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Streszczenie

Opracowanie szybkiej, czutej i niezawodnej metody detekcji ooCygptosporidium sp.
jest koniecznécia wynikajaca z rozpowszechnienia tego pierwotniakasredowisku i tat-
wosci zakaenia nim, jak i z zalede dyrektywy UE 98/83/WE. Niniejszy artykut sta-
nowi préke praktycznego zastosowania jednej z technik biologii molekularnej — analizy
polimorfizmu dtugdci fragmentoéw restrykcyjnych w oldrsie genu 18S rRNA matej pod-
jednostki rybosomalnej — w detekcji oocyStyptosporidiumw sciekach komunalnych.

Na podstawie wgpnych wynikbw ména oceni, ze metoda pozwala na wykrycie ok.
2-3 oocyst oraz identyfikagjch przynalénosci gatunkowe;.

Stowakluczowe Cryptosporidium  kryptosporydioza woda do picia scieki, zdrowie
publiczne PCR RFLP

Abstract

Development of a rapid, sensitive and reliable detection methodSryptosporidium sp.
oocysts in environmental samples is a necessity resulting from both the spread of this parasite
and the recommendations of EU 98/83/EC directive. This work is a practical attempt to verify
and assess one of the techniques of molecular biology — the analysis of restriction fragments
length polymorphism in the 18S rRNA gene — in detecting Cryptosporidium oocysts in
wastewater. First results show a sensitivity that allows to detect 2—3 oocysts and identify their
species.
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1. Wstep

Pierwszy przypadek zakenia pierwotniakiem z rodzajCryptosporidium zostat
opisany w 1976 r. i vélad za nim zacgy si¢ pojawia kolejne coraz liczniejsze i lepiej
udokumentowane przypadki kryptosporydiozy — obecnienaanéwé o ponad 150 przy-
padkach z ponad 90 krajow [1, 2] — wywotanej gtowniezgpiem wody lub rekreagj
na ptywalniach [3, 4]. Liczba doniesieoraz fakt,ze pochodzity one z krajéw wysoko
rozwinietych kaza przypuszczé, ze skala zagr@enia mae by dwa, a metody uzdatnia-
nia wody doid stosowane — niewystarcze¢ [2, 5, 6]. Dlatego pojawia esipotrzeba
wdrozenia szybkiej, czutej, specyficznej i mligvie taniej metody pozwalagej wykry¢
i zidentyfikow& pierwotniaki z rodzajCryptosporidium

Rodzaj Cryptosporidium stanowd pierwotniaki tdace paseytami bezwzgidnie
wewmtrzkomorkowymi. Wytwarzaj one niezwykle odporne na dziatanie czynnikow
srodowiska oocysty o wielkkgi 4—6 um [7, 8]. Spérdd kilkunastu gatunkéw rodzaju
Cryptosporidium najszerzej rozpowszechnionym, posiadgin najwikszy zasig zywi-
cielski, jest gatunekC. parvum ktérego kilka genotypow stanowi zagemie epide-
miologiczne dla cztowieka [3, 5, 9]. Minimalrdawle zak&na stanowi u oséb zdrowych
okoto 100-200 oocyst, u 0s6b o alomiej odpornéci objawy pojawiaj Sic juz po przy-
jeciu 30 oocyst, a mima przypuszcza ze hawet pojedynczaywa oocysta jest zdolna
wywota¢ chorolg u osdb z zaburzeniami ukladu immunologicznego [5, 7]. Zasadnicza
trudnai¢ w prewencji kryptosporydiozy wynika z biologicznych $davosci oocyst — ich
duwzej odporndci na rozmaite czynnikisrodowiskowe oraz wkszaé¢ stosowanych
w procesie uzdatniania wody dezynfekantéw [6, 8—10].

W Polsce przeprowadzono nieliczne badania nad epgstaniem kryptosporydio-
zy, nie uzyskujc jednoznacznych wynikéw dotygzych czstaci wyskpowania
Cryptosporidium Ponadto w zaleosci od przygtych metod diagnostycznych uzyski-
wano r@ne wyniki. Wykazano natomiast kryptosporydiozy u zwierhodowlanych,

a take u wybranych gatunkéw zwiaetzdzikich [11, 12, 13]. Nie wiadomo jak ¢#te
sa przypadki zakzen oocystamiCryptosporidiumz wody pitnej, gdy nie prowadzono
w Polsce takich bada

Najbardziej dopracowanymi metodami wykrywania oocgsyptosporidiumw wo-
dzie @ protokoty 1622 i 1623 opracowane w latach 90. przez amesigkaAgenck
Ochrony Srodowiska (US Environmental Protection Agency, EPA). Polegag na fil-
tracji prébki wody, izolacji oocyst z zebranego z filtra eluatu za pgnimenunosepe-
racji magnetycznej (Immunomagnetic Separation, IMS), wybarwianiu oocyst przeciw-
cialami znakowanymi fluorescencyjnie (Immunofluorescence, Assay IFA) i zliczaniu
oocyst pod mikroskopem. Zasadniczym celem tych protokotdw jest ustalenie kgzby
wych oocyst z rodzajiCryptosporidiumprzy braku informacji do jakiego gatunku czy
genotypu zliczone oocysty nate[14, 15]. Czulé¢ i powtarzalné¢ protokotow EPA
zalezy od wielu czynnikdw, takich jak: rodzaj filtra, technika elucjigtnos¢ wody
[16-18]. Przy¢ta przez EPA metodyka nie pozwala adnié oocystzywych od mart-
wych czy pustych, nie pozwala réwaieistalt gatunku, czy genotypu [19-21], czyli
trudno ocend, czy uzyskany pozytywny sygnakiadczy o zagrgeniu dla cztowieka.

Jako podstaw detekcji w niniejszym artykule prayp reakcg tancuchowa polime-
razy (Polymerase Chain Reaction, PCR), ktéra daje wieleliwngci, gdyz genom
Cryptosporidiumzostat gruntownie zbadany [22, 23]. Zastosowanie PCR zapewnia wy-
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sokq czutcs¢ i swoist@d¢ badania, poniewaodpowiednia konstrukcja starteréw urtio
wia amplifikacg, a wic detekag materialu genetycznego tylko jednego, wybranego
gatunku lub nawet poszczegblnego szczepu, czy genotypu [16, 24, 25].

Graniczna czul® metody PCR w zaimosci od doboru starteréw mie waha sic
w granicach od okoto 0,1 pg do okoto 100 pg wykrywanego DNA [24],e& wdznice
w czuldsci siegaja trzech rzddéw wielkasci. Przekladajc te wartéci na minimala
liczbe oocyst Cryptosporidiumzdolnych do wykrycia metadPCR, otrzymujemy odpo-
wiednio czutd¢ od jednej oocysty do okoto stu w pobranej probce. Pélikrgednak
trzeba,ze wyniki te dotycz prac eksperymentalnych, w ktérych przygotowywano sztuczne
posiewy okrélonej liczby oocyst w wodzie. Oznaczenie prowadzone w warunkach na-
turalnych (wysiewanie oocyst do wody rzecznej i wykonywanie rutynowej izolacji oocyst)
wykazuje, ze wiele oocyst ginie lub w inny sposob ulega utraceniu w trakcie izolaciji
i rzeczywista obserwowana czgdojest nieco nisza. Mimo tego, czuks technik opar-
tych na PCR, zaimie od rodzaju badanego materiatu, czasu, jaki uplgd jego pobra-
nia, stopnia oczyszczenia prébek i innych czynnikbw wahawsiprzedziale od 1 do
200 oocyst [6, 16, 26].

Metoda RFLP-PCR (Restricted Fragment Lenght Polymorphism — PCR) polega
na analizie polimorfizmu fragmentéw restrykcyjnych watvn amplifikowanego frag-
mentu DNA [27-31]. Zatem technika t&cky w sobie dohr czutas¢ typowy dla PCR ze
swoistécia gatunkowy wobec wegkszaci opisanych gatunkowCryptosporidium Sto-
sunkowo dobrze rozpoznany jest polimorfizm wghlie genu 18S rRNA dla matej pod-
jednostki rybosomalnej. W ofdrie tego genu wyspuja co najmniej dwa obszary poli-
morfizmu: jeden w pozycji 179-271 pz i drugi (hiperzmienny) w pozycji 615-850 pz
wzgledem pocatku genu. Polimorfizm wygpujacy w tych obszarach ma charakter za-
réwno insercji, jak i substytucji i pozwala wygeneréwza pomog tych samych par
starteréw produkty PCR #aiace sé dtugacia, w ktérych pojawiaj sic sekwencje swoi-
ste dla rénych enzymow restrykcyjnych. Polimorfizm w obszarze 179-271 pmano
analizowd za pomog enzymow Tagl, Asel, Msel, Bstl, Sspl, Siml i Fmul [27], nato-
miast polimorfizm w obszarze 615-850 pz za pameazymoéw Ddel, Dral i Vspl [28].

W obu przypadkach uzyskujeesmazliwosé¢ identyfikacji niemal wszystkich gatunkéw
i genotypowCryptosporidium(tabela 1).

Poniewa oba obszary polimorfizmu oddalong ad siebie dé& daleko, maliwe jest
skonstruowanie dwdch par starterow i poprzedzenie analizy restrykcyjnej wykonaniem
reakcji wewrtrznej PCR (nested-PCR), dla poprawy zaréwno déezutgak i swoistdci
detekgiji.

W niniejszym artykule wykorzystano dete&cpolimorfizmu w obszarze sekwencji
615-850 pz genu 18S rRNA gdyymaga uaycia mniejszej liczby enzymow restryk-
cyjnych i jest tym samym prostsza.

2. Materialy i metody

Materiat

Scieki komunalne (5 litréw) byly poddane wirowaniu @@0 xg, 15 minut) w tem-
peraturze pokojowej. Zebranpeletle zawieszono w niewielkiej ikei wody i na-
warstwiono na 3-krotp objetos¢ wodnego roztworu sacharozg € 1,17 g/cm) i pod-
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dano wirowaniu (1250 xg, 15 minut, 4°C). Po wirowaniu zbierang iteérfaz i roz-
cienczano 5-krotnie wad Zawiesik ponownie wirowano (2500 xg, 15 minut, 4°C).
Z zebranych peletek natychmiast izolowano DNA. Przeanalizowgmmié trzy prébki
sciekdw komunalnych pobranych po stopniu oczyszczania mechanicznego.

Izolacja DNA

Z uzyskanej peletki wykonywano bezpednia izolack DNA. Na wstpie probki
cyklicznie zamraano/rozmraano (kilkandcie cykli ciekly azot/65°C) w alkalicznym
buforze lizupcym z SDS (10 mM Tris—HCI, 1 mM EDTA, 0,5% SDS, pH 8,5). Po tym
etapie materiat traktowano wyspklawla proteinazy K (200ug/ml) i intensywnie wy-
trzasano przez 12 godzin w 55°C (ThermoMixer, Eppendorf). Regkejerywano przez
podniesienie temperatury do 90°C na 30 minut. Po wytrawieniu wykonywano padwojn
ekstrakcg mieszanin fenol:chloroform:alkohol izoamylowy (25:24:1, pH 8,0) i precy-
pitacje etanolem. DNA rozpuszczano w wodzie (200

Alternatywnie izolagg DNA wykonywano za pomaeczestawu QlAamp Stool DNA
(Qiagen), w sktad ktérego wchagdzpochtaniacze inhibitorow PCR zwykle obecnych
w kale. W poréwnaniu do oryginalnego protokotu wprowadzono niewielkie modyfikacje:
1) dodanie wspnej dezintegracji w buforze lizgym przez cykliczne zamranie w ciek-
tym azocie i gwattowne rozmranie (5-10 cykli ciekly azot/+65°C); 2) dwukrotne
wydtuzenie czasu trawienia proteingk.

RFLP-PCR

PCR wykonano w termocyklerze Mastercycler Personal (Eppendorf) w 0,2 mi
cienkaciennych probéwkach (Kisker) w atpsci 100 pl. Startery [16] (forward:
5’-aagctcgtagttggatttctg, reverse: 5'-taaggtgctgaaggagtaagg, Oligayih) w stzeniu
0,5 uM. PCR mix zawierat 25@M kazdego dNTP, 2,5 U hotstartowej polimerazy DNA
HotStarTaq Plus (Qiagen). Profil reakcji obejmowatewst denaturag DNA i aktywa-
cje polimerazy (95°C, 15 minut), 40 cykli amplifikacji (94°C 45 sekund, 55°C 45 sekund,
72°C 75 sekund) oraz koowe wydhzanie (72°C 10 minut). Dlugé produktu PCR mo-
ze wynost zaleznie od gatunku 431-455 pz.

Jako kontra¢ pozytywry uzyto genomowe DNACryptosporidium parvun(ATCC,
PRA-67D) w ilgci 100 pg—10 fg albo bibliotekC. parvumwklejora w Bluescript |l
(ATCC 87668). Fagemid z bibliotekbyt izolowany z bakterii za pomacstandardowe-
go protokotu tagodnej lizy alkalicznej, wytrawiania RMNaA i ekstrakcji fenolowo-
-chloroformowej. Po izolacji fagemid bytety enzymem restrykcyjnym EcoRI (Fermentas,

1 U na 1lpg, 37°C, 18 godzin). Po inaktywacji termicznej enzymu oznaczagiens
DNA, przygotowywano rozcigzenia i przechowywano je w temp. —20°C.

Po zakaczeniu reakcji PCR produkt dzielono na cztery probowki, z ktérych trzy
poddawano trawieniu enzymami restrykcyjnymi Ddel, Dral, Vspl (FastDigest, Fermentas).
Elektroforez produktow wykonano na 2% agarozie (VWR) przy neipi 5V/cm. Bro-
mek etydyny (VWR) byt gyty zaréwno wzelu, jak i buforze (1 x TAE) w steniu
0,5 pg/ml. Dokumentagj fotograficzm wykonywano przy #yciu kamery VisiDoclt
(UVP).
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3. Wyniki

Wstepnie przeprowadzone analizy pokaguje bezpérednia reakcja PCR pozwala wy-
kry¢ co najmniej 0,1 pg genomowego DN& parvum, co oznacza okoto 10 kopii geno-
mu (rys. la). Czukd reakcji wobec biblioteki genomowej w fagemidzie wynosita 50 pg
(rys. 1b).

Rezultaty PCR na trzech probkaétiekéw komunalnych zebrane sa rys. 2. Préb-
ki $ciekdw byly pobierane na oczyszczalni po gpstym mechanicznym oczyszczeniu
w sierpniu i wrzéniu 2009 r. Probka pozytywna zostata reamplifikowana i poddana
trawieniu enzymami restrykcyjnymi, ktérego efekt znajdugersi rys. 3. Uzyskany obraz
restrykcyjny pozwala przypuszazae wyizolowany materiat pochodzit @@l parvum.

Rys.1. Czutcs¢ detekcji DNA Cryptosporidium parvum. Elektroforeza produktow
w 2% agarozie. Barwienie bromkiem etydyny: a) amplifikacja genomo-
wego DNA C. parvum: 1 — 100 pg, 2 — 10 pg, 3 — 1 pg, 4 — 0,1 pg;
b) amplifikacja na matrycy biblioteki genomow@j parvum w fagemidzie:
1-500ng,2-50ng,3-5ng,4—-500 pg, 5-50pg, 6 -5 pg, M) marker

100 pz (pogrubiony prgk — 500 pz).
Fig. 1. Sensitivity of detection ofryptosporidium parvum DNA by PCR
(EtBr staining in 2% agarose): a) genomic DNA 1 — 100 pg, 2 — 10 pg,
3 -1pg, 4 - 0,1 pg; b) genomic library Gf parvum DNA
in phagemid vector: 1 — 500 ng, 2 — 50ng, 3 —5ng, 4-500 pg,
5-50 pg, 6 — 5 pg, M) DNA ladder 100 bp

Przedstawione wyniki pokazyjze jest maliwe zastosowanie metod biologii mo-
lekularnej do wykrywaniaCryptosporidium w prébachsrodowiskowych. Sama reakcja
PCR charakteryzuje gsbardzo doby czulcscia — bezproblemowa detekcja 10 kopii geno-
mowego DNA oznacza w praktyce zdddtiavykrycia 2—3 oocysCryptosporidium, o ile
uda sighez strat wyizolow& DNA. Taka czuté¢ oznaczaze wprowadzanie dodatkowych
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modyfikacji zwigkszapcych czul@é detekcji (np. wewegtrzna PCR, czy hybrydyzacja
dot-blot produktéw PCR) nie jest konieczne do uzyskania satysfakeggahj wynikéw.

M 1 2 3 4 3]

Rys.2. Detekcja Cryptosporidium w probkach srodowiskowych: 1 — kontrola
pozytywna (10 pg DNA); 2 — kontrola negatywna, 3, 4, 5 — amplifikacja
materiatu z trzech prébeiciekdw komunalnych; M — marker 100 pz

(pogrubiony pazek — 500pz)
Fig. 2. Detection ofCryptosporidiumin environmental samples: 1 — control(+)
(10 pg of genomie DNA), 2 — control(-), 3, 4, 5 — three samples
of municipal wastewater, M — DNA ladder (100 bp)

Taka czulé¢ pozwala teoretycznie na wykrycie oocyst znajdygh w badanej prébce
w ilosci 0,5-2 na litr. Rysunek 2 ilustruje wynik pozytywny uzyskany dla kilki ré
nych prébek materiatu. Wyniki te nale jednak interpretowajako catkowicie jakécio-
we, informupce wyhcznie o obecniei Cryptosporidiumw badanej prébce.

Takze identyfikacja przynalaosci gatunkowej jest mdiwa wskutek jednoetapowej
obrébki enzymami restrykcyjnymi produktéw PCR (tabela 1). Efektydamalizy RFLP
jest w duym stopniu uzalaiona od jakéci rozdzialu fragmentéw DNA w trakcie
elektroforezy — stosunkowo niewielkiezrice migdzy dtugacia produktu PCR (1-24 pz
wobec kilkuset pz produktu PCR) oraz rownie niewielkienide dlugdci fragment-
tow restrykcyjnych (104 pz/112 pz) mphy¢ tatwo pomingte, jezeli jakos¢ zelu i warun-
ki elektroforezy nie bda optymalne.

Pewny niedogodnécia wynikajaca z metod biologii molekularnej jest fakte wy-
krywana jest obecr¢ targetowego dla PCR odcinka DNA, co wcale nie musi oziacza
wykrycia zywej, zdolnej do zakaenia oocysty. Niestety DNA jest gsteczlqy das¢ trwaly
i zdolma przetrw& pomimo skutecznej dezaktywacji oocysty, np. dezynfekantem. Jako
rozwigzanie tego problemu, dodatkowo mog podnié¢ czutas¢, proponuje € opar-
cie reakcji na detekcji bezprednio rRNA, czyli wykonanie odwrotnej transkrypciji
przed PCR. Dia labilng¢ RNA powinna wyeliminowé& wyniki falszywie pozytywne
i da¢ wynik wylacznie w sytuacji wykryciazywych oocyst. Niestety labildé RNA
pofaczona z trwatécia wszechobecnych rybonukleaz powoduje ogromne trigirtech-
niczne zwizane z izolagf RNA z probeksrodowiskowych, w sposéb wykluczay de-
gradac§ materiatu.
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Tabelal
Oznaczanie gatunkéw z rodzajlCryptosporidium za pomo@ RFLP.
Tabela zawiera dtugdci fragmentéw restrykcyjnych
po trawieniu produktéw PCR enzymami Ddel, Dral i Vspl.
Dhugos¢ produktu PCR dlg Dhugos¢ fragmentéw restrykeyjnych (pz):
poszczegdlnych gatunkdy Genbank nr
Cryptosporidium Vs Dral Ddel

C. parvuntyp 1 4398 222,104,112 204, 68, 166 L16997

L16996,
C. parvuntyp 2 @35 219 104 112 201, 68, 166 AF161856
. AF093498,
C. muris(432 320 112 42,224,166 AF093497
C. anderson{431) 319 112 265, 166 AF093496
C. felis(455 239 104 112 50, 405 221, 68, 166 AF087577

_ L19068,
C. baileyi(428) 212 104 112 84, 344 262 166 AF093495
C. meleagridig434) 47,171,104 112 | --- 200 68, 166 AF112574
C. serpentig430) 318 112 264, 166 AF093502
C. wrairi (435 219 104 112 201, 68, 166 AF115378

M 1 2 3 4 M

—
—
——
_—
=
-—
-——
- -

U LI

Rys. 3. Analiza polimorfizmu w obszarze 615-850 pz genu 18S rRNA: 1 — kontrola
(produkt pierwotny PCR 435 pz); 2 — trawienie Ddehkr 201 pz, 166 pz
i 68 pz); 3 — trawienie Dral; 4 —trawienie Vsplaghr 219 pz, 112 pz
i 104 pz); M — marker 100 pz (pogrubionypek — 500 pz)
Fig. 3. Analysis of restriction fragment length polymorphism within 18S rRNA gene
(range 615-850 bp): 1 — control lane (PCR product 435 bp), 2 — Ddel
(201 bp, 166 bp, 68 bp), 3 — Dral (no digestion), 4 — Vspl (219 bp, 112 bp,
104 bp), M — DNA ladder (100 bp)
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Wysoka czuté¢ PCR sprawiaze uzyskany wynik ma charakter wggnie jakdgcio-
wy. Mozna rozwaaé¢ wykonywanie ilgciowej reakcji PCR (real-time PCR), jednak
oznacza to zdecydowane podniesienie kosztéw catej analizy. Kietdobezpdredniej
oceny liczby kopii DNA w badanym materiale zwraca przy okazji wwag pewn
trudnai¢ interpretacyja wynikéw zaréwno pozytywnych (czy w materiale byla 1 oocy-
sta, czy wgcej), jak i negatywnych (czy materiat byt negatywny, czy zawiodta izolacja
DNA).

Zdecydowanie najtrudniejszym etapem, krytycznym dla powodzenia calej metody,
wydaje s¢ izolacja DNA z peletki. Z uwagi na dau opornd¢ scian oocyst
Cryptosporidium konieczne jest aycie stosunkowo agresywnyctrodkéw (szok ter-
miczny, wysokie sZzenia proteinazy K, homogenizacja mechaniczna) azygh rowno-
czesnie prowadzt do degradacji DNA. Poniewagpdzniejsza reakcja PCR powiela tylko
stosunkowo niewielki odcinek DNA, efiowa fragmentacja izolowanego DNA nie
powinna stanowi problemu. Drug trudndcia jest obecn& w $ciekach licznych, trudnych
do przewidzenia substancji, ktérych obeghooze wplywa& na aktywné¢ polimerazy
DNA, a w efekcie — na przebieg PCR. Dlatego uproszczenie izolacji pgiegaf po-
minieciu separacji immunomagnetycznej oocyst powinna hyzupetnione staragn
ekstrakcy.

Opisana metoda e st& sie uzyteczna w analizie wody [33], jednak po wpro-
wadzeniu modyfikacji uwzgbniajacych znacznie wksze obgtosci materiatu koniecz-
nego do przebadania i komplikapgo nieco etap bezgyedniej izolacji DNA.

Podsumowujc, mazna stwierdzi, ze RFLP-PCR jest obieciga technilky detekcji
i identyfikacji oocystCryptosporidiumw $ciekach. W poréwnaniu do klasycznychz ju
protokotéw 1622/1623 EPA, przynosi pewne kaddy(szybka¢, czutd¢, specyficznée
gatunkows, wzgkdnie nisk cere), lecz nie pozostaje bez wad, np. nie pozwala na oce-
ne zywotnasci oocyst. Jednak, jakeswydaje, najwkszym problemem jest etap izolacji
DNA z materiatusrodowiskowego, a zwtaszcza oczyszczanie od inhibitoréw PCR, oraz
opracowanie skutecznej kontroli pozytywne;.

Praca byta wykonywana w ramach projektu badawczego nr 4159/B/T02/2008/35.
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