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Public health risks associated with food-borne parasites

D rog i transm iSi i . FOODBORNE TRANSMISSION PATHWAYS FOR TOXOPLASMA GONDII

Pionowa
» Tachyzoity - droga transplacentalna

Pozioma

» Cysty tkankowe > surowe mieso, produkty
miesne

» Oocysty = gleba, woda, warzywa

» Tachyzoity = surowe mleko

W skali globalnej, 40-60% nabytych zarazen
T. gondii ma charakter ,,odzywnosciowy”

T. gondii zajmuje 3 miejsce na Swiecie,
wsrod pasozytow odzywnosciowych
majgcych najwieksze znaczenie dla
zagrozenia zdrowia ludzi
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Europejskie, wieloosrodkowe badania nad
zanieczyszczeniem pasozytem Toxoplasma gondii satat
- produktow gotowych do spozycia (RTE), w aspekcie
zagrozenia zdrowia konsumentow

One Health EJP Joint Research Project
21 partneréw europejskich
Lider: Pikka Jokelainen. SSI. Denmark

TOXOSOURCES WP3 — cele:
- ocena znaczenia Swiezych warzyw (RTE) jako zrodfa

zarazenia oocystami T. gondii dla ludzi w Europie
- opracowanie optymalnej procedury do wykrywania oocyst w
Swiezych produktach zywnosciowych
- przeprowadzenie wieloosrodkowych badan nad
zanieczyszczeniem oocystami T. gondii satat RTE w Europie

Koordynator WP3 — Marco Lalle (ISS, Rzym, Wtochy)
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Zywnos¢ gotowa do spozycia (RTE)

- Swieze warzywa, owoce, ziota i kietki,
jest coraz czesciej spozywana w krajach
uprzemystowionych i postrzegana jako
zdrowa, fatwa do spozycia i bezpiecznal

Packaged Salad Market- Regional outlook, 2022-2032

Packaged Salad Market Size, 2022-2032

CAGR
8.00%

y

U.S. Dollars (In Billion)

2022 2032

Jednak taka zywnos¢é moze byc¢ zanieczyszczona patogenami ;
Spozycie RTE kojarzone jest jako przyczyna wielu ognisk
zachorowan na choroby pasozytniczych na swiecie
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Schemat badan

A. Study protocol B. Detection method

30% RTE salad

Selection of testing procedures [13] qPCR i
Selection of Selection of matrix of interest [g] {529RE, B1) T 3 Qﬁhr“ng buffer
Faddle

methodology and - -
| homogenisation

matrix
| (3) SOP design I———b SOP validation

Interiaboratory | (b} Interlaboratory test

test l

| Data report and laboratory cutoff

Selected matrixz: Ready-to-eal salad mixes

l Bead beating i” x ’ Centrifugation

Participating laboratories Eluate pellet

C. Participating countries

h 4

Slal:qmpl_mﬁ strategy: & RTE salad mix samples
-Sarrlz-:tU!'nIJUSIUO" I Morthern Europe
ample size B Eastern Europe

. Bl Western Europe
l Southern Europe
Participar
| {c) Sample collection @ Participant
Field survey ! l

Results report — Testing (SOF)

|

Independent confirmatory assays
-nPCR (ITS-1)
- Microsatellite typing

I

Data analysis and final report

*Marco Lalle (1SS, Rzym, Wtochy)
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Standard operating procedure (SOP)

DNA amplification assay: .
Type of sample: RTE Leafy green mixed salad
Probe-based TIPLEX(GPCR )
. Amount of sample to be tested: 30 g

specificity) + IAC (synthetic

gene)
Oocyst recovery: Washing by

stomaching in filter-bags with
glycine 1M pH 5.5
and pelleting by centrifugation

(2500 x g 10 min)

D

A 4

DNA extraction: Beat-beating based
commercial kit for soil vs freeze and

thaw in combination with silica spin *Marco Lalle (ISS, Rzym, Wiochy)

columns kits
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Walidacja metody

Typy probek

Panel 1 - ocena ogdlnej wydajnosci odzyskiwania oocyst i detekcji w RT-PCR, oocysty
dodane do lisci safaty;

Panel 2 — ocena wydajnosci ekstracji DNA — osad z satat z oocystami (10-100);

Panel 3 — weryfikacja wydajnosci RT-PCR (DNA T. gondii w réznych koncentracjach).

LoD = 1 oocysta T gondii
Specyficzno[I¢ = 100%
Czuto[}¢ = 100% dla genu 529RE; >70% dla genu B1
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Probkobranie

Typy probek:
Saftaty lisciaste - miksy (BABY LEAVES):
szpinak, rukola, roszponka; czerwona i
zielona satata
Salaty ciete - miksy (CUT SALADS): Frisée
(escarole); Radicchio (czerwone); endywia;
Zielona satata (lodowa, rzymska itp.).

. Miksy zawieraty od 3 do 4 rodzajow warzyw.
: By Kazdy rodzaj miksu pochodzit od co najmniej 2 réznych producentéw.

Miejsca zakupu
* Supermarkety
« Sklepy

Czasokres pozyskiwania probek
* Pozyskiwanie prébek odbywato sie co tydzien, w ciggu 12 m-cy

Liczba probek
* 40 miksow satat lisciastych + 40 miksow satat cietych / kraj / pore roku

Ogoétem - 320 probek / kraj
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Badania w krajach europejskich’

* Okres badan - 12 miesiecy (pazdz. 2021 — wrz. 2022)
» Uczestnicy - 10 krajow europejskich
* Ogodlna liczba prébek - 3329

1618
Sataty ciete 1691

Miksy satat 16
b/d 4

4= RTE salad mix samples

. North Countries .
. East Countries : ;m
. West Countries - 1

South Countries

*Marco Lalle (ISS, Rzym, Wtochy)




Wyniki gPCR

Kraj

Czechy

%+
(95% ClI)

0% (0-1.0)

Dania

3,8% (2.0-6.5)

Francja

6,1% (4.0-9.0)

Niemcy

2,4% (1.1-4.5)

Wiochy

1,9% (0.7-4.1)

Norwegia

0,5% (0.01-2.7)

Polska

2,8% (1.35.2)

Portugalia

2,5% (1.1-4.9)

Hiszpania

4.1% (2.4-6.6)

WIik. Brytania

15,4 (11.5-19.9)
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Wyniki qPCR (%+)

Rodzaj satat

\

k Salaty lisciaste

Salaty ciete
4,4%

Pochodzenie satat
Pora roku Europa Wsch.
Europa Pin. 2.3%

Lato 3.7%] Jesien 2%

1.2% ' 0. Europa
o, /
B/d 6.8%] 4 ‘Pq_Iudniowa

Zima
Wiosna 59 [6.3%]
37 [4.3%]
Zachodnia 7
[7.1%)]
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O 129/132 (98%) dodatnich probek DNA byto dodatkowo badane przy
uzyciu nested PCR z uzyciem ITS1 (internal transcribed spacer 1),
a produkty amplifikacji sekwencjonowano w celu potwierdzenia T.

gondii*

DNA  pk.ooe
ysts

Bootstrap consensus tree inferred from 100 replicates using the
Maximum Likelihood method and Tamura-Nei model

*Marco Lalle (ISS, Rzym, Wtochy)
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Jak dotychczas, jest to najwieksze badanie wieloosrodkowe przeprowadzone w
UE w celu oceny wystepowania zanieczyszczenia DNA T. gondii w satatach
gotowych do spozycia (RTE);

Na poziomie europejskim wdrozono znormalizowang procedure wykrywania
zanieczyszczenia oocystami T. gondii swiezych produktow z warzyw;
Wykazano istnienie ryzyka zarazenia T. gondii dla ludzi w Europie, poprzez
spozycie satat RTE;

Wyniki analizy wykazaty zwigzek miedzy wiekszym zanieczyszczeniem
produktow RTE T. gondii a ich dystrybucjg w sezonem zimowym i wiosennym, a
takze lokalizacjg w Europie Zachodnie.

Ograniczenia badan

» Ze wzgledu na ograniczenia dostepnosci do danych, nie udato sie ustali¢

wyraznego zwigzku miedzy typem uprawy roslin (organiczny/konwencjonalny) a
pozytywnym wynikiem qPCR;

* Obecne badanie oceniato jedynie obecnos¢ DNA T. gondii, natomiast nie badano

probek mikroskopowo na obecnosc¢ oocyst i stanu ich zywotnosci.
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Systematic review and modelling of 7Toxoplasma
gondii seroprevalence in humans, Europe,
2000 to 2021

Celem badan byto zebranie i przeanalizowanie danych dotyczgcych seroprewalencji
T. gondii u ludzi w réznych regionach geograficznych Europy, a takze utworzenia
modelu i poréwnania zaleznej od wieku czestosci wystepowania zakazenia.

W ramach przeglgdu systematycznego zidentyfikowano 1822 publikacje
naukowe, z ktérych wyodrebniono dane dotyczgce seroprewalencji z 75 badan.
Dane analizowano za pomocg hierarchicznego modelu bayesowskiego.

1822 records identified 12 records removed as
through database searching duplicates

A4
1810 records screened at

1443 records excluded
title/abstract level Variable? Values

v region([i] Eastern, Northern, Southeastern, Southwestern,
Western Europe

367 full-text articles 225 full-text articles
assessed for eligibility excluded, with reasons

A unique identifier for a population

v
142 full-text articles 67 full-text articles
included for data extraction excluded, with reasons

Total number of participants tested

Total number of participants test positive

v agemin[i] Lower bound of the age range
75 studies included:
Seroprevalence: 70 studies agemax(i] Upper bound of the age range
Risk factors: 22 studies

agemean(i] The most probable age at sampling
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Systematic review

Seroprewalencja T. gondii

Europa - .
W grupach wiekowych

region” Ogétem
0-25 lat 26-50 lat >50 lat

50% 16 43 68
18% 4 14 27
45% 13 38 62
38% 10 30 52
48% 4 13 26
18% 15 41 66

*Region:

wschodni: Biatoru[], Czechy, Estonia, W[]gry, totwa, Litwa,, Polska, Rumunia, Stowacja, Ukraina;

poétnocny: Dania, Finlandia, Islandia, Norwegia, Szwecja;

zachodni: Austria, Francja, Niemcy, Irlandia, Liechtenstein, Luksemburg, Holandia, Szwajcaria;

pid.-wsch.: Albania, Bo[lia i Hercegowina, Butgaria, Chorwacja, Cypr, Grecja, Kosowo, Motdawia, Pin. Macedonia, Serbia,
Stowenia;

ptd.-zach.: Andora, Wiochy, Malta, Portugalia, San Marino, Hiszpania
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A. Western B. Eastern C. Northern

100%]

Prevalence
Prevalence
Prevalence

50 50
Age(Years) Age(Years) Age(Years)

Austria ® France ® Germany » Czechia  ® Estonia ® Hungary @ Poland ® Finland @ Iceland
® Switzerland ® the Netherlands ® Romania  ® Slovakia ® Ukraine ® Norway ® Sweden

Model SIS (podatny-zarazony-podatny)
- Analiza seroprewalencji Toxoplasma
gondii u ludzi w Europie, zaleznej od
wieku

Prevalence
Prevalence
Prevalence

20%—

® 5%
| £
A
T
o
Age(Years) Age(Years) Age(Years)

® ltaly ® Portugal ® Albania  ® Bosnia and Herzegovina @ Croatia » United Kingdom

® Spain ® Greece  ® Serbia
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A. Baseline - force of infection B. Force of infection
West —

United Kingdom —

Southwest —|

Southeast—

T ———

0.008 0.009

C. Reversion

Wyniki hierarchicznego modelu bayesowskiego dla
,Sity zarazenia” (A) i wskaznika rewers;ji (y) do statusu
seronegatywnego Toxoplasma gondii u ludzi w
Europie w latach 2000-2021

T T T 1 1 T 1

0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005
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Toxoplasma gondii u dzikich kotowatych

) Russia
Lithuania

Warminsko-Mazurskie

Legend

=~ Belarus

O Lynx lynx ’
Podlaskie
i
@ Felis sylvestris Knyszyriska /
Fcrest_\ Neo i
e —. H

. National Park/Forest ——
Mazowire_,cki.e -

@ suter zone W, | Miejsca pozyskiwania prébek dzikich
POLAND kotowatych - rysia euroazjatyckiego
| (Lynx lynx) i zbika europejskiego

" Lubetsiie (Felis silvestris) w woj.
podkarpackim, podlaskim i
lubelskim.
& Y Podkarpackie

~_ Matopolskie O

Czech Republic .’("\‘ 5. Ukraine
M;g;rski ‘ ‘4

National Park . . Bieszczady

[\ Slovakia Mountains
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Toxoplasma gondii u dzikich kotowatych

Podsumowanie wynikow badan serologicznych (IgG) i PCR w
zaleznosci od gatunku, pochodzenia, pici i wieku badanych
kotowatych

Seroprewalenqa PCR

Parametr N pos. /N bad. N pos. / N bad.
(% pos.) (% pos.)

Podkarpackle 5/14 (35,7%) 5/14 (35,7%)
Wojewodztwo Jel|ENIE 9/14 (64,3%) 8/14 (57,1%)

Lubelskie 1/1 1/1

Samica 7/9 (77,8%) 4/10 (40%)

Samiec 6/11 (54,5%) 5/10 (50%)

<1 roku 4/7 (57,1%) 2/6 (33,3%)

1-2 lata 1/2 (50%) 1/2 (50%)

> 2 lat 7/10 (70%) 6/10 (60%)
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Toxoplasma gondii u dzikich kotowatych
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Wyniki genotypowania T. gondii z uzyciem dodatkowych
markeréw

Gatunek Tkanka SAG1 SAG3 GRA6 BTUB 5 "~ C22-8 C29-2 1358 PK1 APICO

E. lynx serce /5

E. wildcat mdzg 1/

E. wildcat miesnie n/a

E. lynx serce  n/a n/a

Genotypowanie prébek pozytywnych wykazato przewage wystepowania linii klonalnej
typu 1l (82,6%), nastepnie typu | (13,0%) i typu lI/111 (4,3%).

M. 115 11§ 117 L8 19 11X 1 12 13 14 125 06 17 18 129 i% K+ K M

BT ey i g, 10

u.—'_ 4 bl ot S p— o ol o4
-
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Geograficzna dystrybucja genotypéw T. gondii’
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