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b) omodwienie celu naukowego prac i osiggnigtych wynikow

Od poczatku mojej pracy zawodowe] obiektem mojego zainteresowania byly patogeny
Srodowiskowe, zar6wno bakterie, jak i pierwotniaki. Prowadzone przeze mnie badania
dotyczyty najpierw gléownie patogendw odkleszczowych, nastepnie zwrdcilam uwage na
pierwotniaki przenoszone za posrednictwem wody, ktdérymi zajmuj¢ si¢ od 2008 roku.
Zaréwno patogeny odkleszczowe, jak i wodnopochodne maja istotne znaczenie dla zdrowia
ludzi i zwierzat, gdyz ryzyko infekcji wzrasta ze wzgledu na coraz wieksza popularnosé
podrozy oraz aktywnego spedzania czasu na terenach wystepowania tych patogenow. Wptyw
na wzrost czestosci epidemil ma rdwniez starzenie si¢ spoleczenstw i wzrastajaca liczba osob
z niedoborami immunologicznymi, gdyz osoby starsze i z obnizong odpornoscia sa bardziej
podatne na infekcje, podobnie jak dzieci i1 kobiety cigzame.

Pierwotniaki wodnopochodne to zréznicowana grupa organizmow nalezacych do réznych
grup systematycznych w obrebie Protozoa. Ich cechg wspdlng jest przenoszenie form
dyspersyjnych (cyst lub oocyst) za posrednictwem wody. Obiektem moich badan sa zaréwno
pasozyty jelitowe przedostajace si¢ do organizmu cziowieka drogg fekalno — oralna, bedace
przyczyng niespecyficznych objawdw ze strony przewodu pokarmowego, jak i wolno zyjace
pelzaki (free living amoebae — FLLA) nalezace do grupy tzw. pelzakow amfizoicznych, tzn.
mogacych réwniez w sprzyjajacych warunkach wnikaé do organizmu zywiciela i przechodzac
na pasozytniczy tryb zycia powodowac zapalenie mézgu i/lub rogdwki. Wrotami inwazji dla
pierwotniakdw wodnopochodnych moga by¢: blona sluzowa jamy nosowe;j 1 ustnej, rogowka
oka, uszkodzona skoéra lub §luzéwka jelita, badz tez zmiany w ukladzie oddechowym.
Zarazeniu tymi patogenami sprzyja aktywnos¢ zwigzana z korzystaniem z naturalnych
1 sztucznych zbiomikéw wodnych, korzystanie z punktow zywienia zbiorowego, ktdre nie
zawsze przestrzegajgq zasad higieny, a takze rosnaca populamos¢ soczewek kontaktowych
powodujacych mikrouszkodzenia rogéwki. Rozprzestrzenianie si¢ infekcji jest ulatwione ze
wzgledu na niska dawk¢ inwazyjng i opornos¢ form dyspersyjnych na czynniki zewngtrzne,
w tym procesy uzdatniania wody, oraz szeroki krag zywicieli. W przypadku pierwotniakéw
przenoszonych droga fekalno - oralng na wzrost prawdopodobienstwa zarazenia wplywa
réwniez duza liczba cyst lub oocyst wydalanych z katem.

Pierwotniaki wodnopochodne stanowig realne zagrozenie dla zdrowia publicznego,
dlatego tez ich monitoring w zbiornikach wodnych wykorzystywanych przez czlowieka jest
niezwykle istotny dla oceny ryzyka zarazenia ludnosci. Ze wzgledu na duze rozproszenie cyst

1 oocyst tych pierwotniakéw w s$rodowisku wodnym w poréwnaniu z prébami klinicznymi,




do ich monitoringu w zbiornikach wodnych niezbedne jest zastosowanie odpowiednio
wydajnej metody ich izolacji ze $rodowiska wodnego, a nastgpnie metod detekcji
charakteryzujacych si¢ wysokga czuloscig. W celu udoskonalenia i ujednolicenia monitoringu
form dyspersyjnych Cryptosporidium 1 Giardia w $rodowisku wodnym, Agencja Ochrony
Srodowiska Stanéw Zjednoczonych (United States Environmental Protection Agency —
USEPA) opracowala Metode 1622 (dla Cryptosporidium), a nastgpnie Metode 1623 (dla
Cryptosporidium 1 Giardia). Metody te okreslaja sposoby filtracji, odzysku, zageszczania,
oczyszczania i wykrywania tych pierwotniakow. Po otrzymaniu zageszczonej probki wody
przewiduja zastosowanie separacji immunomagnetycznej (immunamagnetic separation —
IMS) w celu wyizolowania z proby cyst i oocyst Cryptosporidium 1 Giardia, a nastgpnie ich
wykrywanie metodami mikroskopowymi lub z wykorzystaniem immunofluorescencji. Zaleta
Metod 1622 i 1623 jest niewatpliwie znaczna redukcja objetosci badanej proby i zwigkszenie
w niej koncentracji form dyspersyjnych pierwotniakéw. Technika IMS ogranicza jednak
badania obecnosci pierwotniakow w wodzie do wykrywania tylko dwdch rodzajow -
Cryptosporidium 1 Giardia oraz generuje wysokie koszty. Poza tym wynik zastosowania tej
metody jest zmienny i zalezy m.in. od uzytego komercyjnego zestawu. Techniki wykrywania
pierwotniakow przewidziane w Metodach 1622 1 1623 charakteryzuja si¢ nizsza
specyficznoscig niz np. metody molekularne i nie pozwalaja na okreslenie gatunku, ani tym
bardziej genotypu wykrytych pierwotniakdw, co jest niezb¢dne do ustalenia, czy wykazuja
one potencjal chorobotwoérczy. Wsrdéd pierwotniakéow nalezacych do jednego gatunku
obserwuje si¢ bowiem heterogennos¢ genetyczna, przy czym tylko szczepy nalezace do
niektérych genotypéw charakteryzujg si¢ chorobotworczoscia.

Z powyzszych wzgledéw, wraz z zespolem Katedry Genetyki Wydzialu Biologii
Uniwersytetu Szczecinskiego, we wspolpracy z Katedra 1 Zakladem Biologii i Parazytologii
Medycznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie, podj¢tam probe
modyfikacji Metody 1623. Modyfikacje te polegaly na pominigciu techniki IMS oraz
zastosowaniu do detekcji pierwotniakéw nie tylko metody mikroskopowej, ale takze metod
molekularnych o wysokiej czulosci 1 specyficznosci. Pozwoliloby to na wykrywanie
1 genotypowanie pierwotniakow nalezacych do wielu rodzajéw (2, 4). Istotnym etapem badan
molekulamych Cryptosporidium i Giardia jest izolacja DNA z ich form przetrwalnikowych.
Ze wzgledu na ich wysoka odpomo$¢é na warunki zewnetrzne konieczny jest dobor
odpowiednio skutecznej metody ekstrakcji materialu genetycznego oraz zastosowanie
procedur przedizolacyjnych w celu zniszczenia $cian cyst i oocyst. W literaturze opisywane

byly rozmaite metody zardwno wstepnego rozbicia form przetrwalnikowych, jak i izolacji
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DNA, jednakze moje wstgpne badania wykazaty, ze nie wszystkie sa skuteczne. Dlatego tez
konieczne okazaly si¢ badania majgce na celu opracowanie metody izolacji DNA z form
dyspersyjnych Cryptosporidium i Giardia charakteryzujace) si¢ maksymalng skutecznoscia.
Konieczne bylo réwniez ustalenie odpowiedniego protokotu PCR do detekcji DNA tych
pierwotniakéw (1, 3). Badania te zostaty sfinansowane z grantu wlasnego nr N N404 248635
pt. ,,Ocena przydatnosci wysoce specyficznej techniki makromacierzy RLB (Reverse Line
Blot) do roéznicowania gatunkéw pierwotniakdw chorobotworczych izolowanych ze
zbiornikéw wodnych Pomorza Zachodniego” (2008-2011), w ktérym bylam wykonawca,
a kierownikiem grantu byla prof. dr hab. Bogumila Skotarczak.

Badania majace na celu poréwnanie réznych metod izolacji DNA z (oo)cyst
Cryptosporidium 1 Giardia (1, 3) obejmowaly dwanascie réznych protokotéw izolacji DNA.
Dodatkowo zastosowane zostalty dwie rézne wersje inkubacji materialu z proteinazg K
rézniace si¢ czasem i temperaturg inkubacji. Efektywnosé izolacji DNA sprawdzana byla
poprzez wykonanie reakcji semi-nested PCR 1 TagMan real time PCR dla i1zolatow z cyst
Giardia z wykorzystaniem jako markeréw odpowiednio: genu f-giardiny i genu kodujacego
mala podjednostke rRNA (1) oraz nested PCR i TagMan nested real time PCR na bazie genu
kodujacego matg podjednostkg rRNA dla izolatéw z oocyst Cryptosporidium (3).
Zastosowanie nested i semi-nested PCR mialo na celu zwigkszenie czutosci metody poprzez
otrzymanie wigkszej 1losci produktéw reakcji.

W przypadku obydwu pierwotniakéw, sygnal klasycznej reakcji PCR otrzymatam dla
1zolatéw uzyskanych przy zastosowaniu czterech protokotéw izolacji z wykorzystaniem
zestawdw do izolacji DNA z tkanek zwierzgcych oraz z kalu (Qiagen). Wyniki klasycznej
reakcji PCR zostaly potwierdzone przez wyniki PCR w czasie rzeczywistym. Dodatkowo
metoda TagMan real time PCR wykazata si¢ wyzszg czuloscig 1 pozwolila na detekcje DNA
zaréwno Cryptosporidium, jak 1 Giardia w izolatach uzyskanych za pomocag pigciu
dodatkowych protokotow ekstrakcji, dla ktérych nie uzyskano produktéw klasycznej reakcji
PCR, w tym dla dwéch protokoldw z wykorzystaniem zestawu do izolacji DNA z gleby (MP
Biomedicals) (1, 3). Podsumowujac, najbardziej efektywna okazala si¢ ekstrakcja materialu
genetycznego za pomoca zestawu do izolacji DNA z tkanek, a efektywnos¢ wzrastala przy
wydluzeniu inkubacji materialu z proteinaza K. Krdtsza inkubacja nawet w wyzsze)
temperaturze skutkowata nizsza efektywnoscia izolacji. W celu skutecznej izolacji DNA
z (oo)cyst Giardia 1 Cryptosporidium niezbedne bylo zastosowanie procedur
przedizolacyjnych majacych na celu rozbicie ich $cian. Jedynymi skutecznymi procedurami

byly: naprzemienna inkubacja materialu w temperaturze 100°C i w ciektym azocie (szok
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termiczny) oraz nieco mniej skuteczna sonikacja. W celu oszacowania efektywnosci izolacji
DNA z form dyspersyjnych Giardia 1 Cryptosporidium oraz czulosci zastosowanych
protokoléw PCR, przeprowadzitam réwniez badania majace wyznaczy¢ limit detekcji DNA
cyst 1 oocyst, tzn. ich najmniejsza liczb¢ uzyta do pojedynczej izolacji materiatu
genetycznego, ktora umozliwia wykrycie DNA we wszystkich badanych probach. Limit
detekcji okazatl si¢ najnizszy dla zestawu do izolacji DNA z tkanek i najwyzszy dla zestawu
do izolacji z gleby, a takze nizszy dla PCR w czasie rzeczywistym niz dla klasycznej reakc;ji
PCR (1, 3).

Badania opisane powyzej (1, 3) pozwolilty na opracowanie najefektywniejszej metody
izolacji DNA z cyst i oocyst Cryptosporidium i1 Giardia oraz potwierdzily, Zze izolacja DNA
z form dyspersyjnych tych pierwotniakéw jest niezwykle istotnym etapem badan ze wzgledu
na wysoka odpornosé (oo)cyst na czynniki zewngtrzne {acznie z czynnikami dziatajacymi na
nie podczas izolacji. Zwlaszcza izolacja DNA z cyst Giardia moze nastrgcza¢ trudnosci ze
wzgledu na ich grubsze $ciany niz w przypadku oocyst Cryptosporidium, co znalazlo swoje
odbicie w wynikach moich badan - limit detekcji (0o)cyst byt zawsze wyzszy dla Giardia niz
dla Cryptosporidium (1, 3). Ponadto uzyskanie dobrej jakosci izolatéw DNA o odpowiednio
wysokim stezeniu jest warunkiem koniecznym do wykonania analizy o wysokiej czulosci,
pozwalajacej na wykrycie DNA pierwotniakow nawet w przypadku ich duzego rozproszenia
w srodowisku. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku pierwotniakéw wodnopochodnych,
takich jak Cryptosporidium 1 Giardia, ktére mimo duzej liczby form dyspersyjnych
wydalanych przez zywicieli wystgpuja w wodzie w malej ilosci. Nast¢puje tez pewna strata
czgsci cyst 1 oocyst pierwotniakow podczas obrobki préb wody przed izolacja DNA, co ma
znaczacy wplyw na mozliwo$¢ ich pézniejszej detekcji. Badania te pozwolilty réwniez na
poréwnanie czutosci klasycznej reakcji PCR 1 PCR w czasie rzeczywistym, a pordéwnanie
wypadlo na korzys¢ techniki real-time PCR (1, 3).

Dla zwigkszenia czulosci metod wykrywania pierwotniakéw wodnopochodnych,
niezaleznie od typu tych metod, istotna jest wczesniejsza koncentracja prob wody w celu
zmniejszenia ich obje¢tosci przy zachowaniu zawartych w nich form dyspersyjnych. Kolejny
etap badan (2, 4) mial na celu podj¢cie proby wspomnianej wczesniej modyfikacji Metody
1623, a takze oceng jej skutecznosci po wprowadzonych zmianach. Celem tych badan byta
takze ocena wplywu inhibitoréw zawartych w wodzie z naturalnych zbiomikéw wodnych na
przebieg reakcji PCR i opracowanie metody pozwalajacej na ich usunigcie lub zniesienie ich
dzialania. Aby zrealizowa¢ zalozone cele, przeprowadzona zostala procedura filtracji

1 koncentracji 10-litrowych préb wody, zaréwno destylowanej, jak 1 pochodzacej
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z naturalnego zbiornika wodnego, w ktorych umiescitam cysty Giardia (2) lub oocysty
Cryptosporidium (4) w réwnej liczbie dla réznych typow wody. Do filtracji i koncentracji
préb wody postuzyt zestaw Manual Filta-Max® Wash Station firmy IDEXX rekomendowany
w protokotach Metod 1622 i 1623. Nastgpnie tak przygotowane proby wody postuzyly do
izolacji DNA z form przetrwalnikowych pierwotniakéw, do ktdrej zastosowana zostala
najbardziej efektywna metoda opracowana i opisana w poprzednim etapie badan (1, 3).
Efektywnos¢ zastosowanej metody odzysku cyst i oocyst pierwotniakéw z préb wody
sprawdzitam poprzez zastosowanie klasycznej reakcji PCR oraz PCR w czasie rzeczywistym,
opisanych wczesniej (1, 3). Proby srodowiskowe obfitujg w réznego rodzaju inhibitory, ktdre
moga zosta¢ wyekstrahowane razem z DNA 1 negatywnie wptywajg na przebieg reakcji PCR.
Dlatego tez we wszystkich protokotach PCR zastosowalam w mieszaninie reakcyjnej dodatek
(w dziesigciu réznych stezeniach) albuminy surowicy bydlgcej (bovine serum albumin -
BSA), wiazacej inhibitory w izolatach z wody z naturalnych zbiornikéw wodnych. BSA jest
jednym z najefektywniejszych 1 szeroko stosowanych odczynnikow deaktywujacych
inhibitory, jednak jego stosowanie w reakcji PCR w czasie rzeczywistym bylo do tej pory
rzadkoscig (2, 4).

Wyniki tych badan potwierdzity obecnos$¢ inhibitorow PCR w wodzie z naturalnego
zbiornika wodnego, gdyz sygnal klasycznej reakcji PCR byl silniejszy dla izolatow
uzyskanych z wody destylowanej niz tych uzyskanych z wody pobranej z jeziora, mimo
umieszczenia w tych probach wody takiej samej liczby form dyspersyjnych. Ponadto
dodatek wiazacego inhibitory BSA do mieszaniny reakcyjnej w klasycznej reakcji PCR oraz
PCR w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem izolatéw z préb wody pobranej z jeziora
podwyzszyt site sygnatu. Nie tylko zbyt niskie, ale rowniez zbyt wysokie st¢zenie BSA
w mieszaninie reakcyjnej powodowato zmniejszenie sity sygnatu w obydwu protokotach PCR
(2, 4). Wyznaczenie optymalnego stezenia BSA w mieszaninie reakcyjnej bylo niezwykle
istotne, gdyz wedtug dost¢gpnych danych literaturowych stezenia optymalne wyznaczane
przez réznych autoréw obejmowaly bardzo szeroki zakres, ponadto badania na temat
zastosowania albuminy w reakcji real - time PCR byly nieliczne. Optymalne st¢zenie BSA
moze znacznie si¢ waha¢ w zaleznosci od ilosci i rodzaju inhibitoréow, typu préby,
wykrywanego organizmu czy wilasciwosci matrycy DNA oraz, jak wykazaly moje badania,
zastosowanego protokohu PCR (2, 4). Dlatego tez niezbgdne jest doswiadczalne wyznaczenie
optymalnego st¢zenia BSA dla konkretnego typu badan.

Kolejnym etapem badan nad chorobotwdrczymi pierwotniakami wodnopochodnymi byt

ich monitoring w naturalnych zbiornikach wodnych wojewddztwa zachodniopomorskiego
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wykorzystywanych przez czlowiecka, w celu wustalenia skiadu gatunkowego tych
pierwotniakdw 1 sezonowosci ich wystepowania w tych zbiornikach oraz oceny ryzyka
zarazenia (6). Wraz z zespotem Katedry Genetyki przebadalam proby wody z 50 stanowisk
pochodzacych z 36 zbiornikow wodnych. Proby byly pobierane w okresie 3-letnim, cztery
razy w roku (od zimy 2009 roku do jesieni 2012 roku) poprzez filtracje kazdorazowo 50
litrow wody przy uzyciu filtra modulowego wchodzacego w sklad zestawu Manual Filta-
Max® Wash Station firmy IDEXX. Nastepnie préby poddawane byly koncentracji i dalszym
badaniom wedhig zmodyfikowanej Metody 1623 opracowanej i opisanej wczesniej (1 - 4).
Obecnos¢ DNA Cryptosporidium wykrytam za pomoca klasycznej reakcji PCR w prébach
wody pobranych z trzech zbiornikéw wodnych, natomiast Giardia — w prébach pobranych z
czterech zbiornikéw. Sekwencjonowanie uzyskanych amplikondw wykazalo, ze wykryte
pierwotniaki nalezg do gatunkéw Cryptosporidium parvum 1 Giardia intestinalis
chorobotworczych dla czlowieka. Jeziora, w ktorych wykrylam obecno$é tych
pierwotniakéw, sa wykorzystywane jako kapieliska, istnieje wigc ryzyko zarazenia ludzi
poprzez potkniecie wody zawierajacej ich (oo)cysty. Odsetek zbiornikéw wodnych, w
ktorych wykrytam obecnos¢ DNA pierwotniakéw byl niewielki (0,5% wszystkich préb wody
dla C. parvum 1 0,6% dla G. intestinalis), a pierwotniaki nie byly obecne w badanej probie
wody z danego zbiornika co roku i o kazdej porze roku, co znacznie obniza ryzyko zarazenia.
Tak niski odsetek dodatnich préb jest spowodowany najprawdopodobniej znacznym
rozproszeniem form przetrwalnikowych w wodzie, jednak ze wzgledu na niskg dawke
inwazyjng nalezy braé pod uwage mozliwos¢ zarazenia. Nie wykrylam DNA
Cryptosporidium i Giardia za pomocg metody PCR w czasie rzeczywistym (6).

W celu poréwnania i wybrania najbardziej skutecznej metody detekcji pierwotniakéw w
probach wody z naturalnych zbiomikéw wodnych, oprécz dwoch protokotow PCR
zastosowatam rowniez technike makromacierzy RLB (Reverse Line Blot), ktora miata na celu
detekcje pierwotniakdw Sporozoa (C. parvum, Toxoplasma gondii, Cyclospora cayetanensis,
Sarcocystis hominis 1 Isospora belli) oraz z gatunku Balantidium coli. Zastosowano takze
metod¢ mikroskopowg 2z uzyciem zmodyﬁko;zvanego barwienia Kinyoun’a dla
Cryptosporidium 1 barwienia plynem Lugola dla Giardia. Metoda RLB pozwolita na
wykrycie DNA C. parvum w jednej prébie wody, w ktdrej wczesniej wykrylam DNA tego
pierwotniaka za pomocg klasycznej metody PCR. Nie wykryto pierwotniakéw w badanych
probach za pomocg metody mikroskopowej (6). Klasyczna metoda PCR wykazata sie wigc
najwyzsza czuloscig, ponadto jako jedyna sposrdd zastosowanych technik (w polaczeniu

z sekwencjonowaniem uzyskanych amplikonéw) pozwala na dokladne okreslenie nie tylko
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gatunku, ale takze genotypu wykrytych pierwotniakow. Jest to niezwykle istotne dla oceny
ich chorobotwdrczosci, gdyz nie wszystkie gatunki oraz nie wszystkie szczepy reprezentujace
okreslone genotypy stanowig zagrozenie dla zdrowia.

Uzyskane sekwencje genu kodujacego 18S rRNA Cryptosporidium i B-giarding Giardia
wykorzystatam do genotypowania 1 analizy filogenetycznej wykrytych szczepéw tych
pierwotniakéw w celu doktadnego okreslenia ich przynaleznosci systematycznej i na tej
podstawie ustalenia ich patogennosci (7). Sposrdd trzech uzyskanych przeze mnie sekwencji
Cryptosporidium, jedna okazata si¢ identyczna z sekwencja reprezentujaca genotyp bydlecy
C. parvum oraz z liczna grupg sekwencji pochodzacych m.in. od szczepéow C. parvum
wyizolowanych od pacjentow z kryptosporydioza pochodzacych z réznych krajéw. Dwie
pozostale sekwencje okazaly si¢ unikatowe, a ich podobienstwo do sekwencji opisanych
powyzej wynosito 99,87%. Wszystkie wymienione sekwencje tworzyty réwniez wspdlny klad
w obrebie drzewa filogenetycznego. Wyniki te swiadcza o przynaleznosci wykrytych przeze
mnie szczepéw do gatunku C. parvum, ktéry wspdlnie z gatunkiem Cryptosporidium hominis
przyczynia si¢ do 90% przypadkéw kryptosporydiozy u ludzi. Dane te pozwalaja
wnioskowac, ze zidentyfikowane przeze mnie w zachodniopomorskich zbiornikach wodnych
szczepy C. parvum majg potencjal chorobotwoérczy, zwilaszcza, ze wiele sekwencji
uzyskanych przez innych autoréw 1 wykazujacych wysokie podobienstwo do sekwencji
otrzymanych przeze mnie pochodzi od szczepéw wyizolowanych od pacjentéw
z kryptosporydioza. Otrzymane przeze mnie sekwencje Giardia wykazaty 100% lub 99%
podobienstwa z sekwencjq reprezentujacg genotyp B G. intestinalis, uzyskang ze szczepu
wyizolowanego z katu pacjenta z giardioza oraz z grupa sekwencji uzyskanych ze szczepédw
wyizolowanych od ludzi pochodzacych z réznych krajow. Wszystkie te sekwencje grupowaly
tez razem w obrebie drzewa filogenetycznego. Genotyp B jest jednym 2z dwdch
chorobotworczych dla czlowieka, istnieje wiec ryzyko nabycia giardiozy poprzez kontakt
z woda ze zbiomikéw, w ktédrych wykrylam G. intestinalis. Moje wyniki analizy
filogenetycznej wykazujg odrebnos¢ zaréwno genotypu bydlecego C. parvum od pozostalych
genotypow tego gatunku, jak i wyrazny dystans genetyczny genotypéw A, B oraz E
G. intestinalis. Wyniki te s3 zgodne z wynikami uzyskanymi wczesniej przez innych autoréw,
ktérzy na ich podstawie zaproponowali uznanie genotypu bydlgcego C. parvum za odrebny
gatunek, a takze uznanie za odrgbne gatunki wszystkich szesciu genotypdw (A - F)
G. intestinalis (7). Genotypowanie, razem z danymi dotyczacymi zbiornika wodnego,

z ktérego pobierana byla woda oraz wiedzg na temat specyficznosci zywicielskie)



poszczegdlnych gatunkéw 1 genotypdw Cryptosporidium 1 Giardia, postuzylo takze do
ustalenia Zrodta (oo)cyst tych pierwotniakéw w poszczegdlnych zbiomikach (7).

Modyfikacja Metody 1623 zastosowanej do badania prob wody ze zbiomikéw wodnych
wojewddztwa zachodniopomorskiego pozwolita na monitoring w tych zbiornikach rowniez
pelzakow nalezacych do réznych rodzajow (5). W badaniach tych skupitam si¢ na petzakach
termofilnych, gdyz wsrod pelzakdw tolerujacych wysoka temperature znaczng przewage majg
szczepy chorobotwdrcze, a nietermofilne ameby chorobotwdrcze sa rzadkoscia. Zastosowany
test tolerancji termicznej nie jest wigc wystarczajacym narzedziem do oceny
chorobotwérczosei petzakow. Test ten pozwolil jednak na ograniczenie liczby préb,
w ktérych wykrywana byta obecnos¢ DNA pelzakow oraz na zwigkszenie liczby ich komérek
w uzyskanym materiale, a co za tym idzie — na zwigkszenie iloSci DNA w izolacie
uzyskanym z materialu z hodowli. W uzyskanych izolatach wykrywalam za pomoca
klasycznej metody PCR obecnos¢ pelzakdéw z rodzaju Acanthamoeba oraz gatunkow:
Hartmannella vermiformis, Naegleria fowlerii, Balamuthia mandrilaris oraz Sappinia pedata.
Wykrylam obecnos¢ DNA szczepéw termofilnych najczescie; wystepujacych w srodowisku
pelzakow: z rodzaju Acanthamoeba w 6,5% wszystkich badanych préb wody, a z gatunku
H. vermiformis — w 3,5% wszystkich prob. Petzaki Acanthamoeba byly obecne w pigciu
zbiornikach wodnych, podobnie jak H. vermiformis. Jest to pierwszy przypadek wykrycia
gatunku H. vermiformis w polskich zbiornikach wodnych. W przypadku czterech préb wody
pochodzacych z dwoch zbiormnikéw wykrylam koinfekcje obydwoma petzakami (5). Badan
obecnosci Acanthamoeba w naturalnych zbiornikach wodnych na terenie Polski jest niewiele
1 dotycza one zbiornikéw wojewddztwa zachodniopomorskiego oraz lubuskiego, a autorzy
badan uzyskali podobna prewalencj¢ tych pelzakéw w badanych zbiomikach. Do detekcji
DNA ameb zastosowalam takze metod¢ RLB, jednak podobnie jak w przypadku
pierwotniakéw z rodzajéw Cryptosporidium i1 Giardia, okazala si¢ ona znacznie mniej czuta
niz klasyczna metoda PCR (5).

Sekwencjonowanie uzyskanych amplikonow tzw. fragmentu AMI genu kodujacego 18S
rRNA potwierdzilo przynaleznos¢ systematyczng wykrytych petzakow do Acanthamoeba spp.
lub H. vermiformis, oraz pozwolilo na okreslenie ich genotypu (5). Genotypowanie jest
najbardziej przydatnag metoda identyfikacji pelzakéw o potencjale chorobotworczym. Czesé
wykrytych szczepéw z rodzaju Acanthamoeba nalezala do genotypu T4 - wykazywaly one
duze podobienstwo sekwencji (99,63% - 100%) m.in. do szczepéw T4 wyizolowanych
w Polsce od noworodka z atypowym zapaleniem pluc i pacjenta z bialaczka oraz w Korei

z rogowki pacjenta chorego na pelzakowe zapalenie rogéwki (5). Pozostale szczepy
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reprezentowaty genotyp zidentyfikowany po raz pierwszy w 2009 roku w Polsce rowniez
u noworodka z atypowym zapaleniem ptuc oraz u pacjenta z biataczka 1 opisany przez zespét
Katedry Genetyki Uniwersytetu Szczecinskiego we wspotpracy z zespotem Katedry i Zaktadu
Biologii 1 Parazytologii Medycznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego jako ,,T16”
(99,68% - 100% podobienstwa). Jest to pierwszy na swiecie przypadek wykrycia szczepu
reprezentujacego ten genotyp w srodowisku wodnym (5). Genotyp T4 jest odpowiedzialny za
wigkszos¢ (ponad 94%) przypadkow petzakowego zapalenia rogowki, a takze za
ziarniniakowe  zapalenie mdzgu i inne infekcje. Chorobotwoérczos¢  szczepdw
reprezentujacych genotyp nazwany w 2009 roku ,,T16” jak dotad nie zostala potwierdzona,
jednak poniewaz wykryto je u pacjentdw, istnieje ryzyko, ze moga one by¢ patogenne dla
ludzi. Chorobotwdrczos¢ gatunku H. vermiformis jest dyskusyjna, jednakze moze powodowac
on zapalenie rogéwki, ponadto zostal on wczesniej wyizolowany od pacjenta z zapaleniem
mdzgu 1 opon mdzgowych oraz ptuc i1 oskrzeli. Kontakt ludnosci z woda z siedmiu
zbionikéw, w ktorych stwierdzono obecno$¢ pelzakéw moze wigc skutkowac
spowodowanymi przez nie zachorowaniami, zwlaszcza, ze zbiorniki te sa w wigkszosci
wykorzystywane w sezonie letnim jako kapieliska. Zagrozenie moze stanowi¢ szczegdlnie
woda z czterech jezior, w ktérych wystepowal szczep T4 o potwierdzonej wobec cztowieka
chorobotwdrczosci. Ponadto sekwencje wykrytych szczepéw H. vermiformis wykazywaly
wysoki stopien podobienstwa (ponad 99%) do sekwencji pozyskanych ze szczepéw
wyizolowanych z tkanki skrzeli pstraga tgczowego Oncorhynchus mykiss bedacych przyczyna
choroby skrzeli u tych ryb. Wykryte w zachodniopomorskich zbiornikach wodnych szczepy
moga wigc mie¢ potencjal chorobotworczy wobec pstragow (5). H. vermiformis moze
stanowi¢ wazny problem ekonomiczny ze wzgledu na mozliwos¢ powodowania epidemii
wsrod ryb, co zdarzato si¢ m.in. w poludniowo-zachodnich Niemczech. Nalezy rowniez w_ziqc’
pod uwage ryzyko przenoszenia przez petzaki, rowniez niechorobotworcze, patogennych
bakterii, wiruséw i pierwotniakéw, przez co rowniez posrednio mogg one stwarza¢ zagrozenie
dla zdrowia czlowieka.

Systematyka petzakow z rodzaju Acanthamoeba opiera si¢ obecnie na genotypowaniu
z wykorzystaniem sekwencji genu kodujacego 18S rRNA. Krotsze fragmenty tego genu, np.
fragment AMI o dhigosci okoto 850 pz, ktéry byl amplifikowany w celu detekcji tych
petzakow w prébach wody (5), sq przydatne do detekcji juz znanych genotypow, natomiast
aby zidentyfikowa¢ nowy genotyp lub przeprowadzi¢ analize filogenetyczna, nalezy uzyskac
sekwencj¢ calego genu lub jego fragmentu o dlugosci co najmniej 2 kpz. Gen kodujacy 18S

rRNA jest genem konserwatywnym, zawiera jednak osiem regionéw o wysokiej zmiennosci,
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ktére muszg by¢ uwzglednione w przypadku identyfikacji nowych genotypéw i badania
historii ewolucyjnej szczepéw reprezentujacych poszczegolne genotypy. Analiza na bazie
krotszych fragmentdw, np. fragmentu AMI obejmujacego tylko pie¢ z o$miu zmiennych
regionéow, powoduje zawyzenie dystansu genetycznego oraz bledna topologie drzewa
filogenetycznego. Dlatego tez, w celu poprawnej identyfikacji genotypowej polskich
szczepOw Acanthamoeba okreslonych jako genotyp , T16” oraz przeprowadzenia analizy
filogenetycznej wszystkich czterech szczepéw wyizolowanych od polskich pacjentéw oraz
szczepéw wykrytych w naturalnych (5) i1 sztucznych (II.1.2 - 6) zbiomikach wodnych
wojewddztwa zachodniopomorskiego, zamplifikowatam fragmenty genu kodujacego 18S
TRNA tych szczepéw, o dlugosci ponad 2 kpz (8). Do amplifikacji wykorzystatam protokot
dostgpny w literaturze, ktéry zmodyfikowalam zastepujac jeden ze starterow starterem
zaprojektowanym samodzielnie. Modyfikacja ta miala na celu dostosowanie protokotu do
amplifikacji fragmentu genu dla wszystkich trzech genotypow wstepnie zidentyfikowanych w
badanych prébach (T4 1, T16” w prébach od pacjentéw i ze zbiornikéw wodnych oraz T11
zidentyfikowany tylko w sztucznych zbiornikach wodnych).

Uzyskane sekwencje poréwnalam ze soba oraz z homologicznymi sekwencjami
dostgpnymi w bazie danych Banku Gendw, a takze przeprowadzilam analiz¢ filogenetyczna
na podstawie poréwnan tych sekwencji. Wyniki analiz wykorzystalam do ustalenia
przynaleznosci systematycznej badanych szczepéw (8). Koniecznos¢ wykonania analiz
sekwencji genu kodujacego 18S rRNA o dlugosci ponad 2 kpz w celu poprawnego
zaklasyfikowania polskich szczepéw okreslonych jako genotyp ,,T16” podkreslalo w swoich
publikacjach wielu autoréw, gdyz w systematyce tego genotypu istnialo wiele niescistosci. Po
raz pierwszy jako ,,I'16” zostaly nazwane genotypy dwoch szczepéw wyizolowanych od
polskich pacjentéw w 2009 roku, a szczepy reprezentujace ten sam genotyp zostaly nast¢gpnie
zidentyfikowane w polskich zbiornikach wodnych (§, I1.1.2 - 6). Rok pozniej wioski zespol
badawczy roéwniez opisal jako genotyp ,,T16” dwa kolejne szczepy wyizolowane z préb
wody, mimo, ze reprezentowaly one nowy genotyp, odmienny od genotypu polskich
szczepOw opisanych w 2009 roku. W 2013 roku pojawily sie kolejne dwie prace, ktorych
autorzy takze okreslili nowo wykryte genotypy jako ,,T16”. Sposrdd tych genotypow jedynie
ten opisany w 2010 roku zostal poprawnie wyodrgbniony na podstawie analizy sekwencji
fragmentéw genu kodujacego 18S rRNA o dlugosci co najmniej 2 kpz. Aby prawidlowo
ustali¢ przynaleznos¢ systematyczng pozostalych genotypéw okreslonych jako ,,T16”,

nalezaloby przeprowadzi¢ analiz¢ sekwencji niemal calego genu.
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Moje badania wykorzystujace dhlugie fragmenty genu kodujacego 18S rRNA
Acanthamoeba (8) potwierdzity przynalezno$¢ systematyczng szczepdw reprezentujacych
genotypy T4 i T11, ustalong wczesniej na bazie sekwencji fragmentu AMI tego genu,
a wyniki porownania par sekwencji i1 analizy filogenetycznej byly zgodne. Wykryte szczepy
genotypu T4 wykazywaly najwigeksze podobienistwo do sekwencji szczepu reprezentujacego
gatunek A. lugdunensis, a T11 — A. hatchetti. Zaréwno analiza dhugich, jak i krétkich
fragmentéw genu ujawnita istnienie jednego wariantu genotypu T11 i czterech wariantow
genotypu T4. W przypadku polskich szczepéw genotypu ,T16”, wyizolowanych od
pacjentéow i1 z zachodniopomorskich zbiomikéw wodnych, analiza fragmentu AMI genu
kodujacego 18S rRNA wykazala wystepowanie trzech wariantow genotypu, natomiast analiza
fragmentu tego genu o dlugosci ponad 2 kpz - pigciu wariantdw. Analiza diuzszego
fragmentu genu jedenastu polskich szczepéw genotypu ,,T16” wykazala takze obecnos¢é
wysoce polimorficznego regionu w obrebie sekwencji jednego z  wariantéw,
reprezentowanego przez szczep AM38/T16 wyizolowany od pacjenta z bialaczka, czego nie
ujawnila analiza fragmentu AMI. Poréwnanie sekwencji wykazalo, ze polskie szczepy
okreslone wczesniej jako ,,T16” odznaczaja si¢ najwigkszym podobienstwem genetycznym do
dwéch szczepdw wyizolowanych od padiych ptakéw przez zespot badawczy ze Standw
Zjednoczonych 1 zaklasyfikowanych w 2015 roku jako nowy genotyp T20. W momencie
odkrycia, szczepy ,,I'16” z polskich préb klinicznych reprezentowaly nowy genotyp i nie byty
wczesniej izolowane od pacjentéw. Poniewaz jednak byly one okreslone jako nowy genotyp
na podstéwie zbyt krétkiego fragmentu genu kodujacego 18S rRNA, a nazwa ,,T16” zostala
przypisana w 2010 roku innemu, nowemu genotypowi zidentyfikowanemu na podstawie
sekwencji genu o dlugosci ponad 2 kpz, nalezy polskie szczepy okreslone pierwotnie jako
,116” uznaé za genotyp T20 (8).

Wyniki poréwnania sekwencji reprezentujacych genotyp T20 byly niejednoznaczne, gdyz
szczep AM38/T16 réznit sie od innych polskich szczepéw tego genotypu maksymalnie
o 3,8%, jednak rdéznica miedzy nim a dwoma szczepami T20 opisanymi w 2015 roku
wynosita 6,5% i 7% (8). Dane literaturowe podaja, ze roznica powyzej 5% $wiadczy
o odrebnym genotypie, jednak nie jest to sztywna granica i np. w przypadku genotypu T18
uznano go za nowy genotyp na podstawie wynikow analizy filogenetycznej mimo, ze rdznica
pomiedzy nim a genotypem T17 wynosita jedynie 4,3%. Moje badania wykazaly, ze polskie
szczepy genotypu T20 tworza odrebny klad w obrebie drzewa filogenetycznego i sa najblizej
spokrewnione ze szczepami genotypu T20 opisanymi w 2015 roku. Wszystkie pig¢ polskich

wariantow T20 grupowalo razem mimo, ze cztery warianty wykazywaly wigksze
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podobienstwo do dwdch szczepoéw z bazy danych Banku Genow (réznica 2,5% - 3,3%) niz do
piatego z nich reprezentowanego przez szczep AM38/T16 (réznica 3,6% - 3,8%). Pozycja
sekwencji genotypow T20 byla taka sama rowniez w dendrogramie wykluczajacym
sekwencj¢ szczepu AM38/T16. Biorac pod uwage wyniki zaré6wno pordwnania sekwencji, jak
1 analizy filogenetycznej, uznatam, ze wszystkie polskie szczepy wykazujace najwigksze
podobienstwo do genotypu T20 opisanego w 2015 roku réwniez reprezentuja ten genotyp,
jednakze ze wzgledu na wysokie zrdéznicowanie genetyczne w jego obrgbie 1 wyrazng
odrgbnosé polskich szczepow, nalezy podzieli¢ go na dwie podgrupy: T20a (dwa szczepy
z Banku Gendw opisane po raz pierwszy w 2015 roku) i T20b (szczepy polskie), podobnie jak
miato to miejsce w przypadku genotypu T2 (8).

Wszystkie oryginalne sekwencje uzyskane przeze mnie zglosilam do migdzynarodowej
bazy danych Banku Genow (GenBank) w celu umozliwienia innym badaczom wykorzystania

ich do swoich analiz.

Za moje osiagnigcie uwazam:

1. Opracowanie protokotu izolacji DNA z cyst i oocyst pierwotniakéw z rodzajow
Cryptosporidium 1 Giardia oraz metody 1dentyfikacji molekularmej tych
pierwotniakéw w prébach wody.

2. Adaptacj¢ zmodyfikowanej Metody 1623 do wykrywania 1 genotypowania
chorobotworczych pierwotniakéw w srodowisku wodnym.

3. Przeprowadzenie po raz pierwszy w Polsce tak doglebnej analizy mozliwosci
potencjalnego  zarazenia pierwotniakami ~ wodnopochodnymi  wystg¢pujacymi
w naturalnych zbiomikach wodnych wojewo6dztwa zachodniopomorskiego.

4. Wykrycie po raz pierwszy na sSwiecie nowego genotypu T20 Acanthamoeba
(wczesniej genotyp T16) w srodowisku wodnym.

5. Wykrycie po raz pierwszy w Polsce petzakéw z gatunku Hartmannella vermiformis
w zbiornikach wodnych.

6. Analize¢ molekularng pierwotniakow 2z rodzajow Cryptosporidium 1 Giardia
oraz pelzakéw z rodzaju Acanthamoeba 1 gatunku Hartmannella vermiformis
w naturalnych zbiornikach wodnych wojewddztwa zachodniopomorskiego.
Pozwolila ona na okreslenie, czy pierwotniaki te reprezentujg genotypy szczepow
charakteryzujacych si¢ chorobotwdrczoscia, a w przypadku Cryptosporidium

1 Giardia réwniez na identyfikacje zrodta ich (oo)cyst w zbiornikach wodnych.
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7. Przeprowadzenie szczegOlowej analizy filogenetycznej pelzakéw 2z rodzaju
Acanthamoeba na bazie sekwencji fragmentu genu kodujacego 18S rRNA o dlugosci
2 kpz, co stanowi wklad w ogdlnoswiatowa dyskusje dotyczaca systematyki

Acanthamoeba.

Planuj¢ kontynuacj¢ badan pierwotniakow wodnopochodnych. Przeprowadzitam
monitoring w zbiornikach wodnych réwniez pierwotniaka Toxoplasma gondii, a publikacja
opisujaca wyniki tych badan jest w trakcie recenzji. Planuje takze przeprowadzenie analizy
molekulamej tego pierwotniaka oraz wykrytych wczesniej w zbiornikach wodnych petzakow

H. vermiformis.

S. Oméwienie pozostalych oéiqgnigé naukowo — badawczych

W 2002 roku rozpoczetam prace na stanowisku asystenta w Katedrze Genetyki jako
cztonek zespolu badawczego kierowanego przez prof. Bogumil¢ Skotarczak, zajmujacego si¢
patogenami przenoszonymi przez kleszcze. Moje pierwsze badania dotyczace tego
zagadnienia rozpoczg¢lam juz w trakcie studiow 1 wykorzystatam w swojej pracy
magisterskiej, ktorej promotorem byla prof. Bogumila Skotarczak. Badania te byly czgscia
monitoringu bakterii Anaplasma phagocytophilum (wczesniej Ehrlichia phagocytophila,
czynnik ludzkiej ehrlichiozy granulocytarnej — HGE) w populacjach kleszcza pospolitego
Ixodes ricinus zbieranych z roslinnosci, w fazie niepasozytniczej, z roéznych terenow
Szczecina 1 okolic. Gatunek A. phagocytophilum byt rzadziej opisywany w literaturze,
zarowno swiatowej jak 1 polskiej, niz bakterie z rodzaju Borrelia, a badania, w ktérych bralam
udziat pozwolily na wypelnienie istniejacej luki w wiedzy na jego temat. Badania te wykazaly
zroznicowang przydatnos¢ dwoch zastosowanych par starteréw do wykrywania
A. phagocytophilum, gdyz jedna z nich wykazala si¢ zdecydowanie nizsza czuloscia
1 specyficznoscia oraz pozwolity na wybdr odpowiedniego protokotu PCR do dalszych analiz
(II.2.1. - 1, 2). Dalsze badania wykazaly wystepowanie A. phagocytophilum w kleszczach
zebranych z obszaréw potozonych w bezposrednim sasiedztwie terenow zamieszkanych przez
cztowieka, co s$wiadczylo o ryzyku nabycia zakazenia przez ludzi poprzez kontakt
z kleszczami (I1.2.1. - 1, 2). Badania ujawnily takze sezonowos¢ wystepowania tej bakterii
w ciagu roku (wyzszy odsetek zakazenia kleszczy wiosng niz jesienia) (II.2.1. - 1, 2, 3)

1 jednoczesnie brak wahan poziomu sredniego zakazenia kleszczy w trzech kolejnych latach
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(IL2.1. - 3). Analiza ponad 3000 osobnikéw 1. ricinus wykazata, ze srednie zakazenie imago
jest nieco wyzsze niz nimf. Z przeprowadzonych badan, a takze wczesniejszych prac zespotu
Katedry Genetyki oraz dostgpnych danych literaturowych wynika rdowniez, ze stopien
zakazenia poszczegdlnych populacji kleszczy oraz réznych stadidéw rozwojowych w obrebie
jednej populacji sg charakterystyczne dla badanego regionu i powinny by¢é badane
kazdorazowo dla lokalnych populacji I. ricinus (11L.2.1. - 3).

Nastgpnym etapem badan biologii 1 ekologii patogendw odkleszczowych byla ich detekcja
u zywicieli kleszcza I. ricinus (ludzi 1 pséw), ktdrzy moga cierpie¢ na choroby odkleszczowe.
Diagnostyka takich chordb jest problematyczna, gdyz zwlaszcza na poczatku infekcji dajg one
niespecyficzne, grypopodobne objawy, ktdre nie pozwalaja na rozpoznanie choroby. Zespot
Katedry Genetyki podjat wspotprace z Klinika Chorob Zakaznych 1 Neuroinfekcji
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku, w ramach grantu celowego zamawianego nr PCZ
014-26 ,Doskonalenie metod wykrywania oraz ocena zagrozen w zakresie chordb
odzwierzgcych 1 skazen zywnosci (borelioza u pséw 1 czlowieka)”. Glownym celem tych
badan bylo opracowanie opartego na metodach molekulamych protokotu do wykrywania
1 identyfikacji gatunkowej bakterii z rodzaju Borrelia we krwi pacjentow i psow. Uzycie
metod molekulamych podyktowane bylo ich wyzsza czuloscia 1 specyficznoscig
w pordwnaniu z metodami tradycyjnie stosowanymi do wykrywania patogendw
odkleszczowych, takimi jak metody mikroskopowe czy testy serologiczne. Badania,
w ktérych bratam udzial, wykazaly ograniczong przydatnos¢ metod serologicznych do
wykrywania boreliozy u psow ze wzgledu na brak korelacji pomigdzy wystepowaniem
objawow choroby a podwyzszonym mianem przeciwcial we krwi. Bardziej obiecujaca
metoda okazalo si¢ wykrywanie we krwi DNA bakterii, gdyz w wigkszosci przypadkow
zaobserwowano pozytywng korelacje mi¢dzy dodatnim wynikiem PCR a wystepowaniem
objawdéw boreliozy. Badania wykazaly rowniez wigkszg przydatnos¢ jako markera genu
kodujacego 16S rRNA Borrelia niz genu fla do detekcji DNA tej bakterii we krwi psow.
Podobne wyniki uzyskano wczesniej u ludzi (IL.1.1. - 3).

Poniewaz odnotowano przypadki wystgpowania koinfekcji kleszczy I. ricinus dwoma lub
trzema gatunkami patogendw, istnialo prawdopodobienstwo wystgpowania zaréwno
u pacjentéw, jaki i u pséw chorych lub podejrzanych o boreliozg¢ réwniez innych patogenéw
odkleszczowych. Uzyskany od ludzi i psow matenat zostal wigc przebadany dodatkowo na
obecnos¢ DNA innych chorobotwérczych bakterii 1 pierwotniakdw. Sposrod 10 oséb,
u ktérych wykryto we krwi DNA A. phagocytophilum, 8 miatlo zdiagnozowana boreliozg

(w tym u 3 wykryto DNA Borrelia), a 4 — odkleszczowe zapalenie mdzgu, u zadnego
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z pacjentow chorych lub podejrzanych o borelioz¢ nie wykryto natomiast DNA Babesia
(II.1.1. - 2). W populacji 192 pséw z wojewddztwa  zachodniopomorskiego ze
zdiagnozowang borelioza, podejrzanych o borelioz¢ oraz zdrowych naturalnie
eksponowanych na kleszcze, wykrytam DNA A. phagocytophilum u 1% osobnikow oraz
DNA Bartonella sp. u 0,52% osobnikéw. Nie wykryto natomiast obecnosci DNA Babesia
spp. ani Rickettsia helvetica u zadnego ze zwierzat. Psy z badanych populacji nie sg wigc
rezerwuarem dla tych patogenéw. W przypadku Babesia, brak tego pierwotniaka u badanych
zwierzat moze by¢ zwigzany z brakiem jego naturalnych wektoréw na terenie wojewddztwa
zachodniopomorskiego. Stwierdzitam réwniez wspdtwystepowanie DNA Bartonella sp. oraz
Borrelia burgdorferi sensu lato we krwi psa majacego wczesniej kontakt z kleszczami, co
moze $wiadczy¢ o mozliwosci przenoszenia bakterii z rodzaju Bartonella przez kleszcze. Ten
sposéb transmisji Bartonella jest jednak dyskusyjny 1 aby go potwierdzi¢ konieczne sa
dodatkowe badania eksperymentalne (II.1.1. - 1, I1.1.2. - 4, I1.2.1. - 4).

Kolejnym krokiem podjetym przez Zespot Katedry Genetyki byly badania majace na celu
poszukiwanie organizmoéw stanowiagcych rezerwuar patogendw przenoszonych przez
kleszcze. W tym celu nawigzaliSmy wspéiprace z Zakladem Morfologii Zwierzat
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu i1 jako gatunki stanowigce potencjalny
rezerwuar patogenow odkleszczowych wytypowalismy dziko zyjace ptaki i gryzonie, ktore
stanowia zywicieli kleszczy 1. ricinus. Badane ptaki nalezaly do dziewieciu gatunkow
w obrgbie rzgdu Passeriformes 1 pochodzity z terendow Wielkopolskiego Parku Narodowego.
Materialem badawczym byla pobrana od ptakéw krew, a takze kleszcze zebrane z ptakéw
oraz z roslinnosci na terenach ich odlawiania. Nie wykryto DNA A. phagocytophilum ani
pierwotniakéw z rodzaju Babesia w izolatach z krwi ptakéw 1 zebranych z nich kleszczy,
mimo, ze poziom infestacji ptakdw przez te pasozyty byl wysoki. Wykryto natomiast DNA
A. phagocytophilum u 4.1% kleszczy 1. ricinus odlowionych z rodlinnosci. Nasze badania
wykazaly wiec, ze ptaki nie sg rezerwuarem Babesia, a takze, co wykazaly rowniez nieliczne
badania innych autoréw, A. phagocytophilum. Poniewaz wczesniejsze badania zespotu
Katedry Genetyki wykluczyly rowniez dziko zyjace gryzonie z grupy organizmdéw mogacych
stanowi¢ rezerwuar dla tych patogenow, najbardziej prawdopodobnym rezerwuarem
wydawaly sie wiec dziko zyjace przezuwacze i1 inne zwierzeta fowne (I1.1.1. - 5).

Kontynuacja badan majacych na celu okreslenie gatunkéw krg¢gowcow stanowigcych
rezerwuar patogendw odkleszczowych, byly badania réznych gatunkéw zwierzat townych.
Ich wyniki wykorzystalam w swojej pracy doktorskiej, ktorej promotorem byla prof.

Bogumila Skotarczak, a badania finansowane byly z grantu promotorskiego nr 2P0O6K 05029
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~Zwierzeta fowne jako rezerwuar patogenéw odkleszczowych”, w ktérym bylam wykonawca.
Moje pilotazowe badania wykazaly obecnos¢ DNA A. phagocytophilum we krwi i tkankach
sarny europejskiej (Capreolus capreolus) z terenéw wojewddztwa zachodniopomorskiego
oraz u kleszczy I. ricinus infestujacych te przezuwacze (I1.2.1. - 6, 9, 19), ktdére ze wzgledu
na wyzszy poziom zakazenia 1 dluzszy czas bakteriemii niz u gryzoni sg bardziej
prawdopodobnym rezerwuarem A. phagocytophilum. Badajac rolg¢ zwierzat lownych jako
potencjalnego rezerwuaru patogenow odkleszczowych, zwrocilam uwagg réwniez na bakterie
z rodzaju Bartonella, ktére do tej pory byly poszukiwane gtéwnie u kotéw, pséw 1 gryzoni,
a ich wektorowanie przez kleszcze bylo dyskusyjne. Wykrylam DNA Bartonella capreoli
1 Bartonella bovis u saren oraz Bartonella capreoli u zebranych ze zwierzat kleszczy
I. ricinus, a takze Bartonella schoenbuchensis i Bartonella bovis u jeleni szlachetnych
(Cervus elaphus). Swiadczylo to o potencjalnej roli dzikich przezuwaczy i infestujacych je
kleszczy w cyklu zyciowym Bartonella. Moje badania potwierdzity wystgpowanie gatunku
B. bovis, po raz pierwszy wykrytego u bydla, réwniez u dzikich przezuwaczy, a takze
pozwolily na wykrycie przypadkow koinfekcji przezuwaczy réznymi gatunkami Bartonella
oraz koinfekcji Bartonella spp. 1 A. phagocytophilum (11.1.1. -4, 11.2.1. - 7, 11, 12). Wyniki
moich badan wykazaly rowniez, ze obydwie bakterie najczesciej wystepowaly we krwi,
nastepnie w sledzionie 1 rzadziej w watrobie. Materiatem najbardziej przydatnym do
wykrywania tych bakterii okazata si¢ krew i $ledziona, gdyz DNA patogenéw byt obecny
przynajmniej w jednej z tych préb, w przypadku gdy wykrywany byl w watrobie, natomiast
zaleznosci odwrotnej nie zaobserwowatam (II.2.1. - 6, II.1.1. - 4). Wyniki tych badan
zostaly przedstawione na konferencji migdzynarodowe) ,,IX European Multicolloquium
of Parasitology” w Hiszpanii oraz na dwoéch konferencjach krajowych (w tym jedne)
o0 zasi¢gu migdzynarodowym).

Moje dalsze badania majace na celu zbadanie roli trzech gatunkéw zwierzat townych:
sammy europejskiej, jelenia szlachetnego oraz dzika europejskiego (Sus scrofa) jako
rezerwuaru patogenéw odkleszczowych wykazaly, ze populacja dzikéw z terenéw Pomorza
Zachodniego wykazywatla nizszg intensywnos¢ infestacji przez kleszcza 1. ricinus (6%
osobnikow) niz populacja saren (44,2%) 1 jeleni (40%) odstrzelonych na tym samym terenie.
Rowniez ekstensywnosc¢ infestacji byla nizsza dla dzikéw (2,3) niz saren 1 jeleni
(odpowiednio 3,6 1 4,4). Wynika to z biologii i trybu zycia dzikéw i moze wptywaé na ich
ograniczong role jako rezerwuaru patogenéw odkleszczowych (I1.2.2. — 1). Moje badania nad
wystepowaniem DNA A. phagocytophilum i Bartonella spp. u zwierzat townych z terenu

Pomorza Zachodniego potwierdzily mniejsza role dzikéw niz przezuwaczy jako
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potencjalnego rezerwuaru tych bakterii. DNA A. phagocytophilum wykrytlam u 45,8% saren,
65% jeleni 1 4,8% dzikow, natomiast DNA Bartonella spp. — u 39% saren i 35% jeleni, nie
wykrylam natomiast DNA tej bakterii u dzikéw. DNA A. phagocytophilum wykrylam
réwniez u 11,6% kleszczy zebranych z saren, 65% kleszczy zebranych z jeleni i 5,5%
kleszczy zebranych z roslinnosci. DNA Bartonella wykrylam natomiast jedynie u 1,9%
kleszczy (opite samice) zebranych z saren, u ktorych rowniez stwierdzilam wystgpowanie
DNA Bartonella. Bakterie te znajdujgce si¢ u zebranych z saren kleszczy mogly wiec
pochodzi¢ z krwi osobnikow, na ktorych kleszcze zerowaly. O ile transmisja przez kleszcze
bakterii A. phagocytophilum zostala udowodniona juz wczesniej 1 potwierdzaja jg wyniki
moich badan, to wyniki te swiadczg o braku roli /. ricinus jako wektora Bartonella na terenie
odstrzalu zwierzat. Przypuszczalnym wektorem Bartonella spp. moga natomiast by¢ inne
krwiopijne stawonogi pasozytujace na przezuwaczach, takie jak Lipoptena cervi czy inni
przedstawiciele rodziny Hippoboscidae (I1.1.2. — 1, 3). Moje kolejne badania wykazaly brak
specyficznosci zywicielskiej B. schoenbuchensis 1 B. bovis. Ich wyniki potwierdzily rowniez
przydatnos¢ regionu miedzygenowego ITS jako markera do identyfikacji gatunkowej
Bartonella oraz analizy filogenetycznej roznych gatunkdw tych bakterii (II.1.2. - 5). Bralam
takze udzial w badaniach majacych na celu ustalenie roli dziko zyjacych przezuwaczy jako
rezerwuaru pierwotniakow z rodzajow Babesia 1 Theileria. Badania te wykazaly, ze sarny
1 jelenie oraz kleszcze I. ricinus odgrywaja znaczaca rol¢ w krazeniu 1 utrzymywaniu Babesia
divergens i Theileria sp. na terenie poinocno-zachodniej Polski (I1.2.1. - 8).

Podjetam réwniez badania majace na celu stwierdzenie przypadkéw koinfekcji u réznych
gatunkow zwierzat lownych oraz u kleszczy I. ricinus. Obecnos¢ u jednego osobnika réznych
gatunkéw patogendw wigze si¢ z mozliwoscig ich jednoczesnego wystgpowania takze
w zerujgcych na nim kleszczach, co stwarza mozliwos¢ podwdjnej lub potrdjnej infekcji u
ludzi majacych kontakt z kleszczami. Tego typu infekcje sa trudniejsze do diagnozowania
1 leczenia w porownaniu z pojedynczymi. U badanych saren i jeleni obecnych bylo 65
przypadkéw podwdjnych i potréjnych koinfekcji, natomiast brak ich bylo u dzikéw,
prawdopodobnie ze wzgledu na niski odsetek zakazonych zwierzat z tego gatunku.
W przypadku podwéjnych koinfekcji, obserwowane byty przypadki wspotwystgpowania
A. phagocytophilum z Bartonella, Babesia lub Theileria oraz Bartonella z Babesia lub
Theileria. Wykryte potréjne koinfekcje to A. phagocytophilum i1 Bartonella razem z Babesia
lub Theileria. Co ciekawe, brak bylo przypadkéw koinfekcji z udzialem Borrelia burgdorferi
sensu lato, mimo obecnosci pojedynczych zakazen ta bakteria. Prawdopodobnie jest to

zwiazane z niskim odsetkiem wystepowania Borrelia u zwierzat townych, ktore nie petnig roli
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jej rezerwuaru. W przypadku kleszczy zebranych zar6wno ze zwierzat, jak 1 z roslinnosci,
obecne byly jedynie trzy przypadki podwdjnej koinfekcji A. phagocytophilum + Babesia lub
A. phagocytophilum + Theileria. Kontakt z kleszczami niesie wigc niskie ryzyko nabycia
mieszane] infekcji, jednakze zakazenie mozliwe jest takze podczas kontaktu z krwig lub
tkankami zwierzat. Ryzyko mieszanych infekcji jest wigc bardzo wysokie dla lesnikow
1 mysliwych i innych oséb zajmujacych si¢ oprawianiem upolowanych zwierzat (11.1.2. - 2).
Jednym z potencjalnych gatunkéw rezerwuarowych dla patogendéw odkleszczowych jest
kon domowy (Equus caballus), dlatego tez podj¢tam si¢ badan majacych na celu zbadanie roli
kuca szetlandzkiego w cyklu zyciowym tych patogenéw. Badania te dotyczyly wykrywania
obecnosci DNA Borrelia burgdorferi sensu lato, Rickettsia spp. 1 A. phagocytophilum
w kleszczach I. ricinus zebranych z kucy oraz z roslinnosci na terenie ich wypasu. Obecnos¢
DNA B. burgdorferi s.l. zostala wykryta u 19.2% kleszczy zerujacych na kucach i 4,8%
kleszczy zebranych 2z roslinnosci, Rickettsia spp. — u S52% 1 62% kleszczy,
a A. phagocytophilum —u 1,5% i 1,3% kleszczy. Kuc szetlandzki moze wigc odgrywac¢ wazng
role w epidemiologii B. burgdorferi s.l. oraz uczestniczy¢ w cyklu zyciowym Rickettsia spp.
1 A. phagocytophilum jako Zzywiciel przenoszacych te bakterie kleszczy. Wiedza na temat
rozpowszechnienia tych patogendw u kucy i zerujacych na nich kleszczy moze stanowié
wklad w oceng¢ czynnika nabycia chordb odkleszczowych przez ludzi, zwlaszcza ze wzgledu
na bliski kontakt z kucami hodowanymi dla celéw rekreacyjnych (I1.1.2. - 7). Badania na
temat roli roznych gatunkoéw kregowcdw 1 pasozytujacych na nich kleszczy 1. ricinus w cyklu
zyciowym patogennych bakterii i1 pierwotniakdéw sa kontynuowane. Obecnie w trakcie
recenzji jest praca opisujaca moje badania nad obecnoscia pierwotniakdw Babesia spp.,
Theileria spp. oraz Toxoplasma gondii w tym samym materiale. Przygotowuj¢ rowniez prace
na temat wystepowania bakterii z rodzaju Bartonella u réznych gatunkow dzikich zwierzat
z terenu Wielkopolskiego Parku Narodowego. Badania te byly czgsciowo finansowane
z grantu wlasnego N N303 372136 "Rola lownych ssakow drapieznych w krazeniu bakterii
Borrelia burgdorferi sensu lato 1 Bartonella spp.", w ktorym bylam wykonawca. Aktualnie
koncze badania nad rolg réznych populacji kleszczy I ricinus w cyklu zyciowym Babesia
spp., Theileria spp. i Toxoplasma gondii oraz identyfikacjq molekularng zywicieli kleszczy,
co pomoze w ustaleniu zrodla ich zarazenia. Badania te byly finansowane z grantu wtasnego
N N303 806140 "Rola krggowcoéw lesnych w utrzymaniu nie wyspecjalizowanych
zywicielsko gatunkow kleszczy Ixodidae oraz wektorowanych przez nie gatunkéw bakterii
1 pierwotniakéw", w ktéorym bylam wykonawca. Kierownikiem obydwu projektéw byla dr

hab. Beata Wodecka, prof. US. Szczegolnie ciekawym watkiem kontynuowanych przeze
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mnie badan jest rola 1. ricinus w rozprzestrzenianiu w srodowisku 7. gondii, gdyz publikacje
dotyczace tego zagadnienia s3 nieliczne, a pierwotniak ten poszukiwany jest giownie
w prébach zywnosci 1 wody.

Jestem réwniez autorem lub wspolautorem rozdzialéw w monografiach dotyczacych
anaplazmozy 1 babesiozy u ludzi 1 zwierzat (I1.2.1. - §, 10, 11.2.2. - 2), publikacji
przegladowej na temat Bartonella spp. jako bakterii przenoszonych przez kleszcze (I1.2.2. -
3), a takze rozdziatow w monografii pt. ,,Biologia molekularna patogendéw przenoszonych
przez kleszcze” dotyczacych wystepowania A. phagocytophilum u dzikich przezuwaczy
w wojewodztwie zachodniopomorskim (II.2.1. — 13), oraz biologii, diagnostyki, wektora
1 rezerwuaru bakterii z rodzaju Bartonella (I1.2.1. - 14-18). Za publikacje poruszajace
tematyke patogenow odkleszczowych trzykrotnie otrzymatam nagrod¢ Rektora Uniwersytetu
Szczecinskiego za dziatalnos¢ naukowa: w 2004 roku Nagrode Zespotowa II stopnia, w 2005
roku Nagrode¢ Zespotowa III stopnia, a w 2009 roku - Nagrode Indywidualna II stopnia.

Oprécz tematyki patogendw odkleszczowych, podejmowatam rowniez badania dotyczace
innych zagadnien. Nawiazalam wspolprace z Katedra 1 Zakladem Biologii 1 Parazytologii
Medycznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie, a tematem wspoéipracy
byla diagnostyka grzyba Pneumocystis jiroveci powodujacego zapalenie pluc u pacjentdw
z obnizong odpornosciag. Obecnos¢ tego patogenu byla wykrywana u przedwczesnie
urodzonych, intubowanych noworodkéw z wykluczeniem zarazenia wirusem HIV, w celu
zbadania, czy wczesniactwo 1 intubacja stanowig u nich czynniki ryzyka zarazenia P. jiroveci.
Badanym materialem pobieranym od noworodkéw byt material pobrany z oskrzeli i1 ptuc,
w ktérym wykryto obecnos¢ P. jiroveci metodg mikroskopowa (u 17,9% noworodkow), nie
udalo si¢ jednak wykry¢ DNA tego patogenu. Inni autorzy rowniez stwierdzali brak
przydatnosci PCR do wykrywania P. jiroveci, nawet u pacjentéw HIV-pozytywnych.
Przyczyna moze by¢ brak mozliwosci pobrania préby o odpowiedniej objgtosci 1/lub brak
opracowanego odpowiedniego protokotu PCR do wykrywania DNA tego patogenu. Do
niedawna ludzki patogen P. jiroveci uwazany byt bowiem za szczep gatunku Pneumocystis
carinii, ponadto niemozliwa jest transmisja gatunku zwierzecego do organizmu cziowieka.
Dane z literatury wykazywaly jednak, ze do wykrywania obydwu gatunkéw ciagle
wykorzystywany byl ten sam protokét PCR. Detekcja P. jiroveci za pomocg PCR wymaga
wigc przeprowadzenia badan w celu opracowania odpowiedniej metodyki (I1.1.1. - 6).

Wspolpraca z Katedrg 1 Zaktadem Biologii i Parazytologii Medycznej PUM w Szczecinie
dotyczyla takze detekcji patogenéw wodnopochodnych w zbiornikach wodnych

wojewddztwa zachodniopomorskiego, co stanowi tematyke mojego osiggnigcia naukowego.
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Oprocz monitoringu tych patogenéw w naturalnych zbiornikach wodnych, bralam udzial
rowniez w badaniach zbiomnikéw sztucznych uzytkowanych przez cziowieka, takich jak
baseny plywackie, fontanny, baseny przeciwpozarowe oraz sie¢ wodociggowa. Z préb wody
wyizolowanych zostalo 8 szczepéw termofilnych, ktérych genotypowanie wykazato, ze
naleza one do gatunku H. vermiformis lub rodzaju Acanthamoeba (genotypy T4, T111,,T16”
- obecnie T20). Genotypy o ustalonej patogennosci (T4 1 T11) zostaly wykryte w fontannie
oraz dwoch krytych basenach, co stwarza zagrozenie dla osob majacych kontakt z woda
z tych zbiornikdéw, gdyz rowniez wdychanie aerozolu wodnego unoszacego si¢ wokot
fontanny 1 zawierajacego trofozoity petzakéw moze doprowadzi¢ do zarazenia. Szczepy
reprezentujace genotyp T20, ktérego potencjatu chorobotwdrczego nie potwierdzono, lecz jest
on mozliwy, byty obecne w dwdch basenach ptywackich, w tym jednym przeznaczonym dla
dzieci, co stwarza szczegdlne zagrozenie ze wzgledu na ich nizsza odpornos¢. Drugi
z basendw zawieral wode o wysokim stopniu zasolenia, co §wiadczy o wysokiej odpormosci
petzakow na ten czynnik zewngtrzny. Obecnos¢ H. vermiformis, gatunku o dyskusyjnej
patogennosci, zostala stwierdzona w basenie przeciwpozarowym, ale takze w fontannie
w centrum handlowym 1 w wodzie kranowej pochodzace) ze szpitalnej sieci wodociagowe)
(IL.1.2. — 6). Oprocz prac oryginalnych dotyczacych chorobotwérczych pierwotniakéw
wodnopochodnych, méj dorobek obejmuje rowniez wspdlautorstwo publikacji przegladowe;j

dotyczgcej biologii, epidemiologii i diagnostyki tych patogenéw (11.2.2. - 4).
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