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ABSTRACT. Detection of Toxoplasma gondii in human placenta by PCR and placental histologic
findings. Since isolation of Toxoplasma gondii from human placenta strongly correlates with fetal
infection, the aims of the study were: to detect fragments of 7. gondii B1 gene in human placentae
by PCR and to evaluate their pathology. 36 placentae included in three groups were obtained:
group I (n = 7) from pregnancies with prenatal diagnosis of fetal toxoplasmosis; II (n = 17) from
women with serologic features of primary infection during pregnancy; I1I (n&13) from pregnancies
with fetal T. gondii infection based on clinical signs. T. gondii DNA was found in 2/4 samples from
the I group and in 1/14 from the II group. Villitis was identified in 3/15 other placentae from the II
group. In the III group we did not recognize neither T. gondii DNA nor villitis. We consider PCR
and pathologic evaluations of placentae as the two complementary methods. PCR can be especially
helpful in pregnancies not screened against T. gondii as positive result in placenta can confirm
mother’s primary infection.
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WSTEP

Metody wykrywania Toxoplasma gondii w tozysku sa pomocne w diagnos-
tyce toksoplazmozy wrodzonej, istnieje bowiem scista korelacja pomigdzy
zarazeniem plodu a izolacja pasozyta (Bessieres i wsp. 2000). Wyizolowanie
pasozyta z lozyska potwierdza rozpoznanie pierwotnego zarazenia u kobiet,
ktore nie byly monitorowane w trakcie ciazy. W takich przypadkach moze by¢
jedynym dowodem matczynej serokonwersji i podstawa do wnikliwych badan
noworodka.

Prawdopodobienstwo przeztozyskowej transmisji 7. gondii i rozwoju infek-
cji wrodzonej wzrasta w kolejnych trymestrach ciazy, wynoszac odpowiednio
14, 29 i 59%. Przyjmuje si¢, ze przyczyna tego zjawiska jest rozwdj i wzrost
przeplywu krwi przez lozysko (Chatterton 1992). Zarazenie plodu moze miec
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miejsce w trakcie parazytemii u matki lub by¢ opdznione w stosunku do
matczynej serokonwersji nawet do 4 miesigcy (Remington i wsp. 1995).
Przyjmuje si¢ wigc, ze placentopatia poprzedza fetopati¢ (Bessieres 1998).

Wedtug wieloosrodkowych badan, leczenie zastosowane w okresie ciazy nie
wplywa na ryzyko przezlozyskowej transmisji pasozyta do plodu, istotnie
zmniejsza jednak ryzyko odleglych nastgpstw choroby (Foulon i wsp. 1999).
Stwierdzono, Ze najwazniejszym czynnikiem majacym wplyw na ryzyko
zarazenia plodu jest wiek ciazowy, w ktorym doszlo do inwazji 7. gondii
(Foulon i wsp. 1999). Istotne znaczenie ma takze nasilenie matczynej parazyte-
mii oraz pasaz pasozyta przez barierg¢ tozyskowa (Bessieres 1998). Odsetek
izolacji pierwotniaka z lozyska wzrasta wraz z dlugoscia trwania cigzy
(Remington i wsp. 1995). Z drugiej strony, u leczonych cigzarnych stwierdzano
nizszy odsetek izolacji pasozyta z lozysk, w porownaniu z grupa kobiet
z pierwotnym zarazeniem 7. gondii w ciazy, u ktorych nie zastosowano terapii
farmakologicznej (Remington i wsp. 1995).

Badanie histopatologiczne rzadko umozliwia bezposrednie wykrycie cyst
T. gondii, znacznie cz¢sciej pozwala jednak na stwierdzenie cech zapalenia
poptodu w przypadkach podejrzewanych o inwazj¢ (Remington i wsp. 1995).
Zastosowanie metody PCR celem identyfikacji fragmentu genomu 7. gondii
w badanym lozysku, umozliwia szybkie okreslenie czynnika etiologicznego
zarazenia.

Celem pracy bylo wykrycie inwazji T. gondii lozysk ludzkich metoda
polimerazowej reakcji fancuchowej (PCR) oraz ocena zmian histopatologicz-
nych w lozyskach, pobranych w trakcie porodéw noworodkow z toksoplaz-
moza wrodzona, pochodzacych od cigzarnych z cechami pierwotnej toksoplaz-
mozy, u ktorych nie wykryto zarazenia plodu oraz uzyskanych w przypadkach
podejrzenia toksoplazmozy wrodzonej u plodu, wylacznie na podstawie
objawow klinicznych. W pracy dokonano proby poréwnania wartosci diagnos-
tycznej obu metod.

MATERIAL I METODY

Badaniem objgto 36 lozysk pobranych podczas porodu od kobiet hos-
pitalizowanych w Klinice Medycyny Matczyno-Plodowej Instytutu Centrum
Zdrowia Matki Polki (ICZMP) w Lodzi w latach 1999-2001.

Zbadano 7 lozysk (grupa I) pochodzacych z porodéow noworodkow,
u ktorych zarazenie T. gondii in utero potwierdzono za pomoca: (1) prenatal-
nych badan ptynu owodniowego lub/i plynu moézgowo-rdzeniowego metoda
PCR lub/i proby biologicznej; (2) lub/oraz postnatalnych badan serologicznych
i klinicznych noworodkow.

Siedemnascie lozysk (grupa II) uzyskano od rodzacych, ktore w trakcie
ciazy wykazywaly serologiczne cechy pierwotnej toksoplazmozy tj. znamienny
przyrost miana przeciwcial IgG anty-T. gondii mi¢gdzy kolejnymi badaniami,
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niska awidnos¢ IgG, obecnos¢ swoistych immunoglobulin klasy M i/lub
A w surowicy krwi matki.

Pozostale 12 tozysk (grupa III) pobrano w przypadkach podejrzenia
toksoplazmozy wrodzonej u ptodu w oparciu o objawy kliniczne, tj. wodo-
glowie wrodzone u ptodu (n = 9), obrzgk uogolniony plodu (n = 3), obumarcie
wewnatrzmaciczne ptodu (n = 1). U zadnego z noworodkow w tej grupie,
w surowicy krwi nie wykryto swoistych immunoglobulin klasy M i/lub A.

Diagnostyka parazytologiczna zostala przeprowadzona w Zakladzie Para-
zytologii Lekarskiej PZH w Warszawie. Oceny histopatologicznej lozysk
dokonano w Zakladzie Patomorfologii Klinicznej ICZMP w Lodzi.

Badanie histopatologiczne 34 z 36 analizowanych tozysk (w grupie I — 7/7,
I — 15/17; 111 — 12/12) obejmowalo ocen¢ makroskopowa i mikroskopowa.
Fragmentow genu Bl T. gondii poszukiwano stosujac metod¢ PCR w 28
probkach lozysk (w grupie I — 4/7; I — 14/17; 111 — 10/12).

Metoda PCR. Probki tozyska o masie 12-20 g miksowano, a nastgpnie
trawiono w 0,15% roztworze pepsyny HCI o pH 1,5 w temp. 37°C przez
1 godzing. Mieszaning uzyskana po trawieniu saczono przez gaze miynska
i wirowano przy 5000 x g, a powstaly osad plukano trzykrotnie w PBS,
a nastepnie zawieszano w 1 ml H,O. Tak przygotowany material dzielono na
probki o objetosci 200 pl i trawiono w roztworze o skladzie: 2 mg/ml
proteinazy K, 10 mM Tris-HCI (pH 83), 1,5 mM MgCl,, 50 mM KClI,
0,1 mg/ml zelatyna, 0,5% Tween 20, w temp. 55°C przez 1 godz. Po inaktywacji
proteinazy K poprzez ogrzewanie w temp. 95°C w czasie 15 min, probke
wirowano przy 10 000 x g przez 10 min, a powstaly supernatant wykorzys-
tywano w reakcji PCR.

W reakcji nested PCR wykorzystano startery dla genu Bl 7. gondii
okres$lajace fragment zewnetrzny: 5'- GGAACTGCATCCCGTTCATGAG-3
(pozycja 694-714), STCTTTAAAGCGTTCGTGGTC-3' (pozycja 887-868)
i startery dla fragmentu wewnetrznego: 5~ TGCATAGGTTGCAGTCACTG-3’
(pozycja 757-776), 5-GGCGACCAATCTGCGAATACACC-3’ (pozycja 853-
831). Amplifikowano sekwencje DNA o wielkosci 191 pz i 96 pz. Po 40 cyklach
(94°C przez 1,5 min, 57°C przez 1,5 min, 72°C przez 2 min) 1 pl produktu
reakcji PCR poddawano kolejnemu procesowi skladajacemu si¢ z 35 cykli
(94°C przez 1,5 min, 62°C przez 1,5 min, 72°C przez 2 min). Zaréwno PCR jak
i nested PCR poprzedzano 15 min okresem inkubacji w temp. 95°C wymaga-
nym dla uaktywnienia polimerazy (HotStarTaq™ DNA Polymerase). Wyniki
reakcji odczytywano w $wietle UV po przeprowadzeniu elektroforezy w 2%
zelu agarozowym.

Ocena histopatologiczna. Przez cala grubos¢ lozyska prowadzono réwno-
legle przekroje uzyskujac pasy tkankowe grubosci okolo 1 cm. Zmiany
makroskopowe oceniano na przekrojach kazdego pasa.

Do badan histopatologicznych pobierano wycinki z wyzej opisanych pasow
tkankowych, przez cala grubosé tozyska: jeden z okolicy pod nasada pgpowiny,
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po jednym z obwodu lozyska, po dwa — ze Srodkow paséw. Ponadto
pobierano dodatkowe wycinki ze stwierdzonych makroskopowo zmian patolo-
gicznych. Uzyskane wycinki opracowywano w sposob standardowy.

Jakosciowa ocena mikroskopowa lozyska sprowadzala si¢ do okreslenia
stopnia zmian zapalnych, dojrzalosci kosmkow, nasilenia zmian zwyrod-
nieniowych (obfitos¢ wioknika miedzykosmkowego) i zaburzen w krazeniu,
a takze do potwierdzenia charakteru patologii stwierdzanych zmian makro-
skopowych. Szczegdlng uwage zwracano na obecnos¢ morfologicznych wy-
ktadnikéw zapalenia w kosmkach (villitis), pod postacia naciekow zlozonych
z komoérek jednojadrowych w zazwyczaj obrzeknigtym i/lub zwldknialym
zrebie kosmkow. Kazdorazowo brano pod uwage mozliwos¢ obecnosci cyst
T. gondii w lozysku.

WYNIKI

Zastosowane metody diagnostyczne pozwolity na wykrycie DNA T. gondii
w 10,7% (3/28) fragmendw lozysk oraz na stwierdzenie w 8,8% (3/34) z nich
cech zapalenia kosmkow (villitis), z obecnoscia naciekow limfocytarnych
i widknieniem kosmkéw. Obecnosci DNA T. gondii w lozyskach nie towarzy-
szyly cechy zapalenia kosmkow, podobnie w przypadkach villitis nie wykryto
fragmentéw DNA pasozyta. Szczegolowe dane przedstawiono w Tabeli 1.

W zadnym ze zbadanych fragmentow lozysk nie wykryto cyst 7. gondii.
Wsrod wszystkich lozysk 29,4% (10/34) wykazywalo prawidlowa budowe
histopatologiczng.

DNA T. gondii wykryto w 50% (2/4) fragmentow lozysk pochodzacych od
plodoéw zarazonych in utero (grupa I). W ocenie histopatologicznej tych tozysk
nie wykazano obecnosci typowych zmian zapalnych. W jednym przypadku
odnotowano zwapnienia.

Cech zapalenia kosmkow (villitis) nie stwierdzono w grupie I lozysk
pobranych w trakcie porodow noworodkow, u ktorych wewnatrzmaciczne
zarazenie T. gondii potwierdzono za pomoca badan prenatalnych lub/oraz
postnatalnych badan serologicznych i klinicznych. W 28,6% (2/7) lozysk z tej
grupy wykryto ogniskowe zwapnienia, w 28,6% (2/7) obrz¢k kosmkow, ktoremu
w jednym przypadku (14,3%) towarzyszylo ich wioknienie (1/7). Prawidiowa
budowe histopatologiczna stwierdzono w 28,6% (2/7) probek lozysk.

W grupie II lozysk uzyskanych od rodzacych z serologicznymi cechami
pierwotnej toksoplazmozy w trakcie ciazy, DNA T. gondii wykryto w jednym
z nich (1/14). Lozysko, z ktérego pobrano probke miato prawidlowa budowe
histopatologiczna.

Wszystkie przypadki zapalenia kosmkow wystgpowaly w.grupie II. Lacz-
nie, 20% (3/15) lozysk z tej grupy cechowaly nacieki limfocytarne z wiok-
nieniem kosmkow oraz w jednym przypadku liczne zwapnienia. We fragmen-
tach lozysk z cechami villitis nie stwierdzono obrzgku kosmkow.
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Tabela 1. Ocena lozyska za pomocg PCR i badania histopatologicznego, w trzech badanych

grupach kobiet z I — potwierdzong toksoplazmoza wrodzona u piodu lub noworodka; II

— serologicznymi cechami pierwotnej inwazji T. gondii w ciazy; III — klinicznym podejrzeniem
toksoplazmozy u plodu

Ocena histopatologiczna lozysk

Grupa Nr PCR Inne zmiany makro- i mikroskopowe
e AT TS N S v g
1 dodatni budowa prawidlowa
2 ujemny + +
3 dodatni + 5
I 4 nie badano +
n=7 5 ujemny - +
6 nie badano budowa prawidiowa
7 nie badano + + + +
8 ujemny budowa prawidiowa
9 ujemny + +
10 ujemny + + + -
11 ujemny ++ + -~ -
12 ujemny ++ ++ +4+ o+
13 dodatni budowa prawidlowa
14 ujemny ++ ++ + =
15 ujemny -
I 16 ujemny budowa prawidiowa
n'=1717 ujemny ++
18 nie badano i
19 ujemny nie badano
20 ujemny nie badano
21 ujemny +
22 ujemny + =~ et
23 nie badano + + +
24 nie badano 4 ++ + +
25 ujemny + g + +
26 ujemny + + + + + +
27 ujemny + + 4 + +
28 ujemny budowa prawidiowa
29 ujemny +
I 30 ujemny budowa prawidiowa
n=12 31 ujemny + +
32 ujemny B - - +
33 ujemny budowa prawidlowa
34 ujemny +
35 nie badano budowa prawidiowa
36 nie badano budowa prawidiowa

Zmiany makro- i mikroskopowe lozyska: 1 — zlogi widknika, 2 — wylewy krwi, 3 — zawaly,
4 — zwapnienia, 5 — widknienie kosmkow, 6 — obrzgk zrgbu kosmkéw, 7 — mikrozawaly
kosmkow, 8 — zast6j krwi w przestrzeni migdzykosmkowej, 9 — zaburzenia dojrzewania
autonomicznego unaczynienia kosmkoéw. + — niewielki stopien nasilenia, ++ — znaczny
stopien nasilenia, puste pole — brak zmian.
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Razem w grupie Il w 40% lozysk stwierdzono liczne zlogi widknika
w przestrzeni miedzykosmkowej, w 40% zwapnienia czgsto, o duzym stopniu
nasilenia, w 46,7% zastdj krwi w przestrzeni migdzykosmkowej, w 26,7%
mikrozawaly kosmkow, w 20% wioknienie kosmkow, a w 13,3% ich obrzgk.
Prawidlowa budowe histopatologiczna w tej grupie wykazywato 20% (3/15)
zbadanych lozysk.

W lozyskach zaliczonych do grupy III (n = 12), pobranych w przypadkach
podejrzenia toksoplazmozy wrodzonej u ptodu w oparciu o objawy kliniczne,
nie wykryto DNA T. gondii oraz nie stwierdzono cech zapalenia kosmkow
w badaniu histopatologicznym. Budowe w 41,7% (5/12) z tych lozysk opisano
jako prawidlowa, w pozostatych fragmentach stwierdzano glownie obrz¢k
kosmkow (71,4%), ztogi wioknika (33,3%) i mikrozawaly (33,3%).

DYSKUSJA

Zastosowanie metody PCR dla wykrycia fragmentow genomu T. gondii
w lozysku, moze umozliwi¢ szybka identyfikacj¢ czynnika etiologicznego
zarazenia. We Francji, w specjalistycznych laboratoriach zajmujacych si¢
diagnostyka toksoplazmozy wrodzonej, badanie lozyska metoda PCR poparte
jest dodatkowo wykonaniem proby biologicznej (Bessieres 1998).

Opublikowane w 1991 roku wskazania do badania poplodu (Kaplan i wsp.
1991) oraz opracowane w ICZMP wytyczne, uwzgledniaja koniecznos¢ oceny
poplodu u wszystkich cigzarnych z cechami pierwotnej toksoplazmozy.

W badaniach wlasnych, metode PCR dla wykrycia fragmentow DNA T.
gondii uzupelniono ocena makro- i mikroskopowa tozysk. Podjeto takze probe
poréwnania wartosci diagnostycznej obu metod i ich roli na etapie wczesnej
pourodzeniowej diagnostyki wrodzonej toksoplazmozy.

Lozysko pochodzace zarowno z porodu fizjologicznego jak z ciazy powik-
lanej, charakteryzuje si¢ polimorfizmem zmian. Do czgsto spotykanych cech
lozysk fizjologicznych naleza zmiany naczyniowe i ich nast¢pstwa, nasilenie
zmian wstecznych i rozrostowych trofoblastu, zakrzepica mi¢dzykosmkowa,
nadmierne odkladanie si¢ wioknika i zwapnienia. Zmiany te czgsto stwier-
dzano réwniez w materiale wlasnym. Ponadto dla odrdznienia stanéw patolo-
gii polozniczych, istotne znaczenie ma nie tylko stwierdzenie ktorejkolwiek ze
zmian wylacznie jakosciowo lecz ich ocena ilosciowa (Driscoll i Langston 1991,
Kaplan i wsp. 1991).

Zarazenie T. gondii jest przyczyna swoistego zapalenia przewleklego
tozyska, tzw. chronic placentitis (Redline 2002), rozprzestrzenia si¢ ono bowiem
droga krwiopochodna od strony plyty podstawowej i dotyczy samej kosmowki
(Michatkiewicz i wsp. 1973, Remington i wsp. 2001). W pozostalych elementach
strukturalnych lozyska spotykane jest wyjatkowo rzadko.

Na podstawowy obraz przewleklego zapalenia lozyska w przebiegu tokso-
plazmozy sklada si¢ zapalenie kosmkow z zatarciem ich struktury, wiok-
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nieniem lub/i obecnoscia zwapnien (Redline 2002). W badaniu mikroskopo-
wym obok czgstych zmian wioknistych wystepuja zlepy zmienionych kosmkow
z obecnoscia naciekow zapalnych, skladajacych si¢ glownie z limfocytow
i innych komorek jednojadrowych (Michalkiewicz 1 wsp. 1973, Benirschke
i Driscoll 1967). Zmiany zapalne lozyska w zarazeniu 7. gondii wystgpujace
w calym lozysku, tzw. panplacentitis (Redline 2002), nie maja jednorodnego
charakteru. Rzadko stwierdza si¢ zmiany makroskopowe, chociaz opisano
obrzek tozyska towarzyszacy zarazeniu plodow wykazujacych kliniczne cechy
obrzgku uogolnionego (Remington i wsp. 2001). W takich przypadkach,
w badaniu mikroskopowym przewazaja obrz¢gkowe kosmki z bogatokomor-
kowym podscieliskiem (Michatkiewicz i wsp. 1973).

Zastosowanie polimerazowej reakcji lancuchowej do badania lozyska
w procesie rozpoznawania toksoplazmozy wrodzonej moze dostarczac cennych
informacji. Wobec braku screeningu serologicznego w kierunku zarazenia
T. gondii u cigzarnych, pozytywny wynik badania lozyska metoda PCR, juz po
uptywie 24 godzin moze stanowi¢ potwierdzenie zarazenia w trakcie trwania
cigzy. Negatywny wynik badania lozyska metoda PCR nie wyklucza jednak
wrodzonej toksoplazmozy u noworodka, dlatego kazde dziecko matki z serolo-
gicznymi cechami pierwotnej inwazji pasozytniczej w ciazy, powinno by¢
objete opieka zespolu specjalistow.

Analiza wlasnych wynikow potwierdza to spostrzezenie, bowiem w badaniu
dwoch lozysk z porodow noworodkow zarazonych in utero, u ktoérych
postnatalnie potwierdzono toksoplazmoz¢ wrodzona, nie wykryto DNA paso-
zyta. Warto podkresli¢, ze w zadnym z tozysk, pochodzacych z cigzy, w trakcie
ktorej doszlo do transmisji doplodowej pasozyta, nie stwierdzono cech
zapalenia kosmkow, co wigecej w dwoch przypadkach budowg lozyska okres-
lono jako prawidlowa, nawet wtedy gdy wynik PCR byt pozytywny. W oparciu
o te obserwacje stwierdzi¢ nalezy, ze nawet w przypadku skojarzenia metody
PCR i oceny histopatologicznej negatywny wynik badania (brak DNA
T. gondii lub/i villitis) nie wyklucza zarazenia lozyska.

Chociaz w naszej pracy grupa lozysk pochodzacych od zarazonych in utero
plodow byla nieliczna, az w polowie z nich wykryto DNA pasozyta. W do-
swiadczeniach Bessieres i wsp. (2001), w diagnostyce wrodzonej toksoplaz-
mozy, czulo$¢ izolacji T. gondii z tozysk wyniosta 60%, a Robert-Gangneux
i wsp. (1999), badajac tozyska pochodzace z porodow zarazonych noworodkow
osiagali czulos¢ 50% zarowno dla metody PCR jak i dla proby biologiczne;.

Zastosowanie PCR jako jedynej metody do oceny lozyska jest obciazone
bledem wynikajacym z wykorzystania tylko niewielkiego fragmentu tego
narzadu. Jednakze wykazano, ze wprowadzenie tej metody PCR do badania
lozyska zwigksza szanse rozpoznania zarazenia noworodka. W 3 z 33 przypad-
kow dzieci zarazonych in utero, wykrycie DNA T. gondii w lozyskach bylo
jedynym argumentem wskazujacym na mozliwos$¢ inwazji wrodzonej (Fricker-
Hidalgo i wsp. 1998). Rowniez w badaniach Bessieres i wsp. (2001) w 18%

1
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przypadkéw wrodzonej toksoplazmozy, tylko wyizolowanie pasozyta z tozyska
sugerowalo mozliwe zarazenie in utero.

W badaniach wlasnych DNA pasozyta wykryto takze w jednym z lozysk
pobranych od kobiet z serologicznymi cechami pierwotnej toksoplazmozy
w ciazy, u ktorych prenatalnie oraz w oparciu o badanie serologiczns
noworodka nie stwierdzono inwazji wrodzonej. Ponadto wszystkie przypadki
zapalenia kosmkow rozpoznano we fragmentach innych lozysk z tej grupy.
Moze to wskazywac na istnienie bariery lozyskowej utrudniajacej transmisjz
pasozyta do plodu i ograniczajacej proces chorobowy wylacznie do tego na-
rzadu (Bessieres i wsp. 2001). Przed ,era diagnostyki prenatalnej”, spotykans
zmiany histopatologiczne w poplodzie dopiero w powigzaniu z danymi kli-
nicznymi noworodka przyjmowano jako wykladnik zarazenia in utero (Michal-
kiewicz i wsp. 1973). Przedstawione badania sa tylko jednym z elementow
diagnostyki toksoplazmozy wrodzonej, a negatywny wynik nie wyklucza zara-
zenia in utero. Bez znajomosci wynikow badan serologicznych noworodka oraz
dziecka podczas pierwszego roku zycia nie mozna z cala pewnoscia stwierdzic,
ze w grupie II badaliSmy probki tozysk pochodzace z ciazy, w ktoérych nie
doszlo do wewnatrzmacicznego zarazenia plodu. Kwalifikacja kobiet do tej
grupy oparta byla na wynikach dostgpnych badan serologicznych.

W grupie lozysk pochodzacych z ciazy, w ktorych u plodow podejrzewano
w oparciu o objawy kliniczne toksoplazmozg wrodzona, nie wykryto DNA 7.
gondii oraz nie stwierdzono zapalenia kosmkow. Ewentualne wystapienie
villitis w tej grupie nie powinno jednak dziwi¢, bowiem izolowane wodoglowie,
obrzek uogdlniony, czy obumarcie wewnatrzmaciczne plodu czgsto wiaza sie
z zakazeniami plodu o innej etiologii

Wyniki wlasne wskazuja, ze zastosowanie metody PCR i ocena histo-
patologiczna lozyska stanowia uzupelniajace si¢ metody diagnostyczne. Obie
moga dostarczaé klinicyscie istotnych informacji, szczegélnie w przypadkach
kobiet nieobjetych badaniami serologicznymi w czasie ciazy, u ktorych
podejrzewamy zarazenie plodu.
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