdéw odzyskiwania zawiesina oocyst T.gondii +
oocyst z materiatu Srodowiskowego w wodzie destylowanej
PSR [ o
izolacja DNA z prob odzyskowych + + (+) B

woda destylowana + + + (+)

filtr zelowy + + - -

+ + +

5.5.3 Porownanie granicy detekcji T. gondii metoda mikroskopowg i
molekularng

Poréwnano efektywnosc¢ zastosowanych metod detekcji (mikroskopowej,
PCR i Real-time PCR) w wykrywaniu Toxoplasma gondii z poszczegdlnych
préb odzyskowych (Tabela 28).
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Tabela 28. Poréwnanie granicy detekcji pasozyta T. gondii z odzyskowych préb
srodowiskowych metodg mikroskopowg, PCR i Real-time PCR. NB oznacza, Zze nie
wykonano takiego testu.

liczba wykrywanych oocyst T. gondii w

rodzaj préby prébie
odzyskowej metoda detekcji T. gondii

mikroskopowa PCR Real-time
PCR

10* 10° 102

4 3

10° 10? 10

woda destylowana

2
woda NB 103 102
powierzchniowa
filtr zelowy 10° 10° 10°

Przeprowadzone badania wykazaty, ze metody molekularne sg czulsze
w wykrywaniu oocyst T. gondii w prébach $rodowiskowych niz metody
mikroskopowe. Przy czym, Real-time PCR jest czulszy niz PCR z wyjatkiem
prob truskawek oraz filtréw zelatynowych. Wykazano réwniez, ze procedury

odzysku powodujg utrate czesci oocyst.
5.6 WYNIKI BADANIA PROB SRODOWISKOWYCH
5.6.1 Wyniki badania préb ziemi

5.6.1.1 Odsetek préb dodatnich uzyskanych technika PCR i Real-time
PCR

tacznie przebadano 151 prob ziemi zebranych na terenie wojewddztwa
pomorskiego (Trojmiasto i okolice) oraz warmihsko—mazurskiego (okolice
Elblaga). Wyniki przedstawiono w Tabeli 29, 30 i 31 oraz na Rycinach 40-43.
Petne zestawienie prob dodatnich w PCR oraz Real-time PCR umieszczono

w Zatgczniku 6.



Tabela 29. Udziat prob dodatnich w poszczegdlnej grupie badanej ziemi.

proby dodatnie w | préby dodatnie w

rodzaj proby liczba prob Real-time PCR

zbadanych

ogrodki przyblokowe
Smietniki

piach hatdy piasku gospodarczego

miejski | podwoérka miejskie

_----
_----

piach wiejski

Tabela 30. Zanieczyszczenie ziemi oocystami T. gondii w badanych miejscowosciach.

préby dodatnie w préby dodatnie w
liczba prob Lo
miejscowosé P PCR Real-time PCR

SR ke % tiabaw
m 59 11 18,6 15 25,4
one B
——-——

EIqug
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Wejherowo tereny
wiejskie

Gdynia

Rycina 40. Zanieczyszczenie ziemi oocystami T. gondii w badanych miejscowosciach:
1 — proby badane, 2 — proby dodatnie w reakcji PCR, 3 — proby dodatnie w Real-time

PCR.

Tabela 31. Zanieczyszczenie piaskownic w Trojmiescie oocystami T. gondii.

préby dodatnie | préby dodatnie w
w PCR Real-time PCR

liczba prob
zbadanych

liczba % liczba %
10 20 12 24
2 9,1 6 12
3 14,3 4 19
Tréjmiasto 15 16,1 22 23,6
(razem)
100
50
0
Tréjmiasto Gdansk Sopot Gdynia
ml 2 m3

Rycina 41. Stopieh zanieczyszczenia piaskownic oocystami T. gondii w Tréjmiescie:
1 — préby badane, 2 — préby dodatnie w PCR, 3 — proby dodatnie w Real-time PCR.
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3 45 6 7 8 9 10 11 12 13

190 pz

14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

190 pz

Rycina 42. Przyktadowy wynik amplifikacji fragmentu genu B1 T. gondii technikg PCR
z préb $rodowiskowych ziemi. Sciezki: 1, 14 — marker wielkosci (pUC19 DNA/Mspl
(Hpall) Marker, 23, Fermentas, Litwa), 2 — kontrola dodatnia T. gondii, 3 — Gdynia,
ul. Waniliowa, piaskownica, 4 - Gdynia, ul. Balladyny, piaskownica, 5 - Gdynia,
ul. Makuszynhskiego, piaskownica, 6 - Gdynia, ul. Nowowiczlinska, 7 - Gdynia,
ul. Powstania Styczniowego, IMMIT, piach gospodarczy, 8 - Gdynia, ul. Imbirowa,
piaskownica, 9 - Gdynia, ul. Baczynhskiego, piaskownica, 10 - Gdynia, ul. Cechowa,
piaskownica, 11 - Sopot, ul. 23 Marca, piaskownica, 12 - Gdynia, ul. Powstania
Styczniowego, IMMIT, piach gospodarczy, 13 - Gdynia, ul. Kcynska, piaskownica,
15 - Gdynia, ul. Porazinskiej, piaskownica, 16 - Gdynia, ul. Powstania Styczniowego,
IMMIT, piach gospodarczy, 17 - Gdynia, ul. Morska, piaskownica, 18 - Gdynia, Park
Chylonski, piaskownica, 19 - Gdynia Chylonia, ul. Tczewska, ogrodek kwiatowy,
20 - Wejherowo, ul. Harcerska, piach przy $mietniku, 21 - Wejherowo, ul. Harcerska,
piach przyblokowy, 22 - Gdynia, ul. Powstania wielkopolskiego 97, piach przyblokowy,
23 - Gdynia Chylonia, ul. Chylonska, piach przyblokowy, 24 — Gdynia, ul. Powstania
Slaskiego, piach przyblokowy, 25 - Wejherowo, ul. Chopina, piach przy $mietniku,
26 - kontrola ujemna.

Pozostate elektroforogramy ilustrujace wyniki PCR dla préb ziemi znajdujg sie
w Zatgczniku 16.
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Rycina 43. Wynik amplifikacji fragmentu genu B1 T. gondii technikg Real-time PCR
z préb srodowiskowych ziemi. 1 - kontrola dodatnia T. gondii, 2 — Gdynia, ul. Powstania
Styczniowego, IMMIT, 3 — Gdansk Zaspa, ul. Dywizjonu 303, 4 - Gdynia, ul. Powstania
Styczniowego, IMMIT, 5 - Wejherowo, ul. Harcerska, 6 - Sopot, ul. 23 Marca,
7 - Wejherowo, ul. Chopina, 8 - Gdynia, ul. Hutnicza, 9 - Gdynia, ul. Porazinskiej,
10 - Sopot, ul. Zeromskiego, 11 - Gdansk Przymorze, ul. Sztormowa, 12 - Gdynia, ul.
Sezamowa, 13 - Gdynia, ul. Tuwima, 14 - Rybno (gospodarstwo1), 15 - Gdansk
Chetm, ul. Wieckowskiego,16 - 54 proby ujemne, 55 - kontrola ujemna.

Pozostate wykresy ilustrujgce wyniki PCR dla prob ziemi znajdujg sie
w Zatgczniku 17.

Przeprowadzone badania molekularne wykazaty zanieczyszczenie
badanych prob ziemi pasozytem T. gondii. Odsetek préb dodatnich zebranych
w miastach wynosi 17,1% w PCR i 25,7% w Real- time PCR, podczas gdy
wsrod préb zebranych z terendw wiejskich tylko jedna okazata sie dodatnia
(tylko w Real-time PCR).

5.6.1.2 Wyniki testu inhibicji PCR

Inhibicje PCR zanotowano w 5 probach badanej ziemi: dwie proby
pochodzity z miejskich ogrédkéw dziatkowych, natomiast trzy pozostate
z wiejskich ogrodéw przydomowych (Tabela 32, Rycina 44). W prébach

z piaskownic natomiast nie zanotowano inhibicji PCR.
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Tabela 32. Wyniki testu na inhibicje PCR w probach ziemi.

liczba proby z inhibicja PCR

rodzaj préby badanych

prob ziemi iezba %
piaskownice 0 -
piach miejski 0 -
dziatki miejskie 2 25
piach wiejski 3 17,6
5 3,3

1234567 8 9101112 1314151617 181920,

-—
-—
-
-

BN Laabsblbsbbanaaaas

21 22 23 24 25 26 2728 29 3031 32 33 34 35 3637 38 394(

a _ a
DN E AL BUAUALAANA Rasaz

Rycina 44. Kontrola inhibicji dla préb $rodowiskowych ziemi. Sciezki: 2 - kontrola
dodatnia T. gondii, 20, 21, 40 — marker wielkosci (pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker,
23, Fermentas, Litwa), 24 — préba z inhibicjg PCR, 3 - 19, 22, 23, 25 -39 — brak inhibicji
PCR.

5.6.1.3 Wyniki genotypowania préb dodatnich
5.6.1.3.1 Wyniki RFLP

Wszystkie proby dodatnie wyselekcjonowane na podstawie amplifikacji
fragmentéw genu B1 T. gondii (PCR), poddano probie genotypowania.
Wykonano reakcje amplifikacji fragmentow genu SAG2 T. gondii i nastepnie
uzyskane produkty reakcji poddano analizie restrykcyjnej (Materiaty i metody,
4.13). Genotyp wykrytych pasozytow mozliwy byt do ustalenia tylko
w przypadku tych préb, w ktérych uzyskano pozytywng amplifikacje fragmentéw
genu SAG2 z konca 3’ oraz 5’ (Rycina 45, Zatacznik 7).
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Wyniki analizy restrykcyjnej wykazaty, ze badane préby zanieczyszczone
byly genotypami SAG2| oraz SAG2Il pasozyta (Rycina 46). Proby te pochodzity
z piaskownic dla dzieci oraz piasku osiedlowego (Tabela 33 oraz Zatgcznik 7).
Doktadne zestawienie wszystkich genotypowanych préb srodowiskowych

umieszczono w Zatgczniku 7.

Tabela 33. Wynik genotypowania T. gondii izolowanego z prob srodowiskowych gleby.
| — genotyp SAG2 I, Il — genotyp SAG2II.

piaskownice 22 15 5 4 1
piach osiedlowy 13 8 4 2 2
razem 35 23 9 6 3

Rycina 45. Wynik amplifikacji fragmentéw genu SAG2 przeprowadzonej na prébach
ziemi wybranych do genotypowania T. gondii (przyktadowy elektroforogram): A)
amplifikacja fragmentu konca 3’ genu, B) amplifikacja fragmentu konca & genu.
Sciezki: 1 — marker wielkosci (pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23, Fermentas, Litwa),
2 — 18 proby ziemi, 19 — kontrola ujemna.
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SAG2I| SAG2II

A) trawienie konca 3’

242pz—>;. . “ . . ‘ . i ;

B) trawienie konca 5’

Rycina 46. Wynik RFLP (przyktadowy elektroforogram): A) trawienie konca 3’; B)
trawienie konca 5 amplifikowanego fragmentu genu SAG2 T. gondii. Sciezki: 1 —
marker wielkosci (pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23, Fermentas, Litwa), 2 - kontrola
dodatnia genotyp SAG2Il, 2 — kontrola dodatnia genotyp SAG2Il, 4 - 8 préby
Srodowiskowe z genotypem SAGZ2I, 9, 10 — préby srodowiskowe z genotypem SAG2II.

5.6.1.3.2 Wyniki sekwencjonowania préb poddanych badaniu RFLP

Wszystkie proby, w ktérych uzyskano pozytywng amplifikacje genu
SAG2 T. gondii poddano sekwencjonowaniu na analizatorze DNA (Materiaty
i metody, 4.12).

Analiza uzyskanych sekwencji pod katem obecnosci miejsc
restrykcyjnych dla enzyméw Cfol w przypadku fragmentu konca 3’ oraz Sau3Al
w przypadku fragmentu konca 5 genu SAG2 T. gondii potwierdzita wyniki

analizy restrykcyjnej.

5.6.1.4 Wyniki analizy ilosciowej technikg Real-time QPCR

Wszystkie préby, ktére daty wynik pozytywny w Real-time PCR,
poddano iloSciowemu badaniu za pomocg Real-time QPCR (4.11.5).
Wykorzystujagc metode krzywej standardowej (Rycina 47) wyznaczono
poczatkowg liczbe kopii DNA w prébie badanej i na tej podstawie oszacowano

przyblizong liczbe oocyst T. gondii, jakg mogta by¢ zanieczyszczona proba
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(Tabela 34). W obliczeniach uwzgledniono przyblizong wielko$¢ strat na
poziomie odzyskiwania oocyst T. gondii z préb badanych (liczba oocyst
wykrywanych przez Real-time PCR bez etapéw odzyskiwania w stosunku do
liczby oocyst wykrywanych po procedurach odzysku). Wyliczenia nie biorg pod
uwage dziatania inhibitorow, ktore mogg by¢ ewentualnie obecne w probie

badane;j.

Przyjmujac, ze: a) najmniejsza liczba oocyst T. gondii wykrywana metodq
Real-time PCR bez uwzglednienia procedury odzysku wynosi 10, b)
najmniejsza liczba oocyst T. gondii wykrywana metodg Real-time PCR
z uwzglednieniem procedury odzysku wynosi 100 (Wyniki, 5.5.2.3, Tabela 27)
- straty materiatu sg dziesieciokrotne. Zatem tadunek patogenny proby badanej

(£P) mozna wyliczy¢ ze wzoru:

W
IP=Nx10/35x8

N - liczba kopii DNA wyznaczonej w Real-time QPCR
35 — liczna kopii genu B1/komoérke pasozyta

8 — liczba sporozoitéw w oocyscie

Tabela 34. Stopien zanieczyszczenia préb srodowiskowych ziemi oocystami T. gondii.

rodzaj miejsca, liczba proéb zanieczyszczonych oocystami T. gondii (wynik Real- time
z ktérego PCR)

pobrano probe liczba <10 10 - 100 100 - 1000 >1000

prob oocyst/probe oocyst/probe oocyst/probe oocyst/probe
dodatnich

piaskownice 22 14 4 3
Maczie 35 17 6 11 1




WYNIKI 114

Doktadne zestawienie wszystkich prob ziemi, dla ktérych wyliczono wartosc¢ tP

umieszczono w Zatgczniku 8.
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Rycina 47. Przykladowa krzywa standardowa Real-time QPCR wykreslona na
podstawie parametréw amplifikacji standardéw (klonowana kontrola T. gondii).

Wyniki badan pokazaty, ze wiekszo$¢ badanych prob zanieczyszczona
byta niewielkg liczbg oocyst T. gondii (ponizej 10). Z drugiej strony podobny
udziat majg proby, w ktorych zanotowano zanieczyszczenie kilkudziesiecioma
lub kilkuset oocystami. Tylko w jednym przypadku kontaminacja byta bardzo
wysoka (powyzej 1000 oocyst — proba pochodzaca z piaskownicy w Gdansku,

nr matrycy 76).
5.6.1.5 Wyniki badan mikroskopowych

W Zzadnym z wykonanych preparatéw mikroskopowych nie wykryto
oocyst T. gondii. Ich rozpoznanie pod mikroskopem nastrecza pewne trudnosci,
bowiem czesto dochodzi do znieksztatcania oocyst, a obraz jest nieczytelny
(np. przez postaci dojrzate, larwy oraz jaja nicieni wolnozyjagcych w ziemi).
Najwieksze trudnosci sprawia odklejenie oocyst od drobin ziemi, a nastepnie ich

oddzielenie w metodzie flokulacji.
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5.6.2 Wyniki badania préb warzyw i owocow
5.6.2.1 Odsetek prob dodatnich uzyskanych metoda PCR i Real-time

PCR

115

tacznie zbadano 216 préb owocow i warzyw, w tym 175 prob kupowanych

w sklepach oraz na bazarach, targowiskach i 41 préb zebranych

z przydomowych ogrodkow i dziatek. Wyniki PCR przedstawione sg w Tabeli 35

i 36 oraz na Rycinach 48 — 50. Dokfadne zastawienie wszystkich prob

dodatnich warzyw i owocow umieszczono w Zatgczniku 9.

Tabela 35. Wyniki badania préb owocow i warzyw metodg RCR i Real-time PCR.

- liczba PCR Real-time PCR
rodzaj proby badanych

préb

liczba préb % liczba préb %
dodatnich dodatnich
0 - 0 -
3 5 3 5
7 15,2 9 19,5
1 2 9 18
11 51 21 9,7

tacznie truskawki rzodkiewka marchew safata
ml 2m3

Rycina 48. Zanieczyszczenie badanych prob warzyw i owocéw oocystami T. gondii.
1 — liczba préb badanych, 2 — wynik PCR, 3 — wynik Real-time PCR.
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Tabela 36. Wyniki badania prob owocéw i warzyw kupowanych w sklepach oraz
zebranych z dzietek/ogrodow.

proby ze sklepéw préby z dziatkek

dodatni dodatni dodatni dodatni
wynik wynik wynik wynik
rodzaj préby [ITETE A Real-time liczba PCR Reaplétl"me
préb PCR préb
bada- o . bada- 0 . 0
nych liczba % liczba o nych liczba % liczba %
59 0 - 0 - 1 0 = 0 -
54 3 515 3 515 6 0 - 0 =
27 4 14.8 4 14,8 19 3 15,8 5 26,3
35 0 - 7 20 15 1 6,7 2 13,3
175 7 4 14 8 41 4 9,7 7 17,1

-9 10 11 gi12

Rycina 49. Wynik amplifikacji fragmentu genu B1 T. gondii technika PCR z préb
Srodowiskowych warzyw i owocow. Sciezki: 1,12 - marker wielkosci, 2 - kontrola
dodatnia T. gondii, 3 — satata /Kostkowo, gospodarstwo 1/, 4 — rzodkiewka /Rybno,
gospodarstwo/, 5 - marchew /Kostkowo, gospodarstwo 2/, 6 - marchew /Ole$no,
gospodarstwo/, 7 - marchew /Ole$no, gospodarstwo/, 8 - marchew /Gronowo Elblgskie
gospodarstwo1/, 9 - rzodkiewka /Gronowo Elblgskie, gospodarstwo 1/, 10 - satata
/Gronowo Elblgskie, gospodarstwo 1/, 11 - marchew /Gronowo Elblgskie,
gospodarstwo 2/.

Pozostate elektroforogramy pokazujgce wyniki PCR dla préb warzyw i owocow
zamieszczono w Zatgczniku 17.
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Rycina 50. Wynik amplifikacji fragmentu genu B1 T. gondii technikg Real-time PCR z
prob srodowiskowych owocéw i warzyw. Krzywe: 1 - kontrola dodatnia T. gondii,
2 - marchew, Chynéw, gospodarstwo, 3 - marchew, Kostkowo, gospodarstwo 1,
4 - marchew, Olesno, gospodarstwo, 5 - satata, Chynéw, gospodarstwo, 6 - safata,
Kostkowo, gospodarstwo 1, 7 - marchew, Kostkowo, gospodarstwo 2, 8 - marchew,
Olesno, gospodarstwo, 9 - 11 - proby ujemne, 12 - kontrola ujemna.

Pozostate wykresy ilustrujgce wyniki badania prob warzyw i owocow

technikg Real-time PCR znajduja sie w Zatgczniku 17.

Odsetek prob dodatnich uzyskanych w PCR wyniost 5,1 %, a w Real-
time PCR 9,7 %. Jedynie w przypadku prob truskawek nie zanotowano

zadnego wyniku dodatniego.
5.6.2.2 Wyniki testu inhibicji PCR

Inhibicie PCR zanotowano tgcznie w 62 probach warzyw i owocow,
w tym w grupie warzyw i owocéw dziatkowych: 8 (19,5 %), a w sklepowych: 54
(30, 8%) (Tabela 37, 38 i Rycina 51).

Tabela 37. Wyniki testu na inhibicje PCR w probach owocéw i warzyw.

S liczba prob liczba prob z % prob z inhibicja
rodzaj prob

50 9 18

216 62 28,7
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Tabela 38. Udziat prob z odnotowang inhibicjg PCR w grupie badanych warzyw
i owocow kupowanych w sklepach oraz zbieranych z dziatek/ogrodow.

préby ze sklepow préby z dziatek

rodzaj proby

liczba proby z inhibicjg PCR liczba préby z inhibicjg PCR
prob prob
badanych badanych
liczba % liczba %

59 32 54,2 1 1 100
54 14 25,9 6 0 -
27 2 7,4 19 4 21,0
35 6 17,1 15 3 20
175 54 30,8 41 8 19,5

*10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
—

21 22 232425 2627 28 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Rycina 51. Kontrola inhibicji dla préb $rodowiskowych warzyw i owocéw. Sciezki:
1 - kontrola dodatnia T. gondii, 9, 29 — marker wielkosci, 4, 8, 10, 15, 18, 25, 28 —
préby z inhibicjg PCR, 2, 3, 5 -7, 11 — 14, 16, 17, 19 — 24, 26, 27, 30 — 40 — brak
inhibicji PCR.

5.6.2.3 Wyniki genotypowania préb dodatnich

5. 6.2.3.1 Wyniki RFLP

Wszystkie proby dodatnie wyselekcjonowane na podstawie PCR opartej
na amplifikacji fragmentéw genu B1 T. gondii poddano genotypowaniu.

Wykonano reakcje amplifikacji fragmentéw genu SAG2 T. gondii i nastepnie
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uzyskane produkty reakcji poddano analizie restrykcyjnej (Materiaty i metody,
4.13). Genotyp wykrytych pasozytdbw mozliwy byt do ustalenia tylko
w przypadku tych prob, w ktérych uzyskano pozytywng amplifikacje fragmentow
genu SAG2 T. gondii z kohca 3 oraz 5 (Zatgcznik 10). Wyniki analizy
restrykcyjnej wykazaty, ze badane préby zanieczyszczone byly genotypami
SAG2I oraz SAG2Il pasozyta (Zatacznik 10).

5.6.2.3.2 Wyniki sekwencjonowania prob poddanych badaniu RFLP

Wszystkie préby, w ktorych uzyskano pozytywng amplifikacje genu
SAG2 T. gondii poddano sekwencjonowaniu na analizatorze DNA (Materiaty
i metody, 4.12). Analiza uzyskanych sekwencji pod katem obecnosci miejsc
restrykcyjnych dla enzyméw Cfol w przypadku fragmentu kohca 3’ oraz Sau3Al
w przypadku fragmentu konca 5 genu SAG2 T. gondii potwierdzita wyniki

analizy restrykcyjnej.
5.6.2.4 Wyniki analizy ilosciowej technikg Real-timeQ PCR

Wszystkie proby dodatnie uzyskane w Real-time PCR, poddano
ilosciowej reakcji Real-time QPCR. Wykorzystujgc metode krzywej
standardowej (Rycina 52) wyznaczono poczatkowg liczbe kopii DNA w probie
badanej i na tej podstawie oszacowano liczbe oocyst T. gondii, jaka mogta byc¢
zanieczyszczona proba (z uwzglednianiem strat spowodowanych procedurg

odzysku oocyst oraz izolacji DNA) (Zatacznik 11).

Wiedzac, ze: najmniejsza liczba oocyst T. gondii wykrywana metodq
Real-time PCR bez uwzglednienia procedury odzysku = 10, a
z uwzglednieniem procedury odzysku = 100 dla rzodkiewek, 10000 dla
truskawek (Wyniki, 5.5.2.3 Tabela 27), przyblizone straty materiatu sag
dziesieciokrotne dla rzodkiewek/marchwi i tysigckrotne dla truskawek. Zatem

tadunek patogenny préby badanej (LP) mozna wyliczy¢ ze wzoru:
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Dla rzodkiewek/marchwi:

EP=Nx10/35x8 l

Dla truskawek:

EP=Nx1000/35x 8 ]

N - liczba kopii DNA wyznaczonej w Real-time QPCR
35 — liczna kopii genu B1/komodrke pasozyta
8 — liczba pasozytow w oocyscie

Szacunkowe zanieczyszczenie badanych prob srodowiskowych byto
stosunkowo niewielkie. Liczba oocyst T. gondii przypadajgca na jedng prébe
wynosita ponizej 10. Tylko w jednym przypadku zanieczyszczenie siegato okoto
20 oocyst/probe (proba pochodzaca z gospodarstwa wiejskiego, nr matrycy
187). Srednie zanieczyszczenie wynosi: 7,2 oocyst/prébe (a z wylaczeniem

matrycy nr 187, 3 oocyst/probe badang) (Zatgcznik 11).

Rycina 52. Krzywa standardowa Real-time QPCR wykre$lona na podstawie
parametrow amplifikacji standardéw (klonowana kontrola T. gondii).

5.6.2.5 Wyniki badan mikroskopowych

Wszystkie wykonane z préb srodowiskowych warzyw i owocdw preparaty

mikroskopowe byty ujemne.
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5.6.3 Wyniki badania préb wody

W Zadnej badanej prébie wody nie uzyskano pozytywnego wyniku PCR

oraz Real-time PCR. Nie zanotowano rowniez inhibicji PCR.

Wszystkie proby byly takze ujemne w badaniu immunofluorescencyjnym

z wykorzystaniem przeciwciat mAb 4B6 oraz w preparatach mikroskopowych.
5.6.4 Wyniki badania préob powietrza

Wszystkie badane proby powietrza byly ujemne zaréwno w PCR jak

i Real-time PCR. Test inhibicji nie wykazat w zadnej prébie hamowania PCR.

Wszystkie preparaty mikroskopowe wykonane z préb srodowiskowych

powietrza byty ujemne.

5.6.5 Wyniki sekwencjonowania amplifikowanych fragmentéw genu B1
T. gondii dodatnich préb srodowiskowych

Sekwencjonowanie produktéow PCR uzyskanych z préb dodatnich
wykazato zgodnos¢ otrzymanych sekwencji amplifikowanego fragmentu
z sekwencjg genu B1 T. gondii dostepng w Banku Genow (AF179871).
Potwierdzito to wykrycie w badanych prébach s$rodowiskowych pasozyta
T. gondii (Rycina 53).
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;.=_
I

} ll ‘ I' V' “ ‘ ” ”' lH’,l l ” 1 ||_ ""“|' '“l'Hl t
1 }’ |UM .l |ni||.|1|l|l | ﬁ'u M,M u"u ] W M\M ﬂM” i '.

Rycina 53. Wynik sekwencjonowania fragmentu genu B1 T. gondii uzyskanego z jedne;j
z badanych préb srodowiskowych ziemi.




DYSKUSJA — 122

6. DYSKUSJA

6.1 ANALIZA WYNIKOW DOTYCZACYCH OPRACOWYWANIA |
OPTYMALIZACJI METODYKI DETEKCJI OOCYST T. GONDII

Praca dotyczyta, m. in. opracowania i wprowadzenia do szerszego
stosowania w badaniach epidemiologicznych i srodowiskowych nowoczesnych
metod detekcji T. gondii, opartych na technikach biologii molekularnej.

Specyficzny charakter préb srodowiskowych sprawia, ze byto to trudne zadanie.

W pracy uzyto nowoczesnych technik, niestosowanych do tego typu
badan w kierunku T. gondii wczesniej w Polsce. Przy opracowywaniu metod
badawczych i ich walidacji, nawigzana zostata wspotpraca z firmg
biotechnologiczng A&A Biotechnology (Gdynia) w kwestii opracowania
kluczowych dla projektu metod detekcji pasozyta, a takze z Université de Reims
Campagne-Ardenne i Université de Limoges we Francji, przy wdrazaniu

metody immunomagnetycznej separacji (IMS).

6.1.1 Analiza wynikéw doboru metody izolacji DNA z oocyst T. gondii
Jednym z pierwszych etapow pracy byt dobdr i optymalizacja metod
badawczych, ktére pozwolityby na skuteczng detekcje pasozyta T. gondii
w materiale srodowiskowym. Przede wszystkim zajeto sie problemem izolaciji
DNA. Jest to punkt krytyczny badan, warunkujacy wykrywalnos¢ oocyst
T. gondii. Poczatkowo, poréwnano trzy komercyjnie dostepne zestawy do
izolacji DNA Fast DNA Spin kit (for soil) (Qiagene), NucliSENS miniMAG
(BioMerieux) i Genomic Mini (A&A Biotechnology) (Materiaty i metody, 4.6.1).
Uzyskane wyniki wykazaty, ze taka ekstrakcja DNA jest mato wydajna. W
przypadku zastosowania dwoch pierwszych metod, pozytywny wynik PCR
uzyskiwano dopiero przy zanieczyszczeniu préb przynajmniej 100 oocystami
pasozyta (Wyniki 5.4.1, Tabela 18, Rycina 22 i 23). Przy czym 100%
powtarzalnos¢ wynikow byta obserwowana dopiero przy kontaminacji préby
liczbg 1000 i wiecej oocyst pasozyta (Wyniki 5.4.1, Tabela 18). Natomiast
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trzecia z testowanych metod okazata sie najmniej skuteczna, tak pod wzgledem
granicy detekcji oocyst (1000) jak i powtarzalnosci (Wyniki 5.4.1, Tabela 18,
Rycina 24). Sg to wyniki daleko odbiegajace od oczekiwan w stosunku do
efektywnej metody izolacji DNA. Przyczyng probleméw z izolacjg DNA jest
prawdopodobnie specyficzna budowa oocyst T. gondii. Kwestie te poruszali,
m.in. Dumétre i Dardé w artykule z 2003 r. Oocysty sg z definicji formami
przetrwalnymi, ktére majg za zadanie ochroni¢ komorki pasozyta przed
niekorzystnymi czynnikami zewnetrznymi. Pasozyty zamkniete sg w dwdch
sporocystach otoczonych z kolei oocystg o wytrzymatej scianie, sktadajacej sie
z 3 - 5 warstw, ale o nieokreslonej strukturze chemicznej [Dumétre i Dardé,
2003; Speer i wsp., 1998; Christie, 1978]. Taka konstrukcja podwodjnej bariery
utrudnia ekstrakcje DNA ze sporozoitow T. gondii. Wobec tego konieczne byto
dodanie etapow niezbednych do uwolnienia pasozytow z oocyst. Nie istnieje
jeden protokoét wydajnej ekstrakcji DNA z oocyst T. gondii. Proponowano do
tego celu rézne metody, zaczerpniete bezposrednio z badan nad innymi
pierwotniakami, ale do tej pory nie testowano ich wydajnosci dla T. gondii
(np. liczba cykli zamrazania/rozmrazania proby). W tej pracy zastosowano:
rozbijanie oocyst T. gondii kuleczkami cyrkonowymi w urzadzeniu Fast Prep,
szok termiczny, dziatanie detergentami i Proteinazg K (Materialy i metody,
4.6.2). Dzieki temu uzyskano wyzszg czuto$¢ metody - DNA wykrywano juz
przy najnizej skontaminowanej probie (Wyniki 5.4.2, Tabela 19, Rycina 25 i 26)
oraz uzyskano lepszg powtarzalnos¢ wynikéw (Wyniki 5.4.2, Tabela 19).
Dodatkowo, sprawdzono czy istniejg znaczne roznice w skuteczno$ci dziatania
dwoch popularnych detergentéw: jonowego detergentu SDS oraz niejonowego
Tween 20. Eksperymenty wykazaty podobne rezultaty w obu przypadkach,
z tym, ze prazki DNA obserwowane na zelu agarozowym po elektroforetycznym
rozdziale produktow PCR byty zawsze nieco intensywniejsze przy uzyciu SDS
(Wyniki 5.4.2, Tabela 19, Rycina 25). Nalezy jednak pamietaé, ze SDS jest
silnym inhibitorem PCR (przy stezeniu 0,01 % w prébie aktywno$¢ polimerazy
Taq jest obnizana do 10 %, a 0,1 % SDS hamuje jg catkowicie) i powinien byc¢
usuniety z proby przed wykonaniem reakcji. W tej pracy do dalszych badan

wybrano wariant z zastosowaniem TweenZ20.
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6.1.2 Analiza wynikéw doboru genu do wykonania PCR w celu
specyficznej detekcji DNA T. gondii.

Kolejnym, bardzo waznym krokiem byt wybér fragmentu genu do badan
PCR (Materiaty i metody, 4.3), tak, aby umozliwi¢ specyficzng i czutg detekcje
pasozyta. Po przeanalizowaniu wynikow eksperymentdéw przeprowadzonych na
genach kodujgcych specyficzne biatka T. gondii, identyfikacje pasozyta
w probach srodowiskowych oparto na wykrywaniu fragmentu genu B1. Za tym
wyborem przemawiat przede wszystkim fakt wielokopijnosci tego genu
(ti. wystepowanie w wielu kopiach w komodrce), co zwieksza szanse jego
wykrycia, w porownaniu z genem jednokopijnym, jakim jest np. gen SAGZ2.
Potwierdzity to takze podzniejsze badania préb srodowiskowych (Dyskusja,
6.2.1). Ma to duze znaczenie, biorac pod uwage specyfike materiatu
srodowiskowego, m. in. mozliwos¢ obecnosci inhibitorébw PCR. Drugim
powodem, dla ktérego wybrano ten gen, byta dobra powtarzalnos¢
uzyskiwanych wynikéw amplifikacji, co potwierdzity wstepne eksperymenty
przeprowadzone na matrycach kontrolnych T. gondii (dane nie wykazane) oraz
pozniejsze wyniki testow odzysku oocyst T. gondii i badania prob
srodowiskowych. Do tej pory na swiecie, do wykrywania T. gondii za pomocq
PCR/Real-time PCR stosowano rézne geny, np. LSU-rRNA, SSU rRNA, REP,
B1, SAG2, SAG1, 18S rRNA, ITS, TGRI. Wiekszos¢ badan dotyczyta jednak
wykrywania DNA T. gondii w prébach klinicznych lub tkankach zwierzecych.
Natomiast bardzo nieliczne z nich dotyczyly materiatu Srodowiskowego, gdzie
geny wielokopijne okazaty sie efektywniejsze. Obecnie najczesciej
wykorzystywane sg geny: B1 i REP [Dumetre i Dardé, 2007; Aubert i Villena
2009; Villena i wsp., 2004].

6.1.3 Analiza wynikéw doboru metody detekcji oraz analizy ilosciowej
DNA T. gondii technika Real-time PCR

Wstepnie zaktadano, ze technika Real-time PCR zostanie wykorzystana
w tej pracy tylko do badania ilosciowego DNA, w przypadku prob dodatnich
uzyskanych tradycyjng metodg PCR dla genu B1. Jednak w trakcie realizacji
badan postanowiono porowna¢ skutecznos¢ obu technik: tradycyjnej metody
PCR i Real-time PCR.
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Przeprowadzone eksperymenty dowiodly, Zze w badaniach préb
Ssrodowiskowych nie znajduje zastosowania technika oparta na niespecyficznej
detekcji produktow PCR z uzyciem barwnika SYBR Green (Materiaty i metody,
4.4.2.1) (Wyniki, 5.2). Kontaminacja préby badanej niepozadanym DNA
dyskwalifikuje jg w analizie ilosciowej. Barwnik SYBR Green przytagcza sie
niespecyficznie do kazdej dwuniciowej czasteczki DNA znajdujacej sie
w mieszaninie reakcyjnej. W przypadku prob sSrodowiskowych, ktore sg
materiatem wysoce heterogenicznym pod wzgledem materialu genetycznego
(mogacego pochodzi¢ od réznego rodzaju organizmdw roslinnych, zwierzecych,
mikroorganizmow), mozliwo$¢ pojawienia sie w produktach PCR fragmentéw
niespecyficznych jest stosunkowo duza. Przypadkowa kontaminacja moze
skutkowa¢ koniecznoscig powtarzania eksperymentdow oraz stratami
materialnymi (tym wiekszymi, ze reakcje czesto przeprowadza sie dla

kilkudziesieciu prob jednoczes$nie).

Wiekszg gwarancje unikniecia wynikow fatszywie pozytywnych daje
specyficzna metoda detekcji w Real-time PCR, oparta na sondach
molekularnych wyznakowanych fluorescencyjnie. Komplementarnosé¢ sondy
wzgledem docelowego fragmentu amplifikowanego genu jest dodatkowg
gwarancjg specyficznosci reakcji (oprocz starterow). Real-time zostat
wykorzystany do tej pory do wykrywania DNA T. gondii w probach wody
powierzchniowej [Villena i wsp., 2004; Aubert i Villena, 2009]. W obu
przypadkach  zastosowano sondy hybrydyzacyjne TagMan (jeden
Z najpopularniejszych rodzajow sond molekularnych). Wiekszos¢ badan byto
przeprowadzanych jednak na materiale klinicznym (podobnie jak PCR). Po
przeanalizowaniu danych literaturowych, w tym projekcie przetestowano na
matrycach dodatnich T. gondii dwa uktady oparte na amplifikacji fragmentow
genu B1 T. gondii (fragmenty umiejscowione na dwdch réznych odcinkach
sekwencji genu B1), wykrywanych za pomocg sond typu TagMan (Materiaty
i metody, 4.4.2.2). Nastepnie, do badania préb srodowiskowych wybrano ukfad
Il, opracowany przez Arkush i wsp. (Materiaty i Metody, 4.4.2.2.2). Przemawiata
za tym dobra powtarzalnos¢ uzyskiwanych wynikbw oraz wysoka czuto$¢

reakcji (kilka kopii DNA w 25 ul reakciji), co potwierdzito wyniki uzyskane przez
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projektantéw metody. Ponadto, specyficznos¢ tej reakcji byta testowana przez
Arkush i wsp. przy uzyciu DNA wyizolowanego z rdéznych gatunkow
Cryptosporidium, Sarcocystis i Neospora. W przypadku badania préb
srodowiskowych specyficznos¢ stosowanych starteréw i sondy jest istotna, aby
uniemozliwi¢c amplifikacje blisko spokrewnionych z T. gondii gatunkéw, ktére
z duzym prawdopodobieAstwem mogg by¢ obecne w badanym materiale.
W prébach wody powierzchniowej badanej przez Villena i wsp. (2004) wykryto
DNA Cryptosporidium w 19%, Giardia w 20% i Toxoplasma w 7,7%, co

potwierdza takg mozliwosc.

W dalszej czesci projektu, przy wspétpracy z firmg A&A Biotechnology
skonstruowano standard Real-time QPCR, przez wkolonowanie fragmentu
genu B1 T. gondii do wektora plazmidowego (Materiaty i metody, 4.4.1).
Standard dobrze sie amplifikowat i zostat wykorzystany z powodzeniem do
wyznaczenia poczatkowej liczby kopii DNA T. gondii w badanych probach
Srodowiskowych. Standard wykorzystano takze do ustalenia doktadnej granicy
detekcji DNA T. gondii dla PCR i Real-time PCR. R6znorodne matryce mogg
by¢ stosowane jako standard przy badaniach ilosciowych DNA, np.: genomowe
DNA, cDNA czy syntetyczne oligonukleotydy. Jednakze plazmid
z wklonowanym docelowym genem insertowym (ten sam cel molekularny

w standardzie, co w prébach badanych) jest czesto stosowanym rozwigzaniem.

Poroéwnanie skutecznosci PCR i Real-time PCR w wykrywaniu DNA
T. gondii przeprowadzone w tej pracy na serii rozcienczen standardéw
(Materiaty i metody, 4.5) wykazato, ze obie techniki charakteryzujg sie duzg
czutoscig. Real-time PCR jest jednak nieco czulszy od tradycyjnej metody
PCR. Stosujac PCR mozna wykry¢ kilkadziesigt, a Real-time PCR kilka kopii
DNA pasozyta w prébie badanej (Wyniki, Rycina 20 i 21), co teoretycznie daje
mozliwos¢ detekcji jednej komorki pasozyta. Nalezy jednak pamietac, ze sg to
dane odnotowane dla reakcji przeprowadzonej w idealnych warunkach. Nie
uwzgledniajg dziatania inhibitoréw PCR, ktére mogq znajdowac sie w prébach

srodowiskowych i powaznie ograniczy¢ wydajnosc¢ reakciji.
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6.1.4 Analiza wynikoéw doboru metodyki pobierania prob srodowiskowych
i odzysku oocyst T. gondii.

Odpowiednie pobranie prob srodowiskowych jest bardzo wazne. Istotny jest
nie tylko wybor samego miejsca, ale takze sposéb pobierania materiatu.
Badania srodowiskowe dotyczgce wykrywania oocyst T. gondii sg rzadkie i nie
istnieje jeden protokot pobierania prob, ani odzysku i detekcji T. gondii. W duzej
mierze opierano sie wiec na metodach stosowanych do wykrywania innych
pierwotniakow z préb srodowiskowych, a czes¢ metodyki wymagata nowego
opracowania. Projektujgc strategie badan nalezato bra¢ pod uwage, m.in.
zachowania defekacyjne kotéw (wybor miejsc, w ktorych mogty znajdowac sie
kocie odchody), mozliwos¢ transferu oocyst T. gondii w srodowisku
(np. wyptukiwanie ich z gleby do zbiornikbw wodnych), sprzyjajace warunki
pogodowe (np. niewielki wiatr przy pobieraniu prob powietrza, bezdeszczowa
pogoda przy pobieraniu prob gleby) oraz samg nature oocyst T. gondii

(przezywalnos$¢ w okreslonych warunkach).

Poniewaz do tej pory nie badano powietrza na obecno$é¢ T. gondii,
w zwigzku z tym konieczne byto opracowanie metody pobierania prob tego
materiatu i odzysku oocyst T. gondii. Zastosowano rozwigzanie stosowane przy
badaniach epidemiologicznych ukierunkowanych na wykrywanie bakterii
w powietrzu: urzadzenie AirPortMD8 (Sartorius) filtrujgce powietrze przez
jatowe filtry Zzelatynowe. Natomiast do odzysku oocyst zaproponowano
odwirowywanie filtra rozpuszczanego w cieptej wodzie (Materialy i metody,
4.9.4). Skuteczno$¢ tego rozwigzania okreslono wykonujgc proby odzyskowe.
Granica detekcji za pomocg metod molekularnych wyniosta 1000 oocyst. Zatem
metoda ta, podobnie jak flotacja czy flokulacja, nadaje sie do badania prob

wysoko skontaminowanych.

Dos¢ nowatorskim podejsciem jest takze zastosowanie przenosnego
zestawu do filtrowania prob wody. W zamysle, miato to pozwoli¢ na
przefiltrowanie préb wody wodociggowej, pochodzacej z kapielisk (jezior, rzek)
oraz studni odkrytych na miejscu, co znacznie usprawnia ten etap badan:
eliminuje koniecznos¢ ktopotliwego transportowania duzych objetosci ptynu do

laboratorium oraz czasochtonne i pracochtonne mycie duzych pojemnikéw na
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wode przed pobraniem kolejnej proby (co zmniejsza z kolei ryzyko
zanieczyszczenia), umozliwia takze pobranie kilku préb jednego dnia. Zadanie
to zrealizowane zostato czesciowo. Problem stanowita zbyt staba moc
akumulatorow zasilajgcych pompe, ktére zuzywajq sie w ciggu kilkuminutowej
pracy i muszg by¢ wymieniane. Wigze sie z tym koniecznos¢ wozenia w teren
duzej liczby akumulatorow. Filtrowanie na miejscu zdato egzamin w przypadku
pobierania prob wody wodociggowej, gdzie byta mozliwos¢ dotadowania
akumulatorow. Moc urzadzenia byta rowniez zbyt staba, aby pompowa¢ wode
ze studni na wysokos¢ kilku metréw. W przypadku prob wody z kagpielisk
i studni, w zaleznos¢i od liczby préb pobieranych z danego obszaru oraz ilosci
sprawnych akumulatoréw, czes¢ préb wody filtrowano na miejscu, a czesc
pobierano do zbiornikédw polietylenowych i przewozono do laboratorium. Do
odzysku i oczyszczania oocyst T. gondii z préb wody zastosowano po raz
pierwszy w Polsce opracowang przez profesor Dardé i jej zespdt (Université de
Limoges, Francja) metode immunomagnetycznej separacji z wykorzystaniem
przeciwciat monoklonalnych mAb 4B6 (Materiaty i metody, 4.9.3). Jak dotad
IMS zostat uzyty do wykrywania oocyst T. gondii w naturalnie skontaminowanej
wodzie tylko raz [Dumetre i Dardé, 2007]. Wczesniej nie byta to metoda
dostepna z uwagi na trudnosci w produkcji przeciwciat skierowanych przeciwko
Scianie oocyst/sporocyst T. gondii. Zatem wiekszo$¢ badaczy wykorzystywata
metode flotacji cukrowej [Villena i wsp., 2004; Aubert i Villena, 2009; Kourenti
i Karanis, 2006] zdajac sobie sprawe z jej wad (m. in. niespecyficznosc,

ograniczona skutecznos¢ w oddzielaniu inhibitorow PCR).

Natomiast, do odzysku oocyst T. gondii z prob gleby w tym projekcie
zaadaptowano metode flotacji z nasyconym roztworem NaNOj; (Materiaty
i metody, 4.9.1). Metoda zostata zastosowana do tego celu po raz pierwszy.
Weczesniej byta wykorzystana do wykrywania jaj geohelmintéw przez Mizgajska-
Wiktor (2005). Inni badacze, np. Afonso i wsp. (2008) badali osad uzyskiwany

po filtrowaniu przez gaze i wirowaniu zawiesiny 10 g ziemi w 2% H,SOa.
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6.1.5 Weryfikacja skutecznosci przyjetych metod badawczych na
podstawie analizy wynikéw préb odzyskowych

Wszystkie metody detekcji, ktore ostatecznie przyjeto do badania préb
srodowiskowych na obecno$¢ oocyst T. gondii, wymagaty weryfikacji w postaci
testow odzyskowych. Starannie przygotowany materiat (piach, woda, warzywa,
owoce, filtry zelatynowe) zanieczyszczano oocystami T. gondii i badano

metodami mikroskopowymi oraz molekularnymi.

Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, ze czutos¢ metod
mikroskopowych w wykrywaniu oocyst T. gondii jest niska i niewystarczajgca do
przeprowadzenia efektywnych badan srodowiskowych. W przypadku badania
prob odzyskowych z piasku, warzyw, owocéw oraz filtrow zelatynowych
(powietrze), obecnos¢ oocyst T. gondii potwierdzono tam, gdzie dodawano
10000 oocyst (Wyniki 5.5.1, Tabela 20, 21, 22 i 24). Nieco lepsze wyniki
odzysku osiggnieto dla prob wody, gdzie oocysty T. gondii wykrywano
w probach zanieczyszczonych 1000 oocyst T. gondii. (Wyniki 5.5.1, Tabela 23).
Przyczyn takiego stanu rzeczy moze byc kilka. Po pierwsze, metody flotaciji,
flokulacji i wirowania sg mato efektywne w odzysku oocyst T. gondii z préb
srodowiskowych. Przydatne sg przy duzym zanieczyszczeniu proby pasozytem.
Ponadto, metody te sa niespecyficzne, co utrudnia diagnostyke (tak
mikroskopowg jak molekularng). Wykazano to juz wczesniej w rdznych
publikacjach. Miedzy innymi nieskutecznos¢ metody flotacji w wykrywaniu jaj
geohelmintéw z prob ziemi opisata Wawrzyniak (1991). W przypadku
niewielkiego zanieczyszczenia proby ziemi jajami (50 jaj/50 g gleby) flokulacja
byta zupetnie bezuzyteczna, a przy zanieczyszczeniu préby 5000 jaj odzysk
wynosit zaledwie 4%. Kasprzak i Majewska (1995) wykazali ograniczenia
metody mikroskopowej w badaniach kryptosporidiozy u ludzi. Technika ta
pozwalata na wykrywanie Cryptosporidium przy obecnosci 50000 oocyst w 1 g
badanego katu. Badania odzysku cyst Giardia intestinalis z owocow i warzyw
przeprowadzone przez Kasprzaka i wsp. (1981) wykazaly, ze na 125 cyst
dodanych do préby odzyskowej sataty odzyskano 9,6%, a truskawek 6%.
Ograniczenie przydatnosci metod flokulacji chemicznej oraz wirowania do préb

wysokoskonataminowanych  oocystami T. gondii wykazaly badania
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przeprowadzone przez Kourenti i wsp. (2003). Wiekszos¢ osob badajacych
wode srodowiskowg w kierunku obecnosci T. gondii wykorzystywata filtracje,
jako efektywniejszy sposdb odzysku oocyst tego pierwotniaka [Villena i wsp.,
2004; Aubert i Villena, 2009; Dumeétre i Dardé, 2007]. Jak pokazaty badania
prob odzyskowych przeprowadzonych w tym projekcie, szczegodlnie trudny do
badan mikroskopowych jest obraz z osadu po flokulacji poptuczyn
warzyw/owocow, a zwiaszcza truskawek, ze wzgledu na bardzo nieczytelne tto
(duza ilos¢ drobnych zanieczyszczen). W przypadku preparatdow barwionych
dodatkowo czesto obserwowato sie znieksztatcenie oocyst T. gondii. W badaniu
autofluorescencji istnieje ryzyko wynikéw fatszywie negatywnych, gdyz nie
wszystkie oocysty wykazujg jednoczes$nie autofluorescencje w Swietle UV
(szczegdlnie przy niewielkiej liczbie oocyst). Dodatkowo, metoda ta nie jest
selektywna i moga sie takze pojawi¢ sie wyniki fatlszywie pozytywne z uwagi na
fakt, ze zjawisko autofluorescenciji jest powszechne wsrod kokcydidw. Nie bez
znaczenia w badaniach mikroskopowych ma takze czynnik ludzki. Sg to
badania, ktorych wynik jest subiektywng oceng badajgcego. Ryzyko pomyitek
jest zmniejszone w przypadku, gdy mamy do czynienia z selektywng metodg

odzysku, np. immunomagnetyczng separacje oocyst stosowang do prob wody.

Wyniki moich doswiadczen jednoznacznie wskazuja, ze metody
molekularne sg lepsze do wykrywania obecnosci T. gondii w prébach
srodowiskowych. Pozwalajg na szybsza detekcje (kilkadziesigt — kilkaset préb
w ciggu kilku godzin) w stosunku do metody mikroskopowej, gdzie na doktadne
obejrzenie jednego preparatu nalezy poswieci¢ przynajmniej 10 - 15 min.
Przewyzszajq je takze specyficznosciag i czutoscig. Granica detekcji obnizyta sie
0 jeden rzad wielkosci przy zastosowaniu PCR, w poréwnaniu z badaniami
mikroskopowymi (za wyjatkiem préb truskawek). Zastosowanie Real-time PCR
pozwolito jeszcze bardziej polepszy¢ wykrywalnos¢ oocyst T. gondii w prébach
wody, piachu, warzyw i owocow (o jeden rzad wielkosci) (Wyniki, Tabela 28).
Przy odzysku oocyst T. gondii z wody, DNA T. gondii zanotowano juz przy
kontaminacji préby 10 oocystami (Wyniki 5.5.3, Tabela 28), cho¢ w tym

przypadku powtarzalnos¢ wynikéw jest nadal niezadowalajgca (1:3) (Wyniki,
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Tabela 26). Granica detekcji pozostata natomiast niezmienna w przypadku préb
odzyskowych z truskawek (10* oocyst) (Wyniki 5.5.3, Tabela 28).

Mimo postepdédw w udoskonalaniu metod odzysku oocyst T. gondii, nadal
wykrycie tego pasozyta przy niskim zanieczyszczeniu proby Srodowiskowej
pozostaje nieosiggalne. Wynika to przede wszystkim z ograniczen metod
odzyskowych, w czasie wykonywania ktorych dochodzi do znacznych start
materiatu. Mozna to byto zaobserwowac takze w tej pracy. Poréwnujac wyniki
izolacji DNA z zawiesiny oocyst T. gondii nie poddanej procedurom odzysku,
z wynikami préb odzyskowych mozna stwierdzi¢ (opierajac sie na wynikach
Real-time PCR), ze w przypadku prob piasku oraz warzyw mamy do czynienia
z dziesieciokrotng, w przypadku filtréw zelatynowych stukrotng, a truskawek az
tysigckrotng stratg materiatu (Wyniki 5.5.2.3, Tabela 27). Dla préb wody odzysk
pozostaje na tym samym poziomie (cho¢ przy niskiej powtarzalnosci wynikow
dla najnizszego rozcienczenia oocyst). Kolejng istotng przyczyng trudnosci jest
specyficzny charakter prob srodowiskowych. Materiat Srodowiskowy moze
zawieraC inhibitory PCR, ktérych charakter i struktura pozostajg najczesciej
nieznane. Obecnie dostepne metody odzysku oocyst T. gondii z prob
srodowiskowych (flotacja, flokulacja) nie oddzielajg pozadanego materiatu od
wiekszosci zanieczyszczen, w tym inhibitorow PCR. Zastosowanie metody
immunomagnetycznej separacji oocyst T. gondii pozwolito wyeliminowaé ten
problem. Wida¢ to wyraznie w wynikach badan przeprowadzonych w tym

projekcie.

6.2 ANALIZA WYNIKOW BADANIA PROB SRODOWISKOWYCH
6.2.1 Analiza wynikéw badania préb ziemi

O tym, ze ziemia moze byC zrodtem zarazen wywotywanych pasozytem
T. gondii wspominano w kilku publikacjach [Weigel i wsp., 1999; Teutsch i wsp.,
1979; Stagno i wsp., 1980; Coutinho i wsp., 1982]. Wyniki przeprowadzonych w
Europie badan ankietowych zarazonych ciezarnych kobiet wykazaty, ze u 17%
badanych prawdopodobng przyczyng zarazenia byta ziemia [Cook i wsp.,
2000]. Jednak ilo$¢ informacji o dystrybucji oocyst T. gondii w ziemi, opartych

o badania doswiadczalne jest znikoma [Afonso i wsp., 2008]. Wiadomo, ze
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w glebie mogg one pozostac¢ inwayzjne co najmniej przez rok [Dumétre i Dardé,
2003]. Wyniki przedstawiane w tej rozprawie sg jednymi z pierwszych doniesien
na sSwiecie i pierwszymi w Polsce, opisujgcymi wykrywanie DNA T. gondii
w probach srodowiskowych ziemi za pomocg szybkich metod molekularnych.
Wsrdd zebranych tacznie 151 prob, DNA T. gondii wykryto stosujgc Real-time
PCR w 23% (a PCR w 15%). Poziom kontaminacji préb ziemi zebranej
w poszczegdlnych miastach Trojmiasta byt zblizony, wahat sie od 22% w Gdyni
do 26% w Sopocie, a w Wejherowie wynidést 33 % (wyniki Real-time PCR)
(Wyniki 5.6.1.1, Tabela 30). Obecnos¢ DNA T. gondii wyraznie wskazuje na
zanieczyszczenie ziemi w Tréjmiescie i okolicach oocystami pasozyta, co moze
stwarza¢ zagrozenie dla zdrowia cziowieka. Wyniki badan dostarczajg
dowodow, ze gleba moze odgrywaé wazng role w rozpowszechnianiu inwazji
T. gondii. Warto wspomnieC, ze poziom zanieczyszczenia ziemi przez DNA
T. gondii jest zblizony do tego, ktory odnotowano dla jaj Toxocara spp.

w Tréjmiescie (dane niepublikowane ZPT).

Szczegodlnie niepokojacy jest fakt duzej liczby piaskownic dla dzieci
zanieczyszczonych oocystami (24% w Real-time PCR; 16% w PCR), przy
czym najwiekszg kontaminacje tego rodzaju miejsc zanotowano w dzielnicach
Gdanska, w porownaniu z Gdynig i Sopotem (Wyniki 5.6.1.1, Tabela 31, Rycina
41). Dzieci bawigce sie w =zanieczyszczonym piasku sg narazone na
przypadkowe potkniecie oocyst, ktére moga znalez¢ sie na ich ubraniach,
zabawkach, rekach. Koreluje to 2z doniesieniami o wysokim odsetku
seropozytywnosci u dzieci, siegajgcym 8% w grupie wiekowej miedzy 1 — 5 lat
i 23% w grupie 6 — 10 lat [Szewczyk—Kramska, 1999]. Udowodniona obecnosé
oocyst T. gondii w piaskownicach stwarza realne ryzyko pojawienia sie
pierwotnej toksoplazmozy u dzieci. Wskazuje to na koniecznosc¢ lepszej
ochrony takich miejsc przed kocimi odchodami. Jest to mozliwe do osiggniecia
prostymi sposobami, na przyktad przez systematyczng wymiane piasku
w piaskownicach i/lub ograniczenie dostepu zwierzat (np. przykrywanie

piaskownic brezentem).

Piaskownice, bedace czestym miejscem defekacji kotow mogq takze

odgrywac role w rozprzestrzenianiu T. gondii w srodowisku (na przyktad przez
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wiatr, opady deszczu czy nawet bezkregowce). Dzikie koty, ktére mogg wydalaé
oocysty, czesto gromadza sie takze wokot Smietnikow (w  poszukiwaniu
pozywienia), bgdz przy hatdach piasku gospodarczego zalegajacego, np.
w celach remontowych oraz w ogrodkach przyblokowych na osiedlach miejskich
(czeste miejsca defekacji kotow). Moje badania potwierdzity, ze takie miejsca,
obok piaskownic, réwniez sg skontaminowane oocystami T. gondii. Na terenie
Trojmiasta i okolic 36% (wynik Real-time PCR) préb piasku osiedlowego byto
zanieczyszczonych pasozytem (Wyniki 5.6.1.1, Tabela 29). Wyniki badan sg
zgodne z ostatnimi doniesieniami z Francji sugerujgcymi, ze dystrybucja
przestrzenna terendw skontaminowanych przez oocysty T. gondii byta wysoce
heterogeniczna na obszarze miejskim, a kontaminacja byta najwyzsza

w miejscu defekacji kotow [Afonso i wsp., 2008].

Najbardziej zanieczyszczonymi przez oocysty T. gondii dzielnicami
Gdanska byly Srédmiescie oraz Przymorze. W Sopocie najwieksze
zanieczyszczenie zanotowano w ,Sopocie Dolnym” (okolice osiedla
Mickiewicza), a w Gdyni w dzielnicy Chylonia oraz Karwiny (Zatgczniki 12 - 15).
Jak zauwazono juz wczesniej [Dumétre i Dardé, 2003], na terenie miejskim
mozliwos¢ kontaminacji srodowiska wynika z bliskosci ludzkich domow oraz
niewielkiej powierzchni do wydalania odchodéw przez koty. W prébach gleby
zebranej z miejskich ogrédkow dziatkowych nie wykryto DNA T. gondii. Moze
by¢ to spowodowane faktem, ze wiekszos¢ tych dziatek jest potozona z daleka
od osiedli i domdéw, co ttumaczy nieobecnos$¢ lub mniejszg liczbe kotow
i w konsekwencji brak zanieczyszczenia ziemi oocystami T. gondii. Chociaz
ogrodki dziatkowe badane w Elblagu potozone sg bardzo blisko osiedla
mieszkaniowego. Brak préb dodatnich (tak badanej ziemi jak i warzyw
i owocow) mozna wytlumaczy¢ zbyt matg liczbg zebranych préb, brakiem kotow
wydalajgcych oocysty lub/i ograniczeniami metod badawczych. Tylko w jednym
przypadku ws$rdod prob gleby pochodzacych z przydomowych ogrodkéw
miejskich wynik PCR byt dodatni. Byt to przydomowy ogréd kwiatowy w Gdyni
Chylonia (préba o nr matrycy 139), na ktérego terenie i w poblizu obserwowano

duzo wolno zyjacych kotow. Miejsce to znajdowato sie w sasiedztwie blokéw
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mieszkalnych oraz w poblizu Parku Chylonskiego, w ktérym takze zanotowano

dodatnig probe pobranej ziemi.

Sugestie niektorych badaczy, ze na terenach wiejskich (szczegdlnie
potozonych wsréd pdl i tak) oocysty T. gondii mogg by¢ wydalane daleko od
domow, przez co ich wykrycie moze byc¢ trudniejsze [Dumeétre i Dardé, 2003]
znalazty odzwierciedlenie w wynikach moich badan. Z 17 prob zebranych
z gospodarstw wiejskich, tylko jedna byta zanieczyszczona pasozytem
T. gondii. Pochodzita z niewielkiego gospodarstwa we wsi Rybno (wojewddztwo
pomorskie). W prébach ziemi pobranej z pozostatych gospodarstw nie wykryto
DNA tego pierwotniaka. Stanowi to znaczacg réznice w pordéwnaniu

z zanieczyszczeniem badanych prob ziemi miejskiej.

Nie wiadomo dokfadnie jaka liczba oocyst pasozyta jest w stanie
wywotac u ludzi proces chorobowy. Wg Fayer i wsp. (2004) juz jedna potknieta
oocysta T. gondii moze wywota¢ zarazenie. Na rozwiniecie sie toksoplazmozy
ma jednak wptyw wiele czynnikdw, m.in. wirulencja szczepu toksoplazm, czy
wiasciwosci obronne zarazonego organizmu. Aby w przyblizeniu okresli¢
tadunek patogenny prob, w ktérych wykryto DNA T. gondii, uzyto Real-time
QPCR (Materiaty i metody, 4.11.5). Opracowano prosty wzér, wg ktérego przy
pewnych zatozeniach mozna w przyblizeniu okresli¢ poczatkowg liczbe oocyst
T. gondii w probie srodowiskowej. Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty,
ze tadunek patogenny préb ziemi wynosit w wiekszosci od kilku do
kilkudziesieciu oocyst T. gondii (Wyniki 5.6.1.4, Tabela 34; Zatgcznik 8).

Analizujgc dane dotyczace liczby oocyst T. gondii, ktére mogty
znajdowac sie w prébach srodowiskowych ziemi (oszacowane na podstawie
wynikow Real-time QPCR) (Zatacznik 8) mozna stwierdzi¢, ze majg swoje
odbicie w tym, ktore préby gleby byty dodatnie tylko w badaniu Real-time PCR,
a ktére zaréowno w PCR jak i Real-time PCR (Zatacznik 6). Obie metody sgq
skuteczne w wykrywaniu DNA pasozyta, dajac wynik pozytywny amplifikacji
przy probach zanieczyszczonych wiekszg liczbg oocyst T. gondii. Préby

dodatnie tylko w Real-time PCR byty zanieczyszczone niewielkg liczbg oocyst
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(Srednio 1.24). Potwierdza to tym samym wyniki badan eksperymentalnych, ze

Real-time PCR jest czulszy niz PCR.

Analizujac wyniki PCR dla genu SAG2 (reakcje wykonane w celu
genotypowania) mozna zaobserwowaé, ze uzyskano rezultat dodatni
(amplifikacja obu koncow genu) tylko dla 39% préb ziemi, ktére byty uprzednio
pozytywne w PCR z genem B1 (Zatacznik 7). Potwierdza to nizszg skutecznosc¢
amplifikacji fragmentow genu SAG2 w okreslaniu odsetka prob dodatnich. We
wszystkich préobach ujemnych w badaniu PCR dla genu B1, wynik PCR dla
genu SAG2 takze byt ujemny (brak reakcji z obu koncéw). Dodatkowo, mozna
stwierdzi¢ ze koniec 3’ amplifikuje sie czesciej niz koniec 5 genu SAG2
(14 : 11). Jest to zgodne z wczesSniejszymi doniesieniami literaturowymi
[Fuentes i wsp., 2001]. Potwierdza to takze stuszno$é wyboru wielokopijnego
genu jakim jest B1 do wykrywania DNA Toxoplasma gondii w probach

srodowiskowych.

Wiekszos¢ badanych miejsc zanieczyszczona byta jednym genotypem
T. gondii. Jednak w dwéch prébach (nr matrycy 10 i 27), pobranych z jednego
miejsca, wykryto dwa rézne genotypy (Zatacznik 7). Dowodzi to mozliwosci
istnienia na tym samym obszarze kontaminacji mieszanej. Aspinall i wsp.
opisali w 2002 r. wystepowanie inwazji mieszanej (typ | i Il) u 30% pacjentoéw z

toksoplazmoza wrodzong i nabytg oraz w 20% préb badanego miesa.

W przegladzie literatury mozna zaobserwowacé, ze badacze sporo uwagi
poswiecili problemowi potencjalnej obecnosci inhibitorow PCR w ziemi [Wilson,
1997; Chung i wsp., 1998; Wiedenmann wsp., 1998; Dumétre i Dardé, 2003].
Wyniki testu inhibicji przeprowadzonego w tej pracy na wszystkich prébach
ujemnych byty nieco zaskakujgce. W prébach pobranych z piaskownic nie
zanotowano inhibicji PCR, co jest prawdopodobnie spowodowane specyfikg
tego materiatu (czysty piach — bez lub z niewielkg iloscig zanieczyszczen
organicznych). Natomiast zahamowanie PCR miato miejsce w 5 prébach ziemi
pochodzacej z dziatek/ogrodéw (Wyniki 5.6.1.2, Tabela 32). W ziemi ogrodowej,
wydaje sie bardziej prawdopodobne wystepowanie wigekszej ilosci inhibitorow

PCR, ze wzgledu na obecno$¢ substancji organicznych pochodzacych, np. od
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roslin uprawianych bgadz dziko rosngcych. A wiadomo, ze produkty rozpadu

zwigzkdéw organicznych sg gtownymi inhibitorami PCR [Dumeétre i Dardé, 2003].

6.2.2 Analiza wynikéw badania préb warzyw i owocéw

Na temat wykrywania oocyst T. gondii na spozywanych warzywach
i owocach brakuje w literaturze informacji, cho¢ pojawiaty sie sugestie, iz moze
to by¢ jedno ze zrédet inwazji u ludzi [Dumeétre i Dardé, 2003]. Istniejg
doniesienia dotyczace wykrywania innych pierwotniakbw na owocach
i warzywach. M.in. maliny okazaty sie waznym dla ludzi zrodtem inwazji
Cyclospora cayetanensis, kokcydium blisko spokrewnionym z T. gondii
[Dumétre i Dardé, 2003]. Metode flokulacji, ktora zostata uzyta w tej pracy,
wykorzystywano wczesniej do odzysku oocyst Cryptosporidium z prob warzyw
i owocow [Vesey i wsp, 1993; Campbell i wsp., 1994; Zuckerman i wsp., 1997]
oraz cyst Giardia [Ho i wsp., 1995]. W Polsce proby srodowiskowe warzyw
i owocow zebrane na terenie Wielkopolski, poddawano badaniu w kierunku

mikrosporidiéw [Jendrzejewski i wsp., 2007].

Chiodne i wilgotne warzywa i owoce mogg dostarcza¢ optymalnego
srodowiska dla przezywania oocyst T. gondii. Eksperymentalnie wykazano, ze
mogg one przezy¢ na malinach przechowywanych 8 tygodni w 4°C [Kniel
i wsp.,2002]. Jednak szersze badania $rodowiskowe nie byly dotad
prowadzone. Zatem, wedtug mojej wiedzy, jest to pierwsza proba przebadania
duzej liczby prob surowych warzyw i owocdw pod katem zanieczyszczenia tym
pasozytem. Zebrano i zbadano tagcznie 206 prob warzyw i owocéw kupowanych
na bazarach i w sklepach oraz zbieranych z ogrodkow warzywnych (na wsiach
i w miejskich ogrodkach dziatkowych). Badania wykonane technikg Real-time
PCR wykazaty okoto 10% préb dodatnich, podczas gdy PCR 5% (Wyniki
5.6.2.1, Tabela 35).

Najwiecej badanych préb pochodzito ze sklepdéw, marketéw, straganow
na bazarach, rynkach itp. (Zatagcznik 3). W prébach kupowanych
w hipermarketachnie wykryto DNA T. gondii. Jest to prawdopodobnie zwigzane
z faktem, ze te warzywa i owoce przewaznie pochodzg od duzych dostawcow.

Czesto hodowane sg w wielkich szklarniach i na polach oddalonych od miejsc
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zamieszkatych przez ludzi i tym samym z mniejszym prawdopodobienstwem
obecnosci zwierzat kotowatych. Poza tym, czesto warzywa i owoce
przetrzymywane sg w magazynach, a bezposrednio przed sprzedazg podlegaja
procesom przygotowawczym i odswiezajagcym (np. spryskiwaniu woda).
Oocysty T. gondii, ktore mogtyby sie znajdowaC na produktach sg
prawdopodobnie sptukiwane. W przypadku mniejszych sklepikow, handlarzy
przydroznych, sprzedawcow bazarowych (czerpigcych produkty z wiasnych,
niewielkich upraw) jest wieksze prawdopodobienstwo kontaktu warzyw czy
owocow z odchodami kotow. W tej wtasnie grupie prob badanych odnotowano
obecnos¢ DNA T. gondii (8 % w Real-time PCR, 4 % w PCR) (Wyniki 5.6.2.1,
Tabela 36).

W matrycach pochodzgcym z gospodarstw wiejskich, DNA T. gondii
wykryto technika Real-time PCR w 7 przypadkach (17%) (w PCR w 4
przypadkach) (Wyniki 5.6.2.1, Tabela 36). Gospodarstwa, z ktérych pochodzity
dodatnie proby, w wiekszosci byly zadbane, czyste, odznaczajgce sie dobrymi
warunkami sanitarnymi (wyjatek to gospodarstwo we wsi Chynow, gdzie
odnotowano nizszy standard higieny). We wszystkich przypadkach proby
badane pochodzity z przydomowych ogrodow warzywnych i wszedzie
odnotowano obecnos¢ wolnozyjacych oraz domowych kotow. Jezeli
przeanalizuje sie sume zebranych prob (dodatnich i ujemnych) i warunki
panujace na obszarze zbioru, to mozna zaobserwowac, ze same warunki
higieniczne nie determinowaty liczby prob dodatnich. W wojewodztwie
pomorskim, we wsi Kostkowo, w gospodarstwie 1 zanotowano dwie préby
dodatnie (gospodarstwo potozone na uboczu, w lesie, oddalone okoto 1 km od
reszty zabudowan), w gospodarstwie 2 jedna z dwéch prob byta dodatnia, a w
gospodarstwie 3 - obie proby byly ujemne (gospodarstwo 2 i 3 potozone
niedaleko siebie). W dwdch kolejnych wsiach, gdzie panowaty gorsze warunki
sanitarne, w Chynowie zanotowano dwie proby dodatnie, natomiast w Rybnie
obie badane préby byly ujemne. Kolejnym przyktadem sg wsie Gronowo
Elblaskie i Olesno (wojewddztwo warminsko-mazurskie), potozone bardzo
blisko siebie (w odlegtosci 0,5 km), z zadbanymi podworkami. Zanieczyszczenie

zanotowano tylko w Oles$nie. Wydaje sie wiec, ze warunki sanitarne otoczenia
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nie byly czynnikiem znaczgaco wptywajagcym na poziom zanieczyszczenia
Ssrodowiska oocystami T. gondii. Podstawowym warunkiem jest obecnos$¢ kotow
wydalajgcych oocysty. Proby ujemne sg wynikiem najprawdopodobniej braku
zwierzat wydalajgcych oocysty na badanym terenie. Chociaz nie nalezy
lekcewazyC ograniczen metod badawczych oraz stosunku powierzchni
gospodarstwa (ogrodu/pola) do niewielkiej objetosci badanej proby. Przy matym
zanieczyszczeniu terenu, mimo potencjalnej obecnosci pasozyta, mozliwe, ze

nie udato sie go wykryc.

Ogodlnie, nizszy niz w przypadku prob ziemi odsetek préb dodatnich
moze sugerowac, ze warzywa i owoce stanowig mniejsze zagrozenie zarazenia
sie pasozytem T. gondii. Jednakze swiadomos$¢, ze liczba oocyst w probie
mogta znajdowac sie ponizej granicy detekcji dostepnych metod badawczych
kaze byC ostroznym. Nie bez znaczenia jest tu takze duzy odsetek prob
z zanotowang inhibicjg PCR (29%) (Wyniki 5.6.2.2, Tabela 37). Przy czym,
zahamowanie PCR w najwiekszym stopniu dotyczy prob truskawek (ponad
potowa badanych). Wynika to prawdopodobnie z faktu, iz w trakcie procesu
wytrzgsania w wodzie, truskawki, majgce delikatng strukture, czesciowo
rozpadajg sie. Osad poflokulacyjny zawiera zatem duze ilosci Sluzu
i rozdrobnionych czesci owocéw, co utrudnia odzysk oocyst T. gondii.
Problemowi temu prébowano zapobiega¢ dodajac do ptuczacych sie prob
owocéw detergent Tween 20. Takie niekorzystne zjawisko nie wystepowato w

przypadku warzyw, ktore majg bardziej zbitg strukture.

Wyniki badania ilosciowego préob warzyw technikg Real-time PCR
wykazaty zanieczyszczenie prob dodatnich liczbg srednio trzech oocyst na
prébe (z wytgczeniem jednego ekstermum (proba o nr matrycy 187,
zanieczyszczona liczbg 19 oocyst) (Zatagcznik 11). Wyniki badan potwierdzajg
(tak, jak w przypadku préb ziemi), ze przy bardzo matym zanieczyszczeniu

(ponizej 2 oocyst) czutos¢ Real-time PCR jest wieksza niz PCR.

Podobnie jak przy badaniach préb ziemi, PCR z genem SAG2 okazat sie

mniej czutym badaniem niz z genem B1. W przypadku warzyw i owocow
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amplifikacja genu SAG2 potwierdzita tylko 73% préb dodatnich otrzymanych

w reakcji z genem B1 (Zatgcznik 10).

6.2.3 Analiza wynikéw badania préb wody

W Zadnej z badanych préb wody (woda pitna, kapieliska, studnie) nie
odnotowano obecnosci DNA T. gondii. W miejscach tych mogto nie dojs¢ do
zanieczyszczenia wody oocystami tego pierwotniaka. Chociaz w takim
srodowisku oocysty mogg by¢ bardzo rozproszone i przy niewielkiej

kontaminacji, mozliwe, ze nie zostaty wykryte.

Nie wystgpita takze inhibicia PCR. Mozna ten fakt przypisaé
zastosowaniu techniki IMS do odzysku oocyst T. gondii, gdyz jednym z zadan
tej metody jest przeciwdziatanie inhibicji PCR przez oddzielenie oocyst od

zanieczyszczenh znajdujacych sie w wodzie.

Oocysty rozsiewane w S$rodowisku przez wiatr lub sptukiwane
Zz powierzchni gruntu po wystgpieniu opadow deszczu mogq zanieczyszczad
zbiorniki wodne. Wiekszos¢ epidemii toksoplazmozy na swiecie wywotanych
oocystami T. gondii miata swoje zrodto w zanieczyszczonej wodzie. Przyktadem
moze by¢ epidemia, ktéra wystapita w Viktorii w Kanadzie w 1995 roku. 110
przypadkow toksoplazmozy wywotanych byto piciem wody ze zbiornika
niefiltrowanej wody pitnej, do ktérego dostaty sie zawierajgce oocysty T. gondii
odchody kotow. Zatem, podjeto proby ustalenia metodyki wykrywania oocyst
T. gondii w wodzie. Wiekszo$¢ eksperymentdow byta przeprowadzana
w warunkach laboratoryjnych (woda destylowana Ilub wodociggowa
zanieczyszczana wysokg liczbg oocyst), ktore sg dalekie od tych, panujgcych w
naturalnie skontaminowanych prébach $rodowiskowych [Kourenti i wsp., 2003;
Villena i wsp., 2004; Dumeétre i Dardé, 2007]. Jedynie nieliczne badania
dotyczyty wykrywania oocyst T. gondii w naturalnie skontaminowanej wodzie
[Dumetre i Darde, 2003; Villena i wsp., 2004; Kourenti and Karanis, 2006; de
Moura i wsp., 2006; Sroka i wsp., 2006]. W Polsce wykryto je w wodzie
pobieranej ze studni (odkrytych, ptytkich, o niskim standardzie sanitarnym)

znajdujacych sie w okolicach Lublina [Sroka i wsp., 2006].
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6.2.4 Analiza wynikéw badania préb powietrza

Wszystkie przebadane proby powietrza byly ujemne w badaniach
molekularnych na obecnos¢ T. gondii. W zadnej nie odnotowano takze inhibicji
PCR. Sg to wyniki spodziewane. Istnieje pewne prawdopodobienstwo, ze
w sprzyjajacych warunkach (m. in. przy duzym zanieczyszczeniu ziemi
oocystami T. gondii w miejscach defekacji kotdw) moze nastgpic
zanieczyszczenie powietrza pasozytem. Jednak istnieje wiele ograniczen
metodyki badan. Przy pobieraniu préb bardzo istotne sg, m. in. warunki
pogodowe (stoneczna pogoda, suchy grunt, niewielki wiatr). Poza tym, oocysty,
ktdre znajdowatyby sie w powietrzu bytyby prawdopodobnie rozproszone, co
utrudnia ich wykrycie i wymusza filtrowanie duzych objetosci powietrza. Do tej
pory nie ukazaty sie zadne publikacje opisujgce badania prob powietrza na
obecnos$¢ T. gondii. Byla to zatem pierwsza proba badania tego materiatu

srodowiskowego pod katem kontaminacji oocystami tego pasozyta.

6.2.5 Analiza wynikéw genotypowania dodatnich prob srodowiskowych

Izolaty T. gondii zostaty sklasyfikowane w trzy gtdéwne typy klonalne (I, II,
[ll), na podstawie pojedynczego loci (gen SAG2), badz analizy opartej na wielu
loci [Howe i Sibley, 1995; Nowakowska i wsp., 2006]. Nie ulega watpliwosci, ze
rozpowszechnienie genotypu T. gondii w srodowisku pozostaje wcigz nieznane,
a z punktu widzenia zagrozenia dla zdrowia cziowieka jest to kluczowa
informacja. W tej pracy w badanych probach srodowiskowych zostaty wykryte
dwa genotypy: SAG2 typ | oraz SAG2 typ Il. Informacje na temat wystepowania
genotypow Toxoplasma w Polsce sg bardzo skape. Najpierw pojawity sie
doniesienia o wykryciu genotypu |l u dzieci cierpigcych na toksoplazmoze
wrodzong [Nowakowska i wsp., 2004], a ostatnio opisano dwa izolaty z miesa
kurczakéw jako nieokreslony typ, z allelem typu | na SAG2 locus [Dubey i wsp.,
2008]. Co ciekawe, wyniki moich badan wykazaty obecnos¢ pasozytow
o genotypie SAG2 typ | w 12 przypadkach (6 w prébach ziemi i 6 w probach
/warzyw) oraz SAG2 typ Il w 5 przypadkach (3 w prébach ziemi i 2 w prébach
warzyw). Te dane s niespodziewane, gdyz typ | jest rzadziej spotykany u ludzi
i zwierzat w catej Europie, podczas gdy typ Il dominuje [Owen and Tress, 1999;

Ajzenberg i wsp., 2002]. Nie ulega natomiast watpliwosci, ze oba wykryte
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w prébach srodowiskowych genotypy sa niebezpieczne dla cztowieka. Jak
wynika z danych literaturowych, genotypy te majg udziat w wywotywaniu
toksoplazmozy nabytej oraz wrodzonej. Ciekawy jest takze przypadek, ze
w dwédch roznych probach, ale pobranych z tej samej hatdy piachu
gospodarczego (nr matrycy 10 i 27) wykryto genotyp SAG2| oraz SAG2II
(Zatacznik 7). Swiadczy to o mozliwosci wystepowania na jednym terenie
oocyst T. gondii o réznych genotypach. Jak wykazano wczesniej, popularna
metoda genotypowania oparta na amplifikacji genu SAG2 T. gondii ma
powazne ograniczenia — takie jak niekompletna amplifikacja obu kohcow genu
SAG2, czy niedotrawienie produktéw PCR. Badania prowadzone w tej pracy
potwierdzity te doniesienia. Najwiekszy problem stanowi ,kaprysna” amplifikacja
fragmentéw genu SAG2. Czesto amplifikacji ulegat tylko jeden z fragmentow
(Wyniki 5.6.1.5, Rycina 45; Zatgcznik 7 i 10), co niestety uniemozliwiato
przeprowadzenie analizy restrykcyjnej, badz sekwencjonowania
i w konsekwenciji ustalenie genotypu. W literaturze pojawia sie coraz wiecej
doniesien o alternatywnych metodach genotypowania T. gondii (np. analiza
mikrosatelitarna [Ajzenberg i wsp., 2004], analiza innych niz SAG2
polimorficznych gendéw, np. GRAG6 [Edvinsson i wsp., 2006]), ktére powinny
w przysztosci zastgpi¢ (uzupetnic¢) genotypowanie oparte na polimorfizmie genu
SAG2.

6.2.6 Problem okreslania zywotnosci oocyst T. gondii

Przeprowadzone badania nie pozwolity na okreslenie zywotnosci
wykrytych oocyst T. gondii i tym samym ustalenie ich inwazyjnosci dla ludzi.
Z punktu widzenia zagrozenia dla zdrowia cziowieka, informacja o stosunku
ilosci zywych i martwych oocyst T. gondii wystepujagcych w Srodowisku jest
istotna. Badania te nie mogly zostal przeprowadzone z kilku powoddw.
Brakowato odpowiednich warunkéw do przeprowadzenia biometody z uzyciem
myszy. Jest to takze metoda droga i wymagataby uzycia duzej liczby zwierzat.
Alternatywg mogtoby by¢ wykrywanie RNA pasozyta metodg odwrotnej
transkrypcji (RT-PCR) lub fluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ (FISH). Sg to
bardzo obiecujgce techniki, ale jeszcze niedostepne dla T. gondii. FISH

opracowano juz, m.in. do wykrywania zywych oocyst Cryptosporidium oraz
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Giardia. Realizujgc tg prace nawigzano wspotprace z profesorem
T. Graczykiem z Baltimore University (USA), gdzie opracowywane sg sondy
molekularne specyficzne do RNA T. gondii, jednak badania te nie sg jeszcze
ukonczone. Badania nad zastosowaniem RT-PCR nie mogly by¢

przeprowadzone z uwagi na ograniczenia finansowe projektu.

W przyszto$ci badania oparte na detekcji RNA T. gondii powinny
zastgpic metode in vivo, ktéra jest niepraktyczna w badaniach
epidemiologicznych. Badania dotyczace wykrywania oocyst T. gondii w wodzie
srodowiskowej wykazaty, ze biometoda nie potwierdzita Zadnego przypadku,
w ktérym wykryto DNA pasozyta. Powaznym jej ograniczeniem jest zatem
niemoznoS¢ wykrycia uszkodzonych oocyst (np. na skutek zastosowanych

procedur odzysku). Wykrycie RNA bytoby zatem lepszym rozwigzaniem.

Reasumujgc, dzieki zbadaniu duzej liczby préb uzyskano cenne
informacje o stopniu skazenia Srodowiska pasozytem T. gondii w Polsce
potnocnej oraz okreslono skutecznos¢ nowoczesnych metod w badaniach
Ssrodowiskowych. Udowodniono, ze istnieje realne ryzyko zarazenia sie ludzi

pasozytem T. gondii przez kontakt z zanieczyszczonym srodowiskiem.

Badania dostarczyly waznych informacji uzupetniajacych wiedze na
temat pasozyta oraz majg znaczenie praktyczne. Ich wyniki mogg przyczynié
sie w przysztosci do skutecznego monitorowania zanieczyszczenia srodowiska
i oceny stopnia zagrozenia dla ludzi T. gondii. Ponadto, opracowanie metod dla
tego gatunku otwiera droge do =zastosowania podobnych rozwigzan do
wykrywania innych patogendéw. Testowane obecnie techniki bedag
modyfikowane i dostosowywane do kolejnych badan. W MIMMIT GUMed
uruchamiana jest linia do badania wody w kierunku postaci rozwojowych
pasozytow wystepujgcych w $Srodowisku. Wyniki obecnych badan stanowig

wazny element w jej konstruowaniu.

Ponadto okreslenie zrodet zagrozenia zarazenia sie ludzi T. gondii moze
postuzyé opracowaniu w Polsce skuteczniejszego programu profilaktyki

przeciwtoksoplazmowe;.
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W badaniach wykorzystano caty zestaw nowoczesnych metod biologii
molekularnej. Poniewaz metodyka do identyfikacji T. gondii w materiale
srodowiskowym jest bardzo skapa, wymagato to dostosowania oraz
opracowania i optymalizacji nowych metod. Niektore z nich byly wprowadzone

do badan tego typu materiatu po raz pierwszy w Polsce, a takze na Swiecie.



WNIOSKI 144

7. WNIOSKI

WNIOSKI ZWIAZANE Z METODYKA PROWADZENIA BADAN
SRODOWISKOWYCH

>

Ekstrakcja DNA z oocyst T. gondii komercyjnie dostepnymi zestawami do
izolacji DNA jest mato wydajna i wymaga zastosowania etapu wstepnej
dezintegracji sciany oocyst.

Procedury odzysku oocyst T. gondii z prob srodowiskowych powodujg starty
materiatu wahajace sie od 10 do 1000 razy, w zaleznosci od zastosowanej
metody i rodzaju préby srodowiskowej.

Wielokopijny gen B1 jest lepszym celem molekularnym do wykrywania DNA
Toxoplasma gondii w probach srodowiskowych niz geny jednokopijne (np.
SAG2). W ilosciowym badaniu DNA T. gondii (Real-time QPCR) z préb
srodowiskowych metoda specyficznej detekcji oparta na sondach
molekularnych jest lepsza niz metoda niespecyficzna wykorzystujgca
barwnik SYBR Green.

Real-time PCR jest czulszy niz tradycyjny PCR w wykrywaniu DNA
Toxoplasma gondii. Granica wykrywalnosci stosowanej w tej pracy metody
PCR wynosi 50 kopii, a dla Real-time PCR 5 kopii amplifikowanego
fragmentu genu B1 T. gondii.

WNIOSKI WYNIKAJACE Z PRZEPROWADZONYCH BADAN
SRODOWISKOWYCH

Ziemia, a takze warzywa i owoce mogg by¢ Zzrodtem zarazenia pasozytem
T. gondii. Co wiecej, wykryte pasozyty charakteryzowaty sie genotypem | i Il
— oba sg niebezpieczne dla zdrowia cztowieka.

tadunek patogenny oszacowany na podstawie wynikow Real-time QPCR
wynosit w wiekszosci od kilku do kilkudziesieciu oocyst T. gondii w probie
ziemi, a tylko srednio 3 oocysty w prébie warzyw i owocow. Ujemne wyniki

z prob wody oraz powietrza, swiadczg o braku zanieczyszczenia tych



1

WNIOSKI 145

matryc T. gondii. Z drugiej strony te dwa Srodowiska sg trudne do zbadania,
ze wzgledu na duze rozproszenie oocyst.

Duza liczba piaskownic zanieczyszczonych oocystami T. gondii stwarza
ryzyko nabycia pierwotnej toksoplazmozy przez dzieci i opiekujgcych sie
nimi dorostych.

Zanieczyszczenie T. gondii warzyw i owocéw dotyczy prob uzyskanych
z mniejszych sklepikéw, od handlarzy przydroznych i sprzedawcéw
bazarowych, podczas gdy préby z duzych hipermarketow byty ujemne.
Préby srodowiskowe, gtownie warzyw i owocow, rzadziej ziemi, zawierajg
inhibitory PCR, ktérych nie zanotowano w probach wody i powietrza.
Dostepne metody odzysku oocyst T. gondii sprawdzajg sie przy duzej
kontaminacji materiatu, stad tez zanieczyszczenie srodowiska moze byc¢
znacznie wieksze niz stwierdzono.

Istnieje koniecznos¢ zwiekszenia Swiadomosci ludzi, a w szczegdlnosci
kobiet ciezarnych i/lub planujgcych cigze o mozliwosci zarazenia sie
pasozytem T. gondii przez kontakt z zanieczyszczonym srodowiskiem
(szczegdlnie kontakt z ziemig oraz jedzenie niemytych, surowych warzyw

i owocow).
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9. INDEKS SKROTOW

AIDS — Zespot Nabytego Braku Odpornosci (ang. Acquired Immunodeficiency
Syndrome)
BSA — albumina osocza krwi bydlecej (ang. Bovine Serum Albumin)
CDC - agencja rzadu federalnego USA: Centrum Zwalczania i Zapobiegania
Choréb (ang. Centers for Disease Control and Prevention)
Da — dalton (nazwa jednostki masy atomowej)
DNA — kwas deoksyrybonukleinowy
ELIFA — tchnika immunoenzymatyczno — fluorescencyjna (ang. Enzyme Linked
Fluorescent Assay)
ELISA — technika immunoenzymatyczna (ang. Enzyme Linked Immunosorbent
Assay)
FISH — technika fluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ (ang. Fluorescence in situ
Hybridisation)
IFA — technika immunofluorescencyjna (ang. Immunofluorescent assay)
IMS — technika immunomagnetycznej separacji (ang. Immunomagnetic
Separation)
ISAGA - technika aglutynacji immunoabsorbcyjnej (ang. Immunosorbent
Agglutination Assay)
MS — sekwencje mikrosatelitarne (krotkie, powtarzajgce sie sekwencje
nukleotyddéw)
PCR - Polimerazowa Reakcja tancuchowa (ang. Polymerase Chain Reaction)
pz — raz zasad
RAPD - losowa amplifikacja polimorficznych fragmentéw DNA (ang. Random
Amplification of Polymorphic DNA)
RFLP - analiza polimorfizmu fragmentéw restrykcyjnych (ang. Restriction
Fragment Length Polymorphism)
RT-PCR - reakcja odwrotnej transkrypcji sprzezona z tancuchowg reakcjg
polimerazy (ang. Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction)
SDS - sdl sodowa siarczanu dodecylu
Tris — tris[hydroksymetyloJaminometan
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10. ZALACZNIKI

W tym rozdziale umieszczono szczegétowe dane dotyczgce zebranego
materiatu badawczego oraz wyniki badan w formie doktadnych zestawien i map.
Jest to uzupetnienie i rozszerzenie rozdziatbw: ,Materiaty i metody” oraz
-Wyniki”, ktére umozliwiajg petng interpretacje wynikbw badan, a umieszczenie

ich w gtéwnych czesciach rozprawy mogtoby zaburzy¢ czytelnos¢ catej pracy.



Zatacznik 1.

Ponizej, na mapach (Rycina 54 A, B, C) zaznaczono orientacyjnie tereny
Polski Potnocnej, z ktérych pobierane byty proby srodowiskowe do badanh.
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Rycina 54 A. Mapa miejsc pobierania préb ziemi, powietrza, warzyw i owocow.
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Rycina 54 B. Mapa miejsc pobierania prob wody ze studni, rzek oraz wody
wodociggowe.
Y Studnie gtebinowe: 1 — Kopalino (matryca 13-17), 2 — Bieszkowice (matryca
23), 3 — Koleczkowo (matryca 20), 4 — potegowo (matryca 19), 5 — Gdansk
(matryca 24), 6 — Zakowo (matryca 30), 7 — Garczyn (matryca 35)
¥<  Studnie odkryte 8 — Olesno (metryce 1-4), 9 — Tczew (matryca 5)
v Rzeki: 10 —rz. Reda (matryca 44), 11 — rz. Zagoérzanka (matryca 34), 12 —rz.
Kacza (matryca 45), 13 — Kanat Elblgski (matryca 47), 14 — rz. Fiszewka
(matryca 48)
Y Woda wodociggowa: 15 — Kopalino (matryca 12), 16 — Debki (matryca 49),

17 — Krokowa (matryca 27), 18 — Wejherowo (matryca 7), 19 — Reda (matryca
31), 20 — Rumia (matryca 11), 21 — Gdynia (matryca 8 — 10), 22 — Sopot
(matryce 43), 23 — Gdansk (matryce 24, 25, 28, 42), 24 — Elblag (matryca 6),
25 — Olesno (matryca 50), 26 — Koscierzyna (matryca 40).
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Rycina 54 C. Mapa miejsc pobierania wody z jezior.

* woda pobrana z jezior (kgpieliska):

1- J. Zarnowieckie (matryca 32), 2 - J. Choczewskie (nr matryca 33), 3 — J. Salino (nr
matryca 29), 4 - J. Orle (matryca 36), 5 - J. Wyspowo (matryca 46), 6 - J. Wygoda
(matryca 21), 8 — J. Marchowo (matryca 18), 9 — J. Biate (matryca 38), 10 — J.
Klasztorne (matryca 37), 12 - J. Radunskie (matryca 39).

Rycina 54 A, B, C. Mapy ilustrujgce badane rejony, w ktoérych pobierano proby
srodowiskowe do badan. W nawiasach podano numery matryc pochodzacych
z danego miejsca zaznaczonego ha mapie.
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Tabela 39. Zestawienie zebranych préb srodowiskowych ziemi.

numer

matrycy miejsce pobrania préby rodzaj pobranej préby

1 Gdansk Chetm, ul. Cieszynskiego piaskownica

2 Gdansk Chetm, ul. Kopeckiego piaskownica

3 Gdansk Chetm, ul. Dragana piaskownica

4 Gdansk Chetm, ul. Witosa (OSIR) piaskownica

5 Gdansk Chetm, ul. Wieckowskiego piaskownica

6 Gdanisk Chetm, ul. Jabtoriskiego piaskownica

7 Gdansk Chetm, ul. Chatubinskiego (przedszkole) piaskownica

8 Gdynia Karwiny, ul. Makuszyrskiego piaskownica

9 Gdynia Redtowo, ul. Legionow piaskownica

10 * Gdynia, ul. Powstania Styczniowego, IMMIT hatda piachu(piach gospodarczy)
11 Gdansk Staréwka piaskownica

12 Gdansk Srédmiescie, teren Patacu mtodziezy piaskownica

13 Gdansk Srédmiescie, przedszkole piaskownica

14 Gdansk Srédmiescie, ul. Rzeznicka piaskownica

15 Gdanisk Srédmiescie, ul. Podwale Staromiejskie piasek przy Smietniku osiedlowym
16 Gdansk Morena, ul. Warnenska piasek przy bloku osiedlowym

17 Gdansk Morena, ul. Belgradzka Piaskownica

18 Gdansk Morena, ul. Buloriska piasek przy Smietniku osiedlowym
19 Gdansk Morena, ul. Oranska piaskownica

20 Sopot, ul. Kasprowicza piaskownica

21 Sopot,ul. Bitwy pod Ptowcami piaskownica

22 Sopot, ul. Chopina piaskownica

23 Sopot, ul. 23 Marca piaskownica (plac zabaw)

24 Gdynia Obtuze, ul. Unruga piaskownica

25 Gdynia Gtéwna, ul. Dworcowa piaskownica

26 Gdynia Redtowo, ul. Balladyny piaskownica

27 * Gdynia ul. Powstania Styczniowego, IMMIT hatda piasku (piach gospodarczy)
28 Gdanisk Morena, ul. Warnerska piasek przy Smietniku osiedlowym
29 Gdansk Siedlce, ul. Szara piaskownica

30 Gdansk Srédmiescie, ul. Zakopiarska piaskownica

31 Gdanisk Srédmiescie ul. Sotecka piaskownica

32 Gdanisk Srédmiescie, ul. Roweckiego piasek przy Smietniku osiedlowym
33 Gdansk Chetm, ul Cieszynskiego piaskownica

34 Gdynia Dgbrowa, ul. Waniliowa piaskownica

35 Gdynia Redtowo, ul. Buraczana piaskownica

36 Gdynia Dgbrowa, ul. Nowowiczliriska piaskownica

37 Gdynia Dgbrowa, ul. Imbirowa piaskownica

38 Gdynia Pogorze, ul. Baczynskiego piaskownica

39 Gdynia Obtuze, ul. Cechowa piaskownica

40 Gdynia Chylonia, ul. Kcyniska piaskownica

41 * Gdynia, ul. Powstania Styczniowego, IMMIT hatda piasku (piach gospodarczy)
42 Gdynia Karwiny, ul. Poraziiskiej piaskownica

43 Gdynia Chylonia, ul. Hutnicza piaskownica

44 Gdynia Chylonia, ul. Morska piaskownica

45 Gdynia Dabrowa, ul. Lukrecjowa piaskownica
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46 Gdynia Dgbrowa, ul. Sezamowa piaskownica

47 Gdynia Karwiny, ul. Tuwima piaskownica

48 Gdynia Dabrowa, ul. Paprykowa piasek przy Smietniku osiedlowym
49 Gdynia Chylonia, ul. Sucharskiego piaskownica

50 Sopot, ul. Zeromskiego piaskownica

51 Sopot, ul. Tuwima piaskownica

52 Sopot, ul. Mickiewicza piasek przy Smietniku osiedlowym
53 Sopot, ul. Prusa piaskownica

54 Sopot, ul. Abrahama piaskownica

55 Sopot, ul. Paderewskiego piaskownica

56 Gdansk Oliwa, ul. Husa piaskownica

57 Gdansk Oliwa, ul. Wasowicza piaskownica

58 Gdansk Oliwa, ul. Kreckiego piaskownica

59 Gdansk Oliwa, ul. Asnyka piaskownica

60 Gdansk Oliwa, ul. Kaprow piaskownica

61 Gdansk Oliwa, ul. Startowa piaskownica

62 Gdansk Zaspa, ul. Drzymaty piaskownica

63 Gdansk Zaspa, ul. Pilotow piaskownica

64 Gdansk Zaspa, ul. Dywizjonu 303 piasek przy bloku osiedlowym
65 Gdansk Zaspa, ul. Kombatantéw piasek przy bloku osiedlowym
66 Gdansk Zaspa, ul. Meissnera piaskownica

67 Gdynia, ul. Powstania Styczniowego, IMMIT hatda piasku (piach gospodarczy)
68 Gdynia, ul. Powstania Styczniowego, IMMIT hatda piasku (piach gospodarczy)
69 Gdarnisk Brzezno, ul. Sternicza piaskownica

70 Gdarnisk Brzezno, ul.E. Plater piaskownica

71 Gdansk Brzezno, ul. Mazurska piaskownica

72 Gdansk Brzezno, ul. Herbowa piaskownica

73 Gdarnisk Brzezno, ul. Broniewskiego piaskownica

74 Gdansk Przymorze, ul. Sztormowa piaskownica

75 Gdansk Przymorze, ul. Rybacka piaskownica

76 Gdansk Przymorze, ul. Gospody piaskownica

77 Gdansk Przymorze, ul. Szypréw piaskownica

78 Gdansk Przymorze, ul. Gdyniska piaskownica

79 Gdansk Przymorze, ul. Gdyniska piaskownica

80 Sopot, ul. 23 Marca piaskownica

81 Sopot, ul. Chopina piaskownica

82 Sopot, ul. Tuwima piaskownica

83 Sopot, ul. Zeromskiego piaskownica

84 Gdansk Chetm, ul. Cieszynskiego piaskownica

85 Gdansk Chetm, ul. Dragana piaskownica

86 Gdansk Chetm, ul. Witosa piaskownica

87 Gdansk Chetm, ul. Wieckowskiego piaskownica

88 Gdansk Chetm, ul. Bieganskiego piaskownica

89 Gdanisk Chetm, ul. Warneriska piaskownica

920 Gdanisk Wrzeszcz, ul. Jesionowa piaskownica

91 Gdansk,Wrzeszcz, ul. Patyzantow Piaskownica

92 Gdansk,Wrzeszcz, ul. Batorego piaskownica

93 Gdansk,Wrzeszcz, ul. Staszica piaskownica

94 Sopot, ul. Parkowa (park k. tazienek Pétnocnych) piaskownica

95 Sopot, ul. Parkowa piaskownica

96 Sopot, ul. 3 Maja piaskownica

97 Sopot, ul. 3 Maja piaskownica

98 Sopot, ul. 3Maja piaskownica
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99 Sopot, ul. Parkowa piaskownica

100 Sopot, ul. Parkowa piaskownica

101 Sopot, ul. 3 Maja piaskownica

102 Gdynia Obuze, ul. Cechowa piaskownica

103 Gronowo Elblgskie (gospodarstwol) ogréd warzywny 1

104 Gronowo Elblgskie (gospodarstwol) ogréd warzywny 2

105 Gronowo Elblgskie (gospodarstwol) podworko (obejscie domu)
106 Gronowo Elblgskie (gospodarstwo?) ogréd warzywny

107 Gronowo Elblgskie (gospodarstwo?) ogréd kwiatowy

108 Olesno (gospodarstwo3) ogréd warzywny

109 Elblag, dziatkal ogrédek dziatkowy

110 Elblag,dziatka2 ogrédek dziatkowy

111 Kostkowo (gospodarstwol) podworko, hatda piasku 1
112 Kostkowo (gospodarstwo 1) podworko, hatda piasku2

113 Kostkowo (gospodarstwo 2) podworko domowe

114 Kostkowo (gospodarstwo 3) ogréd warzywny

115 Rybno (gospodarstwo1l) podworko 1

116 Rybno (gospodarstwo 1) podworko 2

117 Gdynia, ul. Powstania Wielkopolskiego piasek przy bloku osiedlowym
118 Gdynia Chylonia, ul. Wejherowska piaskownica

119 Gdynia Redtowo, ul. Kurlanda piasek przy bloku osiedlowym
120 Gdynia Redfowo, ul. Cylkowskiego piasek przy bloku osiedlowym
121 Gdynia, ul. Powstania wielkopolskiego 68 piasek przy bloku osiedlowym
122 Gdynia, ul. Powstania wielkopolskiego 97 piasek przy bloku osiedlowym
123 Gdynia Redtowo, ul. Powstania Slgskiego piasek przy bloku osiedlowym
124 Debki (gospodarstwo) ogréd

125 Gdynia Gtéwna, ul. Wéjta Radkego piasek przy Smietniku osiedlowym
126 Gdynia Chylonia, Park Chylorski piaskownica

127 Gdynia Redtowo ,przy Al. Zwyciestwa ogrédki dziatkowe

128 Gdynia Redtowo ,przy Al. Zwyciestwa ogrédki dziatkowe

129 Gdanisk Zaspa, ul. Startowa piasek przy bloku osiedlowym
130 Gdansk Zaspa, ul. Startowa piasek przy Smietniku osiedlowym
131 Wejherowo, ul. Ofiar Piasnicy ogrod przydomowy (kwiatowy)
132 Wejherowo, ul. Ofiar Piasnicy ogréd przydomowy (kwiatowy)
133 Wejherowo, ul. Ofiar Piasnicy podwérko

134 Gdanisk Brzezno, ul. Korzeniowskiego piaskownica

135 Gdansk Brzezno, ul. Oksywska piaskownica

136 Gdarnisk Brzezno, ul. Mita piaskownica

137 Wejherowo, ul. Harcerska piasek przy bloku osiedlowym
138 Wejherowo, ul. Chopina piasek przy bloku osiedlowym
139 Gdynia Chylonia, ul. Tczewska ogrédek kwiatowy 1

140 Gdynia Chylonia, ul. Tczewska ogrodek kwiatowy 2

141 Gdynia Chylonia, ul. Chyloriska piasek przy bloku osiedlowym
142 Géra Pomorska ogréd warzywny

143 Gora Pomorska podworko

144 Orle ogréd

145 Orle podworko

146 Gdynia Redtowo, przy Al. Zwyciestwa ogrodki dziatkowe

147 Gdynia Redtowo, przy Al. Zwyciestwa ogrodki dziatkowe

148 Wejherowo ogrédki dziatkowe
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149 Wejherowo ogrédki dziatkowe
150 Wejherowo, ul. Harcerska piasek przy Smietniku osiedlowym
151 Wejherowo, ul. Chopina piasek przy $mietniku osiedlowym

*5 roznych préb pobranych z tego samego miejsca (ta sama hatda piasku gospodarczego)
Zatacznik 3.

Tabela 40. Zestawienie zebranych préb warzyw i owocéow.

T miejsce pochodzenia préby rodzaj préby miejsce zakupu lub
matrycy zebrania materiatu
1 Gdansk Wrzeszcz satata rynek
2 Gdansk Wrzeszcz satata rynek
3 Gdansk Chetm, ul. Cieszyrskiego satata ogrdodek
4 Gdansk Chetm, ul. Cieszynskiego satata ogrédek
5 Gdansk Wrzeszcz rzodkiewka rynek
6 Gdansk Wrzeszcz rzodkiewka rynek
7 Gdansk Chetm, ul. Witosa rzodkiewka ogrodek
8 Gdansk Chetm ul. Witosa rzodkiewka ogrdodek
9 Gdanisk Wrzeszcz marchew rynek
10 Gdansk Wrzeszcz marchew rynek
11 Gdansk Wrzeszcz truskawki rynek
12 Gdansk Wrzeszcz truskawki rynek
13 Gdansk Chetm, ul. Witosa truskawki sklep
14 Gdansk Wrzeszcz truskawki rynek
15 Gdansk Gtéwny truskawki hala targowa
16 Gdarnisk Gtowny truskawki hala targowa
17 Gdansk Wrzeszcz, ul. Mickiewicza truskawki sklep spozywczy
18 Gdansk Gtowny rzodkiewka hala targowa
19 Gdansk Gtowny rzodkiewka hala targowa
20 Gdansk Wrzeszcz, ul. Mickiewicza rzodkiewka sklep spozywczy
21 Gdansk Wrzeszcz, ul. Wajdeloty rzodkiewka sklep spozywczy
22 Gdansk Gtéwny satata hala targowa
23 Gdansk Gtowny satata hala targowa
24 Gdansk Wrzeszcz, ul. Wajdeloty satata sklep spozywczy
25 Gdansk Wrzeszcz, ul. Wajdeloty satata sklep spozywczy
26 Sopot, ul. Wtadystawa tokietka truskawki sklep spozywczy
27 Sopot, ul. Wtadystawa tokietka truskawki sklep spozywczy
28 Gdanisk Wrzeszcz, ul. Dmowskiego truskawki sklep
29 Gdansk Wrzeszcz, ul. Dmowskiego truskawki sklep
30 Gdansk Wrzeszcz truskawki rynek
31 Gdansk Wrzeszcz truskawki rynek
32 Gdansk Wrzeszcz rzodkiewka rynek
33 Gdanisk Wrzeszcz rzodkiewka rynek
34 Gdansk Wrzeszcz rzodkiewka rynek
35 Gdanisk Wrzeszcz rzodkiewka rynek
36 Sopot, ul. 3 maja truskawki sklep
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37 Sopot, ul. 3 maja truskawki sklep
38 Gdanisk Wrzeszcz, ul. Warynskiego truskawki sklep
39 Gdansk Wrzeszcz, ul. Warynskiego truskawki sklep
40 Gdarisk Chetm, ul. Witosa truskawki sklep
41 Gdansk Chetm, ul. Witosa truskawki sklep
42 Sopot, ul. 3 maja rzodkiewki sklep
43 Sopot, ul. 3 maja rzodkiewka sklep
44 Gdansk, Wrzeszcz ul. Warynskiego rzodkiewka sklep
45 Gdansk, Wrzeszcz ul. Warynskiego rzodkiewka sklep
46 Sopot, ul. 3 maja satata sklep
47 Gdansk Wrzeszcz, ul. Warynskiego satata sklep
48 Gdansk Wrzeszcz, ul. Dragana truskawki sklep
49 Gdansk Wrzeszcz, ul. Dragana truskawki sklep
50 Sopot, ul. Kosciuszki truskawki sklep
51 Gdynia Redtowo, ul. Legiondéw truskawki sklep
52 Gdynia Redtowo, ul. Legionow truskawki sklep
53 Gdansk Wrzeszcz, ul. Grunwaldzka truskawki sklep
54 Gdansk Wrzeszcz, ul. Grunwaldzka truskawki sklep
55 Gdynia Redtowo, ul. Legiondéw rzodkiewka sklep
56 Gdansk, Wrzeszcz ul. Grunwaldzka rzodkiewka sklep
57 Gdansk, Wrzeszcz ul. Grunwaldzka rzodkiewka sklep
58 Gdynia Redtowo, ul. Legiondéw satata sklep
59 Gdansk, Wrzeszcz ul. Grunwaldzka satata sklep
60 Gdansk Wrzeszcz, ul. Grunwaldzka satata sklep
61 Gdynia Redtowo, ul. Lotnikéw rzodkiewka sklep
62 Gdynia Redtowo, ul. Lotnikéw rzodkiewka sklep
63 Gdynia Redtowo, ul. Lotnikéw rzodkiewka sklep
64 Gdynia Redtowo, ul. Lotnikéw satata sklep
65 Gdynia Gtéwna, ul. Swietojariska truskawki sklep
66 Gdynia Gtéwna, ul. Swietojariska truskawki sklep
67 Gdynia Gtéwna, ul. Swietojariska truskawki sklep
68 Gdansk Wrzeszcz, ul. Wyspianskiego truskawki sklep
69 Gdansk Wrzeszcz, ul. Wyspianskiego truskawki sklep
70 Gdansk Wrzeszcz, ul. Wyspianskiego truskawki sklep
71 Gdansk Wrzeszcz, ul. Wyspianskiego marchew sklep
72 Gdansk Wrzeszcz, ul. Wyspianskiego marchew sklep
73 Gdynia Gtéwna, ul. Swietojariska satata sklep
74 Gdynia Gtéwna, ul. Swietojariska satata sklep
75 Gdansk Wrzeszcz rzodkiewka rynek
76 Gdansk Wrzeszcz rzodkiewka rynek
77 Gdansk Wrzeszcz rzodkiewka rynek
78 Gdanisk Wrzeszcz rzodkiewka rynek
79 Gdynia Ortowo, ul. Wroctawska rzodkiewka sklep
80 Gdynia Orfowo, ul. Wroctawska satata sklep
81 Gdynia Orfowo, ul. Wroctawska truskawka sklep
82 Gdynia Ortowo, ul. Wroctawska truskawka sklep
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83 Gdynia Ortowo, ul. Zrédlana truskawka sklep
84 Gdynia Ortowo, ul. Zrédlana truskawka sklep
85 Gdynia Ortowo, ul. Zrédlana rzodkiewka sklep
86 Gdynia Ortowo, ul. Zrédlana rzodkiewka sklep
87 Gdynia Maty Kack, ul. Ptocka truskawka sklep
88 Gdynia Maty Kack, ul. Ptocka rzodkiewka sklep
89 Gdynia Maty Kack, ul. Ptocka rzodkiewka sklep
90 Gdynia Maty Kack, ul. Ptocka marchew sklep
91 Gdansk Wrzeszcz truskawka rynek
92 Gdansk Wrzeszcz truskawka rynek
93 Gdansk Wrzeszcz rzodkiewka rynek
94 Gdansk Wrzeszcz rzodkiewka rynek
95 Gdansk Wrzeszcz marchew rynek
96 Gdansk Wrzeszcz marchew rynek
97 Gdynia Gtéwna, ul. Swietojariska truskawka sklep
98 Gdynia Gtéwna, ul. Swietojariska truskawka sklep
99 Gdynia Gtéwna, ul. Swietojariska rzodkiewka sklep
100 Gdynia Gtéwna, ul. Swietojariska rzodkiewka sklep
101 Gdynia Gtéwna, ul. Swietojariska satata sklep
102 Gdynia Gtédwna, ul. Swietojariska safata sklep
103 Gdynia Gtéwna, ul. Dworcowa truskawka sklep
104 Gdynia Gtédwna, ul. Dworcowa truskawka sklep
105 GdyniaGtéwna, ul. Dworcowa rzodkiewka sklep
106 Gdynia Gtéwna, ul. Dworcowa rzodkiewka sklep
107 Gdynia Gtéwna, ul. Dworcowa marchew sklep
108 Gdynia Gtéwna, ul. Dworcowa marchew sklep
109 Sopot, ul. Kosciuszki truskawka sklep
110 Sopot, ul. Kosciuszki truskawka sklep
111 Sopot, ul. Kosciuszki satata sklep
112 Sopot, ul. Kosciuszki satata sklep
113 Sopot, ul. Kosciuszki marchew sklep
114 Sopot, ul. Kosciuszki marchew sklep
115 Sopot, ul. Sobieskiego rzodkiewka sklep
116 Sopot, ul. Sobieskiego rzodkiewka sklep
117 Sopot, ul. Sobieskiego satata sklep
118 Sopot, ul. Sobieskiego satata sklep
119 Sopot, ul. Sobieskiego marchew sklep
120 Sopot, ul. Sobieskiego marchew sklep
121 Sopot, ul. Chopina truskawka sklep
122 Sopot, ul. Chopina truskawka sklep
123 Sopot, ul. Chopina rzodkiewka sklep
124 Sopot, ul. Chopina rzodkiewka sklep
125 Sopot ul. Grunwaldzka truskawka sklep
126 Sopot, ul. Grunwaldzka truskawka sklep
127 Sopot, ul. Grunwaldzka rzodkiewka sklep
128 Sopot, ul. Grunwaldzka rzodkiewka sklep
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129 Gdansk Gtéwny, ul. 3 maja satata bazar

130 Gdansk Gtowny, ul. 3 maja satata bazar

131 Gdansk Gtéwny, ul. 3 maja rzodkiewka bazar

132 Gdansk Gtéowny, ul. 3 maja rzodkiewka bazar

133 Gdansk Gtowny, ul. 3 maja marchew bazar

134 Gdansk Gtéwny, ul. 3 maja marchew bazar

135 Sopot Al. Niepodlegtosci truskawki sklep

136 Sopot, Al. Niepodlegtosci truskawki sklep

137 Sopot, Al. Niepodlegtosci rzodkiewka sklep

138 Sopot, Al. Niepodlegtosci satata sklep

139 Gdynia Gtéwna, ul. Dworcowa rzodkiewka sklep

140 Gdynia Gtéwna, ul. Dworcowa rzodkiewka sklep

141 Gdynia Gtéwna, ul. Dworcowa marchew sklep

142 Gdynia Gtéwna ul. Dworcowa marchew sklep

143 Gdynia Gtéwna, ul. Dworcowa satata sklep

144 Gdansk Stogi, ul. Stryjewskiego rzodkiewka ryneczek
145 Gdansk Stogi, ul. Stryjewskiego satata ryneczek
146 Gdansk Stogi, ul. Stryjewskiego marchew ryneczek
147 Sopot, ul. 3 maja rzodkiewka sklep

148 Sopot, ul. 3 maja satata sklep

149 Sopot, ul. 3 maja marchew sklep

150 Sopot, ul. 3 maja rzodkiewka sklep

151 Sopot, ul. 3 maja satata sklep

152 Sopot, ul. 3 maja satata sklep

153 Sopot, ul. 3 maja marchew sklep

154 Sopot, ul. 3 maja marchew sklep

155 Gdynia Gtéwna, ul. Wéjta Radkego rzodkiewka hala targowa
156 Gdynia Gtéwna, ul. Wéjta Radkego satata hala targowa
157 GdyniaGtéwna, ul. Wéjta Radkego satata hala targowa
158 Gdynia Gtéwna, ul. Wéjta Radkego marchew hala targowa
159 Gdynia Gtéwna, ul. Wéjta Radkego marchew hala targowa
160 Gdynia Gléwna, ul. Slaska rzodkiewka sklep

161 Gdynia Gtéwna,ul. Slaska rzodkiewka sklep

162 Gdynia Gtéwna, ul. Slaska safata sklep

163 Gdynia Gtéwna, ul. Slaska satata sklep

164 Gdynia Gtéwna, ul. Slaska marchew sklep

165 Gdynia Gtéwna, ul. Slaska marchew sklep

166 Gdynia Ortowo, Plac Gérnoslaski rzodkiewka bazar

167 Gdynia Ortowo, Plac Gérnoslaski rzodkiewka bazar

168 Gdynia Ortowo, Plac Gérnoslaski satata bazar

169 Gdynia Ortowo, Plac Gérnoslaski satata bazar

170 Gdynia Ortowo, Plac Gérnoslaski marchew bazar

171 Gdynia Ortowo, Plac Gérnoslaski marchew bazar

172 Rumia, ul. Oksywska satata ogrodek

173 Rumia, ul. Oksywska satata ogrdodek

174 Rumia, ul. Oksywska satata ogrodek
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175 Gdynia Redtowo truskawki targowisko

176 Gdynia Redtowo truskawki targowisko

177 Gdynia Redtowo truskawki targowisko

178 Wejherowo truskawki sprzedaz przy ulicy
179 Wejherowo, ul. Nanicka truskawki sprzedaz przy ulicy
180 Wejherowo, ul. Nanicka truskawki sprzedaz przy ulicy
181 Wejherowo truskawki targowisko

182 Wejherowo truskawki targowisko

183 Wejherowo truskawki targowisko

184 Tadzino marchew gospodarstwo

185 Kostkowo marchew gospodarstwo 1
186 Kostkowo satata gospodarstwo 1
187 Kostkowo marchew gospodarstwo 2
188 Kostkowo satata gospodarstwo 2
189 Kostkowo marchew gospodarstwo 3
190 Kostkowo marchew gospodarstwo 3
191 Chynéw marchew gospodarstwo

192 Chynéw satata gospodarstwo

193 Rybno satata gospodarstwo

194 Rybno rzodkiewka gospodarstwo

195 Elblag rzodkiewka ogrdédek dziatkowy1
196 Elblag satata ogrddek dziatkowy2
197 Elblag marchew ogrodek dziatkowy1
198 Elblag satata ogrddek dziatkowy1l
199 Gronowo Elblgskie marchew gospodarstwol
200 Gronowo Elblgskie rzodkiewka gospodarstwol
201 Gronowo Elblaskie satata gospodarstwol
202 Gronowo Elblgskie marchew gospodarstwo?
203 Gronowo Elblgskie satata gospodarstwo?
204 Gronowo Elblgskie marchew gospodarstwo?
205 Olesno marchew gospodarstwo

206 Olesno rzodkiewka gospodarstwo

207 Olesno satata gospodarstwo

208 Olesno marchew gospodarstwo

209 Kostkowo marchew gospodarstwo

210 Debki marchew ogréd warzywny
211 Debki satata ogréd warzywny
212 Debki marchew ogréd warzywny
213 Debki marchew ogrdéd warzywny
214 Orle marchew dziatka

215 Gdynia Redtowo marchew ogréodek dziatkowy
216 Gdynia Redtowo marchew ogrdodek dziatkowy
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Tabela 41. Zestawienie zebranych préb powietrza.
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numer miejsce pobrania opis miejsca pobrania préby
matrycy
1 Gdynia Redtowo, ul. Powstania Styczniowego w poblizu hatdy piachu gospodarczego
2 Wejherowo, ul. Ofiar Piasnicy podworko
3 Wejherowo, osiedle Chopina w poblizu smietnikéw osiedlowych
4 Gdarisk, Srodmiescie, ul. Podwale Staromiejskie w poblizu $mietnikow
5 Gdansk Zaspa, ul. Dywizjonu 303 przy ogrédkach podbalkonowych (blok)
6 Gdynia Chylonia, ul. Chyloriska w poblizu smietnikéw osiedlowych
7 Gdansk Siedlce, ul. Satecka w poblizu piaskownicy
8 Gdansk Przymorze, ul. Sztormowa w poblizu smietnikéw
9 Gdansk Brzezno, ul. Broniewskiego w poblizu $mietnikow
10 Gdansk Chetm, ul. Witosa w poblizu smietnikéw
11 Gdynia Redtowo, ul. Makuszynskiego w poblizu smietnikéw
12 Gdynia Dabrowa, ul. Waniliowa przy ogrédkach podbalkonowych (blok)
13 Gdynia Karwiny, ul. Tuwima w poblizu smietnikow
14 Sopot, ul. Mickiewicza w poblizu smietnikow
15 Gdynia Chylonia, ul. Morska w poblizu smietnikéw
16 Sopot, ul. Zeromskiego w poblizu piaskownicy
17 Sopot, ul. Abrahama w poblizu piaskownicy
18 Gdansk Oliwa, ul. Kapréw w poblizu smietnikow
19 Gdansk Brzezno, ul. Herbowa w poblizu piaskownicy
20 Gdansk Przymorze, ul. Szypréow w poblizu piaskownicy
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Tabela 42. Zestawienie zebranych préb wody.
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numer
matrycy miejsce pobrania rodzaj préby
1 Olesno (okolice Elblaga) studnia
2 Olesno (okolice Elblaga) studnia
3 Olesno (okolice Elblaga) studnia
4 Olesno (okolice Elblaga) studnia
5 Tczew studnia
6 Elblag woda wodociggowa
7 Wejherowo woda wodociggowa
8 Gdynia, ul. Wéjta Radkego woda wodociggowa
9 Gdynia Chylonia, ul. Morska woda wodociggowa
10 Gdynia Redtowo, ul. Powstania Styczniowego | woda wodociggowa
11 Rumia, ul. Batorego woda wodociggowa
12 Kopalino woda wodociggowa
13 Kopalino studnia gtebinowa
14 Kopalino studnia gtebinowa
15 Kopalino studnia gtebinowa
16 Kopalino studnia gtebinowa
17 Kopalino studnia gtebinowa
18 Koleczkowo Jezioro Marchowo, kgpielisko
19 Potegowo studnia gtebinowa
20 Koleczkowo studnia gtebinowa
21 Okolice Wejherowa Jezioro Wygoda, kapielisko
22 Gdansk, ogrédki dziatkowe studnia gtebinowa
23 Bieszkowice studnia gtebinowa
24 Gdansk, Niedzwiednik woda wodociggowa
25 Gdansk Wrzeszcz woda wodociggowa
26 Bieszkowice Jezioro Bieszkowice, kgpielisko
27 Krokowa woda wodociggowa
28 Gdansk Osowa woda wodociggowa
29 Salino Jezioro Salino, kapielisko
30 Zakowo (koto Suleczyna) studnia gtebinowa
31 Reda woda wodociggowa
32 Zarnowiec Jezioro Zarnowieckie, kapielisko
33 Choczewo Jezioro Choczewskie, kgpielisko
34 Rumia Rzeka Zagdrzanka
35 Garczyn, Osrodek Powiatowe Centrum studnia gtebinowa
Mtodziezy
36 Orle Jezioro Orle
37 Kartuzy Jezioro Klasztorne
38 Chmielno Jezioro Biate
39 Radun Jezioro Radunskie
40 Koscierzyna woda wodociggowa
41 okolice Reboszewa Jezioro Brodno Mate
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42 Gdansk Brzezno woda wodociggowa
43 Sopot woda wodociggowa
44 Reda Rzeka Reda

45 Gdynia Rzeka Kacza

46 Okolice Wejherowa Jezioro Wyspowo
47 Okolice Elblgga Kanat Elblgski

48 Fiszewo (okolice Elblgga) Rzeka Fiszewka

49 Debki woda wodociggowa
50 Olesno (okolice Elblaga) woda wodociggowa
Zatacznik 6

Tabela 43. Wyniki badan molekularnych dla préb ziemi: + wynik dodatni, - wynik
ujemny.

wynik
numer miejscowos¢ miejsce Real-
matrycy pobrania préby time PCR
8 Gdynia, ul. Makuszyniskiego  piaskownica + +
10 Gdynia, ul. Powstania piach gospodarczy + +
Styczniowego, IMMIT
- 11 Gdansk, Staréwka piaskownica + +
12 Gdarisk, Srédmiescie, teren  piaskownica + +
Patacu mtodziezy
13 GdaﬁSk, S’rédmieéde, piaskownica + +
przedszkole
Rzeznicka
7 15 Gdansk, Srédmiescie, ul. piasek przy + +
Podwale Staromiejskie émietniku
23 Sopot, ul. 23 Marca piaskownica (plac +
zabaw)
27 Gdynia, ul. Powstania piach gospodarczy +
Styczniowego, IMMIT
n 31 Gdansk, Siedlce, ul. Satecka piaskownica +
11 32 Gdarisk, Siedlce, Roweckiego ~ Piasek przy -
Smietniku
33 Gdansk, Chetm ul. piaskownica -
Cieszynskiego
41 Gdynia, ul. Powstania piasek +
Styczniowego, IMMIT gospodarczy
n 42 Gdynia, ul. Porazifskiej piaskownica -
n 43 Gdynia, ul. Hutnicza piaskownica -
]
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46
47

51
52

53
64

74

76

77

79

83
87

115

126
134

137

138

140

141

151

Gdynia, ul. Sezamowa

Gdynia, ul. Tuwima
Sopot, ul. Tuwima

Sopot, ul. Mickiewicza

Sopot, ul. Prusa

Gdansk Zaspa, ul. Dywizjonu

303

Gdansk Przymorze, ul.
Sztormowa

Gdansk Przymorze, ul.
Gospody

Gdansk Przymorze, ul.
Szypréw

Gdansk Przymorze, ul.
Gdynska

Sopot, ul. Zeromskiego

Gdansk Chetm, ul.
Wieckowskiego

Rybno (gospodarstwo1l)
Gdynia, Park Chylonski

Gdansk Brzezno, ul.
Korzeniowskiego

Wejherowo, ul. Harcerska

Wejherowo, ul. Chopina

Gdynia Chylonia, ul.
Tczewska

Gdynia Chylonia, ul.
Chyloriska

Wejherowo, ul. Chopina

piaskownica

piaskownica
piaskownica
piasek przy
Smietniku
piaskownica

piach przy bloku
osiedlowym

piaskownica

piaskownica

piaskownica

piaskownica

piaskownica

piaskownica

podwadrko

piaskownica

piaskownica

piasek przy bloku
osiedlowym

piasek przy bloku
osiedlowym

ogrédek kwiatowy

piasek przy bloku
osiedlowym
piasek przy
Smietniku
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Zalacznik 7

Tabela 44. Wyniki genotypowania (RFLP) dodatnich préb srodowiskowych ziemi: | -
genotyp SAG2I, Il - genotyp SAG2Il, NU genotyp nieustalony, + pozytywny wynik
amplifikacji, - negatywny wynik amplifikacji. Oznaczenia: p — piaskownica, b — piasek
pod balkonem osiedlowym, § — piasek wokét smietnika osiedlowego, og — ziemia
ogrodowa, pg — piach gospodarczy.

wynik PCR
miejscowos¢ il SAG2 genotyp
poblzanla koniec  koniec
préby 3 5
Gdynia, ul. Makuszynskiego + + I
10  Gdynia, ul. Powstania pg + + + + I
Styczniowego, IMMIT
m 11 Gdansk, Staréwka P + + + - NU
12 Gdansk, Srodmiescie, teren p o I ; : NU
Patacu mtodziezy
13 Gdansk, Srédmiescie, p g i g + |
przedszkole
14  Gdansk, Srédmiescie, ul. p i - + + |
Rzeznicka
7 15  Gdansk, Srédmiescie, ul. e ! o - - NU
Podwale Staromiejskie
m 23  Sopot, ul. 23 Marca p + + - - NU
27  Gdynia, ul. Powstania pg + + + + Il
Styczniowego, IMMIT
m 31  Gdansk, Siedlce, ul. Satecka p + + + + Il
32 Gdansk, Siedlce, Roweckiego $ = + = = NU
12 33  Gdansk, Chetm ul. p + - - NU
Cieszynskiego
13 41  Gdynia, ul. Powstania pg + + + - NU
Styczniowego, IMMIT
m 42  Gdynia, ul. Porazifiskiej p - + - - NU
43 Gdynia, ul. Hutnicza p - + - - NU
46  Gdynia, ul. Sezamowa p - + - - NU
47 Gdynia, ul. Tuwima P - + - - NU
51  Sopot, ul. Tuwima p + + - - NU
n 2 Sopot, ul. Mickiewicza s + + + - NU
m 53  Sopot, ul. Prusa p + + + + |
21 64  Gdansk Zaspa, ul. Dywizjonu b - + - - NU
303
74 Gdansk Przymorze, ul. P + + + - NU
Sztormowa
m 76  Gdansk Przymorze, ul. P + + + - NU
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I Gospody
77  Gdansk Przymorze, ul. p + + - - NU
Szypréw
79  Gdansk Przymorze, ul. p + + - - NU
Gdynska
m 83 Sopot, ul. Zeromskiego p - + - - NU
27 87  Gdarisk Chetm, ul. P - + - - NU
Wieckowskiego
m 115 Rybno (gospodarstwo1l) og - + - - NU
m 126  Gdynia, Park Chylonski p + + - + NU
134  Gdansk Brzezno, ul. o] + + _ - NU
Korzeniowskiego
m 137 Wejherowo, ul. Harcerska b = + - - NU
m 138 Wejherowo, ul. Chopina b - + - - NU
140  Gdynia Chylonia, ul. og + + - + NU
Tczewska
141  Gdynia Chylonia, ul. b + + + +
Chylonska
ﬂ 151 Wejherowo, ul. Chopina $ + + + +
Zatacznik 8

Tabela 45. tadunek patogenny obliczony dla dodatnich préb Srodowiskowych ziemi.
Oznaczenia: N — Liczba kopii DNA wyznaczona w Real-time QPCR, tP - tadunek
patogenny préby, p — piaskownica, b — piasek przy bloku osiedlowym, § — piasek przy
smietniku osiedlowym, og — ziemia ogrodowa, pg — piach gospodarczy.

miejscowos¢ il tp
matrycy popbrr.;a\l;:na

Gdynia, ul. Makuszynskiego p 3966 141,6
10 Gdynia, ul. Powstania Styczniowego, pg 5229 186,7
IMMIT
(3 | Gdansk, Staréwka p 3567 1274
12 Gdansk, Srédmiescie, teren Patacu p 189,9 6,8
mtodziezy
E 13 Gdansk, Srédmiescie, przedszkole p 51,5 1,8
m 14 Gdansk, Srédmiescie, ul. Rzeznicka p 214,4 7,6
7 15 Gdansk, Srédmiescie, ul. Podwale $ 3851  137,5
Staromiejskie
m 23 Sopot, ul. 23 Marca p 738 26,3
27 Gdynia, ul. Powstania Styczniowego, Pg 3389 121,0
IMMIT
31 Gdansk, Siedlce, ul. Satecka p 47,2 1,7
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32 Gdansk, Siedlce, Roweckiego $ 17,7 0,6
33 Gdarnisk, Chetm ul. Cieszyriskiego P 18,7 0,7
41 Gdynia, ul. Powstania Styczniowego, Pg 4322 154,3
IMMIT
42 Gdynia, ul. Porazinskiej p 31,3 1,1
43 Gdynia, ul. Hutnicza p 31,8 1,1
46 Gdynia, ul. Sezamowa p 31,9 1,1
47 Gdynia, ul. Tuwima p 27,6 1,0
51 Sopot, ul. Tuwima p 137,5 4,9
57 Sopot, ul. Mickiewicza § 3189 114
m 53 Sopot, ul. Prusa p 148,5 5,3
64 Gdansk Zaspa, ul. Dywizjonu 303 b 42 1,5
m 74 Gdansk Przymorze, ul. Sztormowa p 44,2 1,6
m 76 Gdansk Przymorze, ul. Gospody p 47910 1711,1
m 77 Gdansk Przymorze, ul. Szyprow p 623,1 22,2
E 79 Gdansk Przymorze, ul. Gdynska p 875 31,2
m 83 Sopot, ul. Zeromskiego p 48,3 1,7
87 Gdansk Chetm, ul. Wieckowskiego p 18,4 0,6
m 115 Rybno (gospodarstwol) og 32,5 1,2
(29 |PE Gdynia, Park ChyloAski p 2520 90
m 134 Gdansk Brzezno, ul. Korzeniowskiego p 3092 110,4
137 Wejherowo, ul. Harcerska B 86,3 3,1
"l 138 Wejherowo, ul. Chopina B 46,7 1,7
m 140 Gdynia Chylonia, ul. Tczewska Og 5138 183,5
m 141 Gdynia Chylonia, ul. Chyloriska B 3851 137,5
51| 151 Wejherowo, ul. Chopina $ 3886 1388
Zatacznik 9

Tabela 46. Wyniki badan molekularnych dla préb warzyw i owocow: + wynik dodatni, -
wynik ujemny.

S wynik
HHMEE miejsce pobrania proby rodzaj préby | wynik PCR R ‘I, .
matrycy eal-time
PCR

Warzywa/owoce ze sklepow

9 Gdarisk Wrzeszcz (rynek) marchew + +
n 19 Gdarsk Gtéwny (hala targowa) rzodkiewka + P
n 79 Gdynia ul. Wroctawska rzodkiewka " +
n 95 Gdarsk — Wrzeszcz (rynek) marchew + +
“ 133 Gdansk Gtéwny (bazar)ul.3 maja mMarchew " +
n 134 Gdanisk Gtéwny (bazar)ul.3 maja Marchew + "
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144  Gdanisk Stogi ul. Stryjewskiego rzodkiewka + +
(ryneczek)
n 147  Sopot ul. 3 maja satata _ +
n 151 sopot ul. 3 maja rzodkiewka - +
n 139 Gdynia Gtéwna ul. Dworcowa satata - "
137  Sopot Al. Niepodlegtosci rzodkiewka _ +
n 138  Sopot Al. Niepodlegtosci safata _ +
n 143  Gdynia Gtéwna ul. Dworcowa rzodkiewka R +
n 132 Gdansk Gtéwny (bazar)ul. 3 rzodkiewka -
maja

Warzywa/owoce z dziatek/ogrodow

185 Kostkowo, gospodarstwo 1 satata

+ +
187 Kostkowo, gospodarstwo 2 marchew + +
205  Oleéno, gospodarstwo marchew + +
208  Oleéno, gospodarstwo marchew + +
191  chynéw, gospodarstwo marchew - *
m 192 Chynéw, gospodarstwo satata _ +
182 Kostkowo, gospodarstwo 1 marchew - u

Zatacznik 10

Tabela 47. Wyniki genotypowania badanych prob srodowiskowych warzyw. | - genotyp
SAG2I, Il - genotyp SAG2II, NU genotyp nieustalony, + pozytywny wynik amplifikacji,
- negatywny wynik amplifikaciji.

wynik PCR
miejsce rodzaj proby | wynik SAG2
pobrania préby PCR B1 koniec  koniec
5’ genotyp
1 9 Gdansk Wrzeszcz marchew + + + + 1]
(rynek)
19 Gdarisk Gtowny rzodkiewka + + + + |
(hala targowa)
79 Gdynia ul. rzodkiewka + + + + I
Wroctawska
95 Gdansk —Wrzeszcz  marchew 4k o + + |
(rynek)
133 Gdarisk Gtowny marchew + + - + NU
(bazar)ul. 3 maja
134 Gdarisk Gtowny marchew + + + + |
(bazar)ul. 3 maja
7 144 Gdarisk Stogi ul. rzodkiewka + + + + I
Stryjewskiego
(ryneczek)
n 147 Sopot ul. 3 maja safata - + - - NU
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151
139

137

138

143

132

185

187
205

208
191

192

182

Sopot ul. 3 maja rzodkiewka
Gdynia Gtéwna ul.  sgtata
Dworcowa

Sopot Al. rzodkiewka
Niepodlegtosci

Sopot Al. safata
Niepodlegtosci

Gdynia Gtéwna ul.  rzodkiewka
Dworcowa

Gdarisk Gtowny rzodkiewka
(bazar)ul. 3 maja

Kostkowo, satata
gospodarstwo 1

Kostkowo, marchew
gospodarstwo 2

Olesno, marchew
gospodarstwo (CH)

Olesno, marchew
gospodarstwo (CH)

Chynow, marchew
gospodarstwo

Chynow, satata
gospodarstwo

Kostkowo, marchew

gospodarstwo 1

ZALACZNIKI
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NU
NU

NU

NU

NU

NU

NU

NU

NU

NU

NU

Tabela 48. Wyliczony fadunek patogenny préb srodowiskowych warzyw. Oznaczenia:
— liczba kopii DNA wyznaczona w Real-time QPCR, £P — tadunek patogenny proby

miejscowos¢ rodzaj préby
matrycy

Gdansk Wrzeszcz (rynek)

19

79
95

133

134

144

147
151
139

137
138
143

Gdansk Gtowny (hala

targowa)

Gdynia ul. Wroctawska

Gdarisk — Wrzeszcz (rynek)

Gdansk Gtowny (bazar)ul. 3

maja

Gdansk Gtowny (bazar)ul. 3

maja

Gdansk Stogi ul.
Stryjewskiego (ryneczek)
Sopot ul. 3 maja

Sopot ul. 3 maja

Gdynia Gtéwna ul.
Dworcowa
Sopot Al. Niepodlegtosci

Sopot Al. Niepodlegtosci

Gdynia Gtéwna ul.

marchew

rzodkiewka

rzodkiewka
marchew

marchew

marchew

rzodkiewka

safata
rzodkiewka

safata

rzodkiewka
safata

rzodkiewka

98,3
121

123,4
141,3
2244

158,0
76,4

30,8
35,5
49,4

58,7
59,4
48,2

4,3

4,4
5,0
8,0

5,6
2,7

1,1
1,3
1,8

2,1
2,1
1,7
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185
187
205
208
191

192
182

=

Zatacznik 12.
Ponizej,

dodatnie proby ziemi zebranej w poszczegdlnych dzielnicach Gdanska.

Dworcowa

Gdansk Gtowny (bazar)ul. 3
maja

Kostkowo, gospodarstwo 1
Kostkowo, gospodarstwo 2
Olesno, gospodarstwo (CH)
Olesno, gospodarstwo (CH)
Chyndw, gospodarstwo

Chynéw, gospodarstwo

Kostkowo, gospodarstwo 1

rzodkiewka

satata
marchew
marchew
marchew
marchew
satata

marchew

27,8

138,5
552,2
58,7
112,1
40,3
30,8
50,8
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1,0

4,9
19,7
2,1
4,0
1,4
1,1
1,8

na mapach zaznaczono miejsca, w ktérych zanotowano



WRZESZCZ

PIECKI

MIGOWO

Rycina 55 A. Mapa dzielnic Gdanska, z ktoérych pobierano materiat do badania
(w biatych ramkach).
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Rycina 55 B. Mapa Gdanska z zaznaczonymi miejscami (czerwone punkty), w ktérych

zanotowano dodatnie proby ziemi.
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Rycina 55 C. Mapa Gdanska z zaznaczonymi miejscami (czerwone punkty), w ktérych

zanotowano dodatnie préby ziemi.
Rycina 55. A, B, C. Mapy przedtawiajagce badane rejony Gdanska, w ktorych

zanotowano T. gondii w prébach ziemi.



Zatacznik 13.

Na mapie zaznaczono miejsca, w ktérych zanotowano dodatnie proby

ziemi zebranej w Sopocie.
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Rycina 56. Mapa ukazujgca miejsca w Sopocie, w ktérych zanotowano
obecnos¢ T. gondii w probach ziemi (oznaczone czerwonymi punktami).
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Ponizsze mapy ilustrujg zanieczyszczenie ziemi w Gdyni pasozytem T. gondii.
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Rycina 57 A. Mapa z zaznaczonymi dzielnicami Gdyni, w ktérych pobierano materiat

Lesna
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do badan (w biatych ramkach) oraz zaznaczonymi miejscami, gdzie wykazano

obecnosc¢ T. gondii w ziemi (czerwone punkty).
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Rycina 57 A. Mapa z zaznaczonymi dzielnicami Gdyni, w ktoérych pobierano materiat
do badan (w biatych ramkach) oraz zaznaczonymi miejscami, gdzie wykazano

obecnos¢ T. gondii w ziemi (czerwone punkty).

Rycina 57 A, B. Mapy ilustrujgce miejsca w Gdyni, w ktoérych zanotowano

obecno$C¢T. gondii w prébach ziemi.
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Zatacznik 15
Ponizsza mapa ilustruje zanieczyszczenie ziemi w Wejherowie przez T. gondii.
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Rycina 58. Mapa ilustrujgca miejsca w Wejherowie, gdzie wykryto T. gondii w probach

ziemi (czerwone punkty).
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Zatacznik 16.

Na ponizszych Rycinach przedstawiono wyniki PCR oraz Real-time PCR dla

prob srodowiskowych ziemi.

190 pz

z

Rycina 59. Wynik PCR badanych préb ziemi. Sciezki: 1 — marker wielkosci,
2 — kontrola dodatnia T. gondii, 3 - Gdansk, Staréwka, piaskownica, 4 - Gdansk,
Srédmiescie, teren Patacu miodziezy, piaskownica, 5 - Gdansk, Srédmiescie,
przedszkole, piaskownica, 6 - Gdansk, Srédmiescie, ul. Rzeznicka, piaskownica,
7 - Gdansk, Srodmiescie, ul. Podwale, ziemia przy smietniku, 8 — kontrola ujemna.

23 d b e 6070 8569, 10-11 .12

Rycina 70. Wynik PCR badanych préb ziemi. Sciezki: 1 — marker wielkosci,
2 — kontrola dodatnia T. gondii, 3 — Gdynia, ul. Lukrecjana, piaskownica 4 — Gdynia ul.
Sezamowa, piaskownica, 5 — Gdynia, ul. Tuwima, piaskownica, 6 — Gdynia, ul.
Paprykowa, ziemia przy $mietniku, 7 — Gdynia, ul. Sucharskiego, piaskownica, 8 -
Sopot, ul. Zeromskiego, piaskownica, 9 - Sopot, ul. Tuwima, piaskownica, 10 - Sopot,
ul. Mickiewicza, piaskownica, 11 - Sopot, ul. Prusa, piaskownica, 12 — kontrola ujemna.
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1 2 3 45 6 7 8 910 11 1213 14

200 pz -

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 2
-

200 pz

Rycina 61. Wynik PCR badanych préb ziemi. Sciezki: 1, 14, 15 — marker wielkosci,
2 — kontrola dodatnia T. gondii, 3 — Gdynia ul. Dworcowa, piaskownica, 4 — Gdansk
Morena, ul. Warnenska, ziemia przy s$mietniku, 5 — Gdansk Siedlce, ul. Szara
piaskownica, 6 — Gdansk Siedlce, ul. Zakopianska, piaskownica, 7 — Gdansk Siedlce,
ul. Satecka, piaskownica, 8 - Gdansk Przymorze, ul. Sztormowa, piaskownica,
9 — Gdansk Przymorze, ul. Rybacka, piaskownica, 10 — Gdansk Przymorze, ul.
Gospody, piaskownica, 11 — Gdansk Brzezno, ul.E. Plater, piaskownica, 12 - Gdansk
Brzezno, ul. Mazurska, piaskownica, 13 — Sopot, ul. 23 Marca, piaskownica,
15 — Sopot, ul. Chopina piaskownica, 16 — Gdansk Chetm, ul. Cieszynskiego,
piaskownica, 17 — Gdansk Chetm, ul. Drogowa, piaskownica, 18 — Gdansk Chetm, ul.

Witosa, piaskownica, 19 — Gdansk Chetm, ul. Wieckowskiego, piaskownica,
20 — Gdansk Cheim, ul. Bieganskiego, piaskownica, 21 — Gdansk Przymorze, ul.
Gospody, piaskownica, 22 - Gdansk Przymorze, ul. Szyprow, piaskownica,

23 — Gdanhsk Przymorze, ul. Gdynska, piaskownica, 24 — Gdansk Chetm, ul.
Warnenska, piaskownica, 25 — Sopot, ul. Parkowa, piaskownica, 26 — Sopot, ul.
3 Maja, piaskownica, 27 — Gdansk Brzezno, piaskownica, 28 - kontrola ujemna.
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18 -23

Rycina 62. Wynik Real-time PCR badanych préb ziemi. 1 - kontrola dodatnia
T. gondii, 2 - Gdansk Przymorze, ul. Sztormowa, 3 — Gdynia, ul. Powstania
Styczniowego, IMMIT, 4 - Gdynia Chylonia, ul. Tczewska, 5 - Gdynia, ul.
Makuszynskiego, 6 - Wejherowo, ul. Chopina, 7 — Gdynia Chylonia, ul. Chylonska,
8 - Gdansk Brzezno, 9 - Gdynia, Park Chylonski, 10 - Gdansk Przymorze, ul. Gdynska,
11 - Gdansk Przymorze, ul. Szypréw, 12 — Sopot, ul. Prusa, 13 - Sopot, ul. Tuwima,
14 — Gdansk, Siedlce, ul. Satecka, 15 — Sopot, ul. Mickiewicza, 16 — Gdansk, Siedlce,
Roweckiego, 17 — Gdansk, Chetm, 19 — 22 préby ujemne, 23 - kontrola ujemna.

MEEREEEEREERRERER!

Rycina 63. Wynik Real-time PCR badanych préb ziemi. 1 — kontrola dodatnia T. gondii,
2 — Gdansk, Starowka, 3 - Gdansk, Srodmiescie, teren Patacu miodziezy,4 - Gdansk,
Srodmiescie, przedszkole, 5 - Gdansk, Srédmiescie, ul. Rzeznicka, 6 - Gdansk,
Srédmiescie, ul. Podwale, 7 - kontrola ujemna, 8 — préba ujemna.
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Zatacznik 17.

Na ponizszych Rycinach przedstawiono wyniki PCR oraz Real-time PCR

dla prob srodowiskowych warzyw i owocow.

8 9 10 11 12 13 14

190 pz

Rycina 64. Wynik PCR badanych préb warzyw/owocéw. Sciezki: 1 - marker wielkosci,
2 - kontrola dodatnia T. gondii, 3 - truskawki, Gdynia, ul. Legionoéw, 4 - truskawki,
Sopot, ul. Kosciuszki, 5 - Gdansk Wrzeszcz, ul Warnenska, 6 - truskawki, Sopot, ul.
3 maja, 7 - truskawki, Gdansk Wrzeszcz, ul. Dmowskiego, 8 - truskawki, Sopot ul.
Wiadystawa tokietka, 9 - satata, Gdansk Wrzeszcz ul. Wajdeloty, 10 - marchew,
Gdansk Wrzeszcz (rynek), 11 - truskawki, Gdansk Wrzeszcz (rynek), 12 - rzodkiewka,
Gdansk Gtéwny (hala targowa), 13 - rzodkiewka, Gdahsk Wrzeszcz ul. Mickiewicza,
14 - kontrola ujemna.

7 8 9 10 11 12 13 14
=

Rycina 65. Wynik PCR badanych préb warzyw/owocéw. Sciezki: 1 - marker wielkosci,
2 - kontrola dodatnia, 3 - truskawki, Gdansk — Wrzeszcz ul. Grunwaldzka,
4 - rzodkiewka, Gdynia ul. Legionéw, 5 - truskawki, Gdynia ul. Swietojanska,
6 - truskawki, Gdynia ul. Swietojanska, 7 - truskawki, Gdansk — Wrzeszcz ul.
Wyspianskiego, 8 - marchew, Gdansk — Wrzeszcz ul. Wyspiahskiego, 9 - salata,
Gdynia ul. Swietojanska, 10 - rzodkiewka, Gdansk Stogi ul. Stryjewskiego (ryneczek),
11 - truskawki, Gdynia ul. Wroctawska, 12 - truskawki, Gdynia ul. Zrédlana,
13 - rzodkiewka, Gdynia ul. Ptocka, 14 - kontrola ujemna.
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190 pz

Rycina 66. Wynik PCR badanych préb warzyw/owocéw. Sciezki: 1 — marker wielko$ci,
2 - kontrola dodatnia, 3 — rzodkiewka, Gdynia ul. Wroctawska, 4 - marchew, Gdanhsk —
Wrzeszcz (rynek), 5 — marchew, Gdansk Gtéwny (bazar)ul. 3 maja, 6 — rzodkiewka,
Gdynia ul. Dworcowa, 7 — satata, Sopot ul. Sobieskiego, 8 — marchew, Gdansk Gtéwny
(bazar)ul. 3 maja, 9 — rzodkiewka, Sopot ul. Grunwaldzka, 10 — kontrola ujemna.

EERRRRR

Rycina 67. Wynik Real-time PCR badanych prob warzyw/owocéw. Krzywe: 1 - kontrola
dodatnia T. gondii, 2 - rzodkiewka, Gdansk Gtéwny (hala targowa), 3 - 89 préby
ujemne, 90 - kontrola ujemna.

Rycina 68. Wynik Real-time PCR badanych préb warzyw/owocéw. Krzywe:
1 - kontrola dodatnia T. gondii, 2 - Gdansk Gtowny (bazar) ul. 3 maja, 3 - Gdansk

Giowny (bazar) ul. 3 maja, 4 - Gdansk Gtéwny (bazar) ul. 3 maja, 5 - 54 proby ujemne,
55 - kontrola ujemna.
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2-11

12-55

Rycina 79. Wynik Real-time PCR badanych préb warzyw/owocéw. Krzywe: 1 - kontrola
dodatnia T. gondii, 2 - marchew, Gdansk — Wrzeszcz (rynek), 3 - rzodkiewka, Gdynia
ul. Wroctawska, 4 - safata, Gdynia Gtéwna ul. Dworcowa, 5 - rzodkiewka, Gdynia
Gtéwna ul. Dworcowa, 6 - satata, Sopot Al. Niepodlegtosci, 7 - rzodkiewka, Sopot Al.
Niepodlegtosci, 8 - rzodkiewka, Gdansk Stogi ul. Stryjewskiego (ryneczek),
9 - marchew, Gdanhsk Wrzeszcz (rynek), 10 - rzodkiewka, Sopot ul. 3 maja, 11 - satata,
Sopot ul. 3 maja, 12 — 54 proby ujemne, 55 — kontrola ujemna.
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11. SPIS TABEL

Tabela 1. Pozycja taksonomiczna Toxoplasma gondii [Dtugonska, 2005;
Zaremba i Borowski, 2001; Niewiadomska i wsp., 2001]
Tabela 2. Epidemie ostrej toksoplazmozy u ludzi wywotane potknieciem oocyst
T. gondii obecnych w glebie lub wodzie
Tabela 3. Podziat toksoplazmozy za wzgledu na kryteria [wg Kruszewskiego
i Millera, 2004]
Tabela 4. Testy serologiczne (przesiewowe i potwierdzajgce) stosowane w
diagnostyce toksoplazmozy
Tabela 5. Zjadliwos¢ szczepow T. gondii wykazywana w stosunku do myszy
laboratoryjnych [wg Howe i Sibley, 1995] oraz zdolnos¢ do
wywotywania toksoplazmozy u ludzi
Tabela 6. Odmiany techniki PCR oraz geny stosowane do wykrywania DNA
T. gondii w probach srodowiskowych wody
Tabela 7. Podziat zebranych préb ziemi ze wzgledu na specyfike miejsca
pobrania
Tabela 8. Podziat zebranych préb warzyw i owocow
Tabela 9. Podziat prob wody ze wzgledu na miejsce pobrania
Tabela 10. Profil temperaturowo - czasowy PCR (gen 65kDa)
Tabela 11. Sekwencje starteréw specyficznych do fragmentéw genu SAG2
T. gondii
Tabela 12. Profil temperaturowo - czasowy PCR (gen SAG2)
Tabela 13. Profil temperaturowo - czasowy PCR (gen B1)
Tabela 14. Profil temperaturowo - czasowy PCR (gen REP)
Tabela 15. Profil temperaturowo - czasowy Real-time PCR (gen B1; detekcja
niespecyficzna)
Tabela 16. Profil temperaturowo — czasowy Real-time PCR (gen B1, ukfad I,
Detekcja specyficzna)
Tabela 17. Profil temperaturowo — czasowy Real-time PCR(gen B1, ukiad II,
detekcja specyficzna)
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Tabela 20. Wyniki badania mikroskopowego préby odzyskowej z piasku
Tabela 21. Wyniki préby odzyskowej z poptuczyn warzyw
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Tabela 24. Wyniki badania mikroskopowego proby odzyskowej z filtréw do
pobierania prob powietrza
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PCR
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Tabela 31. Zanieczyszczenie piaskownic w Trojmiescie oocytami T. gondii
Tabela 32. Wyniki testu na inhibicje PCR w probach ziemi.
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ziemi
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T.gondii
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Tabela 40. Zestawienie zebranych prob warzyw i owocéw
Tabela 41. Zestawienie zebranych préb powietrza
Tabela 42. Zestawienie zebranych préb wody
Tabela 43. Wyniki badan molekularnych dla prob ziemi
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12. SPIS RYCIN

Rycina 1. Formy rozwojowe Toxoplasma gondii
Rycina 2. Tachyzoity Toxoplasma gondii obserwowane w mikroskopie
elektronowym
Rycina 3. Ultrastruktura komorki Toxoplasma gondii
Rycina 4. Cykl zyciowy Toxoplasma gondii
Rycina 5. Odsetki przypadkéw toksoplazmozy rozpoznawanych badaniem
laboratoryjnym i klinicznym w zaleznosci od kategorii badanych oséb
Rycina 6. Dynamika syntezy swoistych przeciwciat w przypadku toksoplazmozy
nabytej
Rycina 7. Ogolny schemat eksperymentalnego odzysku i detekcji oocyst
T. gondii z prob srodowiskowych.
Rycina 8. Zestaw do pobierania prob powietrza. A) AirPortMD8 (Sartorius), B)
Filtry zelowe (Sartorius AG, Germany).
Rycina 9. Zestaw do filtrowania wody
Rycina 10. Wytrzgsarka do filtrow CAT S-50
Rycina 11.Sonifikator Labsonic®M (Sartorius AG). A) Komora dzwiekoszczelna,
B) zegar C) sonda, D) statyw
Rycina 12. Urzgdzenia do separacji magnetycznej. A) DYNAL MPC-S, B)
DYNAL MPC-L
Rycina 13. Rotator DYNAL Sample Mixer
Rycina 14. A)Komory aparatu do elektroforezy poziomej Horyzont (Gibco BRL,
USA),B)zestaw do archiwizacji wynikéw GelDoc—It (Imagine Systems,
USA)
Rycina 15.Termocykler Mx 3005P (Startagene, USA) do Real-time PCR
Rycina 16. Przyktadowa krzywa standardowa Real-time QPCR
Rycina 17. Analizator DNA AbiPrism 310 DNA Sequencer (Applied Biosystems,
USA)
Rycina 18. Ogdlny schemat badania prob srodowiskowych
Rycina 19. Krzywa topnienia produktéw amplifikacji fragmentu genu B1
T. gondii przeprowadzonej na kontroli dodatniej T. gondii: A) wykres
charakterystyczny dla jednego produktu PCR; B) wykres wskazujacy
na zanieczyszczenie préby badanej zawierajgcej kontrole dodatnie
T. gondii obcym DNA (przesuniecie temperatury topnienia)
Rycina 20. Wynik PCR specyficznej dla fragmentu genu B1 T. gondii
przeprowadzonej na seryjnych rozcienczeniach kontroli pJET-B1
T. gondi
Rycina 21. Wyniki Real-time PCR z uzyciem sondy TagMan ToxB1S
specyficznej do fragmentu genu B1 T. gondii. Krzywe: 1-9 seryjne
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rozcienczenie kontroli pJET-B1 T. gondii (liczba kopii DNA w prébie:
1-5x10°% 2 - 5x107, 3 - 5x10°, 4 - 5x10°, 5 - 5x10%, 6 - 5x10°,
7 - 5x10% 8 - 5x10"9 - 5, 10 - 0,5) 11 — kontrola ujemna
Rycina 22. Wynik testu izolacji DNA z oocyst T. gondii z uzyciem zestawu
Genomic Mini (A&A Biotechnology). Elektroforeza produktow
amplifikacji genu B1 T. gondii w 2% zelu agarozowym
Rycina 23. Wynik testu izolacji DNA z oocyst T. gondii z uzyciem zestawu
NucliSens MiniMAG (Biomerieux). Elektroforeza produktow
amplifikacji genu B1 T. gondii w 2% zelu agarozowym
Rycina 24. Wynik testu izolacja DNA z oocyst T. gondii z uzyciem zestawu Fast
DNA Spin kit (for soil) (BIO 101 Systems). Elektroforeza produktéw
amplifikacji genu B1 T. gondii w 2% zelu agarozowym
Rycina 25. Wynik izolacji DNA z oocyst T. gondii zestawem GenomicMini (A&A
Biotechnology): A) bez etapoéw wstepnej dezintegracji oocyst; B) z
etapami wstepnej dezintegracji oocyst i uzyciem detergentu SDS; C)
z etapami wstepnej dezintegracji oocyst i uzyciem detergentu Tween
20
Rycina 26. Wynik testu izolacji DNA z oocyst T. gondii zestawem GenomicMini
(A&A Biotechnology) z etapami wstepnej dezintegracji oocyst i
uzyciem detergentu SDS. Krzywe amplifikacji genu B1 T. gondii
w Real-time PCR
Rycina 27. Zdjecie preparatu swiezego wykonanego z proby odzyskowej oocyst
T. gondii z piasku ogladane pod mikroskopem swietlnym
Rycina 28. Zdjecie preparatu swiezego wykonanego z proby odzyskowej oocyst
T. gondii z wody ogladanego pod mikroskopem fluorescencyjnym,
obserwacja autofluorescenciji oocyst
Rycina 29. Zdjecie preparatu barwionego wedtug Ziehl-Neelsena wykonanego
z préby odzyskowej oocyst T. gondii z rzodkiewek
Rycina 30. Wynik proby odzyskowej oocyst T. gondii z ziemi
Rycina 31. Wynik préby odzyskowej oocyst T. gondii z warzyw (rzodkiewka)
Rycina 32. Wynik proby odzyskowej oocyst T. gondii z owocow (truskawki)
Rycina 33. Wynik proby odzyskowej oocyst T. gondii z wody
Rycina 34. Wynik proby odzyskowej oocyst T. gondii z filtrow powietrza
Rycina 35. Wynik proby odzyskowej oocyst T. gondii z gleby. Krzywe
amplifikacji genu B1 T. gondii w Real-time PCR
Rycina 36. Wynik préby odzyskowej oocyst T. gondii z warzyw (rzodkiewki).
Krzywe amplifikacji genu B1 T. gondii w Real-time PCR
Rycina 37. Wynik proby odzyskowej oocyst T. gondii z owocow (truskawki).
Krzywe amplifikacji genu B1 T. gondii w Real-time PCR
Rycina 38. Wynik proby odzyskowej oocyst T. gondii z wody. Krzywe
amplifikacji genu B1 T. gondii w Real-time PCR
Rycina 39. Wynik proby odzyskowej oocyst T. gondii z filtrow zelowych. Krzywe
amplifikacji genu B1 T. gondii w Real-time PCR
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Zanieczyszczenie ziemi oocystami T. gondii w badanych
miejscowosciach

Stopien zanieczyszczenia piaskownic oocystami T. gondii

w Tréjmiescie

Przyktadowy wynik amplifikacji fragmentu genu B1 T. gondii
technikg PCR z préb srodowiskowych ziemi

Wynik amplifikacji fragmentu genu B1 T. gondii technikg Real-time
PCR z prob srodowiskowych ziemi

Kontrola inhibicji dla préb srodowiskowych ziemi

Wynik amplifikacji fragmentow genu SAG2 T. gondii
przeprowadzonej na prébach ziemi wybranych do genotypowania
T. gondii

Wynik RFLP (przyktadowy elektroforogram): A) trawienie konca 3’;
B) trawienie konca 5 amplifikowanego fragmentu genu SAG2

T. gondii

Przyktadowa krzywa standardowa Real-time QPCR wykreslona na
podstawie parametréw amplifikacji standardéw (klonowana kontrola
T. gondii)

Zanieczyszczenie badanych prob warzyw i owocow oocystami

T. gondii

Wynik amplifikacji fragmentu genu B1 T. gondii technikg PCR z préb
srodowiskowych warzyw i owocoéw

Wynik amplifikacji fragmentu genu B1 T. gondii technikg PCR z préb
Srodowiskowych owocow i warzyw

Kontrola inhibicji dla préb srodowiskowych warzyw i owocow
Krzywa standardowa Real-time QPCR wykreslona na podstawie

parametréw amplifikacji standardéw (klonowana kontrola T. gondii).

Wynik sekwencjonowania fragmentu genu B1 T. gondii uzyskanego
z jednej z badanych préb srodowiskowych ziemi

Mapy ilustrujgce badane rejony, w ktérych pobierano proby
srodowiskowe

Mapy przedstawiajgce badane rejony Gdanska, w ktorych
zanotowano T. gondii w prébach ziemi

Mapa ukazujgca miejsca w Sopocie, w ktorych zanotowano
obecnos$¢ T. gondii w prébach ziemi

Mapy ilustrujgce miejsca w Gdyni, w ktérych zanotowano obecnosc¢

T. gondii w prébach ziemi

Mapa ilustrujgca miejsca w Wejherowie gdzie wykryto T. gondii
w prébach ziemi

Wynik PCR badanych prob ziemi

Wynik PCR badanych prob ziemi

Wynik PCR badanych prob ziemi

Wynik Real-time PCR badanych préb ziemi
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Wynik Real-time PCR badanych prob ziemi

Wynik PCR badanych préb warzyw/owocow

Wynik PCR badanych préb warzyw/owocow

Wynik PCR badanych préb warzyw/owocow

Wynik Real-time PCR badanych prob warzyw/owocow
Wynik Real-time PCR badanych prob warzyw/owocow
Wynik Real-time PCR badanych prob warzyw/owo
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