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1. WSTEP

1.1. Wprowadzenie

Znaczne skaenie srodowiska odchodami ludzi i zwiggz zawieragcymi stadia dys-
persyjne pasgytéw, stwarza realne zagmnie zanieczyszczeniywnosci. Tym bardziejze
stadia te $ wydalane w olbrzymiej liczbie igsoporne na dziatanie wielu czynnik&nodo-
wiska zewmtrznego. Droga fekalno-oralna jest jednym z nggtszych sposobow transmisiji
stadiow dyspersyjnych pasgdow jelitowych oraz tych, ktére po potkmiu migrug do r&nych
narzdow. Nie dziwi zatem faktze co roku dokumentuje¢shaswiecie nowe przypadki epi-
demii zywnosciopochodnych, wywotanych przez pagty jelitowe (Herwaldt, 2000;
http://www:cdc.gov/foodborneoutbreaks/Default.as@p najbardziej znageych paseytow,
ktorych stadia inwazyjne magzanieczyszczazywnos¢ naleza: Giardia spp., Cryptospori-
dium spp., Cyclospora cayetanensigoxoplasma gondiiAscaris lumbricoidesTrichuris
trichiura, Fasciola spp., Fasciolopsis buskiEchinococcus granulosus E. multilocularis
(Raisénen i wsp. 1985; Dorny i wsp., 2009).

Istnieje wiele czynnikébw prowadeych do zanieczyszczenia produktow zgpozych.
Moga one wysgpowa praktycznie na kalym etapie — od produkciywnaosci a2 do naszego
stotu. Dotyczy to gtéwnie produktéw spavanych na surowo i stabo przetworzonych. Kat
zaraonychzywicieli (ludzi i zwierzt) przyczynia s do powierzchniowego zanieczyszczenia
Zywnosci, poprzez stosowanie hawozow naturalnych lub wajstywanie zanieczyszczonej
wody do nawadniania uprawsétmnych (Smith i wsp., 1993; Monge i wsp., 1996psBpujaca
globalizacja handlu, szybki transpagwnosci z odlegtych regiondwéwiata oraz warunki
przechowywania produktow spgvczych (chtod, wilgé) sprzyjaj przezywalnasci stadiow
inwazyjnych pasaytow (Orlandi i wsp., 2002). Do zanieczyszczemyavnosci maze dopé
takze podczas jej przetwarzania oraz sprzgd@Porter i wsp., 1990; Tangermann i wsp.,

1991; Mintz i wsp., 1993; Millard i wsp., 1994; @ga i wsp., 1997; Kniel i wsp., 2003).



Istotry role w zwiekszaniu ryzyka wygpienia zywnaosciopochodnych epidemii odgry-
waja réwniez zmiany styluzycia, takie jak coraz powszechniejsza moda na \aegeizm
i tzw. zdrows zywnos¢ oraz wzrastaga liczba oséb spgwajacych positki w restauracjach,
kantynach i od ulicznych sprzedawcow (WHO, 2008)inak mimo pojawiaggych sé donie-
siea 0 wystpowaniu epidemiizywnosciopochodnych, niewiele jest prac o wykrywaniu sta-
diéw dyspersyjnych paggtow jelitowych wzywnaosci (Kasprzak i wsp., 1981; Ortega i wsp.,
1997;Amahmid i wsp., 1999; Robertson i wsp., 2001, 2Q0R4;Gharavi i wsp., 2002; Ergoul i
Sener 2005; Kozan i wsp., 2005; Amoah i wsp., 208fzejewski i wsp., 2007; Daryani i wsp.,
2008; Rai i wsp. 2008; Abougrain i wsp., 2009; Amdavsp. 2009; Gupta i wsp.,2009; Al-Megrin,
2010; Avcioglu i wsp 2010; Rzatka i wsp., 2010; Al-Megrin i wsp., 2010; Fallatvsp., 2012;
Sia Su i wsp., 2012). Wynika to z trudobzwigzanych z wykrywaniem paggtéw w produk-
tach spaywczych oraz z braku standaryzacji metod ulmoajacych wykrywanie pasgytow
w materiale pochodzeniadimnego.Swieze produktyzywnosciowe pochodzenia §binnego
stanowj trudny materiat do baddaboratoryjnych ze wzgtlu na nieregulagnpowierzchng
i liczne porowatéci, ktGre sprzyjaj zanieczyszczenigywnaosci przez patogeny, a tad ich
przezywaniu.

Dotychczas, w Polsce opublikowano kilka prac dadggzh wykrywania pasgtow je-
litowych w zywnaosci pochodzenia dinnego (Szedgiewicz i Tarczyiski 1969,

Kasprzak i wsp., 1981; Rzatko i wsp., 2010) oraz fragment niniejszych baflkedrze-
jewski i wsp., 2007)Stad tez niewiele wiadomo o wyspowaniu stadidow dyspersyjnych pa-
sazytow jelitowych na powierzchni produktowrywnosciowych pochodzenia gbnnego.
Podgte badania pozweglwyjasni¢ w jakim stopniuzywnosé pochodzenia &innego jest za-
nieczyszczona stadiami dyspersyjnymi pasdw jelitowych oraz czy magone stanowd

potencjalnezrédio zaraenia oséb spgywajgcych zanieczyszczone produkty.



1.2. Charakterystyka pasaytow stwierdzanych na powierzchnizywnosci

pochodzenia r@linnego

Ponizej przedstawiono jedynie charakterysiywybranych pasgitow, ktore z reguty
wykrywano w tych badaniach.
1.2.1.Giardia spp.

Wiciowce z rodzajlGiardia pasaytujg w jelicie cienkim cztowieka i wielu gatunkowgkr
gowcow. Taksonomia i filogeneZaiardia jest nadal stabo okilena, co wize sk z licznymi
kontrowersjami dotyccymi transmisji tego pasypta.
1.2.1.1. Rys historyczny

Organizm, znany obecnie jak@iardia, zostat po raz pierwszy opisany przez van
Leeuvenhoeka w 1681 roku. Niemal po dwustu lataoktat ponownie odkryty i doktadniej
opisany przez czeskiego lekarza Lambla w 1859 rékary nadat mu nazgvCercomonas
intestinalis tworzac jednoczénie homonim¢ (Kulda i Nohynkova, 1978; Meyer, 1994).
W 1882 roku Kunstler utworzyt rodz&iardia, a sz&¢ lat p&niej Blanchard nazwat ten ro-
dzaj Lamblia, aby uhonorowd.ambla (Meyer, 1994). Na pogiku XX wieku stwierdzonoze
rodzaj Giardia i Lamblia to synonimy i wedlug Kodeksu Nomenklatury Zoolawjiej pra-
widlowa nazwg rodzaju jestGiardia (Filice, 1952). Przez nagine dziesiciolecia w rodzaju
Giardia opisano ponad 40 gatunkow na podstawie gpgavania u okrdonych gatunkow
zywicieli (Kulda i Nohynkova, 1978). Jednak bralkzmic morfologicznych oraz gromagize
sic dowody o braku specyficzia zywicielskiej niektorych gatunkovsiardia staty s¢ przy-
czymg wielu watpliwosci. Wazne zmiany w taksonomii wprowadzit w 1952 roku Feli&tory
na podstawie mnic w budowie trofozoitow podzielit wszystkie gakinGiardia na trzy
odrebne grupy morfologiczné. duodenalis, G. agilis G. muris P&niej, na podstawie #hic
w budowie trofozoitow lub cyst widocznych w mikragke elektronowym wyodbniono

kolejne gatunkiG. psittacj G. ardeaei G. microti (Erlandsen i Bemrick, 1987; Feely, 1988;



Erlandsen i wsp., 1990). Jednak nadal najeji kontrowersji dotyczys. duodenalis(syn.
G. intestinalis G. lamblig, pasayta cztowieka i wielu gatunkéw zwiegiz (Sprong et al.,
2009; Feng i Xiao, 2011).
1.2.1.2. TaksonomigGiardia

Wedtug klasyfikacji opartej na morfologicznych, g&cznych i biochemicznych da-
nych, Giardia nalezy do krélestwa Protozoa, typu Metamonada, gromaépdmonada, pod-
gromady Diplozoa, rdu Giardiida i rodziny Giardiidae (Cavalier-SmittQ03). Obecnie,
w obrebie tego rodzaju akceptowanych jestsgzgatunkéw (Tabela 1), ktére charakteryzuj

si¢ réznym kregiemzywicieli (Plutzer i wsp., 2010).

Tabela 1. GatunkiGiardia i ich zywiciele.

Gatunek Zywiciel

G. intestinalis Cztowiek i ssaki,

(syn.G. lamblia, G. duodenaljs| m.in., naczelne, jeleniowate, bydto, psy, kpty

G. muris Gryzonie, gtdwnie myszy i szczury
G. microti Norniki, pizmaki

G. psittaci Ptaki, m.in. papugi

G. ardeae Ptaki, m.in. czaple, ibisy, bociany
G. agilis Plazy

Identyfikacja gatunkiardia jest bardzo trudnym zadaniem. Z reguly podstexzpoznania
zaraenia § cysty wydalane wraz z katesywiciela. Jednak cysty wkszaci gatunkowGiardia
map taky samy budowe. Tylko cystyG. microtirdznig si¢ od pozostatych tynre wewntrz cysty
znajdug sie juz dwa uformowane trofozoity. Obecidamorfologicznie identycznych cy&iardia
w prébachérodowiskowych utrudnia dociekania epidemiologiczanéym samym oszacowanie ry-

zyka zaraenia ludzi. Dalszym utrudnieniem jest fakd G. intestinalisjest zr@nicowany gene-



tycznie i zawiera kilka grup genotypow (A-H), ktdrechug sie odmienn specyficznécig zywi-

cielsky (Feng i Xiao, 2011). W tabeli pasj przedstawiono grupy genotypdsy intestinalisi ich

krag zywicieli.
Tabela 2. Grupy genotypowG. intestinalisi ich zywiciele.
Grupa genotypow Zywiciel
" Cziowiek, i zwierzta, m.in. kot, pies, zwiegta
hodowlane i dzikieswinka morska
5 Czlowiek, naczelne, pies, szynszyla;mpak, ka,
szczur, bobr
CiD Psowate
E Hodowlane przeauwacze swinia
F Kot
G Szczur
H foki

Zoonotyczny potencjat wykazyjtylko genotypy z grupy A i B, przy czym u ludzi
najcz:sciej wykrywane s genotypy z grupy B (56%), a nieco rzadziej z grupy(43%);
jakkolwiek u ludzi stwierdzono tak pojedyncze przypadki zaemia genotypants. intestinalis

z grupy C (0.1%), D (0.2%), E (0.2%) i F (0.2%) (@m i wsp., 2009).

1.2.1.3. Budowa i cykl rozwojowy

Giardia wystepuje w postaci trofozoitu i cysty. Cysty, o didgood 7 do 14 pm, maj
przewanie ksztatt owalny, rzadziej akgty. Cechy charakterystyczni jednoczénie diagnos-
tyczm jest cytoplazma odstgja odsciany cysty. Wewstrz cysty znajdyj sic dwa lub cztery

jadra, aksonemy i ciatka sierpowate. Natomiast troityz o diugadci 12 do 20 um, maj



ksztalt gruszkowaty o sptaszczonej powierzchni zpej, wyposzonej w tarcg przyssaw-
kowsa. Trofozoity zawieraj dwa pdra, cztery pary wici i ciatka goodkowe.

Cykl rozwojowy Giardia jest prosty i odbywa siw jednym osobnikuzywicielskim
(Ryc. 1). Postagiinwazyjm jest cysta. Do zazania dochodzi na drodze fekalno-oralnej. Po
potknieciu cyst, w dwunastnicy nagiuje ekscystacja. Uwolnione z cyst trofozoity kokugg
przedni odcinek jelita cienkiego, przyczep@psk za pomog tarczy przyssawkowej do po-

wierzchni komoérek nabtonkowych - naggeziej w okolicy krypt.

A\ = nfective Stage
A\ = Diagnostic Stage

-
1] \
A Y )
) iy
fios7] el /
e

Rycina 1. Schemat cyklu rozwojoweg&. intestinalis

(ze strony intemetowej CDC: wwww.dpd.cdc.govidpdx).

Trofozoity rozmnaajg sie bezpiciowo przez podziat pocdoy. Wskutek odnowy na-
btonka jelita oraz ruchow perystaltycznych, nieygzepione trofozoity wraz z teig jelita s
przesuwane do tylnego odcinka przewodu pokarmowegdnie ulegaj encystacji. Cystyass
wydalane z katenzywiciela nieregularnie i w zmiennej liczbie § ®porne na dziatanie
czynnikow srodowiska zewetrznego, za wytkiem wysuszania i wysokiej temperatury.

Takze trofozoity mog by¢ wydalane dosrodowiska zewegtrznego wraz z biegunkowym



katem, poniewazbyt szybki pasatresci jelita uniemaliwia ich encystag. Jednak wydalone

z katem trofozoity szybko ginw srodowisku zewgtrznym.

1.2.1.4. Diagnostyka

Rozpoznanie giardiozy opiera gitownie na mikroskopowej identyfikacji cyst i/luito-
fozoitow pasayta w rozmazie katu lub w osadzie uzyskanymnekizivykorzystaniu technik
zag:szczajcych. W diagnostyce stosuje sowniez komercyjne testy immunologiczne, ktére
pozwalaj wykry¢ cysty Giardia (test immunofluorescenciji) lub koproantygen pata (test
immunoenzymatyczny). Natomiast rzadziej stosujedekuczliwe dla pacjenta metody bada-
nia tr&ci dwunastniczej lub bioptatéw dwunastnicy.

Chocia metody molekularneascoraz czsciej stosowane w diagnostyce giardiozy, to

jednak ich wykorzystanie ograniczag sio laboratoriéw badawczych.

1.2.1.5. Obraz Kliniczny

Giardioza mee mi& charakter inwazji krotkotrwatej, wygasegj spontanicznie, lub prze-
wleklej i niepodatnej na leczenie. 63 przebiega bezobjawowo (u 20-84% zamgch 0sob),
a jesli objawy wystpuia, to gtéwnie ze strony uktadu pokarmowego. W ragzych przypadkach

zaraenieGiardia jest przyczya wodnistych biegunek i zespotu ztego wchitaniania.

1.2.1.6. Epidemiologia

Giardioza jest jedn z najczstszych parazytoz jelitowych cziowieka wywotywanych
przez pierwotniaki (Cook 1995). €#e wysgpowanieGiardia u ludzi oraz u zwierg swiad-
czy o fatwdci zaraenia, jak i o ranych drogach transmisji tego pagta. Najkrotsza drag
transmisjiGiardia jest bezpéredni kontakt z zatang osola lub zwierzciem, podczas ktére-

go dochodzi do potkgncia cyst wydalonych z katem zamnegozywiciela. Istotra drog jest



paosrednia transmisja cyst poprzez gpwmanie zanieczyszczonej katem ludzi i/lub zwigrz

wody i zywnosci (m.in. Karanis i wsp., 2007; Porter i wsp. 1990dtychczas opisano ponad

130 wodnopochodnych epidemii giardiozy, ktoryethdiem byta woda pitna, ze zbiornikdw

rekreacyjnych lub fontann (m.in. Karanis i wsp.020Einstein i wsp., 2008). Natomiast nie-

wiele jest udokumentowanyctywnaosciopochodnych epidemii giardiozy (Tabela 3). Wynika

to gtéwnie z mniejszego zainteresowania, jak i azriych trudnéci w ustaleniuzrodta

epidemii. Z reguty, zanim wysgpia objawy zaraenia, nie ma ju mazliwosci zbadania pro-

duktéw zywnaosciowych. Brak jest standaryzowanych i czutych metegkrywania cyst

Giardia w produktachrywnaosciowych i istniej duze trudndci w ich wykrywaniu.

Tabela 3.Zywnosciopochodne epidemie giardiozy.

[ =

Liczba Prawdopodobne
. Prawdopodobny zrédto Autorzy
zarazonych - L : :
0s6b rodzaj zywnosci zanieczyszczenia
Zywnoscli
3 Swiateczny puddindg  Odchody gryzoni Conroy, 1960
29 Satatka 7 tososia Osoba przygotowqpa Osterholm i wsp.,
positek 1981
13 Satatka z Osoba przygotowqpa Petersen | wsp., 198
makaronem positek
88 Kanapki brak danych White i wsp., 1989
10 Satatka owocowa Seoee PRGB! Porter i wsp., 1990
positek
Bl Flaczki Zarazona owca Karabiber i wsp., 199
danych
27 Lod Osoba przygotowsfa | iy j wsp. 1992
positek
26 Surowe warzywa Seone przygotowqp a1 Mintz | wsp., 1993
positek

Najczstszymzrodiem tego rodzaju epidemii byto zanieczyszczemignosci inwazyj-

nymi cystami przez osoby przygotowcg i serwujce zywnaos¢ (Tabela 3). Osoby te miaty

kontakt z odchodami zaraenej osoby, kdz same byly zatane. Zazwyczaj zarane osoby

nie zdaj sobie sprawy z tegae mog by¢ zrodiem inwazji, poniewagiardioza mae prze-



biega bezobjawowo lub sipoobjawowo. Z drugiej strony, wskazuje to na giklgiere oso-

bista 0s6b przygotowupgych, serwujcych lub sprzedagychzywnaosé.

1.2.2.Cryptosporidium spp.
Kokcydia z rodzajuCryptosporidiumpasaytuja u wielu gatunkéw kggowcow, w tym
u cztowieka, i podobnie jak w przypadKgiardia istnieje wiele kontrowersji odsaie ich

taksonomii.

1.2.2.1. Rys historyczny

W 1907 roku amerykeski parazytolog Ernest Edward Tyzzer po raz piepwsgisat
organizm, ktérego wykryt w gruczotaciotadkowych myszy. Jednak dopiero trzy latepiéj
nadat mu nazwrodzajowy i gatunkowg — C. muris(Tyzzer, 1910). W 1912 roku ten sam ba-
dacz opisat nowy gatunek G. parvum ktéry pasaytuje w komorkach nabtonkowych jelita
cienkiego i ma mniejsze oocystyznt. muris(Tyzzer, 1912). W latach 50-tych XX wieku
opisano przypadkimiertelnych zachorowawsrod mtodych indykow, ktorych przyczyroyt
kolejny gatunek -C. meleagridis(Slavin, 1955) Mimo to, przez kilka dekad uwano, ze
Cryptosporidiumjest mato znacgym i rzadkim pasg/tem wewntrzkomaérkowym. Zainte-
resowanie tym pasggtniczym pierwotniakiem wzrosto na peagku lat 70-tych XX wieku,
kiedy zaczto wykrywa: obecné¢ Cryptosporidiumu ciebt z biegunlg (Panciera i wsp.
1971). Od tego czasu zaby sie pojawia liczne prace opisage osty i przewlekh krypto-
sporydioz u r&nych gatunkéw zwietg.

Pierwsze przypadki kryptosporydiozy u ludzi z bigguopisano dopiero w Kmu lat 70-
tych XX wieku (Nime i wsp., 1976, Meisel i wsp.,B)7Przez naspne lata wykryto kolejne
przypadki kryptosporydiozy u ludzi, gtéwnie z wratgmi lub nabytymi niedoborami immuno-

logicznymi lub poddanych terapii immunosupresyji&jvierdzono take, ze kryptosporydioza



jest przyczyn przewlektej biegunki, ktéra prowadzmaze do zgonu osdb chorych na AIDS.
Jednak ogollnaviatowe zainteresowanieCryptosporidium nasgpito dopiero po wybuch
najwickszej wodnopochodnej epidemii, ktora gdjok. 400 tysicy mieszkacow miasta Mil-
waukee, USA (MacKenzie i wsp.1994). Od tego czampaczto intensywne badania nad

biologig Cryptosporidium profilaktyka, terapg i doskonaleniem metod diagnostycznych.

1.2.2.2 Taksonomi&Cryptosporidium

Pasaytnicze pierwotniaki nale do typu Apicomplexa, gromady Copnoidasida, pod-
gromady Coccidiasina, ¢du Eucoccidiorida i rodziny Cryptosporidiidae (CheaSmith,
2003). Aktualnie, na podstawie danych morfologiaznybiologicznych i molekularnych
opisano 18 gatunkowZryptosporidium ktére pasgytuja u ptazéow, gadow, ptakéw i ssakow
(Fayer, 2010) (Tabela 4).

Ponadto, u ryb opisano cztery gatunkt - cichilidis, C. molnari, C. reichenbachklinkei
i C. scophthalmi jakkolwiek, ze wzgldu na niewystarczgge dane biologiczne i molekular-
ne, nie § uznawane za o¢hne gatunki (Fayer, 2010). Oprécz tego, znanychgesad 40
izolatéw uzyskanych od #éych gatunkow kygowcow, ktdre nie majstatusu taksonomicznego
I w pismiennictwie g okreslane jako genotypy na podstawie analizy molekularigatunku
zywiciela.

Wieksza¢ tych gatunkow pasgytuje w komorkach nabtonka jelita cienkiego, a iciel
ne w komodrkach nabtonkowyciotadka (C. muris, C. andersoni, C. serpentiS. fragile) lub
- tak jakC. baileyi- w tchawicy i kloace (Fayer, 2010).

Mikroskopowa identyfikacja gatunk@ryptosporidiumoparta na morfometrii oocyst
jest praktycznie nienmiwa, poniewa rozmiary oocyst wielu gatunkéwg gakie same lub

bardzo zblione.



Tabela 4. GatunkiCryptosporidium i ich zywiciele.

Gatunek Zywiciel
C. fragile Ptazy
C. varanii Gady
C. serpentis Gady
C. meleagridis Ptaki, ssaki, cztowiek
C. baileyi Ptaki
C. galli Ptaki
C muris Gryzonie, cztowiek
C. parvum Ssaki, cztowiek
C. wrairi Swinka morska
C. felis Kot, cztowiek
C. andersoni Bydto, cztowiek
C. canis Psowate, cztowiek
C. hominis Cztowiek, bydto, kozy, owce
C. suis Swinia, cztowiek
C. bovis Bydto
C. fayeri Torbacze
C. ryanae Bydto
C. macropodum Torbacze

Dotychczas, u o0séb z niedoborami immunologicznynz prawidtowo dziatajcym
uktadem odporna@iowym stwierdzono kryptosporydigavywotarg przez osiem gatunkow
Cryptosporidium(C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. felisc@nis, C. suis, C. muris

i C. andersonii pie¢ genotypow - genotyp charakterystyczny dla jelemalpy, skunksa,



krolika i pregowca amerykiaskiego (Xiao i wsp., 2004; Caccio i wsp., 2005, idils i wsp.,
2006a; Feltus i wsp., 2006). Jednak ngjcie] zaraenie ludzi jest wywotane przéz. hominis

i C. parvum(Caccio i wsp., 2005)

1.2.2.3. Budowa i cykl rozwojowy

Postacie rozwojow€ryptosporidiumsg bardzo mate, a oocysty, ktorgzaréwno po-
stach inwazyjn, jak i diagnostyczg s3 okragte lub owalne i zawiergjcztery sierpowate,
jednopdrzaste sporozoity. Wiellkké oocyst dwéch najegciej wykrywanych u ludzi gatun-
kéw —C. hominisi C. parvumjest taka sama i wynosi 4.5 x 5.5 um. Oocysty ptatgch
gatunkdwCryptosporidiumwykrywanych u ludzi maj zblizone rozmiary (od 4.4 do 5.2 um)
lub g nieco weksze (5.5 x 7.4 um), jak to mam miejsce w przypadkmurisi C. andersoni

Krysptosporydia g pasaytami homoksenicznymi, poniewaaty cykl rozwojowy od-
bywa s¢ w jednym osobnikuywiciela (Ryc. 2). Spgod wszystkich zbadanych gatunkow
Cryptosporidiumnajdoktadniej zostat opisany cykl rozwojowdy parvum Do zaraenia do-
chodzi po potkrgciu oocyst (rzadko wskutek inhalacji). YWietle jelita cienkiego z oocysty
uwalniap sie cztery ruchliwe sporozoity, ktore przyczepisgic do komorek nabtonka.
Wewmgtrzkomérkowe stadi&ryptosporidiumlokalizujg sie poza cytoplazimkomorekzywi-
ciela, wewntrz wakuoli parasitophorous vacuoleKazdy sporozoit przeksztatcagsiv ku-
listy trofozoit.

Trofozoity rozmnaajg sie bezptciowo tworzc sz&¢ lub osiem merozoitow otoczonych
pojedynca btorg (meront typu I). Nagpnie, uwolnione z merontu typu | merozoity albo
wnikaja do dalszych komérek nabtonka i rozmag sic bezpiciowo, albo rozwijgj sie
w meronty typu Il zawiergfe 4 merozoity, ktGre inicjgjrozmnaanie piciowe. Powstgj
mikrogamonty i makrogamonty, ktére przeksztajcsig odpowiednio w mikrogamety i ma-
krogamety. Po zaptodnieniu powstaje zygota, ktdegapc bezpiciowemu podziatowi (spo-

rogonii) tworzy oocyst, zawieragca cztery sporozoity. W cyklu rozwojowym wygtuja dwa



rodzaje oocyst — cienkoienne i grubécienne. Cienkécienne oocysty ponownie inicpugykl
rozwojowy (autoinwazja) igjedmy z przyczyn przewlekiego zamnia zywiciela, podczas
gdy grubdcienne § oporne na warunkisrodowiska zewegtrznego i § wydalane
z kalem zarzonegozywiciela (stadia egzogenne). Oocysty 4e0d razu inwazyjne, Co unmo
liwia szyblkg transmisg do kolejnegazywiciela. Okres inkubacji zakly od gatunkuzywiciela
i pasayta. Déwiadczalnie wykazanae okres inkubacjC. parvumwynosi 4 do 22 dni u lu-
dzi, 2 do 7 dni u ciat, 2 do 14 dni u pséw, 3 do 6 dniwin i 2 do 5 dni u jagnt (DuPont

i wsp. 1995, Fayer i wsp. 1990).
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Rycina 2. Schemat cyklu rozwojoweg@ryptosporidium
(ze strony intemetowej CDC: wwww:.dpd.cdc.gov/dpax).
C. parvumu cztowieka zazwyczaj pasguje w komodrkach nabtonka uktadu po-
karmowego (najcgciej jelita cienkiego), rzadziej w komoérkach nalkanuktadu odde-

chowego.



1.2.2.4. Diagnostyka

Rozpoznanie kryptosporydiozy opiera sa mikroskopowej identyfikacji oocyst w kale
lub osadzie uzyskanym przy wykorzystaniu technigegaczagcych. OocystyCryptospori-
dium mozna réwnie wykry¢ w plwocinie izétci. Do wykrywania oocyst konieczne jest sto-
sowanie specyficznych barwiaozmazéw katu, poniewametody stosowne w rutynowej
diagnostyce parazytologicznej sawodne. Najcgciej stosowanesstechniki barwienia acid-
fast, np. Ziehl-Neelsena (Garcia, 2001).

W laboratoriach diagnostycznych stosuje sietody immunologiczne do wykrywania
oocyst lub koproantygeno@ryptosporidiumw kale. Dosgpne g komercyjne testy immuno-
fluorescencyjne i immunoenzymatyczne. Natomiast wgkstanie technik biologii moleku-
larnej, ktére jest konieczne do identyfikacji gaturCryptosporidium,ograniczone jest do

laboratoriéw naukowych.

1.2.2.5. Obraz kliniczny

Najczstszym objawem zatania § obfite i czste biegunkowe wypedienia, co pro-
wadzi do odwodnienia i do nagtej utraty wagi cidtawarzysza im takze bole brzucha, gto-
wy i migsni, podwyzszona temperatura, nudgoi wymioty oraz zte samopoczucie, ostabie-
nie, zneczenie i brak apetytu. Czas trwania i nasileniewBj klinicznych kryptosporydi-
ozy zaley od stanu uktadu immunologiczneggwiciela. U wikszaci osob z prawidtowo
funkcjonupcym uktadem immunologicznym wystuje tagodne zapalenie jelita, ktére trwa
1-2 tygodni, podczas gdy u 0s6b z dglomi odporndcia (leczonych immunosupresyjnie lub
zakaonych wirusem HIV) wysfpuje intensywna biegunka, ktdra #eoprzej¢ w stan
zagraajacy zyciu czsto prowadzcy do zgonu (Okhuysen i wsp., 1999, Spano i w002
Delis i wsp., 2002). W takich przypadka€hmyptosporidiumwykrywano take poza jelitem

cienkim — w przelykuzotadku, pecherzyku zotciowym, watrobie i trzustce oraz ukladzie



oddechowym. W nielicznych przypadkach kryptosparydi prowadzi do niewydolSoi
uktadu oddecho-wego lubbitaczki (Brandoniso i wsp., 1993). Inwazji uktadddechowego

towarzyszy kaszel, zapalenie krtani i tchawicyypka i duszngc.

1.2.2.6.Epidemiologia

Kryptosporydioza jest €sty parazytoz u ludzi i zwierat na catymswiecie, za wyjtkiem
Antarktydy (O’Connor et al., 2004). Podobnie jakprzypadkuGiardia, do zaraenia dochodzi
na drodze fekalno-oralnej wskutek begpdniego kontaktu z zatanymzywicielem lub péred-
nio przez konsumpegjwody i zywnasci zanieczyszczonej katem ludzi i/lub zwigirAm.in.,
O’Donoghue i wsp 1995; Okhuysen i wsp., 1999; Karanis i wsp.,720Bezpdérednia transmisja
oocyst odgrywa istotnrole w zobkach, przedszkolach, domach opieki dla osélsztah oraz
w szpitalach (Tangermann 1991; Neil i wsp., 199apX wsp., 2004).

Kryptosporydioza jest ¢sta u zwierzt, gtdbwnie u mtodych przeiwaczy i jest przyczy-
nag dwzych strat ekonomicznych, a jedno¢zie odchody zwiert 53 istotnym czynnikiem
przyczyniagcym st do zanieczyszczeniodowiska oocystami (Smith 2008 i Smith i wsp.,
1995). Tym bardziejze zaraony osobnik mee wydal& dziennie nawet I8 oocyst (Casey,
1991).

Dotychczas opisano ponad 165 wodnopochodnych efid#eyptosporydiozy (Kara-
nis i wsp., 2007). Natomiast z tych samych powoddwy przypadkuywnosciopochodnych
epidemii giardiozy (patrz rozdz.1.2.1.6), znanyeht jniewiele epidemikywnosciopochod-
nych (Tabela 5). Powodem jest rownit, ze epidemiezywnosciopochodne wyspuja
sporadycznie i w wkszym rozproszeniu aima to miejsce w przypadku epidemii wodnopo-
chodnych, ktére tatwiej przypiéado konkretnegarddta wody (Smith i wsp., 2007). Tylko

w Kkilku epidemiach okrdono gatunelCryptosporidium(Tabela 5).



Tabela 5. Wybrane epidemiezywnosciopochodne kryptosporydiozy.

Liczba Prawdopodobne
. Prawdopodobny zrodto Autorzy
zarazonych dzai 7 , . .
0s6b rodzaj zywnosci zanieczyszczenia
ZYywnoscli
160 Sok jabtkowy Odchody bydta Millard i wsp., 1994
15 Safatka z kurczaka Seoe PO BE]E Anonim, 1996
positek
. Zanieczyszczona wod :
25 Sok jabtkowy uzyta do mycia jablek Anonim, 1997
28 Mleko krowie Brak pasteryzacji | Gelletlie i wsp., 1997
Positki sprzedawan Osoba brzvaotowata
152 w kampusie Przyg 4k Quiroz i wsp., 2000
. : positek
uniwersyteckim
8 Mleko krowie Brak pasteryzacji Harper i wsp., 2002
12 Sok jabikowy Odchody bydta | Blackburn iwsp.,
2006
. : Insulander
15 Natka pietruszki Brak danych i wsp., 2008

W zaleznosci od zrodta zanieczyszczenigwnasci liczba stadidw dyspersyjnych tebye
bardzo réna. Jeeli bezpdredny przyczym jest kat zarzonegozywiciela, to liczba oocyst nie
by¢ znaczna, natomiast ich liczbadzie mniejsza w przypadkuzycia wody zanieczyszczonej
oocystamiCryptosporidiundo podlewania upraw §linnych, spryskiwania lub ptukanig/iwnos-
ci. Jakkolwiek, ju mata dawka oocyst (9-1024) wywotuje inwamgj zdrowych osob (Okhuysen
i wsp., 1999).

Stwierdzono wyrang sezonow&t wystpowania kryptosporydiozy; wksz liczbe
przypadkow u ludzi stwierdzaesiwiosm i jesienh, co zwpzane jest z diymi opadami

deszczu (Lal et al. 2012).



1.2.3. Mikrosporydia
Mikrosporydia g obligatoryjnymi jednokomérkowymi paggtami o niejasnej pozycji
filogenetycznej. $ wewrgtrzkomdrkowymi pasagytami licznych gatunkow bezégowcow

i kregowcow, w tym i cztowieka.

1.2.3.1. Rys historyczny

Pierwszy opis tych organizmow pochodzi z XVII wiekmbéwczas stwierdzonge g
one przyczyn choroby jedwabnikow (pebryna) powogdcgj duwe straty w hodowli tych
owadow. Jednak dopiero dwa wiekizpiej zidentyfikowano i nazwano pierwszy gatunek
mikrosporydium -Nosema bombygisktory byt przyczyng pebryny jedwabnikow (Nageli,
1857). Od tego czasu opisano ponad 1200 gatunkdwnosmorydiow. Wgksza¢ z nich jest
pasaytami zwierat i ma due znaczenie w medycynie weterynaryjnej, ze waglna znacz-
ne straty w hodowli. Natomiast po raz pierwszy rogporydioz u cztowieka opisano w 1959
roku (Matsubayashi i wsp., 1959). Przez kolejng ttekady mikrosporydiagzu ludzi opisy-
wano niezwykle rzadko. Aktualnie mikrosporydia $znawane za patogeny zapgce

zdrowiu izyciu ludzi.

1.2.3.2. Taksonomia
Pocatkowo mikrosporydia zaliczano do prymitywnych pietwiakdéw (Vossbrinck
i wsp., 1987), lub uwano za siostrzangrupe jednokomorkowych grzybow (Hirt i wsp.,
1999), a obecnie zaliczangdo krélestwa Fungi i typu Microsporidia (Hibetvsp., 2007).
Do tej pory opisano 1200 gatunkéw mikrosporydiovemrych do 143 rodzajéw, co
swiadczy o olbrzymiej rénorodndci i powoduje czste rewizje taksonomiczne (Didier,

2005). Zgodnie z obecnym stanem wiedzy, u cziowighkiaano wysipowanie 15 gatunkow



mikrosporydiéw (Tabela 6) i nadai ®pisywane nowe gatunki (www:.dpd.cdc.gov/dpdx; Bidi

i Weiss, 2006; Chaudhary i wsp., 2011; Suankratasg., 2012

Tabela 6. Gatunki mikrosporydiéw wykryte u ludzi.

Gatunek

Zywiciele

Gtéwny obraz kliniczny

Enterocytozoon bieneusi

cztowiek, ssaki i ptaki

biegunka, zapalenie
pecherzykazdtciowego

Encephalitozoon intestinalis

cztowiek, ssaki i ptaki

biegunka, inwazja rozsiana|
(inwazja oka, uktadu
oddechowego i moczowo-
ptciowego)

Encephalitozoon hellem

ptaki, cztowiek, ssaki

zapalenie spojowki
i rogéwki; inwazja uktadu
oddechowego i moczowo-
ptciowego, inwazja rozsiang

Encephalitozoon cuniculi

ssaki, cztowiek i ptaki

zapalenie spojowki
i rogéwki; inwazja uktadu
oddechowego i moczowo-
ptciowego, inwazja rozsiang

Pleistophora ronneafiei nieznany zapalenie ngisni
L - zapalenie rogowki, inwazja
Trachipleistophora hominis komary P e g0 wazj
migsni, inwazja rozsiana
Trachipleistophora anthropopthe nieznany inwazja rozsiana
Anncaliia vesicularum nieznany zapalenie ngisni
Anncaliia connori nieznany inwazja oka
zapalenie spojowki
Anncaliia algerae Komary i rogéwki, inwazja skoéry
I migsni
Nosema ocularum nieznany inwazja oka
. : inwazja oka i uktadu
Vittaforma corneae nieznany
moczowego
Microsporidium ceylonensis nieznany inwazja rogowki
Microsporidium africanum nieznany

inwazja rogowki

Tubulinosema acridophagus

muszka owocowa

zapalenie n¥sni i inwazja
rozsiana




Warto zauway¢, ze znaczna €&¢ gatunkow mikrosporydidéw jest inwazyjnych, zaréwno
dla cztowieka jak i dla zwiest, a gatunki z rodzajiEnterocytozoom Encephalitozoolsy najczs-
ciej odpowiedzialne za wywotywanie mikrosporydiaziudzi (www.dpd.cdc.gov/dpdx),gst tez
warto je krotko scharakteryzowa

E. bieneusjest najczstsz przyczyry mikrosporydiozy u ludzi (Didier i wsp., 2004). Do-
tychczas opisano ponad 1000 przypadkowzzsia ludziE. bieneusi byty to gtdwnie osoby za-
kazone wirusem HIV, po transplantacji, a 2akpowracajcy z krajow tropikalnych (Didier,
2005). Biotopem tego gatunkuasnajczsciej komorki nabtonka jelita cienkiego, przewodoéw
zOlciowych, gcherzykazoétciowego i watroby. E. bieneusimaze by réwniez przyczyry zapale-
nia ptuc i oskrzeli, ale znang &kze inwazje bezobjawowe (Pol i wsp., 1992; del Aguiksp.,
1997; Mungthin i wsp., 2001; Abreu-Acosta i wsf02; Sarfati i wsp., 2006). Cztowiek nie jest
jedynym rezerwuarem tego pagta. Wykryto go rownig u ssakéw hodowlanych i dzikcyja-
cych oraz u zwiest hodowanych w ogrodach zoologicznych, azéalt kilku gatunkéw ptakéw
(m.in.: Deplazes i wsp., 1996; Mansfield i wsp.,198el Aguila i wsp., 2004; Stodkowicz-Ko-
walska i wsp., 2006; Lee, 2007; Miller i wsp., 2008

E. intestinaliswykryto i opisano na pogtku lat 90-tych (Cali i wsp., 1993). Dotychczas
opisano kilkaset przypadkow mikrosporydiozy wywelgprzezE. intestinalis(Didier, 2005).
Uwaza sk, ze inwazja tym pastytem przebiega e¢sto bezobjawowo, co sprawize niewiele
przypadkéw zargenia zostaje wykrytych (Franzen i wsp., 1998). intestinalis pasaytuje
gtéwnie w komodrkach nabtonkowych uktadu pokarmowegle take w makrofagach btony
podstawnej, fibroblastach i komoérkagiddbtonka i czsto jest przyczyminwazji rozsianej obej-
mujacej niemal wszystkie nagdy (Lippert i wsp., 2003)E. intestinalisrzadko jest wykrywany
u zwierzt (Bornay-Llinares i wsp., 1998; Haro i wsp., 20086mmo i wsp., 2007; Stodkowicz-

Kowalska i wsp., 2006, 2007). Przypuszcza & istnieje maliwos$¢ transmisji tego patogenu



miedzy ludzmi i naczelnymi, jednak nie do kca wiadomo, czy ludzie, czy zwieta, $
typowymi zywicielami (Graczyk i wsp., 2002).

WystepowanieE. cuniculiopisano u wielu gatunkéw zwigtz migdzy innymi u naczelnych,
gryzoni, drapienych, a rzadziej u ptakow (Didier, 2005). Uaast, ze encephalitozoonoza u ludzi
wywotana przeZ. cuniculima charakter zoonotyczny (Didier i wsp., 1996; iMat wsp., 1997).
Pierwszy przypadek zamnia przeZ. cuniculicztowieka opisano u pacjenta z AIDS, ktory zmart
w 1987 roku (Terada i wsp., 1987). Od tego czassaop ponad 20 przypadkdéw klinicznych in-
wazji E. cuniculi. Dotyczyty one osob zakanych HIV lub lgdacych po transplantacji (m. in.:
Deplazes i wsp., 1996; Mohindra i wsp., 2002; Gaaribominguez i wsp., 2003; Mathis i wsp.,
2005; Omura i wsp., 2007). ZaemieE. cuniculiu ludzi mae prowadzi do niewydolnéci nerek,

a take dawa dolegliwasci ze strony uktadu oddechowego i nerwowego.

E. hellemzostat opisany po raz pierwszy w 1991 roku (Didiessp., 1991). Wysipo-
wanie tego gatunku u cztowieka jdsisle zwigzane z niewydolniia i ostabieniem uktadu
immunologicznego zaranych oséb (Latib i wsp., 2001). M® on wywotywd rézne objawy
chorobowe, takie jak zapalenie zatok, phienrozsiarm mikrosporydioz (Scaglia i wsp.,
1998), a take zapalenie rogowki i spojowek (Didier i wsp., 1R90becnie wiadomoze
rozne gatunki ptakow i rzadziej ssakéw, mdxyc zywicielami E. hellem(Black i wsp., 1997,

Stodkowicz-Kowalska i wsp., 2006; Graczyk i ws@08)

1.2.3.3. Budowa i cykl rozwojowy

Postaci inwazyjrg i diagnostycza s3 spory, ktore charakteryzugie niewielkimi rozmia-
rami (1-4 pm) i skomplikowanstruktue wewretrzrg. We wretrzu spory - oprocz typowych
elementow komérkowych — znajduje: siharakterystyczny tylko dla tych organizméw aparat
wystrzeliwupcy sporoplazra Jest on zbudowany z diugiej, zawirj koliscie wokot sporo-

plazmy nici biegunowej. Cadé struktury zakaczona jest specjadnptytka kotwiczrg. Liczba



zwojow nici biegunowej wahaesbd 4 do 30 i jest cegldiagnostyczg, charakterystyczndla
poszczegolinych gatunkdéw (Weiss, 2001). Otoczkavzaesporom mikrosporydiéw nadzwy-
czajry opornd¢ na dziatanie czynnikowrodowiska zewetrznego isrodkow dezynfekcyjnych

(Didier i wsp., 2004; Svedhem i wsp., 2002).
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*Development inside parasitophorous vacuole also occurs in E. hellerm and E. cuniculi.

Rycina 3. Cykl rozwojowy mikrosporydiow z rodzaju Encephalitozoon i Enterocytozoon
(ze strony internetowej CDC: www. dpd.cdc.gov/dpdx)

Wszystkie gatunki nalgce do mikrosporydidw sspasaytami homoksenicznymi i do-
petniag swoj cykl rozwojowy w jednym osobnikiywicielskim (Ryc.3). Po dostaniugsspory
do organizmuzywiciela, sporoplazma trafia do winza komérkizywiciela przez gwattownie
wystrzeliwarny ze spory i biegunovg. Proces ten, dgki ktéremu komorkazywiciela zostaje
zainfekowana, jest specyficzny tylko dla mikrosmboyv i zachodzi bardzo szybko. Pagowe
wnetrzu komorki zywiciela rozmnaa st w dwojaki sposéb: przez podziat komorki
(Encephalitozoonlub wielokrotny podziatgdra, przebiegagy bez podziatu cytoplazmy. Po-



woduje to powstanie wielgiirowych komorek Enterocytozoon Nastpnym etapem rozwoju
pasayta jest sporogonia, w wyniku ktorej powsgtapory. Blona komérkowaywiciela ulega
rozpadowi i rozerwaniu, co prowadzi do uwolnienerdzo wielu stadiow dyspersyjnych —
spor, ktore albo inwadaipastpne komorkizywiciela, albo te zostag wydalone dagrodowiska

zewretrznego (Weiss, 2001). Okres inkubacji jest niegn@®ecrane i wsp., 2012).
1.2.3.4. Diagnostyka

Spory mikrosporydiow maa wykry w rGznym materiale diagnostycznym, np. w wyda-
linach, wydzielinach ptynach ustrojowych oraz w eng@te biopsyjnynzywiciela, a take w pro-
bachsrodowiskowych (wodazywnaosé). W diagnostyce mikrosporydiozy stosuje sietody mi-
kroskopowe (mikroskopigwietlna, epifluorescencyjna i elektronowa), immugptzne, moleku-
larne oraz rzadko hodowiie vitro (Garcia, 2002).

Ze wzgkdu na mate rozmiary spor, ich wykrycie i identyfik@agatunku nasfcza due
problemy. W mikroskopowym badaniu materiatu diagpcEnego konieczne jest stosowanie
specyficznych metod barwienia. W zatesci od badanego materialu stosowaner&ne
techniki barwienia; jeeli materiatem diagnostycznym svydaliny lub wydzielinyzywiciela
stosuje si barwienie chromotropem, metp&Giemsy lub chemofluorescencp w przypadku
badaniamaterialu cytologicznego barwienie Grama. Do bameiebioptatow wykorzystywane
jest take, m. in. barwienie hematoksydin eozyry, barwienie PAS lub barwienie Warthin-
Starry’a (Schwartz i wsp., 1996). Jednak w diagyusstlaboratoryjnej mikrosporydiozy
najczsciej wykorzystywane jest barwienie chromotropem iwgdWebera i wspdipracownikow
(1992). Podstagvrozpoznania spor jest ich wiel@ zabarwienie (jasno#dwe lub czerwo-
ne) i charakterystyczne struktury westnzne oraz przegaienie wsrodku spor. W podobny
sposob barwii sie takze inne jednokomaorkowe grzyby oraz bakterie, dlatéiggnosta musi
posiadé dwe ddwiadczenie, aby prawidtowo zidentyfikowaspory mikrosporydiow.
W laboratoriach diagnostycznych stosowasedvniez barwniki fluorescencyjne, z ktérych

najczscie] wykorzystywany jest Calcofluor M2R (Vavra i @lhpsky, 1982). Rozpoznanie



prowadzi s¢ przy wyciu mikroskopu epifluorescencyjnego, wypasaego w filtr przepuszczagj
cego fale o diugi 395-415 nm. Spory mikrosporydiow fluoryauy kolorze niebieskobia-
tym, a ich otoczki w kolorze turkusowym. Niestetgk samo fluoryzowa mog rowniez
grzyby, bakterie i artefakty (Didier i wsp., 199%atem uwaa sk, ze dodatni wynik chemo-
fluorescencji musi by potwierdzony barwieniem chromotropem, co ¢siza nie tylko
koszty badania, lecz ta& wydtuza czas oczekiwania na wynik (Didier i wsp., 199%lezy
podkreli¢, ze najczsciej stosowane w diagnostyce mikrosporydiozy metddywienia
oparte na bazie chromotropu i barwnikow fluoresggneh, nie pozwalaj na zidentyfiko-
wanie gatunku mikrosporydium.

W laboratoriach naukowych w diagnostyce mikrospmzy gtownie wywotanej przez
gatunki z rodzajiencephalitozoonstosowanegsrowniez metody immunologiczne unaliwiaj a-
ce wykrywanie antygendw lub przeciwciat (Didier spv, 1995; Croppo i wsp., 1998). Jednak
istotnym ich ograniczeniem jest brak komercyjnyestawéw do wykorzystywanych do tego
celu.

W laboratoriach naukowych wykorzystywangmetody hodowlin vitro, mikroskopia
elektronowa 1 techniki biologii molekularnej (Gaaci2001). Dwie pierwsze metody s
czasochlonne i drogie, natomiast techniki biologinolekularnej (gtéwnie PCR,
sekwencjonowanie i fluorescencyjna hybrydyzacjsiin - FISH) § coraz cgsciej stosowane
w identyfikacji gatunku lub genotypu mikrosporydiumaréwno w badaniu préb klinicznych,
jak i srodowiskowych (Garcia, 2002). Podkienia wymaga faktze powang wady techniki
PCR jest prawdopodohistwo uzyskania wynikéw falszywie negatywnych, zeglgdu na
obecnd¢ inhibitorow polimerazy w badanej prébie, niemos¢ rozr&nienia patogenu
zywego od martwego oraz oktenia liczby pasaytow.

W ostatnim czasie, w diagnostyce mikrosporydioznazazsciej stosuje si technile

FISH (Fluorescenin Situ Hybrydization) i multiplex FISH; poleggj one na wykorzystaniu



fluorescencyjnie  znakowanych oligonukleotydow hylyzujpcych z  gatunkowo
specyficznymi fragmentami 16S rRNA pagta. Rozrgnienie gatunkdéw mikrosporydiow
opiera s¢ na podstawie charakterystycznego zabarwienia sporaleznosci od wytego
fluorochromu (Hester i wsp., 2000; Graczyk i wsf)02). Technika FISH unibwia okres-
lenie nie tylko gatunku mikrosporydium, ale rown@ozwala odréni¢ sporyzywe od mart-
wych, co jest przydatne do oklenia inwazyjndci pasayta. Metoda ta, mimo swojej czaso-
chtonndci, jest wysoce czuta i specyficzna.

Czestas¢ wystepowania mikrosporydiow u ludzi i zwiegizjest prawdopodobnie zani-
zona z wielu wzgldéw, m. in.: (1) s to bardzo mate organizmy, ktore ama tatwo przeo-
czy¢ w trakcie przegldania preparatéw; (2) ich wykrycie wymaga wykoraysh
specyficznych metod, ktére nig stosowane w rutynowej diagnostyce; (3) inwazjaenioy
bezobjawowa, lub objawy kliniczney séznorodne; (4) identyfikacja gatunku jest #iwa
tylko przy wykorzystaniu mikroskopii elektronowéjtb metod molekularnych. Warto dada
ze identyfikacja gatunku i genotypu jest rownidardzo przydatha w dochodzeniu

epidemiologicznym, poniewaumazliwia precyzyjne okréeniezrodta zaraenia.

1.2.3.5. Obraz kliniczny

W zalenosci od gatunku mikrosporydium, biotopu, intensyweiozaraenia i stanu
immunologicznegaywiciela objawy mikrosporydiozyasrézne (Tabela 6). Mikrosporydioza
jest z reguty nieuleczadni prowadaca do zgonu chorab oportunistyczgn, wyskpujaca
gtéwnie u 0sbéb z obnbng odporndcia, np. zakaonych HIV, leczonych immunosupresyjnie
lub po transplantacji nagddéw (Didier, 2005). Z dawiadczé wielu csrodkdéw wynika,ze
mikrosporydioza jelitowa jest gty przyczyn biegunek i zespotu wyniszczenia u 0sob HIV-
pozytywnych. Udokumentowaneg stakze przypadki inwazji oka, nerek, ptuc, g¢émni,

watroby, pcherzykazotciowego, otrzewnej i centralnego uktadu nerwowddwaza sk, ze



wszystkie gatunki mikrosporidiow wykrywane u osélolanizong odporndcia mogy by¢

przyczyry uogélnionej inwazji (Didier, 2005).

1.2.3.6. Epidemiologia

Mikrosporydia § organizmami kosmopolitycznymi, jednalggle mamy niewystarczgje
dane na temat ich wygtowania w wielu krajackwiata, w tym take w PolsceMikrosporydioza
u ludzi wystpuje z rGna czestaicia, ktéra waha siod 0 do 81.5%. ((Didier i wsp., 2004).
Inwazja u ludzi najcgciej zwigzana jest z nieprawidtowym dziataniem uktadu odp&iowego.
Jednak rozwdj metod diagnostycznych i gkgzone zainteresowanie mikrosporydiami sprawity,
ze zaceto je wykrywa réwniez u pacjentéw po przeszczepach, u dzieci i 0sob degmym
wieku (Didier, 2005).

Mikrosporydia § nowymi patogenami cztowieka i dlategmdia zaraenia oraz sposoby
transmisji nie $ w petni poznane (Decreane i wsp., 20¥2Hdlem inwazji mog by¢ zaraeni
ludzie oraz zwierga. Morfologiczna i molekularna analiza mikrospaéyd wykrytych u ludzi
I zwierzat wskazuje ze mikrosporydioza u ludzi ma charakter zoonotyc@viginnesi Stewart,
1991; Graczyk i wsp., 2002; Mathis i wsp., 200501y mikrosporydiow, ktéregspostaciami
inwazyjnymi, dostaj sic do srodowiska najoczciej wraz z wydalinami lub wydzielinami zaz
nych zywicieli lub po ich rozktadzie (Didier, 2005).3%ne wysoce oporne na dziatanie czyn-
nikow srodowiskowych. Zachowsjzywotnas¢ przez 10 lat przechowywania w wodzie destylo-
wanej; déwiadczalnie wykazanae sporyE. cuniculipozostaty inwazyjne po 2 latach przecho-
wywania w temperaturze’@ lub po 24 godzinnym mteniu w temperaturze -22 (Kudela
i wsp. 1999). Rownie spory E. intestinalis, E. hellem i E. cuniculig inwazyjne po
kilkumiesiccznej inkubacji w wodzie o zmiennej temperaturpel 10 do30°C (Li i wsp. 2003).
Ponadto, spory pozosfajywe po godzinnym podgrzewaniu w temperaturZ&56s oporne na
wysychanie. St tez uwaza sk, ze obecn& spor wsrodowisku jest powszechna (Didier i wsp.,

2004; Didier, 2005). Do zarania dochodzi gtdéwnie na drodze pokarmowej i int\gieej (Gra-



czyk i wsp., 2007b). Kilka gatunkéw mikrosporydi@wazyjnych dla cztowieka (Tabela 6) jest
przenoszonych przez owady (Visvesvara i wsp., 19@8dner i wsp. 1999; Dascomb i wsp.,
2000).

Woda jest gtéwnyntrédiem paéredniej drogi zarsenia mikrosporydiami. Obecéo spor
stwierdzano zaréwno Wciekach, wodach powierzchniowych i gruntowych, jakw wodzie
pitnej. W zwigzku z tym przypuszcza ¢Si ze picie niefiltrowanej wody wodoggowej,
pochodzcej ze studni oraz korzystanie zzmégo rodzaju zbiornikbw rekreacyjnych ieo
prowadz¢ do zaraenia i wysgpowania jelitowej mikrosporydiozy u ludzi (Graczykwsp.,
2007a;lzquierdo i wsp. 2011). Dotychczas opisano gandnopochodipepidem¢ mikrospory-
diozy, ktérejzrédiem byta woda wodagijowa (Cotte i wsp., 1999).

Zrodiem zaraenia mikrosporydiami jest prawdopodobnie z@alkywnos¢ pochodzenia
roslinnego, szczegollnie, gdy uprawy nawozé sidchodami lub do jej myciazywa sk
zanieczyszczonej wody. Przyktadem molgy¢ wykryte spory E. bieneusi, E. intestinalis
i E. cuniculiw produktach pochodzeniasianego (Jedrzejewski i wsp., 2007). Znana jeshged
zywnosciopochodna epidemia mikrosporydiozy wywotanej prie bieneusi zarazeniu ulegto
135 gdci jednego z hotelu w Szwecjizeodtem inwazji byty ogérk{Decrane i wsp., 2012).

Podobnie jalC. parvumdwa najczsciej wykrywane u cztowieka gatunki mikrosporydiow -
E. bieneusii E. intestinalis- znajduj sic na liscie czynnikdw (kategoria B), ktore rma
wykorzyst& jako brai biologiczry oraz na Kcie mikrobiologicznych zanieczyszazevody

pitnej (http:/Amw2.niaid.nih.gov/Biodefense/barmiwrity.htm; hitp:/Amww.epa.govisafewater/ccletiml).

1.2.4.Ascaris spp.

Ascaris lumbricoidesi A. suumnaleza do najczstszych pasgtow jelitowych —

odpowiednio — cztowiekadwin.



1.2.4.1. Rys historyczny

Ze wzgkdu na dug wielkos¢ i czgste wysgpowanie na catymdwiecie, oba gatunki tych
nicieni byly pierwszymi pasgtami poznanymi przez ludzi, poniesvevzmianki o nich znale-
ziono w stynnym papirusie Ebersa, datowanym na 1850.n.e. (Roberts i Janovy, 1996).
Ponadto, znalezienie j&. lumbricoidesv sfosylizowanym kale ludzkim datowanym na po-
nad 30 tysicy lat temu wskazujee glista ludzka byta jupasaytem cztowieka w okresie
plejstocenu (Bouchet i wsp., 1996). Pierwszegowfidumbricoideslokonat Linneusz
w 1758 roku, &A. suumGoeze w 1782 roku (Dold i Holland, 2010).
1.2.4.2. Taksonomia

Ascaris lumbricoides A. suumnalezag do typu Nematoda, gromady Secernentegjuz
Ascariddia i rodziny Ascarididae.
1.2.4.3. Budowa i cykl rozwojowy

Oba gatunkiAscarissa morfologicznie identyczne. Dtugé dorostych samic wahagsi
od 20 do 40 cm, natomiast samgengeco mniejsze (15 do 30 cm) i maagkety tylny odcinek
ciata. Zaptodnione jaja o diugd 45-70 um, g owalne, ma grulg, pofatdowan otoczk
zewretrzng, podczas gdy jaja niezaptodnione snuklejsze i wiksze (75 do 90 um), a ich
otoczka jest ciesza i mniej pofaldowana. Chogiaba gatunki nicieni majtaky sany budo-
we, to jednak s specyficzne dla swoickywicieli. Jednak déwiadczalnie wykazanoze
istnieje maliwos¢ krzyzowej transmisji; znanegsez przypadki zarzenia ludziA. suum(cyt.
za Dold i Holland, 2010).

GatunkiAscarissg pasaytami homoksenicznymi i dopetniggwoéj cykl rozwojowy w jed-
nym osobnikuzywicielskim (Ryc. 4). Postacie dojrzahyja w jelicie cienkim. Samica sktada
okoto 200 tysjcy jaj dziennie, ktdregswydalane dasrodowiska wraz z katemywiciela. Nie
zaptodnione jajagsnieinwazyjne, natomiast zaptodnione wymagagwoju zarodkowego, ktéry

w zalenosci od warunkowsrodowiskowych trwa od trzech do kilkunastu tygodilitym okresie



wewngtrz jaj rozwija s¢ larwa. Do zarzenia dochodzi na drodze fekalno-oralnej. Po podmi
inwazyjnych jaj, w jelicie cienkim wybajg sie larwy, ktdre penetrygjbtore sluzowg i wraz z
krwig dostag sic do watroby, a nasgpnie do ptuc, po czym migmjdo tchawicy i gardta. Po
potknieciu larwy przeksztatcajsic w postacie dojrzate w jelicie cienkim. Migracjaview orga-
nizmie zywiciela trwa okoto dwdéch tygodni. Pierwsze jajdaslane przez samice pojaviiagic

w kale po 2 do 3 miegtach od potkricia jaj. Dojrzate glistyyja od 1 roku do 2 lat.

A = Infactive Stage
L\ = Diagnostic Stage

Fertilized quA Unfertilized egg

will not undergo ﬂ.
bislogical development

WAFEN - HEALTHIES - PEGFLE™

K
rtipdfwnenw, dpd cde. gowdpdx

Rycina 4. Cykl rozwojowy Ascaris lumbricoides
(ze strony internetowej CDC: www. dpd.cdc.gov/dpdx)

1.2.4.4. Diagnostyka

Rozpoznanie zafaniaoparte jest gtdwnie na mikroskopowej identifikajgj w kale.
Zalecane stez metody zagszczajce (sedymentacyjne). Postacie dojrzate, ktgrezasami
wydalane z katem, lub wydostagic przez usta, 411z nos mana rozpozné& makroskopowo
po cechach budowy. Natomiast larwy ima wykry¢ w plwocinie w czasie ich gdrowki

W organizmiezywiciela.



1.2.4.5. Obraz kliniczny

Obecndé¢ dojrzatych osobnikOwAscaris zazwyczaj nie wywotuje ostrych objawéw
u ludzi, chocia, ze wzgédu na tendengjmigrowania dorostych glist do innych biotopow,
nawet pojedynczy pasgt maze spowodowa powane konsekwencje zdrowotne, np. zaczo-
powanie przewoduwodtciowego. Natomiast obecfio duzej liczby glist w jelicie cienkim
wigze sk z utrat apetytu, ztym trawieniem laktozy, spadkiem wagilami brzucha oraz
niedraznoscia jelita cienkiego. U niektorych oséb wygplija takze objawy alergiczne.
Podczas wdréwki larw w ptucach mag wystgpi¢ takie objawy, jak: kaszel, duszio
eozynofilowe zapalenie ptuc, zwanegsto zespotem Lofflera. Ywin zaraonych A. suum
wystepuja podobne objawy, co wie st z duzymi startami ekonomicznymi (Dold i Holland,
2010).
1.2.4.6. Epidemiologia

Askarioza jest jednz najczstszych inwazji stwierdzanych u ludziswin na catym
swiecie (Dold i Holland, 2010). GZciej wystpuje w krajach o klimacie tropikalnym i
subtropikalnym, co wynika gtéwnie z uwarunkawaekologicznych (wysoka wilgotiso i
temperatura), socjo-ekonomicznych i sanitarnyctkré@ch ubogich i przeludnionych, gdzie brak
urzadzea sanitarnych prowadzi do zanieczyszczeniaowiska katem). Askarioza jestesta
takze w krajach, gdzie do nawenia upraw stosujeesodchody ludzkie. Znana jest epidemia
glistnicy, ktéra wystpita w Finlandii - kraju gdzie nie stosuje¢sbdchodow ludzkich do
nawazenia upraw;zroédtem epidemii bytlo spgywanie poréw importowanych z Izraela lub
Hiszpanii (Raisanen i wsp., 1985).

Jaja Ascaris 53 niezwykle oporne na dziatanie czynnik@nodowiska zewetrznego (z
wyjatkiem wysuszenia) i zachowauinwazyjnag¢ przez kilkanécie lat (WHO, 1967). Wykazano
takze, ze jajaA. suumzachowwy zywotnas¢ w gnojowce przez 29 tygodni (Johnson i wsp.,

1998). Natomiast, daviadczalnie stwierdzonoe 0.1-4.5% jajA. suumzachowujezywotnasé



w glebie przez 17 miegly (Mizgajska, 1993). Jajascarissg takze wysoce oporne na dziatanie
srodkéw chemicznych, np. pragvaja w 50% roztworze kwasu solnego, azotowego i Siaggmwv

(Roberts i Janovy, 1996).

1.3.Zrédka i drogi biologicznego zanieczyszczenigywnosci

Biologiczne zanieczyszczenseodowiska ma istotny wptyw na wygtowanie stadiow
dyspersyjnych pasgtow na powierzchni produktéw spgwczych. Ludzie i zwierga wyda-
laja olbrzymie ilasci odchodow, ktore zanieczyszczajodowisko, w tym ekosystemy wodne.
Wedtug wyliczé, do srodowiska trafia rocznie okoto 232 milionéw ton hkith odchodow
(Fayer i wsp., 2004). Roéwnie istagtmole w zanieczyszczeniu biologicznym ma hodowla
zwierzt. Szacuje si, ze pogtowie zwiergt hodowlanych jest ponad trzykrotniegksze, ni
liczba ludndci zamieszkujca Zieme i zwierzta te wydalaj ponad 4,5 mld ton odchodow
rocznie (Fayer i wsp., 2004). Tak zwierzta dzikie, w tym ptaki, ktdre magprzenost
patogeny na die odlegtdci, map istotny wptyw na zanieczyszczari®dowiska odchodami
(Graczyk i wsp., 2008).

Giardioza i kryptosporydioza ¢€zto wysepuje u zwierat na catymgwiecie, w tym rownie
w Polsce (m.in.: Majewska i wsp., 1998, Majewskasp., 1999, Majewska i wsp., 2000; Smith
i wsp., 2007; Bajer, 2008). Zwietta 3 tez rezerwuarem inwazyjnych dla cztowieka mikrospory-
didw (rozdziat 1.4.1.2.). Natomiasgiscaris lumbricoidegest najczsciej wystpujacym helmin-
tem jelitowym u ludzi; szacujegsize ponad 1.3 mld osob Bwiecie jest zaraonych (Bethony
i wsp. 2006, Dold i Holland, 2011). TakA. suumjest szeroko rozprzestrzenionym gstym
pasaytemswin (Dold i Holland, 2011). Mag na uwadze fakte stadia dyspersyjne gkiszcci
stwierdzanych naywnosci pasaytow wydalane $ przez zarzonychzywicieli w bardzo duaej
liczbie, istnieje wiele mdiwosci w jaki mogy one zanieczyszczaywnosé. Zywnaosé pochodze-

nia ralinnego mae zosta zanieczyszczona stadiami dyspersyjnymi pgsev pocawszy od



pola uprawnego, szklarni lub sadudo ,naszego stotu”. M@ do tego déf na drodze bezpo-
sredniej — od zaranych osob lub zwiest, mapcych kontakt zzywnaicia, bgdz na drodze
pasredniej — wtedyrodtem zanieczyszczenia by woda utywana do podlewania upraw lub
mycia spaywanych rdlin, zanieczyszczona gleba, azakle kompostowane odchodyywane
do nawaenia (Ortega i wsp., 1997; Amahmid i wsp., 1999p&tson i Gjerde, 2001a, b).
Istnieje rownie mazliwosé zanieczyszczenia produktowslionych przez organizmy, ktorey s
wektorami przenogzymi stadia dyspersyjne pastow (Smith i wsp., 1993; Graczyk i wsp.,
1996). Istotnym czynnikiem wptywglym na zanieczyszczenkiywnaosci jest niewystarczaga
higiena osobista 0s6b zajmeych st jej przetwarzaniem lub sprzedaRowniez bezobjawowe
zargenie w daym stopniu sprzyja szerzeniu pagdw i pojawianiu si epidemii

zywnaosciopochodnych. (Slifko i wsp., 2000).

Istnieje take wiele innych potencjalnych drog zanieczyszczepwenosci pochodzenia
roslinnego stadiami dyspersyjnymi pastow, z ktérych najistotniejsze to:
. uzywanie do nawgenia upraw zanieczyszczonego stadiami dyspersyjnymi

pasaytow, zle skompostowanego obornika,

= wypasanie zwierg w poblizu upraw,
. bezpdrednie zanieczyszczanigwnaosci katem zaraonych zwierzt,
" aeorozole powstate z gnojowicy, bidiaekow zanieczyszczonych stadiami

dyspersyjnymi pasgtow,
" uzywanie zanieczyszczonej wody do rozpylania pestyaydinsektycydow,
. uzywanie zanieczyszczonej wody do mycia warzyw i cimyproduktow rélinnych

spazywanych na surowo lub konsumowanych po niewielkizefworzeniu.



Zmieniapce s¢ nawyki zywieniowe konsumentéw — w tym zgkiszone spaycie suro-
wych warzyw i nie dogotowywanieéywnosci w celu zachowania naturalnych waloréw
smakowych oraz zachowania nietrwatych skladnikéwyedzych — zwgksza ryzyko
zargenia pasgytami. JednoczZmie rosmca swiadoma¢ zanieczyszczeniarodowiska
stadiami dyspersyjnymi pasgow i ich wplywu na zdrowie powodujeze niezlgdnym

wydaje s¢ opracowanie lepszych metod ich wykrywania (Slifkesp., 2000).

1.4. Metody wykrywania stadiéw dyspersyjnych pasgytéw w i na zywnosci
pochodzenia r@linnego

Istnieje stale wzrastgje zapotrzebowanie ze strony producentgwnaosci i 0séb odpo-
wiedzialnych za ochrenzdrowia publicznego na opracowanie szybkich metgrywania
i identyfikacji patogenow wiywnaosci, ktére zapewni konsumentom bezpiecziaywnaosé i nie
zagraajagca zdrowiu izyciu (Foley i Grant, 2007). Jednako ile dokonano pagiu w metodyce
wykrywania mikrobiologicznych zanieczyszézeywnaosci, to nadal metody wykorzystywane
do wykrywania stadiéw dyspersyjnych pagow w produktach pochodzenia slianego
opierap sk gtdwnie na metodach stosowanych w ich wykrywaniuwedzie i kale. Obecnie
stosowane metody obejmujtrzy etapy: pobieranie probek, odseparowanie @tadi
dyspersyjnych od badanych produktowslirmmych i ich zagszczanie oraz wykrywanie
i identyfikacg.

Badanie odpowiedniej wiellkoi préb zywnosci pochodzenia finnego whze sk
z prawidtowym oszacowaniem ryzyka zagaia (Smith i Nichols, 2009). Z opublikowanych
prac wynika,ze do bada wykorzystywano rane wielkasci prob produktéw réinnych
od 20 gramow do 2.5 kg (Saglewicz i Tarczyiski, 1996; Kasprzak i wsp., 1981; Amahmid

i wsp., 1999; Gharavi i wsp., 2002; Kozan i wsi@02; Amoah i wsp., 2006; Daryani i wsp.,



2008; Rai i wsp., 2008; Avicioglu i wsp., 2010; Ratka i wsp. 2010; Al-Megrin i wsp.,
2010; Fallah i wsp., 2012).

Zazwyczaj stadia dyspersyjne pagow wystpuja w niewielkiej liczbie w lub na
zywnaosci. To tez technikiin vitro, stosowane w celu namienia bakterii dla ich tatwiejszej
identyfikacji, nie 8 mazliwe do wykorzystania w przypadku pastow. Zatem konieczne
jest zastosowanie metod usfiwviajacych separagstadiow dyspersyjnych pasaéw od
badanych produktowywnosciowych i ich zagszczenie. Jednak separacja spor, oocyst, cyst,
jaj i larw pasaytéw z produktow rdinnych stanowi dze wyzwanie, j@i wezmie st pod uwag
duza réznorodna¢ produktow rélinnych (sataty, kietki, warzywa, ziota, owoce ikporaz
ich budowe lub porowaté¢. W wielu pracach badane produkggvnosciowe myto w
biezacej wodzie lub w naczyniu z wadSzehgiewicz i Tarczyiski, 1969, Kasprzak i wsp.,
1981; Ghavari i wsp., 2002; Andoh i wsp. 2009; Siai wsp., 2012), lub w roztworze soli fi-
zjologicznej (Amahmid i wsp., 1999; Erglal i Sener 2005; Amoah i wsp., 2006; Daryani i
wsp., 2008; Abougrain i wsp., 2009; Gupta i wspQ2, Al-Megrin i wsp., 2010; Fallah i
wsp., 2012). W celu zwkszenia skuteczsoi wymywania stadiow dyspersyjnych, niektérzy
badacze stosowali detergenty (m.in. Tween 80, géiLyktore obriajac napecie po-
wierzchniowe, zapobiegaprzyczepianiu sistadiow dyspersyjnych pagaéw do powierz-
chnizywnasci lub innych castek (Kozan i wsp., 2005; Jedrzejewski i wsp., 20041 i wsp.,
2008; Rzeutka i wsp., 2010). W tym samym celu stosowanadaonikag} (Kozan i wsp.,
2005). Uwag zwraca rownig zréznicowany czas ptukania i/lub wytizania badanych préb
produktéw rdélinnych — w wielu publikacjach albo brak takiejanmaciji, albo czas ten wa-
hat st od kilku minut do 24 godzin. Tak zdorodne pogpowanie ma znagey wptyw na
uzyskane wyniki.

W badaniach nad wykrywaniem stadiow dyspersyjnyascgytow w zywnosci stoso-

wano take r&ne techniki oczyszczgje i zagszczajgce, takie jak: filtrowanie przez gaz



(Rai i wsp., 2008), bibgt(Szehgiewicz i Tarczyiski, 1969) lub filtry o rénej srednicy por
(Ghavari i wsp., 2002) oraz mde techniki sedymentacyjne - dekantacja, metodatkdub
Rivasa oraz wirowanie (m. in.: Szgiewicz i Tarczyski, 1969; Kasprzak i wsp., 1981,
Amahmid i wsp., 1999; Ergoul i Sener 2005; Kazan i wsp.; 2005; Abougrainspw 2009;
Sia Su i wsp., 2012) i flotacyjne (Avcioglu i ws@010). Filtrowanie przez gazub bibuk
umazliwia odseparowanie wkszych castek raglinnych, natomiast stosowanie filtréw przy-
czynia s¢ do gromadzenia siduzych ilosci czastek, co powoduje ich zapychanie, azeak
trudnasci w wykrywaniu i identyfikacji paso/téw. W badaniach tych stosowano zak&ny
czas sedymentacji oraz czas¢qkos¢ wirowania, co rownig wptywa na uzyskane wyniki.

Ze wzgkdu na faktze z reguty stadia dyspersyjne pagow wystpuja w niewielkiej
liczbie nazywnosci pochodzenia iinnego, stosowano tak metod immunomagnetycznej
separacji (IMS), pozwalagej odzysk& z osadu stadia dyspersyjne tylko niektorych
pasaytow, poniewa magnetyczne kuleczki optaszczonepszeciwciatami, ktore reagui
epitopami $ciany stadiéw dyspersyjnych oklenych gatunkow pasgtow. Metod
immunomagnetycznej separacji zastosowano do wykrpvaocystCryptosporidiumtylko
w jednej pracy (Rzautka i wsp., 2010).

Metody wykrywania i identyfikacji gatunkéw pas@ow w osadzie uzyskanym po
ptukaniu produktéw rdinnych przedstawiono w poszczegdélnych podrozdefateej pracy

(1.21.4,;,13.14;1.4.1.4.;1.5.1.4).

Z powyzej przedstawionego przeglu metod stosowanych do wykrywania i identyfi-
kacji stadiéw dyspersyjnych pasaow w zywnosci pochodzenia &innego wynika,ze brak
jest standardowych metod gfgych do izolowania, zggzczania i identyfikacji paggtow
znajdupcych sé na powierzchnizywnosci. Ich opracowanie stanowi gahe wyzwanie, ze
wzgledu na r@norodnad¢ produktéw rélinnych, jak i samych paggtow, ktére potencjalnie

mog wystpowa nazywnaosci.



2. CEL PRACY

Gtownym celem pracy byfa identyfikacja pagtww oraz okrélenie czstasci ich
wystepowania w probacliywnosci pochodzenia &innego i nasionach przeznaczonych do
hydroponicznej uprawy kietkGw.

Ponadto, dodatkowymi celami byto okienie:

€ roznic w zanieczyszczeniu stadiami dyspersyjnymi pggov poszczegoinych

kategoriizywnosci pochodzenia &innego;

€ roznic w czstasci wysiepowania stadiéw dyspersyjnych poszczegoélnych paso

w badanych kategoriactywnosci;

€ korelacji medzy czstaicig wysiepowania stadiéw dyspersyjnych pagmw na

zywnosci pochodzenia innego a miejscem jej zakupu;

€ roznic miedzy czstascig wystepowania stadiow dyspersyjnych pagmw na

zywnosci wyprodukowanej przez polskich producentow i pmtfacej z importu.



3. MATERIAL | METODY

3.1. Prébyzywnosci

Materiat bada stanowito 300 prowiezej zywnosci pochodzenia &innego oraz 30
préb nasion przeznaczonych do uprawy hydroponidzieé§ow.
3.2. Kategorie probzywnosci

Zakupione prébyywnaosci $wiezej podzielono na sé odrebnych kategorii (Tabela 7).

Tabela 7.Kategorie préb zywnosci.

Kategoria Liczba
badanych prob
Sataty 56
Warzywa 53
Kiefki 56
Ziota 83
Salatki
warzywne 12
Owoce 40
Ogobtem 300

3.2.1. Sataty

Ogotem do badawykorzystano 56 préb satat, w tym 14 satat masthwyo dziewjc
satat lodowych i dekoracyjnych oraz po osiem opakoinsalatiny, rukoli Eruca vesicaria
i roszponki Yarelianella locusta
3.2.2. Warzywa

Ogotem badaniami olio 53 proby warzyw — 12¢pzkow natki pietruszki, po osiem
peczkdw rzodkiewek i cebuli dymki oraz porow, selerdwokutow i jeden gczek lici
buraka.

3.2.3. Kietki



Ogotem zakupiono 56 opakowdietkdw. W badaniach wykorzystano po osiem opako-
wan kietkow fasoli mung Yigna radiatg, pszenicy, lucerny, rzodkiewki, stonecznika, hrok
téw oraz mieszanki kietkOw.

3.2.4. Ziota

tacznie w badaniach wykorzystano 83 préby ziotekBzas¢ ziot - micta (10), bazylia
(9), melisa (8), majeranek (8), rozmaryn (8), tymeia (8), kolendra (8), szatwia (8) i oregano
(7) - pochodzita z uprawy doniczkowej. Ponadto, addniach wykorzystano dziexi
peczkdw koperku.

3.2.5. Salatki warzywne

Ogodtem zakupiono 12 opakowgotowych satatek warzywnych. Cztery proby mieszank
~Kalifornia mix” w sktad, ktorej wchodzitysatata lodowa, radicchio (cykoria satatowa) i mar-
chew. Cztery proby ,Satata mix” zawiesegj: rukok, szpinak, satatodmiany Batawia oraz
roszponk, dwie proby ,Fitness mix” zawiergej w swoim sktadzie: satatodowy, cykorie
satatow - radicchio, cykor odmiany frisee oraz marchew. Dodatkowo zakupiealoj satatk
0 nazwie ,Bolero mix” wyprodukowanz: cykorii odmiany endivia i frisee, buraka czenggo
oraz jedg mieszank ,mini Lololita” skomponowan z nas¢pujacych sktadnikéw: cztery rodzaje
safat, kietki, pomidory i ser mozarella.

3.2.6. Owoce

Ogoétem w badaniach wykorzystano 40 prob owocéwctalak: truskawka (20), malina

(12), boréwka czarna (6) i winogrono (2). Malinypooréwki kupowano w pojemnikach, a

truskawki i winogrona na wag



3.2.7. Nasiona wykorzystywane do hydroponicznej upmy kietkbw

W badaniach wykorzystano 30 prob nasiomywanych do produkcji kietkdw
w warunkach domowych. Zakupiono 16 opakawasion lucerny, osiem fasoli mung i §ze
pszenicy.
3.3. Miejsce zakupuzywnosci

Zywnas¢ pochodzenia iinnego zakupiono na terenie miasta Poznanigksa¢ kupiono
w duzych marketach (183), a pozostate w matych sklepeatzywniczych (72) i na miejskich
targowiskach (45).Wszystkie nasiona zakupiono \es&lze zdrowzywnoscia.
3.3.1.Zywnosé¢ zakupiona w duzych marketach

W szdciu duzych marketach, znajdagych s¢ na terenie Poznania, zakupiono ogotem
183 prébyzywnaosci (Tabela 8). W markecie | zakupiono 33, w markdti 4, w markecie

[l - 24, w IV markecie - 26, w markecie V - 79 imarkecie VI -17 prolaywnosci.

Tabela 8.Proby zywnosci zakupione w duzych marketach.

Kategoria Liczba préb zywnosci zakupionych w marketach
Zywnosci Market | | Market Il | Market Il | Market IV | Market V | Market VI

Sataty

Salata
mastowa

Salata
lodowa

Salata 4 1@
dekoracyjna

Insalatina g ®

Rukola 7 10 1

Roszponka 5>4).51) 3

Warzywa

Natka 120
pietruszki

Rzodkiewka 1

Cebula 5 202)
dymka

Seler 5 1 1

Brokut 449




Liscie buraka | | | | 1 ]

Kietki

Kietki lucerny 1 7

Kietki
stonecznika

Kiefki
fasoli mung

Kielki brokuta 2

Kietki
rzodkiewki

Kiefki
pszenicy

Mieszanka
kietkow

Ziota

Bazylia 1 b 3

Majeranek

Szalwia

Melisa

Koperek

N R[NP~
NS

N

Tymianek

Oregano 2

N
(03]

Rozmaryn

[EEN
[
N

Kolendra 1 %@

RPIWIERLINNINNNW®W

Micta 1 2 4

Satatki warzywne

Bolero mix

Lololita

Fitness mix

w Nk,

Kalifornia
mix

Satata mix 2 1@

Owoce

Maliny 1

Truskawki 1 °@

Ogétem 33 4 24 26 79 17

Objasnienia: ' wyprodukowane we Wioszech? wyprodukowane w Holandii,

% wyprodukowane w NiemczecH, wyprodukowane we Hiszpanit, wyprodukowane we
Francji,® wyprodukowane w Izraelu. W nawiasie podano licghob.



3.3.2.Zywnosé¢ zakupiona w sklepach warzywniczych
W pieciu poznaskich sklepach warzywniczych zakupiono ogoétem 7@przywnaosci
pochodzenia innego (Tabela 9); w pierwszym zakupiono 50, w14, w lll - 5, w V- 2 i

w sklepie V 1 prob zywnaosci.

Tabela 9. Prébyzywnosci zakupione w sklepach warzywniczych.

Liczba prob zywnosci zakupionych w sklepach
Sklep I | Sklep Il | Sklep Il | SKklep IV | Sklep V

Kategoria zywnosci

Sataty
Salata mastowa 10 2
Satata lodowa 240
Salata dekoracyjna 3
Warzywa

Por

Natka pietruszki
Brokuty

Cebula

dymka

Ziota

Koperek | 3 |
Kietki

Kietki fasoli

Kietki rzodkiewki
Kietki brokut
Satatki warzywne
Satata mix | | 1*9] | |
Owoce
Truskawki
Boréwka czarna
Maliny
Winogrona
Ogotem

N (N[Ol

oW w

»
w
=
=

N
=

N|W[-|~

ul
o

14 5 2 1

Objasnienia: ‘wyprodukowane we Wioszecfwyprodukowane w Holandii; w nawiasie
podano liczk prob.



3.3.3.Zywnos¢ zakupiona na miejskich targowiskach
Na dwoch miegjskich targowiskach zakupiono ogotempfdby zywnosci pochodzenia
roslinnego (Tabela 10); na jednym targowisku kupio@peBna drugim 15 prétywnaosci.

Tabela 10. Prébyzywnosci zakupione na miejskich targowiskach

) Liczba prob zywnosci
Kategoria zakupionych na targowiskach
ZyWNOoSCi : ,

Targowisko | | Targowisko Il
Sataty
Salata lodowa 3 2
Satata
dekoracyjna
Warzywa
Por 5
Rzodkiewka 3 4
Brokuty 2
Seler 2
Natka 3
pietruszki
Cebula 3
dymka
Ziota
Bazylia 2
Koperek 2
Owoce
Boréwka
czarna
Maliny 4 4
Truskawki 1
Satatki warzywne
Salata mix 1 0
Ogobtem 30 15

Objasnienia: *wyprodukowane we Wioszech; w nawiasie podano Hqzidb.

3.4. Pochodzenigywnosci

Zdecydowana wksza¢ probswiezej zywnosci pochodzenia idinnego (259) zostata
wyprodukowana przez polskich producentéw. Natomiagt prob pochodzito
Z importu, w tym 26 z Wioch, siedem z Holandii,eaytz Niemiec, dwie z Hiszpanii oraz po

jednej prébie z Francji i I1zraela (Tabele 8, 9,.10)



3.5. Metody

3.5.1. Przygotowanie préb do bada

Z kazdej zakupionegywnaosci pochodzenia kinnego odwaano 100 g. Nagpnie prolg
doktadnie rozdrabniano i przenoszono do dwulitrdwygzklanych zlewek i wlewano 1 litr
jalowego, 0.95 % roztworu soli fizjologicznej (pH4Y i 50 ml 0.01% roztworu TWEEN 80
(firmy Sigma). Caté¢ intensywnie mieszano szklarbagietlh przez 30 minut w celu
wyptukania zanieczyszcaePowstad zawiesi przegczano przez jednwarstwe gazy w celu
oczyszczenia zawiesiny z fragmentéw badapejnosci.
3.5.2. Uzyskiwanie osadu

Uzyskany przegz umieszczano w szklanych egtodennych probowkach wiréwko-
wych i wirowano w temperaturze @ przez 30 minut przy 2000. Nastpnie usuwano
supernatant, a osad przenoszono daksteych probéwek wirdwkowych. Regztosadu
przeptukiwano jatowym roztworem soli fizjologiczree]TWEEN 80 i dolewano do probowek
stazkowych. Nastpnie préby ponownie wirowano przez 30 minut przY@@. Uzyskany
osad badano stosigj metody mikroskopowe, immunologiczne i molekularne
3.5.3. Metody mikroskopowe

W celu wykrycia stadiéw dyspersyjnych pagmww, z kadej proby uzyskanego osadu
wykonywano dwa preparagyvieze i cztery rozmazy na szkietku podstawowym w cejlkav
nania preparatow trwatych.
3.5.3.1. Preparaty§wieze

Jeden preparatviezy wykonywano zawieszag czsci uzyskanego osadu w kropli 0,6%
roztworu soli fizjologicznej, natomiast drugi pregawykonywano podobnie, ale w celu dodat-
kowego wybarwienia struktur komorkowych, podbanmeigostynem Lugola (roztwor jodu w

jodku potasu. Preparaty przykrywano szkietkiem yakowym i przegidano w mikroskopie



swietlnym (Axioskop, Zeiss) wpierw pod mniejszym [okszeniem (200x), a ngginie stosu-
jac obiektyw immersyjny (1000x pogkszenie).
3.5.3.2. Preparaty trwate
3.5.3.2.1. Barwienie trichromem

Przed barwieniem, lekko podsuszony, cienki roznsazlo utrwalano przez 30 minut w pty-
nie Schaudinna (200 ml nasyconego roztworu chlotéai, 100 ml 95% alkoholu etylowego
i 3 ml lodowatego kwasu octowego). Nastepnie pagpzsiwadniano po 3 minuty w 50% i 70%
alkoholu etylowym i przektadano do 70% alkoholu@iego z dodatkiem jodu na 15 minut. Po
tym czasie preparat dwukrotnie ptukano po 15 muwuf0% alkoholu etylowym i barwiono
trichromem wedtug pomszego schematu (Garcia, 2001). W skiad barwnikaodmito: 0,6 g
Chromotropu R (SignT, 0,3 g LightGreen SF (Sigfla 0,7 g kwasu fosfo-wolframowego

(Sigm#&’), 1ml lodowatego kwasu octowego oraz 100 ml wabelstylowane;.

Barwienie trichromem Utrwalony preparat przenoszono na 20 minut do
20 minut roztworu trichromu.
l Nastpnie preparat mnicowano przez 20 sekund
Réznicowanie w alkoholu w 96% alkoholu etylowym z 1% lodowatym kwasem
etylowym i kwasie octowym
20 sekund octowym.

Preparat trzykrotnie odwadniano w absolutnym
Odwadnianie w absolutnym

alkoholu etylowym alkoholu etylowym przez 20 sekund, po czym
20 sekund i dwukrotnie
przez 3 minuty dwukrotnie przez 3 minuty.
l Nastpnie preparat odwadniano dwa razy przez

Odwadnianie w ksylenie _ .
dwukrotnie przez 3 minuty trzy minuty w ksylenie.



Wybarwiony preparat zatapiano w sztucznym balsaka@adyjskim (Histofluid,
Niemcy) 1 przegildano w mikroskopieswietinym (Axioskop, Zeiss) stosig obiektyw
immersyjny (1000x powkszenie).
3.5.3.2.2Barwienie zmodyfikowamn metoda Ziehl-Neelsena

W celu stwierdzenia obecfm oocyst Cryptosporidiumi Cyclosporarozmazy osadu
barwiono zmodyfikowasn metod, Ziehl-Neelsena weditug porsizego schematu (Anonim,
1991). Wysuszone preparaty osadu utrwalano w mktgnazez 2-3 minuty, a nagnie
barwiono wykorzystujc roztwor fuksyny karbolowej (mieszanina roztworu B; roztwor A
5 g fuksyny karbolowej w 50 ml absolutnego alkohetylowego; roztwér B25 g fenolu
w 500 ml wody destylowanej), roztworaricujacy (100 ml 95% alkoholu etylowego i 1 mi
stezonego kwasu solnego) oraz roztwoOeKiu metylenowego do barwienia kontrastowego
(3 g bkkitu metylenowego w 100 ml wody destylowane;.

Barwienie fuksyng karbolowa  Utrwalony preparat przenoszono do roztworu fu-

10 minut
ksyny karbolowej na 5-10 minut.
l Wybarwiony preparat tiicowano w roztworze
roznicujgcym przez okoto 30 sekund, a ngmstie

Réznicowanie w alkoholu
etylowym i kwasie solnym preparat ptukano w wodzie wodagbowe).
30 sekund

1 Po czym preparat umieszczano w 0.3% roztworze

Barwienie kontrastowe
w btekicie metylenowym
ok. 10 minut

bfekitu metylenowego i barwiono kontrastowo
przez 7-10 min.
l Po kontrastowym barwieniu preparat ptukano

Ptukanie w wodzie wodocigowe;.



Tak przygotowany preparat suszono i zatapiano wcgalym balsamie kanadyjskim
(Histofluid, Niemcy). Preparat przeglano w mikroskopieswietinym (Axioskop, Zeiss)
stosujc obiektyw immersyjny (1000x powkszenie). W preparatach barwionych metod
Ziehl-Neelsena oocyst@ryptosporidiumzabarwiag sie na kolor ciemnoczerwony, natomiast
oocysty Cyclosporacharakteryzuyj sic niejednolity barwliwoscig - od jasnorgowego a po
kolor ciemnoczerwony lub tenie wybarwiag Sie.
3.5.3.2.3Barwienie chromotropem

W celu stwierdzenia obecém spor mikrosporydiéw w badanym materiale, wysuszo
rozmazy osadu utrwalano w metanolu przez 5 minutastpnie barwiono chromotropem
wedtug poniszego schematu (Weber i wsp.1992). Roztwér barwpikggotowano miesza-
jac: 0,15 g fast green (Sigfg 0,7 g kwasu fosforo-wolframowego (Sigf)aé g chromotro-
pu 2R (Sigm8) i 3 ml lodowatego kwasu octowego, a po 30 mirluée mieszaniny dolewa-
no 100 ml wody destylowanej. Natomiast roztwoeniéujacy przygotowywano dodag
0.5 ml lodowatego kwasu octowego do 99, 5 ml 90Retablu etylowym.

Barwienie chromotropem Utrwalony preparat przenoszono do roztworu chro-

90 minut
motropu na 90 minut.

l Wybarwiony preparat tdinicowano w roztworze
Réznicowanie w alkoholu
etylowym i kwasie octowym  rdznicujgcym przez okoto 3 sekundy.

1-3 sekund
. Nastpnie preparat ptukano przez ok. 4 sekundy
Ptukanie
w 95% alkoholu etylowym w 95% alkoholu etylowym.
ok. 4 sekund
l Po czym preparat dwukrotnie ptukano w 100%

Dwukrotne ptukanie
w 100% alkoholu etylowym alkoholu etylowym przez 10 minut.
kazdorazowo po 5 minut



l Po przeptukaniu w alkoholu preparat odwadniano
Dwukrotne odwadnianie dwukrotnie w 100% ksylenie —adznie przez

w 100% ksylenie
kazdorazowo po 10 minut 20 minut.

Nastpnie, jeszcze mokry rozmaz osadu zatapiano w szyutbalsamie kanadyjskim
(Histofluid) i pozostawiano w temperaturze pokojpwe wyschngcia. Preparat przeglano
w mikroskopieswietlnym (Axioskop, Zeiss) stosyg obiektyw immersyjny (1000x powA
kszenie), spory mierzono stogtij okular z podziakk mikrometryczg. W preparatach
barwionych chromotropem spory mikrosporydiow bansk na kolor jasnorzowy i map
posrodku wyrane przejénienie, co umgliwia ich odr&nienie od bakterii.

3.5.4. Test immunofluorescencji bezpoedniej

W celu potwierdzenia badamikroskopowych w kierunku obecém oocystCrypto-
sporidium i/lub cyst Giardia oraz okrélenia ich zywotnasci stosowano komercyjny test
immunofluorescencji bezgredniej (IFA) MERFLUOR Cryptosporidium/GiardigMeridian
Bioscience Inc., USA). Test wykonywano zgodnie gtrnkcp producenta, wykorzystag
zalczone do zestawu szkietka do immunofluorescerajingrazowe ezy i odczynnikbé-
tection Reagent — znakowane fluoresceimrzeciwciata monoklonalne przeci@ryptospo-
ridium i przeciwGiardia, Counterstain —roztwor czerni eriochromowe0X Wash Buffer —
skoncentrowany bufofylounting Medium — gliceryna z formaligpi 0.05% azydkiem sodo-
wym), kontrok pozytywry (utrwalone w formalinie oocyst@ryptosporidium cysty Giardia
oraz 0.09% tiomersal) i kontkolnegatywn (formalina i 0.09% tiomersal). Przed wykona-
niem testu zestaw trzymano w temperaturze pokojgwagz ok. 30 minut i przygotowywano
odpowiedni objetos¢ buforu ptucacego (2.5 ml20X Wash Bufferwlewano do 47.5 ml

dejonizowanej wody).



Nanoszenie badanej proby W odrbnych dotkach delikatnie rozprowadzano za
oraz
kontroli pozytywnej i negatywnej pomog osobnych ez kroplbadanego osadu, kon-
do dotkow szkietka

troli pozytywnej i negatywne.

l Preparat pozostawiano w temperaturze pokojowej
Suszenie w _temperaturze do catkowitego wyschatia.
pokojowej
ok. 30 minut
l Do kazdego dotka dodawano po 1 kropletection

Powstawanie kompleksow Reagent czerni eriochromowej, a nggnie delika-

antygen-przeciwciato ) ) . .
ygen-p tnie mieszano i inkubowano w termostacie z funk-

Cja nawilzania przez 30 minut w temperaturze

30 minut

pokojowej, w ciemni.

l Po inkubaciji, preparat sptukiwano buforem unika-

Sptukiwanie jac krzyzowego zanieczyszczenia prob. Pozostato

ci buforu usuwano poprzez przyknie diiszej
krawedzi preparatu dogcznika papierowego.

1 Po przeptukaniu na mokre dotki nanoszono kgopl

Zatapianie preparatu gliceryny i przykrywano szkietkiem nakrywkowym.

Preparat przeglano stosur 500x powgkszenie w mikroskopie fluorescencyjnym,
wyposaonym w filtr przepuszczagy falke o diugaci 490-500 nm. W kontroli pozytywnej
i prébach dodatnickciana oocysCryptosporidium cystGiardia swiecita na jasnozielony kolor.
3.5.5. Metoda fluorescencyjnej hybrydyzacjin situ (FISH i multiplex FISH)

Préby, w ktorych mikroskopowo wykryto spory mikposydiow badano wykorzysig
technile FISH w celu potwierdzenia obecd spor oraz identyfikacji gatunkéw. \Mkiszacs¢

préb byta ponownie badana w USA (Department of Mdle Microbiology and Immunology,



Johns Hopkins Bloomberg School of Public HealthtiBare, MD) przy zastosowaniu techni-
ki multiplex FISH.
3.5.5.1. Oligonukleotydy wykorzystane w reakcji FI&l i multiplex FISH

W technice FISH wykorzystano znakowane fluorochnonadigonukleotydy, ktore hy-
brydyzup z gatunkowo swoistymi fragmentami 16S rRNA mikragliow.

Oligonukleotydy, niezédne do przeprowadzenia reakcji FISH, zsyntetyzomanPra-
cowni Sekwencjonowania DNA Instytutu Biochemii bBzyki PAN w Warszawie, a do multi-
plex FISH w DNA Analysis Facility, Johns Hopkins iMdersity, Baltimore, USA. Zaréwno
w technice FISH, jak i multiplex FISH wykorzystane same oligonukleotydy oe¢geniu
1 mmol 1}, jednak w technice FISH oligonukleotydy znakow#yiko jednym fluorochromem
(6-FAM), podczas gdy te, wykorzystywane w techmiodtiplex FISH byly znakowane zay-
mi fluorochromami (Tabela 11).

Tabela 11. Oligonukleotydy wykorzystane w technicenultiplex FISH

(wg Stodkowicz-Kowalska, 2008)

Nazwa L Fluorochrom uzyty
oligonukleotydu SELTETEE el el do znakowania
BIEN-1 5'-AUCAACGAAUGACUUGA-3’ JOE
CUN-1 5-ACTCACAGGCATCCTTCAG-3 TET
HEL878F 5-ACTCTCACACTCACTTCAG-3’ 6-FAM
INT-1 5-GTTCTCCTGCCCGTTTCAG-3’ HEX

3.5.5.2. Przygotowanie préby osadu do techniki FISHmultiplex FISH

Badany osad przenoszono do 1,5 ml probowki typueBgprf i wlewano 10Qu PBS,
a nasgpnie wirowano w wirowce MIKRO 22R (Hettich, Niemcpyzy 10 000g przez 10
minut. Nas¢pnie usuwano z probdéwki supernatant i do osadu ahewlOO0ul acetonu
w celu permabilizacjician spor (Graczyk i wsp., 2002). Pedtvzymano w temperaturze
pokojowej, a po uptywie okoto 15 minut ponowniewirowano stosuc te same parametry.

Nastpnie zlewano supernatant i otwamrobowle pozostawiano do czasu catkowitego



odparowania acetonu (ok. 10 minut). Po tym czasieptbbowki wlewano 10Qul 95%
alkoholu etylowego, zamkegth probowlke wytrzagsano i ponownie wirowano przy tych
samych parametrach. Po zlaniu supernatantu do wiobdglewano 100ul 75% alkoholu
etylowego i po wytrgsnieciu probéwk ponownie wirowano stosag te same parametry. Tak
samo posfpowano po dodaniu 100l jatowego PBS. Uzyskany osad wykorzystywano do
fluorescencyjnej hybrydyzaagm situ.

Kontrole ujemrg stanowito 50 dejonizowanej wody destylowanej. Natomiast jako
kontrok dodatny wykorzystano zawiesiny oczyszczonych spor cztegathnkéw mikrospory-
diéw - E. hellem, E. intestinalis, E. cuniculE. bieneusi {Waterborne Inc., USA). W celu
przygotowania kontroli dodatniej do techniki FISMgwano do osobnych, 1.5 ml probéwek
po 10 W zawiesiny spor kadego gatunku mikrosporydium i dalej pgstwano w taki sam
sposob jak opisano wgj. W podobny sposob przygotowywano kongr@iozytywry do
multiplex FISH, z tym,ze zawiesiny spor czterech gatunkow mikrosporydioveszano
w jednej probowce.
3.5.5.3. Wykonanie fluorescencyjnej hybrydyzacjin situ

Technilke FISH przeprowadzono wedtug wénéj opisanej procedury (Graczyk i wsp.,
2002; Hester i wsp., 2000, Slodkowicz-Kowalskad.yZ)06). Ze wzgldu na fakt,ze w technice
FISH stosowano oligonukleotydy znakowane tym sanflyonrochromem, w celu identyfikaciji
gatunkéw mikrosporydiow konieczne byto przeprowameczterech reakcji hybrydyzacji -
osobno dla kadego gatunku mikrosporydium. Kdg reakcg przeprowadzano w oddzielnej
probéwce z #yciem gatunkowo specyficznego oligonukleotydu zwedeego fluorochro-
mem 6-FAM, podczas gdy w technice multiplex FISHkatyywano jedn reakcg hybrydyzacji
z wyciem mieszaniny czterech gatunkowo swoistych olidteotydéw znakowanych

réznymi fluorochromami.



Reakcja hybrydyzacji wymagata zycia specjalnie przygotowanego buforu
hybrydyzupcego, o naspujacym skiadzie: 0,05% SDS (dodecylosiarczan sodu),
0,9 M NacCl i 0,05% HCI. Schemat wykonania techiikeH przedstawiono na passzym
schemacie.

Przygotowanie mieszaniny do Do badanej préby wlewano 1@0buforu hybrydy-
reakcji hybrydyzaciji

Zujacego, a nagpnie dodano 1l znakowanego
ok. 2 minuty

fluorochromem oligonukleotydu.

l Proke inkubowano w termostacie przez 3 godziny

Inkubacja w temperaturze 57C

3 godziny w temperaturze 5C.

1 Nastpnie do préby wlewano 10@ PBS, wytrzsano

Dwukrotne ptukanie i wirowanie j \yirowano przy 10 00§ przez 10 minut. Po zwi-

rowaniu usuwano supernatant. Czyén owta-
ok. 30 minut P yiing, p

rzano jeszcze raz.

l Do osadu wWlewano 1@ PBS i intensywnie wytrgsa-

Przygotowywanie preparatu no. Pobierano 2@l zawiesiny i nakraplano do po-

krytych lizyng dotkbw na szkietku podstawowym

ok. 5 minut
powleczonym teflonem..
l Tak przygotowany preparat suszono w cieseno
Suszenie preparatu przez 24 godziny.
24 godziny

3.5.5.4. Identyfikacja gatunku mikrosporydium
Po uptywie doby preparaty przgdhno stosuagc obiektyw immersyjny (1000 x pow#

kszenie) w mikroskopie (Axioskop, Zeiss) wypzsiaym w przystawk epifluorescencyjp



i filtr przepuszczajcy swiatto o diugaci 390-420 nm. Do przegllania preparatow wykona-
nych technilg multiplex FISH zastosowano mikroskop (Olympus BREL) z przystawk
epifluorescencyjy wyposaony w zestaw filtrow przepuszczajch swiatto o diugdci fal
450-490 nm. Podstanidentyfikacji gatunku mikrosporydium byta wiellkospor i charakte-
rystyczny kolorswieceniasciany spor - zaleny od fluorochromu wykorzystanego do znako-
wania oligonukleotydu. W przypadku preparatéw wykaych technik FISH sporyswiecity
na kolor zielony, natomiast wskutek zastosowaniayéh fluorochroméw do znakowania
gatunkowo specyficznych oligonukleotyddéw oraz zestéiltrow uzyskuje s3 efekt rznoko-
lorowegoswiecenia spor umdiwiajacy jednoczesnidentyfikacg czterech gatunkéw mikro-
sporydiow. Sciany sporE. intestinalisiwieca na czerwonoE. bieneusina pomaraczowo,
E. hellemna zielono, natomia&. cuniculina niebiesko.
3.5.6. Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej uzyskanych wynikow korayst z programu StatSoft, Inc.
(2011). STATISTICA (data analysis software systeweysion 10. www.statsoft.com. W celu
wykazania statystycznie istotnychzmic zastosowano test zgodwod chi—kwadrat £2)

Pearsona.



4. WYNIKI

4.1. Zanieczyszczenie stadiami dyspersyjnymi pagaow poszczegolnych kategorii

zywnosci pochodzenia rd@linnego

Analizujgc wystpowanie stadidw dyspersyjnych pagww w raznych kategoriach
zywnosci stwierdzono znaczne imdice w ich zanieczyszczeniu. Spory, cysty, oocygbja
pasaytow wykrywano najcgsciej na kietkach, satatach i owocach, a najrzad@igjiotach

satatkach warzywnych i warzywach (Tabela 12).

Tabela 12. Czstosé wystepowania stadiow dyspersyjnych pasgytow

w badanych kategoriachzywnosci pochodzenia rdlinnego.

. _ L-ba zbadanych/
ategoria
ZyWNOSCi I-ba pozytywnych
préb (%)
Sataty 56/12 (21.4)
Warzywa 53/4 (7.5)
Kietki 56/13 (23.2)
Ziota 83/7 (8.4)
Salatki 12/1 (8,3)
warzywne
Owoce 40/8 (20.0)
Ogoétem 300/45 (15.0)

Stadia rozwojowe pasgtow stwierdzono w 13 z 56 zbadanych prob kietk@whkela
12). Sparéd siedmiu rodzajéw kietkdw, stadidow dyspersyjnyghsaytow nie wykryto
jedynie w kietkach stonecznika. Naggéziej pasayty wykrywano w mieszankach kietkéw —

w czterech z @miu prob oraz w kietkach brokuta 1 Ilucerny — w twhe



z odmiu zbadanych préb. Natomiast tylko w jednegmau zbadanych prob kietkbw pszenicy,
fasoli mung i rzodkiewki stwierdzono obeddo pasaytow. W kietkach najogcie]
identyfikowano oocystyCryptosporidium ktére stwierdzono w 12 z 13 pozytywnych prob.
W jednej probie kietkow stwierdzono obedéfospor mikrosporydiéw. Obecikd stadiow
dyspersyjnych wicej niz jednego rodzaju paggta stwierdzono w 2 probach kietkéw -
oprécz oocyst Cryptosporidium wykryto takze spory mikrosporydium 2z rodzaju

Enterocytozoon.

W 12 spéréd 56 zbadanych prob satat stwierdzono obg&cistadiow dyspersyjnych
pasaytow (Tabela 12). NajeZciej zanieczyszczone byly sataty dekoracyjne (6) 0r@z
sataty mastowe (3 z 14). Ponadto, obd&émmasaytéw stwierdzono w pojedynczych prébach
insalatiny, roszponki i rukoli. Podobnie, jak w path kietkbw, najogciej identyfikowano
oocystyCryptosporidiumktore stwierdzono w 6 z 12 pozytywnych préb. ieezch prébach
stwierdzono obecrdd cyst Giardia. Natomiast spory mikrosporydibw 2z rodzaju
Enterocytozoonwykryto w trzech z 12 pozytywnych préb, w tym wdigj probie

zidentyfikowano take oocystyCryptosporidium.

Owoce byly kolejg kategory zywnosci pochodzenia iinnego, ktéra byta najezcie;
zanieczyszczona stadiami dyspersyjnymi pgsiwv; obecné¢ pasaytéw wykryto w gmiu
z 40 zbadanych prob (Tabela 12). W co czwartej iprébalin oraz w co ptej probie
truskawek stwierdzono obediio pasaytéw. Ponadto, obecdé pasaytéw stwierdzono
w jednej z sz&iu prob borowki czarnej. Obie proby winogron nigybzanieczyszczone
pasaytami. Owoce najcgciej byly zanieczyszczone sporami mikrosporydiowpré
wykryto w pieciu z gmiu pozytywnych préb. Natomiast trzy Zmiu pozytywnych prob
owocOw byly zanieczyszczone cystaf@iardia, w tym w jednej prébie wykryto rowrnie

oocystyCryptosporidium



Pasayty rzadko wykrywano na ziotach. Stadia dysperdyjig obecne w siedmiu z 83
badanych préb. Pasgty stwierdzono w piciu sparod dziesiciu rodzajéw zidt. Z reguty
pasayty bylty obecne nadciach kolendry (dwie z&niu préb byty pozytywne)

i koperku (dwie z dziewtiu préb byty pozytywne). Z kolei, w jednej z dzig8u zbadanych
préb mkty, jednej z émiu préb rozmarynu i jednej z siedmiu prob oregaiwgerdzono
obecnd¢ stadiéw dyspersyjnych pagaow. W zadnej probie bazylii (9), melisy (8),
majeranku (8), tymianku (8) i szatwii (8) nie stwdeono obecrkei stadidéw rozwojowych
pasaytow. Podobnie, jak w przypadku kietkéw i satatjcaasciej w zbadanych ziotach
wykrywano oocystyCryptosporidium- w pieciu z siedmiu pozytywnych prob. Ponadto, w

dwdch prébach zidentyfikowano jafescaris,w tym w jednej take cystyGiardia.

Réwnie rzadko stwierdzono wypbwanie paso/tow w prébach satatek warzywnych.
Tylko w jednej z 12 prob zidentyfikowano stadia plgssyjne pasgtow (Tabela 12).
Spasrdd pkeciu rodzajéw badanych prob satatek warzywnych, pagdoyty obecne tylko w
jednej z czterech zbadanych prob satatki Kaliformix, w ktorej zidentyfikowano spory
mikrosporydibw. W  mieszankach Satata mix, Fitnessix, m Bolero mix

i Lololita nie stwierdzono obecloi pasaytéw.

Warzywa byly najrzadziej zanieczyszczone stadiaslyspersyjnymi pasgytow.
Spardod 53 prob warzyw w czterech prébach wykryto olméérpasaytow (Tabela 12).
Przewanie zanieczyszczone byty natki pietruszki — co atsvgroba. Stwierdzono ta
zanieczyszczenie pasdgami jednej z émiu badanych prob pora. Nie wykryto obegrio
stadiow dyspersyjnych pasddéw w probach rzodkiewek, cebuli dymki, seleragkatéw i
lisci buraka. We wszystkich pozytywnych prébach zigikéwano obecn& spor

mikrosporydiéw, w tym w jednej probie réwiieocystyCryptosporidium



W celu stwierdzenia, czy istnigjoznice w czstasci wysktpowania trzech najezcie;
wykrywanych pasaytow w r&znych kategoriactiywnaosci pochodzenia fdinnego, uzyskane
wyniki zanalizowano przy ayciu testu zgodmai chi-kwadrat (Paersona). Do analizy
statystycznej wybrano @i najliczniejszych prolvywnosci. Ze wzgédu mad liczbe prob
analizie statystycznej nie poddano 12 satatek wemygh. W wyniku przeprowadzonej
analizy stwierdzono statystycznie istotneniée w czstasci wystepowaniaCryptosporidium
(p=0.00336), Giardia (p=0.02721) i mikrosporydiéw (p=0.04932) w poszadagch

kategoriachzywnosci (Rycina 5).

Rycina 5. Analiza czstosci wystepowania Cryptosporidium, Giardia i mikrosporydiéw w

badanych kategoriachzywnosci pochodzenia rdlinnego.
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Objasnienia: 1 — safaty, 2 — kietki, 3 —warzywa, 4- owocezmta



4.2. Zanieczyszczenie stadiami dyspersyjnymi pagaow nasion wywanych do hydropo-

nicznej uprawy kietkdw

Spasrdd 30 zbadanych préb nasiosywanych do uprawy kietkdw, stadia dyspersyjne
pasaytow stwierdzono tylko w dwoch probach (6,7%). Wytkr jedynie oocysty
Cryptosporidiumw nasionach lucerny (n=16Jadna z émiu préb nasion fasoli mung oraz

sz&ciu prob nasion pszenicy nie byta zanieczyszcztadiami dyspersyjnymi pagptow.

4.3. Korelacja migdzy czstosciag wystepowania stadiow dyspersyjnych pasgytow na
zywnosci pochodzenia rédlinnego a miejscem zakupu

Stwierdzono rénice w czstosci wyskepowania paso/téw na produktach &innych
zakupionych w rénych lokalizacjach. Pod uwadprano trzy odsbne kategorie miejsc zakupu
zywnosci: duwze markety, mate sklepy warzywnicze oraz targowiskajskie. Najczsciej
stwierdzano zanieczyszczenie stadiami dyspersyjngasaytow zywnosci pochodzenia
roslinnego, ktéy zakupiono w matych sklepach warzywniczych i naydariskach (Tabela
13). Obecnd¢ pasaytow stwierdzono wzywnosci zakupionej w trzech z ¢giu sklepow
warzywniczych. Natomiast produktyywnosciowe pochodzenia gbnnego zakupione we
wszystkich sz&iu marketach i na dwdéch targowiskach zawieratydiatadyspersyjne
pasaytow, jakkolwiek stwierdzano emice w czstasci ich wystpowania w poszczegdélnych

miejscach zakupu, jednakardice te nie byly statystycznie istotne (p=0,63846).



Tabela 13. Czstos¢ wystepowania stadiéw dyspersyjnych pasiytow na zywnosci

pochodzenia rdlinnego w zaleénosci od miejsca zakupu prob.

Miejsce zakupu Lol [ZEE O
I-ba pozytywnych préb (%)
Markety 183/24 (13.1)
| 33/4 (12.1)
I 4/1 (25.0)
1 24/2 (8.3)
\Y 26/3 (11.5)
v 79/11 (13.9)
VI 17/3 (17.7)
Sklepy warzywnicze 72/13 (18.1)
I 50/9 (18.0)
I 14/3 (21.4)
Il 5/1 (20.0)
I\ 2/0
V 1/0
Targowiska 45/8 (17.8)
I 30/7 (23.3)
I 15/1 (6.7)
Ogdtem 300/45 (15.0)

Przy wyciu testu zgodmei chi-kwadrat Paersona sprawdzanozékczy istniej
roznice w czstasci wystepowania trzech najezciej wykrywanych pasg/tow nazywnosci
pochodzenia dinnego w zalenosci od miejsca jej zakupu. Statystycznie istotneniée

stwierdzono jedynie w gatasci wystpowaniu mikrosporydidow w prébach zakupionych



w réznych miejscach (p=0.02104). W przypad&eyptosporidiumi Giardia réznice te byty
nieistotne i wynosity odpowiednio (p=0.22890 i pt@519)Zywnas¢ zakupiona na miejskich
targowiskach oraz matych sklepach warzywniczychalg#sciej zanieczyszczona sporami

mikrosporydiéw ni zywnaos¢ pochodzca z marketéw (Rycina 6).

Rycina 6. Analiza czstosci wystepowania Cryptosporidium, Giardia i mikrosporydiow

w zywnosci pochodzenia rdlinnego w zalenosci od miejsca zakupu.
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4.4. Identyfikacja pasaytow w prébach zywnosci pochodzenia rdlinnego i nasion

W badanych prébachzywnosci pochodzenia r&innego najczsciej stwierdzano
wystepowanie oocysCryptosporidiumi spor mikrosporydiow, a najrzadziej cysBiardia
i jaja Ascaris Przy pomocy testu zgodéw chi-kwadrat Paersona stwierdzono statystycznie
istotrg réznicg (chi kw - 23.0, df = 3, p < 0.001) w g#céci wyskpowania stadiow

dyspersyjnych tych paggidw na badanejywnosci (Rycina 7)



Rycina 7. Analiza czstosci wystepowania Cryptosporidium, Giardia, mikrosporydiéw
i Ascaris w badanych prébachzywnosci pochodzenia rdlinnego.
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Spasrdd 45 préobzawnasci pochodzenia &innego, w ktérych wykryto stadia dyspersyjne
pasaytow, az w 25 (55.6%) zidentyfikowano oocystyryptosporidium w 16 (35.6%)
spory mikrosporydiow, w 8 (17.8%) cysGiardia i w dwoch jajaAscaris(4.4%). Obecn&
stadiow dyspersyjnych dwéch pagtdw stwierdzono w szeiu prébach (13,.3%) Wadnej
ze zbadanych préb nie stwierdzono obé&chdrzech lub wgcej pasaytow. Natomiast

w probach nasion (n=30) wykryto tylko oocy$yyptosporidium.

4.4.1. Wysepowanie oocysiCryptosporidium w probach zywnosci i nasion

Do identyfikacji oocystCryptosporidiumwykorzystano metagdZiehl-Neelsena oraz
komercyjny test immunofluorescencyjny. Rozpoznasoeyst Cryptosporidiumw preparatach
barwionych metogl Ziehl-Neelsena oparte bylo na ich ksztalcie, wo&tk

I ciemnoczerwonym zabarwieniu. Wieldowykrytych oocyst wahata siod 4,5 do 5,3 um.



Ponadto, w celu identyfikacji oocyst zastosowanst tB=A. Oocysty Cryptosporidium
zidentyfikowano bicgc pod uwag wielkos¢, ksztatt i charakterystyczny, jasnozielony kolor
Swieceniascian oocyst.

W zbadanych gcznie 330 prébachzywnosci i nasion, oocystyCryptosporidium
stwierdzono w 27 prébach, w tym w 25 prébagivnosci (8,3%) i w dwoch prébach nasion
(6,7%). Oocysty Cryptosporidium wykryto we wszystkich kategoriacttywnosci, za

wyjatkiem satatek warzywnych (Tabela 14).

Tabela 14. Wysepowanie oocysiCryptosporidium w prébach zywnosci.

Proby zywnosci
K.ategorriz_at Liczba Liczba pozytywnych préb Liczba
ZYWnosel | badanych  "Rozmaz barwiony pozytywnych
préb 7N IFA préb (%)
Salaty 56 6 6 6 (10,7)
Kietki 56 12 11 12 (21,4)
Warzywa 53 1 1 1(1,9
Owoce 40 1 1 1(2,5)
Ziota 83 5 5 5 (6,0)
Safatki 12 0 0 0(0)
warzywne
Ogdtem 300 25 24 25 (8,3)

Najczscie] oocysty Cryptosporidiumwykrywano w kietkach (Tabela 14). Stadia
dyspersyjne pasgta stwierdzono w czterech prébach mieszanki kistkd trzech lucerny,
w dwodch kietkbéw brokutu, oraz w pojedynczych prévdeetkéw fasoli mung, pszenicy oraz
rzodkiewki. Oocyst nie stwierdzono w probach kietk&tonecznika. W wikszasci prob
oocysty identyfikowano w preparatach barwionych odgtZiehl-Neelsena, jak i w geie
IFA. Tylko w jednej mieszance kietkbw w preparabarwionym metogl Ziehl-Neelsena
wykryto pojedyncze oocysty. W pozostatych prébaietkibw liczba oocyst wahataesod 10

do 148; cgs¢ z nich nie zawierata sporozoitow.



Oocysty pasoyta stwierdzono rowniew széciu prébach safat: trzech sataty mastowej,
jednej roszponki (Fot. 1), jednej rukoli i satatekdracyjnej. Wszystkie proby byty
pozytywne, zarbwno w preparacie barwionym metdéehl-Neelsena, jak i w feie IFA.

Liczba obserwowanych oocyst wynosita odgnil do 164. Tylko w probie rukoli ¢&¢ oocyst

nie zawierata sprozoitow.

Fotografia 1. Oocysty Cryptosporidium w preparacie osadu uzyskanego z roszponki
barwionym metoda Ziehl-Neelsena.

Cryptosporidiunmzidentyfikowano w giciu prébach ziot (dwie koperku, dwie kolendry,
jedna méty). Wszystkie one byly pozytywne zaréwno w prepaabarwionym metoqd
Ziehl-Neelsena jak i w feie IFA. W wickszaici pozytywnych préb oocysty byly nieliczne,
tylko w prébie méty stwierdzono ich 286; z reguty zawieraty sporgoi

Pojedyncze oocysty tego pagta wykryto, zarbwno w preparacie barwionym matod

Ziehl-Neelsena jak i teie IFA w jednej prébie warzyw (natka pietruszki)oivocow

(truskawki).



Niewielkg liczbe pustych oocysCryptosporidiunycztery do giciu) wykryto w dwoch prébach

nasion lucerny zarowno w preparatach barwionyclodaefiehl-Neelsena, jak i w geie IFA.

4.4.2. Wysepowanie spor mikrosporydiow w probachzywnosci

W preparatach barwionych chromotropem obéérspor mikrosporydiow stwierdzono
w 16 prébach (5,3%) (Tabela 1Bot. 2). Przy wykorzystaniu techniki FISH potwieotn
obecné¢ spor mikrosporydiow, a tak zidentyfikowano gatunki pasgta. Wickszas¢
wynikéw potwierdzono rownie przy wyciu techniki multiplex FISH. W probach

zidentyfikowano spory czterech gatunkéw mikrospaydinwazyjnych dla cztowieka.

Tabela 15. Wyst¢powanie mikrosporydiow w prébachzywnosci.

Proby zywnosci
l?atego,rif_;l Liczba Liczba pozytywnych préb Liczba
ZyWnOoSCi badanych preb | Rozmaz barwiony | o pozytywnych prob
chromotropem (%)
Sataty 56 3 3 3 (5,4)
Kietki 56 3 3 3 (5,4)
Warzywa 53 4 4 4 (7,6)
Owoce 40 5 5 5(12,5)
Ziota 83 0 0 0 (0)
Wif‘z*;me 12 1 1 1(8,3)
Ogobtem 300 16 16 16 (5,3)

Fotografia 2. Spory mikrosporydidow w preparacie barwionym chromotropem
uzyskanym z osadu safatki warzywnej Kalifornia mix




4.4.2.1. WysgpowanieE. bieneus

SporyE. bieneusstwierdzono w 10 zbadanych prébach (3,3%), w tymvwaéch sataty
dekoracyjnej i jednej sataty mastowej, w trzechng@h rodzajach kietkow (kietki brokuta,
kietki lucerny i mieszanka kietkéw), dwéch warzywatka pietruszki i por) oraz dwoch

prébach malin.

4.4.2.2. WysgpowanieE. intestinalis
Obecnaé¢ spor E. intestinalis zidentyfikowano w trzech prébach (1%) - w dwdch

truskawek i jednej malin.

4.4.2.3 WysgpowanieE. cuniculi
W dwoch zbadanych prébackhywnosci pochodzenia idinnego wykryto spory

E. cuniculi.Obecne w natce pietruszki (0.7 %).

4.4.2.4. WysgpowanieE. hellem
Spory E. hellemzidentyfikowano poprzez wykorzystanie techniki FI$Hnultiplex

FISH tylko w jednej prébie (0,3%)w satatce wielowarzywnej Kalifornia mix.

4.4.3. Wysepowanie cystGiardia

Cysty Giardia stwierdzono w émiu zbadanych probach (2,7%}ywnaosci
pochodzenia rdinnego (Tabelal6). Cysty w preparataéliezych zidentyfikowano na
podstawie wielkéci, ksztaltu i charakterystycznych cech budowy wevemej. Identyfikac}
cyst Giardia w preparatachswiezych potwierdzono przy ayciu komercyjnego testu
immunofluorescencji bezpgrednie] MERFLUOR Cryptosporidium/Giardiaylko w czterech

przypadkach.



Tabela 16. Wysgpowanie cystGiardia w prébach zywnosci.

Proby zywnosci
Kategoria i 4 i
) r?oéci sl e Liczba pozytywnych préb Liczba
e . Rozmaz pozytywnych prdb
prob e IFA o
swiezy/trwaly (%)
Sataty 56 4/4 1 4 (7,1)
Kietki 56 0/0 0 0 (0)
Warzywa 53 0/0 0 0 (0)
Owoce 40 3/3 3 3 (7,5)
Ziota 83 1/1 0 1(1.2)
Satatki warzywne 12 0/0 0 0 (0)
Ogétem 300 8/8 4 8(2,7)

Cysty Giardia stwierdzono w czterech prébach satat (dwoch satkiyoracyjnej,

jednej sataty mastowej oraz jednej insalatiny)ettz probach owocow (dwéch truskawek
i jednej boréwki czarnej) oraz w jednej probie @eg. Zazwyczaj wykrywano pojedyncze

cysty paseyta (jedna do dwdch); tylko w jednej prébie truskeswstwierdzono siedem cyst

Giardia (Fot.3)

Fotografia 3. CystaGiardia w preparacie$wiezym uzyskanym z osadu boréwki czarnej.




4.4.4. Wysepowanie jaj Ascaris

Obecndé¢ pojedynczych jajAscaris stwierdzono tylko w dwoch prébach ziot (0,7%
zbadanych) - w oregano i w rozmarynie. W osadziskemym z oregano wykryto obecaido
dwéch (Fot.4), a z rozmarynu jednego jaja. Wiétkgaj wynosita od 64 do 71 pum

i odpowiadata wielkécig zaptodnionym jajonAscaris

Fotografia 4. Jajo Ascaris w preparacieswiezym osadu uzyskanym z oregano.

L

4.5. R@&nice w wysepowaniu stadiéw dyspersyjnych pasioytéw w probach zywnosci
wyprodukowanej prze polskich producentéw i pochodzeej z importu
Zywnoéé pochodzenia krajowego byla éziej zanieczyszczona stadiami
dyspersyjnymi pasgtow niz zywnos¢ importowana. Rinica ta jednak nie byta statystycznie
istotna (p>0,41852). Spadd 259 prokrywnosci wyprodukowanej w kraju stadia dyspersyjne

pasaytow stwierdzono w 41 prébach (15.8%),$za 41 préb pochodzych z importu,



zanieczyszczenie pagaami wykryto tylko w czterech prébach (9.8%). Osty
Cryptosporidiumwykryto w trzech prébach satat, w tym w dwoch padtacych z Wioch
(salata dekoracyjna i rukola) i w roszponce impeeoej z Niemiec. Ponadto, w jednej

prébie insalatiny wyprodukowanej we Wiloszech stdzeno obecni cystGiardia.



5. DYSKUSJA

Produkty pochodzenia §linnego g istotnym skfadnikiem zdrowej diety, poniewva
stanowj istotnezrédto witamin i mineratdw oraz btonnika, ktéregqzniegc w przewodzie
pokarmowym pochtania nadmiar tluszczu i cholester@ take toksyny pochodice
Zz nie strawionych i nie wchitogtiych sktadnikow pokarmowych. Spgwanie surowych
warzyw i owocow jest rekomendowane w celu zmnigjezayzyka wysipienia choréb
uktadu sercowo-naczyniowego, niektorych nowotworéwalke w leczeniu otykéci (Van
Duyn i Pivonka, 2000)Z drugiej jednak strony, te produktyywnosciowe mog by¢
zanieczyszczone gioymi dla zdrowia izycia bakteriami, pasytami i toksynami. Ze
wzgledu na skomplikowanpowierzchng i porowatd¢, produktyzywnosciowe pochodzenia
roslinnego czsciej ulegag zanieczyszczeniu patogenami, a swoisty mikroklirsatarza
warunki do lepszego ich pragvania. Zatem zanieczyszczodgwnos¢ maze stanowd

zagraenie zdrowia publicznego.

Produkty rglinne, ze wzgjdu na swaj struktue i réznorodnadé, stanowy bardzo
trudny materiat do bada totez stosunkowo niewiele jest prac dotycych wystpowania
stadiow dyspersyjnych pasaéw w prébach zywnosci pochodzenia ihinnego oraz
zywnosciopochodnych epidemii. W ostatnich dwéch dekadsmdzegdly uwag zwraca s
raczej na badanie wody, jako gtowamdio wodnopochodnych epidemii wywotywanych
przez paspytnicze pierwotniaki. Sl tez badania wody traktowano priorytetowo g giz
opracowane standardy metod monitorowania wody necroi¢ stadidw dyspersyjnych
pierwotniakow (Karanis i wsp., 2007; Smith i Nickpl2009; Macarisin i wsp., 2010).
Natomiast opracowanie standardowych metod do badadbzywnosci stanowi nadal diwe
wyzwanie, gtdwnie ze wzegtlu na dug réznorodndé materiatu rélinnego, jak samych

pasaytow, do ktorych wykrywania i identyfikacji stoson@ g rozmaite metody.



Z przeghdu pkmiennictwa wynika,ze cele bada prob zywnosci pochodzenia
roslinnego byty r@ne. Celem wikszcci bada byto wykrycie jedynie obecroi jaj i larw
helmintow w prébachiywnosci pochodzenia innego (Kozan i wsp., 2005, Amoah i wsp.,
2006, Andoh i wsp., 2009, Gupta i wsp., 2009, Agtioi wsp., 2010, Alli i wsp., 2011).
Niektérzy badacze oprécz obednpjaj helmintéw dodatkowo identyfikowali tak cysty
Giardia (Gharavi i wsp., 2002, Ergoul i Sener 2005, Daryani i wsp., 2008, Abougrain
I wsp., 2009, Fallah i wsp., 2012), a celem niglyezh bada bylo wykrycie tylko oocyst
Cryptosporidium (Rzezutka i wsp., 2010) i/lub cysGiardia (Amords i wsp., 2010)
Natomiast celem prezentowanych badgto wykrycie wszystkich pasgtéw, potencjalnie
wystepujacych w prébachzywnosci pochodzenia iinnego — od mikrosporydiow do
helmintow. Zatem zakres niniejszych badgyt szerszy i wizat skt z zastosowaniem zdych
metod identyfikacji pasgtéw. Take wyniki tych bada pozwolity na uzyskanie
petniejszych danych, dotygzych zanieczyszczeniaywnosci pochodzenia ®&innego

stadiami dyspersyjnymi pasgow.

Prawidlowe oszacowanie ryzyka zzgaia whpze st z badaniem odpowiednigj
wielkosci prob zywnosci pochodzenia &innego (Smith i Nichols, 2009). Jedrak
z przeghdu psmiennictwa wynika, ze wielk@ badanych prob produktéw donych
znacznie s réznita. Niektorzy autorzy badali zbyt der préby — od 1 kg do 2.5 kg
(Szehgiewicz i Tarczyiski, 1969; Amahmid i wsp., 1999), inni natomiasytizinate préby —
od 20 do 50 g (Rai i wsp., 2008; Rm&o i wsp., 2010). Jednak badanie zbyt matej loyt z
duwzej proby na obecrs¢ stadiow dyspersyjnych wie st z niedoszacowaniem lub
przeszacowaniem ryzyka zaemia. Uwaa sk, ze przy opracowywaniu metod wykrywania
stadiow dyspersyjnych pasdgdéw naley bad& proke o takiej wadze, jak spazywa
przecetny konsument, bo wéwczas uzyskuje sizyteczne dane do oszacowania ryzyka

zaraenia (Smith i Nichols, 2009). Totew prezentowanej pracy wielkéd kazdej badanej



proby zywnosci pochodzenia iinnego wynosita 100 g, czyli tyle, ile z reguly ggwa
jednorazowo przeginy konsument. Takwielkos¢ préby badali take inni autorzy (Erdgrul
i Sener 2005; Abougrain i wsp., 2009; Andoh i w2009; Gupta i wsp., 2009). Nale
podkreli¢ rowniez, ze ustalenie standardowej wieficd badanej préby uniiwi zaréwno

prawidiowe oszacowanie ryzyka zagaia, jak i porownywanie wynikow baila

Kolejnym problemem utrudniggym przeprowadzanie batlgest brak ujednoliconych
i odpowiednio skutecznych metod wymywania, odzyskii@ i wykrywania stadiéw
dyspersyjnych paggtow oraz ich identyfikacji (Smith i Nichols, 20Q9)V celu separacji
stadiéw dyspersyjnych pasgéw z materiatu rélinnego stosowano #he zabiegi mage na
celu ich odczepienie od powierzchni materiatdlinmego. Aby wymy i wyptukat stadia
dyspersyjne z badanych probesto wykorzystywano wad wodochgows (Szehgiewicz
I Tarczyaski, 1969; Kasprzak i wsp., 1981; Ghavari i ws©02, Andoh i wsp. 2009; Sia Su
I wsp., 2012), roztwory soli fizjologiczne] (Amahdhi wsp., 1999; Erdgrul i Sener 2005;
Amoah i wsp., 2006; Daryani i wsp., 2008; Abougraiwsp., 2009; Gupta i wsp., 2009;
Al-Megrin 2010; Fallah i wsp., 2012) lub zbuforowaroztwor soli fizjologicznej (Rai i wsp.,
2008). Naley jednak podkrdi¢, ze ptukanie warzyw i owocow w wodzie wodggowej
moze wigzat sie z mazliwoscia zanieczyszczenia badanych prob oocyst@mptosporidium
i cystami Giardia, o czy swiadczy fakt, ze 32% wodnopochodnych epidemii giardiozy
i ponad 23% epidemii kryptosporydiozy zwana byta z wogl wodocagows. W zwigzku
z tym wyniki bada, w ktérych do wyptukiwania stadiow dyspersyjnydosowano woel
wodochgows mog by¢ obarczone lgkdlem. Ponadto, ze wzglu na widciwosci adhezyjne
stadiow dyspersyjnych niektérych pagtww (Macarisin i wsp. 2010hiektdrzy autorzy
stosowali ultradwieki lub detergenty (m.inTween 20, Tween 80, laurylosiarczan sodu,
glicyne), ktére przyczyniaj sie do zwikszenia efektywriei wymywania stadiow pagsgtow

(Kozan i wsp., 2005;edirzejewski i wsp., 2007; Rai i wsp., 2008; Ruzika i wsp., 2010).



Ostatnio wykazano réwnieze niektore detergentyzywane do mycia szkta laboratoryjnego,
np. 0.1% Alconox, mag skutecznie zwksza efektywnd¢ wymywania oocyst
Cryptosporidiumz powierzchnizywnosci (Shields i wsp., 2012). Skuteczne wymywanie
stadiow dyspersyjnych pasddéw, szczegdlnie o matych rozmiarach, jest niedenyktotne.
Dzi¢ki zastosowanidaserowego mikroskopu konfokalnego i monoklonalnycheciwciat
przeciw Crysptosporidium znakowanych fluorescein daswiadczalnie stwierdzonoze
oocysty C. parvumwykazaj dwe zdolndci adhezyjne do dci szpinaku, podlewanego
zanieczyszczan wodg (Macarisin i wsp., 2010). Zaobserwowano rowniee niektore
oocysty biernie dostawalyesprzez otwory szparkowe do wtrza lisci i utrzymywaty s¢ na
poziomie mezofilu, co talke wptywa na zmniejszarskuteczné¢ ich wymywania.

Analizujgc dostpmg literatug oraz mac na uwadze cel niniejszych badado
wymywania stadiow dyspersyjnych pagtbow z prob zywnosci pochodzenia iinnego
zastosowano jatowy roztwor soli fizjologicznej z dddkiem 0.01% roztworu Tween 80.
Badam prébke umieszczano w tym roztworze i intensywnie mieszgmpez 30 minut,
a nasgpnie przegczano przez warstwgazy w celu oczyszczenia zawiesiny z fragmentow
badanejzywnosci. Procedury stosowane przez autoréw innych badania sie znacznie
czasem ptukania i/lub wytggania badanych produktow - od jednej minuty do 2dzm
(Gharavi i wsp., 2002; Ergioul i Sener 2005; Rai i wsp., 2008; Gupta i wsp0Q2 Rzeutka
i wsp., 2010; Al-Megrin 2010; Fallah i wsp., 2012zsto w publikacjach brak jest jednak
takie] informacji Szelgiewicz i Tarczyiski 1969; Kasprzak i wsp., 1981; Amahmid i wsp.,
1999; Amoah i wsp., 2006; Daryani i wsp., 2008; Adp@in i wsp., 2009; Andoh i wsp.,
2009; Avcioglu i wsp., 2010; Sia Su i wsp., 201Rplezy sdzi¢, ze tak zr@nicowane
procedury wymywania stadiéw dyspersyjnych pgsbwv mog mie¢ znacacy wpltyw na

uzyskane wyniki.



Mata liczba stadiéw dyspersyjnych wggtijagcych na powierzchnkywnosci wymaga
uzycia technik zagszczajcych. Zazwyczaj stosowano metodedymentacym (w tym
wirowanie). W dosfpnych opracowaniach stosowanozmg czas i pgdkos¢ wirowania.
Najczsciej proby wirowano przez 15 minut przy 21§4Amahmid i wsp., 1999; Ergoul
i Sener 2005; Abougrain i wsp., 2009; Gupta i wg009) lub przy 150@ (Kozan i wsp.,
2005; Avcioglu i wsp., 2010). Stosowano rownigirowania przez 5, 15 lub 20 minut przy
2000g (Daryani i wsp., 2008; Al-Megrin 2010; Fallah i ws@012) lub przez 10 minut przy
25009 (Rzezutka i wsp., 2010). Ze wzgdu na to,ze w niniejszych badaniach, wykrywano
rowniez obecné¢ bardzo matych stadiéw dyspersyjnych, jakimispory mikrosporydiow,
zdecydowano giwydtuzy¢ czas wirowania. W zweku z tym, prébyywnaosci pochodzenia

roslinnego i nasion wirowano przez 30 minut przy 2000 temperaturze €.

Tylko w jednej pracy, ktorej celem byto wykryci€ryptosporidiumw probach
zywnosci, do odzysku oocyst z osadu wykorzystano komascygstimmunomagnetycznej
separacji (Rzezutka i wsp., 2010). Chociametoda immunomagnetycznej separcji gasza
odzysk oocyst z badanej proby, to jednak ma szesad, Na rynku dogpne g zestawy
stuzgce jedynie do izolacji oocysEryptosporidium Toxoplasma gondii cyst Giardia oraz
test stiagcy do jednoczesnej separacji cyShardia i oocyst Cryptosporidium Istotry
przeszkod w ich wykorzystaniu jest wysoka cena, np. zestawgzliwiajacy zbadanie tylko
dzieskciu prob kosztuje ponad 2,5 tys. zt. Jeszczersay jest koszt specjalistycznego
wyposaenia do przeprowadzenia tych bad@nikser laboratoryjny, statyw magnetyczny,
specjalny typ prébowek). Ponadto, producenci doasgszania kulek magnetycznych
wykorzystup rézne przeciwciata (IgM lub 1gG), ktére dig sie powinowactwem.
Stwierdzono rénice medzy dwoma komercyjnymi zestawami w skutecamoodzysku
oocyst r@nych izolatowCryptosporidium(Paton i wsp., 2001). Wykazano tak iz czynniki

fizyko-chemiczne badanej proby, takie jak pHgtmos¢, obecné¢ dwuwart@ciowych



kationéw lub glonéw wplywaj na wigzanie przeciwciat (Paton i wsp., 2001; Cook i wsp.,
2006a). A co najwaniejsze istnigg watpliwosci, czy zestawy do immunomagnetycznej
separacji umdiwiajg wykrycie wszystkich gatunkéw, genotypow i subgepoiv

Cryptosporidium Giardia. (Smith i Nichols, 2009).

W celu wykrycia i identyfikacji paggtow w uzyskanym osadzie, w tych badaniach
wykorzystano metody mikroskopowe, immunologicznemblekularne. Zastosowane
w niniejszej pracy metody mikroskopowe nie odbiggald powszechnie stosowanych
w podobnych badaniach. Z reguly, w pracach daiygzh wystpowania stadidow
dyspersyjnych pasgtow przeghdano w mikroskopieswietlnym swieze preparaty osadu
zawieszonego w roztworze soli fizjologicznej (Sp@wicz i Tarczyiski 1969; Kasprzak
I wsp., 1981; Amahmid i wsp., 1999; Gharavi i wsp002; Erd@rul i Sener 2005; Kozan
I wsp., 2005; Amoah i wsp., 2006; Abougrain i wsp009; Andoh i wsp., 2009; Gupta
i wsp., 2009; Avcioglu i wsp., 2010; Al-Megrin, 2001 a w niektorych badaniach preparaty
podbarwiano take ptynem Lugola, w celu lepszego uwidocznienia nedjapierwotniakow
(Rai i wsp., 2008; Daryani i wsp., 2008; Sia Suspw 2012; Fallah i wsp., 2012). Majna
uwadze faktze mikroskopowa analizéwiezych preparatéw z regulty pozwala na gpste
rozpoznanie pierwotniakéw, w niniejszych badanipcteghdano zaréwndéwieze preparaty,
jak i preparaty trwate, barwione trichromem. Popadtykrycie niektorych pasgtow (np.
Cryptosporidium i mikrosporydidw) wymaga zastosowania specyficinyanetod
identyfikacji. W celu wykrycia obecdoi oocyst Cryptosporidiumw prébachzywnosci
pochodzenia innego stosowano albo test IFA (Ragka i wsp., 2010), albo preparaty
barwione metogl Ziehl-Neelsena (Calvo i wsp., 2004) lukr tereparaty barwiono meted
Ziehl-Neelsena, a pozytywne proby potwierdzano peziciu testu IFA (Robertson i Gjerde,
2001a; Rai i wsp., 2008). Talsany procedug, jaka stosowali Robertson i Gjerde (2001a)

oraz Rai i wspotpracownicy (2008) zastosowanagak tych badaniach.



Natomiast, w tych badaniach zastosowano po razwpmr specyficzg metod
barwienia chromotropem, ktora umigzvia wykrycie obecnéci spor mikrosporydiéw, a do
identyfikacji gatunkowej wykorzystano metpfluorescencyjnej hybrydyzacin situ (FISH

i multiplex FISH).

Techniki biologii molekularnejgswykorzystywane do precyzyjnej identyfikacji gatunk
i genotypu pasoyta, ktéra jest niezwykle istotna w dociekaniacidemiologicznych. Jednak
ich wykorzystanie w badaniach prétywnosci wigze sk z wieloma trudnéciami (Smith
i Nichols, 2009; Rzeautka i wsp., 2010). Wynikajone, m. in. z braku standaryzacji metod
ekstrakcji DNA z préb srodowiskowych, d#ej réaznorodndci starterOw, obecrai
niewielkiej liczby stadiow dyspersyjnych pagtow oraz licznych inhibitorow polimerazy
(np. kwasy humusowe, polifenole).aBttez, tylko w jednej pracy wykorzystano techaik
PCR-RFLP do identyfikacji gatunkQryptosporidiumw probachzywnosci (Rzezutka i wsp.,
2010). Autorzy tej pracy uzyskali produkt ampliftfiaDNA Cryptosporidumtylko z jednej
préby, co wskazuje na de problemy w wykorzystaniu technik biologii mole&tiej do
precyzyjnej identyfikacji pasytow w probachzywnosci. W badaniach pilotaowych podgto
réwniez proby izolacji DNACryptosporidium niestety zakaczyty s one niepowodzeniem.
Zatem konieczne agsdalsze badania nad opracowaniem bardzie] speayfitzi czutych
technik biologii molekularnej, ktére bytybyzyteczne w badaniu prébywnosci (Smith
i Nichols, 2009). Ponadto, w przypadku obemgpustych” cyst i/lub oocyst pierwotniakdw
w badanej probie, nie moa izolow& DNA pasaytéw. Jednak obecké samych otoczek

wskazujeze zywnos¢ byta zanieczyszczona katem, ktory ra@awierd takze inne patogeny.

W tych badaniach z reguty za préby pozytywne iawm@ te, w ktérych obecké spor
mikrosporydiéw, cysGiardia i oocystCryptosporidiumpotwierdzono, co najmniej dwoma
metodami. Tylko w przypadku czterech préb (3 prébjaty i 1 préba oregano) pojedyncze

cysty Giardia wykryto mikroskopowo wswiezych i trwatych preparatach. Natomiast nie



zidentyfikowano ich przy zyciu testu IFA. Jednak, ze wzdu na charakterystyczna budgw
ksztalt i widoczne organella cyst, préby te réwnigznano za pozytywne. Tak samo
postpiono z jedn préty zywnaosci (mieszanka kietkow), w ktérej obecitopojedynczych
oocystCryptosporidiumstwierdzono tylko w preparacie barwionym metdiehl-Neelsena.

W prezentowanych badaniach stadia dyspersyjnezpdso stwierdzono w 45 probach
z 300 badanych (15%). Ze wzdu na r@ng metodyk bada, réznorodny materiat bada
i cele oraz regiony geograficzne trudno porownywayskane wyniki z wynikami innych
autorow. Nie mniej, z dogbnych danych wynikaze ogdélna cgstas¢ zanieczyszczenia préb
zywnaosci pochodzenia &innego w innych regionackwiata byta zdecydowanie wgza,
m.in. & 65% badanych prébywnaosci w Iranie byto zanieczyszczonych pag@ami (Gharavi
i wsp., 2002), 58% w Libii (Abougrain i wsp., 20095.4% w Nigerii (Alli i wsp. 2011),
44% w Indiach (Gupta i wsp., 2009) i 31.4% w Tufgrdagzrul i Sener 2005). Natomiast, w
Norwegii i Turcji stadia dyspersyjne pastow wykryto odpowiednio tylko w 6%t i 3%
badanych préb (Robertson i wsp., 2001a; Avcioglsp., 2010).

Nalezy jednak dod& ze czstas¢ wyskpowania stadidw dyspersyjnych pagow w
prébach zywnosci pochodzenia innego mae by wyzsza nk to opisywano.
Doswiadczalnie wykazanoze efektywndéé odzysku oocystCryptosporidium zaley od
zastosowanych metod i rodzaju badanego materialmmego i waha siod 1do 59% (Smith
i Nichols, 2009).

W przeprowadzonych badaniach zakupione préyynosci pochodzenia i&innego
podzielono na s#é odrebnych kategorii zgodnie z kryterium biologicznynpadziatem na
grupy wytkowe, a naspnie analizowano atas¢ wyskpowania paso/tow
w poszczegodlnych kategoriach. W wyniku przeprowagezb bada stwierdzono, ze
najczsciej stadia dyspersyjne wykrywano w kietkach (23)2%atatach (21,4%) i owocach

(20%). Podobnie, tale inni autorzy stwierdzalize sataty byly najegciej zanieczyszczone



stadiami dyspersyjnymi paggow, m.in. 60% badanych prob satat w Ghanie (Amioasp.,
2006), 43,8 % prob w Indiach (Gupta i wsp., 20@9)8% w Arabii Saudyjskiej (Al-Megrin
i wsp., 2010) i 11,4 % w Turcji (Kozan i wsp., 200®/icksze zanieczyszczenie satat wynika
prawdopodobnie z diej powierzchni Kci oraz ich struktury, czego potwierdzeniem je&t,fa
ze W niniejszych badaniach nagéziej pasayty wykrywano w probach sataty dekoracyjnej
I mastowej, a rzadko w satatach o matej powierzdndui, takich jak insalatina, rukola
i roszponka. RoOwnie de zanieczyszczenie owocow (gtdwnie truskawek) pasmi
stwierdzali take inni autorzy (Szebiewicz i Tarczyiski, 1969; Kasprzak i wsp., 1981;
Erdogrul i Sener 2005). Natomiast, tylko Robertson irGge(2001a) badali kietki w kierunku
obecndci oocystCryptosporidiumi cyst Giardia; jednak czstas¢ zanieczyszczenia stadiami
dyspersyjnymi tych pasgtow byta nisza nk w tych badaniach. Zanieczyszczenie kietkdw
stadiami dyspersyjnymi pasgéw maze by wynikiem stosowania skanych nasion lub
wody do hodowli. W tych badaniach wykazange dwie z 30 badanych préb byto
pozytywnych na obecrié pasaytéw. Wystpowanie paso/téw na kietkach niesie ze spb
duze ryzyko zarzenia, poniewadostpne na rynku kietkigsz reguty gotowe do spgcia.
Celem prezentowanej pracy byto takstwierdzenie, czy istnieje korelacjacory
czestascia wystpowania stadidbw dyspersyjnych pagow na zywnosci pochodzenia
roslinnego, a miejscem ich zakupu. Chaciaajczsciej zanieczyszczone pastami byty
produkty kupowane w matych sklepach warzywniczychai targowiskach, to jednak na
podstawie analizy statystycznej nie stwierdzonotistch ré&nic. Natomiast, kiedy poddano
statystycznej analizie egtas¢ wyskepowania trzech najezciej wykrywanych paso/tow
(Cryptosporidium Giardia i mikrosporydia) naywnosci pochodzenia &innego, wykazano
statystycznie istotne #dice w czstasci wystpowania mikrosporydiow. W produktach
roslinnych zakupionych w sklepach warzywniczych i aagbwiskach ogciej wykrywano

spory mikrosporydiow mi w zywnosci zakupionej w marketach. Tylko nieliczni autorzy



badali podob#s zaleznos¢. Szehgiewicz i Tarczyiski (1969) wykazali, ze truskawki
pochodace z niewielkich upraw byly eZ#ciej zanieczyszczone pastami niz te,
pochodace z wielkich plantacji. Tale Daryani i wsp. (2008) wykazalgze zywnosé
uprawiana w przydomowych ogrédkach byta zdecydowanisciej zanieczyszczona
pasaytami (71%) nk zywnos¢ zakupiona w marketach (50%). k@ gdzi¢, ze produkty
roslinne zakupione w marketach pochedad duwych producentéw, ktorzy mgjuprawy
w szklarniach lub tunelach, co zapobiega zanieczgsru odchodami ludzi i zwieglz
Natomiast produkty zakupione w matych sklepach ysaraczych i targowiskach z reguty
pochodz od indywidualnych producentéw, ktérzy prawdopodebstosuy odchody do
nawaenia upraw.

W tych badaniach nie stwierdzono statystycznietistch r@&nic w zanieczyszczeniu
pasaytami zywnosci pochodzenia &hinnego wyprodukowanej w kraju i pochagte]
z importu. Take Robertson i Gjerde (2001a) nie stwierdzilzm@ w zanieczyszczeniu
zywnaosci krajowej i pochodgcej z importu.

W badanych w tej pracy prébadywnosci pochodzenia &innego zidentyfikowano
wystepowanie stadiow dyspersyjnych czterech pgigiw. Najczsciej stwierdzano obeckd
oocyst Cryptosporidium(w 8,3% badanych préh) spor mikrosporydiow (w 5,3% prob).
Rzadziej cystyGiardia i jaja Ascaris ktére stwierdzano odpowiednio w 2,7% i 0,7%
badanych prékrywnaosci pochodzenia &innego. Ré@nice w czstaici wystepowania tych
pasaytow byty statystycznie istotne.

W prezentowanych badaniach stwierdzano oocgsiptosporidiumwe wszystkich
badanych kategoriach probhywnosci, za wyptkiem satatek warzywnych; z reguty
wykrywano je w kietkach i satatach, rzadziej w aih, owocach i warzywach. Zazwyczaj
wykrywano znacza liczbe oocyst (od 5 do 268) zawiegaych sporozoity. Tate Calvo

i wsp. (2004) wykrywali oocysty tego pasta we wszystkich badanych produktach



pochodzenia dinnego (satacie, pietruszce, kolendrze i borowea)wyptkiem truskawek.
Natomiast, Robertson i Gjerde (2001a) stwierdzdcysty Cryptosporidiumw 19 z 475
badanych prélzywnosci (4%), w tym w 14 prébach kietkow fasoli mung ipdbach satat.
Z kolei Rai i wsp. (2008) oocyst@€ryptosporidiumwykryli w jednej z 21 badanych préb
warzyw. W badaniach prowadzonych w innym regionasK (okolice Lublina) oocysty
Cryptosporidiumwykryto w 3.6% badanych préb warzyw i owocow; pr@ym z reguty
~puste” oocysty stwierdzono w dwdch prébach kapubtgtej, jednej probie kapusty
czerwonej i pekiskiej oraz w prébie selera i pora (Ratka i wsp., 2010). Autorzy ci
zidentyfikowali przy pomocy techniki PCR-RFLE. parvum tylko w jednej probie.
Natomiast w tych badaniach, jak i w pozostatychii®tson i Gjerde, 2001a; Calvo i wsp.,
2004; Rai i wsp., 2008) nie przeprowadzono idekadji gatunkuCryptosporidium Majac
na uwadzeze tylko osiem gatunkéwCryptosporidiumi niektére genotypyasinwazyjne dla
cztowieka, oszacowanie ryzyka zagaia wize St scisle z precyzyjg identyfikacja gatunku,
genotypu, a nawet subgenoty@uyptosporidium.Jednak, jak ju wcze&niej wspomniano,
stanowi to due wyzwanie. Wykrycie w niektorych badanych prébanhcznej liczby oocyst
wskazuje na bezprednie zanieczyszczenigywnosci kalem zaraonego cztowieka lub
zwierzat. W Polsce ogstas¢é wystepowania Cryptosporidium u ludzi i zwierat jest
stosunkowo wysoka i wynosi od 0 do 42.9% u luddi,0odo 88% u zwiett hodowlanych,
od 0-73% u zwiergt dzikich i od 1.2-27.4% u psow i kotow (wg Baj&008). Tote
srodowisko mae by znacznie zanieczyszczone oocyst@mniptosporidiumtym bardziejze
zaraony osobnik mee wydala nawet 18° oocyst dziennie (Casey, 1991).

W tych badaniach, drugimi pod wadem czstaici wystpowania w probachywnosci
pochodzenia rdinnego byly mikrosporydia. Spory mikrosporydiow kvyto w 16 z 300
badanych préob (5.3%). Choegiave wczdéniejszych badaniach wykryto obeddospor

mikrosporydidw w probach salaty, pietruszki, kolgndi truskawek, to jednak nie



zidentyfikowano gatunku (Calvo i wsp. 2004). Najna uwadze olbrzymirdznorodndgé
gatunkows, samo wykrycie spor nie pozwala na oszacowanigkeyzaraenia (Didier, 2005;
Suankratay i wsp. 2012). Z ponad 1200 opisanychn@étv mikrosporydiéw, u cztowieka
stwierdzono dotychczas wygpbwanie jedynie 15 gatunkow (www.dpd.cdc.govidddiclier
I Weiss, 2006; Chaudhary i wsp., 2011; Suankratagp., 2012. W tych badaniach po raz
pierwszy naswiecie zidentyfikowano cztery gatunki mikrosporydidinwazyjnych dla
cztowieka w probachywnosci pochodzenia innego, dz¢ki zastosowaniu techniki FISH.
Najczsciej w badanych prébach identyfikowano spdgy bieneusi(3.3%) i E.
intestinalis (1%). Natomiast sporyE. cuniculi wykryto jedynie w dwoch prébach (0.7%)
natki pietruszki,E. hellemw jednej prébie (0.3%) safatki wielowarzywnej. gimeent bada
,dotycacych wykrywania mikrosporydiow w prébackhywnosci pochodzenia rinnego,
zostat ju: opublikowany (Jedrzejewski i wsp., 2007). W teqqyr potwierdzonoze produkty
pochodzenia rdinnego § zanieczyszczone sporami mikrosporydiow inwazyjnydia
cztowieka w liczbie umdiwiajacej zaraenie.Srednio z produktéw rdinnych odzyskiwano
8,5 x 1G spor. Ze wzgldu na toze mikrosporydia snowymi patogenami cztowieka, dawka
inwazyjna nadal nie jest znana (Weiss, 2001), jhkiek z bada na zwierztach wynika,ze
minimalna dawka inwazyjna jest bardzo niska (Didiersp., 2004). Zatem nalg s3dzi¢, ze
srednia liczba wykrytych spor mikrosporydiéw inwazygh dla cziowieka jest na tyle
wysoka, ze stanowi istotne ryzyko zamnia dla potencjalnych konsumentow. Jedyna jak
dotad zywnosciopochodna epidemia mikrosporydiozy wywotana prZe bieneusi
wskazuje, ze zywnos¢ pochodzenia &innego stanowizrodto zaraenia tymi granymi
patogenami (Decraene i wsp. 2012). Ponadtgkdziastosowaniu techniki FISH, nie tylko
zidentyfikowano gatunki mikrosporydiow, ale fa&k okrélono zywotnas¢ spor. Zatem
technika fluorescencyjnej hybrydyzadm situ ma znaczca przewag nad technikami

barwienia, ktére nie pozwalgpa identyfikag gatunku oraz nad PCR, bowiem ta technika



nie pozwala na okgkenie zywotnaici spor oraz badania Hoiowe. Nie wiadomo jednak, co
bylo przyczym zanieczyszczenia produktéurywnaosciowych sporami mikrosporydiow.
W Polsce, stwierdzono wygtowanie E. bieneusi E. intestinalis E. cuniculii E. hellem
u réznych gatunkow zwiert (Stodkowicz-Kowalska i wsp., 2006; 2007; 2012 brak jest
informacji o wys¢powaniu tych patogendéw u ludzi.

W niniejszych badaniach cysiardia wykryto tylko w égmiu z 300 badanych prob
(2,7%) zywnaosci pochodzenia &innego. Ich obecni stwierdzono gtdwnie w probach satat
(cztery préby) oraz owocéw (w dwoch prébach trusidawjednej prébie borowki). Obecéo
cyst stwierdzono réwniew jednej probie oregano. Z reguly wykrywano pojeciae cysty
w preparataclwiezych podbarwionych ptynem Lugola i w preparatachatywwh barwionych
trichromem. Tylko w czterech prébach cyst@iardia zidentyfikowano zaréwno
w preparataclwiezych i trwatych, jak i przy gyciu testu IFA. Wszystkie cysty wykryte przy
uzyciu testu IFA byly zywe. Z analizy danych literaturowych wynikae na swiecie
wystepuje znaczne zemicowanie w czstosci wyskpowania tego pasgta w probach
zywnosci pochodzenia dinnego.Wysoky czestas¢ wystepowania cystyGiardia w prébach
warzyw stwierdzano w Indiach i w Arabii Saudyjskigflizie odpowiednioza57.1% i 31,5 %
préb byto zanieczyszczonych cystami tego pgso (Rai i wsp., 2008; Al-Megrin i wsp.,
2010). Przewanie jednak cgstas¢ wystepowania stadiow dyspersyjnych tego pasa byta
nizsza i wynosita odpowiednio: 1,3% (Sia Su i w&012), 5,5% (Erdgrul i Sener 2005),
5,7% (Gharavi i wsp., 2002), 7% (Daryani i wsp.080do 10 % badanych préywnosci
(Abougrain i wsp., 2009). Najegciej cysty Giardia wykrywano w probach satat (Ergaul
i Sener 2005; Al-Megrin 2010) i pietruszki (Gharawsp., 2002; Al-Megrin i wsp., 2010).

W tej pracy oraz wadnych wyej cytowanych pracach nie zidentyfikowano gatunku
i genotypuGiardia, jakkolwiek niektérzy autorzw priori przyjeli, ze wykrywane przez nich

cysty nalea do gatunkuG. intestinalisiGharavi i wsp., 2002; Al-Megrin i wsp., 2010; Sa



i wsp., 2012). Jednak ze wzdlu na fakt,ze cysty wekszaci gatunkdédwGiardia map taka
samy budowe, identyfikacja gatunkusiardia na podstawie obserwacji cyst jest niethea.
Zatem ustaleniezrodia zanieczyszczenia produktéwslionych jest rownie niemazliwe.
Nalezy jednak dodé ze czstas¢ wyskpowaniaGiardia u ludzi w Polsce jest stosunkowo
niska i wynosi od 0,4% do 8,8%, podczas gdy u zteekstensywn& wyskpowania
giardiozy waha sido od 0 do 14% u zwieszhodowlanych, od 0 do 87% u zwietzzikich i
od 1% do 53.5% u psow i kotow (wg Bajer, 2008). ZEabtaki mog sie przyczynid do
zanieczyszczanigywnosci pochodzenia ginnego cystamGiardia (Majewska A. C. i wsp.,
2009).

W niniejszej pracy, spood czterech identyfikowanych pastdw, najrzadziej
wykrywano Ascaris Pojedyncze jaja tego pasta wykryto tylko w dwdch z 300 badanych
préb (0,7%) — w oregano i rozmarynie, przy czymmazy tych jaj odpowiadaty wielki
jaj zaptodnionych. Z przegllu pgmiennictwa wynika,ze zanieczyszczenie produktow
roslinnych jajami Ascaris jest w wielu krajach powszechne, co nie dziwi, ipaaz
A. lumbricoide jest najcgstszym pastytem cztowieka; rOwnie A. suumczesto wystpuje
u swin i dzikbw (Dold i Holland, 2010). Wysak czestas¢ wyskpowania jaj Ascaris
w prébachzywnosci pochodzenia iinnego stwierdzono w Ghanie (w 85% prob) (Amoah
i wsp., 2005), w Libii (w 68% badanych préb) (Aboaim i wsp., 2009), na Filipinach
(w 45% préb) (Sia Su i wsp., 2012), w Indiach (3686b) (Gupta i wsp., 2009) i w Turcji
(31.4% prob) (Erdgrul i Sener 2005). Natomiast rzadko wykrywano jajecaris
w produktach réinnych (w 1 do 2% badanych préb) w Turcji i w lrarfKozan i wsp., 2005;
Daryani i wsp., 2008; Avcioglu i wsp., 2010). Rice w czstasci zanieczyszczenia
produktow rélinnych jajamiAscaris mog, miedzy innymi, by odzwierciedleniem tic
w czestasci wyskepowania tego pasggta u ludzi iswin w réznych regionacBwiata. W Polsce

czestas¢ wystepowania glistnicy u ludzi szacujeesna ok. 2.7% (Dfska i wsp., 2011),



podczas gdy w Afryce i Azji askarioza jestesto stwierdzana u ludzi, co wynika gtdwnie
z uwarunkowa ekologicznych, socjoekonomicznych i sanitarnygbzie brak urzdzea
sanitarnych prowadzi do zanieczyszczantmowiska katem ludzkim (Dold i Holland, 2010).
W tych badaniach nie zidentyfikowano gaturkscaris poniewa jaja obu gatunkow
tego nicienia $ morfologicznie identyczne. Nie mniej, niektérzytaazy, wykryte w prébach
zywnaosci jaja identyfikowali jako jajaA. lumbricoides(Amoah i wsp., 2005; Kozan i wsp.,
2005; Gupta i wsp., 2009; Avcioglu i wsp., 2010)dizym prawdopodobigstwem mana
przyja¢ prawidtowaé¢ takiej identyfikacji tylko w odniesieniu do krajowuzutmaskich,
gdzie ze wzgldéw religijnych nie prowadzi sihodowliswin i gdzie czstas¢ wystpowania
glistnicy u ludzi jest wysoka. Natg jednak podkrdi¢, ze nie tylko A. lumbricoides
wywotuje inwazg u ludzi, ale znanegsakze przypadki zargenia ludziA. suum(Maruyama
I wsp., 1997; Inatomi i wsp., 1999; Sakakibara ipws2002; Izumikawa i wsp., 2011).
Ponadto, na podstawie molekularnej analizy DMAcaris uzyskanych od ludzi &win
wykazano,ze glistnica u ludzi w Danii ma charakter zoonotycZiNejsum i wsp., 2005).
Zooonotyczna askarioza m® by rowniez problemem w innych uprzemystowionych
krajach. W tym celu nahy jednak wykorzystywé techniki biologii molekularnej do
identyfikacji Ascaris wykrywanych u ludzi. Warto rownie dod&, ze jaja A. suum
wykorzystano jako b biologiczry (Bellamy i Freedman, 2001). W 1970 roku, kanadyjsk
absolwent parazytologii, mszgz s na swoich kolegach, podat im positki zanieczysnezo
duza liczbg zaptodnionych jaA. suumu zaraonych ngzczyzn wysipita ostra niewydolng
oddechowa (Phills i wsp., 19720limo ze, w tych badaniach wykryte w dwdch probach zi6t
jaja zidentyfikowano tylko do rodzaj#\scaris to jednak wobec powsgzych danych,
zanieczyszczone jajamiscaris produkty radlinne mog stanow¢ powane zagraenie

zdrowia publicznego.



Zywnaos¢ pochodzenia iinnego zanieczyszczona stadiami dyspersyjnymi paéo
moze stanowé powane zagraenie zdrowia publicznego. Chogiav ostatnich latach
dokonano znacznego pegst  w wykrywaniu i identyfikowaniu paggtow
zanieczyszczagych zywnaos¢, to jednak znamy tylko wierzchotek goéry lodowejory nie
odzwierciedla rzeczywisfoi. Uwaza sk rowniez, ze opisywane zywnosciopochodne
epidemie stanowitylko niewielky czgs¢ faktycznych przypadkow. Zatem wiele pozostaje do
zrobienia zanim dogbnie poznamy r@l wody i zywnaosci w transmisji paso/tow (Smith

i Nichols., 2009).



6. WNIOSKI

1. W prébach zywnosci pochodzenia finnego zidentyfikowano stadia dyspersyjne
Cryptosporidium Giardia, Ascaris i mikrosporydiow, natomiast w prébach nasion
wykorzystywanych do hydroponicznej uprawy kietkdbwykmyto tylko oocysty
Cryptosporidium co wskazujeze produkty rélinne byty zanieczyszczone odchodami.

2. Stadia dyspersyjne pasodw najczsciej stwierdzano w probach kietkow i satat
i owocodw. Wiksze zanieczyszczenie satat i owocOw wynika prawdopnie z diej

powierzchni léci i/lub ich struktury. Zanieczyszczenie kietkovadiami dyspersyjnymi

pasaytow maze by wynikiem stosowania skanych nasion lub wody do hodowli.

3. Wykazano statystycznie istatRorelacg tylko miedzy czstoécig wysiepowania spor
mikrosporydiéw naywnaosci pochodzenia ginnego, a miejscem jej zakupu.
Mikrosporydia czsciej wykrywano w produktach zakupionych w sklepach
warzywniczych i na targowiskachzniv marketach. Produkty zakupione w matych
sklepach warzywniczych i targowiskach z reguty math od indywidualnych

producentow, ktérzy prawdopodobnie stgsagichody do nawaenia upraw.

4. Nie stwierdzono statystycznie istotnyclzmi w wystpowaniu pasiaytow nazywnosci

produkcji krajowej i pochodgej z importu.

5. Wicksza¢ pasaytéw, za wyjtkiem mikrosporydidw, zidentyfikowano na zbyt
wysokim poziomie taksonomicznym (rodzaj) i w Zmku z tym oszacowanie ryzyka
zaraenia konsumentéw jest trudne, poniewedzne gatunki cechdj si¢ rézna
specyficznécia zywicielska; nie mniej obydwa gatunkAscaris 3 inwazyjne dla

cztowieka.



6. Wykrycie po raz pierwszy spde. bieneusi, E. intestinalig€:. cuniculii E. hellem
w prébachzywnosci pochodzenia iinnego swiadczy o tym,ze zywnos¢ moze by

przyczyry zaraenia i stanowd zagraenie dla zdrowia tycia ludzi.
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8. STRESZCZENIE

Znaczne skaenie srodowiska odchodami ludzi i zwiggiz zawieragcymi stadia dys-
persyjne pasgytéw, stwarza realne zagmnie zanieczyszczeniywnosci. Tym bardziejze
stadia te $ wydalane w olbrzymiej liczbie igsoporne na dziatanie wielu czynnik&nrodo-
wiska zewwtrznego. Istnieje wiele czynnikéw prowadych do zanieczyszczenia produktow
spaywezych, kidre mogwystkepowa praktycznie na kalym etapie — od produkciywnaosci az
do naszego stotu. Dotyczy to gtéwnie produktéwzgp@anych na surowo i stabo przetworzo-
nych. Produkty rélinne, ze wzgldu na swqj struktue i réznorodna¢, stanowsq bardzo trud-
ny materiat do bada totez stosunkowo niewiele jest prac dotycych wys¢powania stadiow
dyspersyjnych pasgtow w prébachzywnosci pochodzenia Kinnego orazzywnosciopo-

chodnych epidemii.

Gtownym celem tej pracy byta identyfikacja pagidw oraz okrélenie czstdsci ich
wystepowania w probacliywnosci pochodzenia &innego i nasionach przeznaczonych do
hydroponiczne] uprawy kietkbw. Ponadto, dodatkowyecglami byto okréenie ré&nic:
(1) w zanieczyszczeniu stadiami dyspersyjnymi pggov poszczegolnych kategotiywnosci
pochodzenia r@dinnego; (2) w cestasci wyskepowania stadiow dyspersyjnych poszczegol-
nych paseytow w badanych kategoriackywnosci oraz okrélenie (3) korelacji midzy
czestascig wystepowania stadidw dyspersyjnych pagww nazywnosci pochodzenia &in-
nego a miejscem jej zakupu azak(4) r&nic migdzy czstasciag wystepowania stadidw dys-
persyjnych pasgtoéw nazywnaosci wyprodukowanej przez polskich producentow i pmch
dzacej z importu.

Materiat bada stanowito 300 prowiezej zywnosci pochodzenia innego oraz 30
préb nasion przeznaczonych do uprawy hydroponickie#fow. Zakupione produkty gon-

ne podzielono na sg&odrebnych kategorii (sataty, warzywa, kieltki, ziotataghki warzywne



i owoce).Zywnos¢ pochodzenia dinnego zakupiono na terenie miasta Poznaniakswics¢
kupiono w 6 duych marketach (n=183), a pozostate wcpi matych sklepach warzywni-
czych (n=72) i na dwéch miejskich targowiskach (B}r4Zdecydowana wksza¢ prob
swiezej zywnaosci pochodzenia &innego (n=259) zostata wyprodukowana przez polskic
producentéw. Natomiast 41 préb pochodzito z impomiszystkie nasiona kupiono w sklepie
ze zdrowy zywnaoscia.

Do bada wykorzystywano 100 g prébyywnosci pochodzenia &innego, ktére po
rozdrobnieniu intensywnie ptukano przez 30 minutjeanym litrze jalowego, 0.95 % roz-
tworu soli fizjologicznej z dodatkiem 50 ml 0.01%ztworu Tween. Nagpnie zawiesig
przesczano przez gazi wirowano w temperaturze@ przez 30 minut przy 2000g Uzys-
kany osad badano stogajmetody mikroskopowesyieze rozmazy w 0,6% roztworze
soli fizjologicznej oraz podbarwione ptynem Lugolareparaty trwate barwione trichro-
mem, preparaty barwione metpdiehl-Neelsena i preparaty barwione chromotropem),
immunologiczne (komercyjny test immunofluorescendjezpdredniej MERFLUOR
Cryptosporidium/Giardia i molekularne (fluorescencyjna hybrydyzamjasitu— FISH i mul-
tiplex FISH). Do analizy statystycznej uzyskanycyniow korzystano z programu StatSoft,
Inc. (2011),. STATISTICA, version 10. W celu wykaka statystycznie istotnych mdic za-
stosowano test zgodéw chi—kwadrat {2 ) Pearsona.

Spasrod 300 zbadanych prétywnosci pochodzenia idinnego oraz 30 prob nasion, 45
préb zywnosci (15%) oraz dwie proby nasion (6.7%) byly pozyiye na obecrigé stadiow
dyspersyjnych pasgtow, co wskazujeze te produkty rédinne byty zanieczyszczone odcho-
dami. Analizugc wysepowanie stadidw dyspersyjnych pagww w r&nych kategoriach
zywnosci stwierdzono znaczne adice w ich zanieczyszczeniu. Nagéeiej, spory, cysty,
oocysty i jaja pasgytow wykrywano na kietkach (23.2%), satatach (21)5%wocach (20%),

a najrzadziej w ziotach (8.4%), salatkach warzytw:3% i warzywach (7.5%). W prébach



nasion stwierdzono obecstotylko oocyst Cryptosporidium Sparéd 45 probzywnosci
pochodzenia innego, w ktérych wykryto stadia dyspersyjne pa$éw, az w 25 prébach
(55.6%) zidentyfikowano oocystyryptosporidiumw 16 prébach (35.6%) spory mikrospory-
diéw, w 8 probachi17.8%) cystyGiardiai w dwéchprébach jajaAscaris(4.4%). Obecn&
stadiow dyspersyjnych dwoch pagtdw stwierdzono w szeiu prébach (13,.3%).

Stwierdzono statystycznie istotne znice w czstasci wyskpowania Giardia,
Cryptosporidium mikrosporydiéw w poszczegdélnych kategoriagfvnosci.

Statystycznie istothkorelacg wykazano tylko midzy czstccia wystepowania spor
mikrosporydiéw nazywnaosci pochodzenia innego, a miejscem jej zakupu. Mikrosporydia
czesciej wykrywano w produktach zakupionych w sklepaarzywniczych i na targowiskach
niz w marketach. W tych badaniach nie stwierdzonoystatznie istotnych thic w zanie-
czyszczeniu paggtamizywnosci pochodzenia hinnego wyprodukowanej w kraju i pocho-
dzacej z importu.

W zbadanychacznie 330 proébachywnaosci i nasion, oocystyryptosporidiumstwier-
dzono w 27 prébach, w tym w 25 probagivnosci (8,3%) i w dwoch probach nasion (6,7%).
Oocysty wykryto w probach kietkdw (21.4%), satat (10.7%)0tz(6%), owocdw (2.5%)

i warzyw (1.9%).

W preparatach barwionych chromotropem obéérspor mikrosporydiéw stwierdzono
w 16 prébach (5,3%). Przy wykorzystaniu technikbRIi multiplex FISH zidentyfikowano
spory czterech gatunkéw mikrosporydiow inwazyjnyith cztowieka; w 10 prébach stwier-
dzono sponE. bieneusi3,3%), w trzech prébach spoy intestinalis(1%), w dwoch spory
E. cuniculi(0.7 %), a sporg. hellenmzidentyfikowano tylko w jednej probiatatki wielowa-
rzywnej (0,3%). Po raz pierwszy wykryto spoEy bieneusi, E. intestinalis, E. cuniculi
i E. hellemw prébachzywnaosci pochodzenia &innego, coswiadczy o tym,ze zywnosé¢

moze by zrodiem zaraenia i stanowd zagraenie zdrowia publicznego.



Cysty Giardia stwierdzono w émiu badanych prébach (2,7%Yywnaosci pochodzenia
roslinnego. Zazwyczaj wykrywano pojedyncze cysty pags®d w czterech probach salat,
trzech prébach owocoéw oraz jednej probie oregano.

Obecna¢ pojedynczych japscarisstwierdzono tylko w dwéch prébach ziét - w oregano
I w rozmarynie. Wielké¢ jaj odpowiadata wielkéri zaptodnionych japscaris W tych bada-
niach nie zidentyfikowano gatunkfiscaris poniewa jaja obu gatunkéw tego nicienia s
morfologicznie identyczne. Jednak ze nie tylkoA. lumbricoidesvywotuje inwazg u ludzi,
ale znane gtakze przypadki zargenia ludziA. suuma nawet wykazanae glistnica u ludzi
w Danii ma charakter zoonotyczny.

Chocia w ostatnich latach dokonano znacznegogpastv wykrywaniu i identyfikowa-
niu pasaytéw zanieczyszczagych zywnaosé, to jednak znamy tylko wierzchotek goéry lodo-
wej, ktory nie odzwierciedla rzeczywistn. Uwaza sk rOwniez, ze opisywaneywnaosciopo-
chodne epidemie stanawtylko niewielky czes¢ faktycznych przypadkow. Zatem jeszcze
wiele pozostaje do zrobienia zanim dgmtie poznamy rel wody i zywnaosci w transmisji

pasaytow.



