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a) tytut osiggniecia naukowego

Jednokomérkowe gastro-enteropatogeny cztowieka: badania srodowiskowe i
kliniczne

b) Publikacje wchodzqgce w sktad osiggniecia naukowego, ze szczegétowym omdwieniem
indywidualnego wktadu wnioskodawcy.

1) Bednarska M, Bajer A, Sinski E, Girouard AS, Tamang L, Graczyk TK. 2007. Fluorescent in
situ hybridization as a tool to retrospectively identify Cryptosporidium parvum and
Giardia lamblia in samples from terrestrial mammalian wildlife. Parasitology Research,
100: 455-460.

IF 2007: 1.140; punktacja MNiSW: 15; liczba cytowan: 33

Wktad habilitanta: 50%. wykonanie czes$ci doswiadczen polegajacych na analizie mikroskopowe;j

materiatu pochodzgcego od dziko zyjgcych zwierzat opartej na metodach immunofluorescencyjnych
IFA i FISH, ktérych wyniki zamieszczone zostaty w tabeli 1, analiza i interpretacja wynikdw badan,
napisanie wstepnej wersji manuskryptu.

2) Bajer A, Toczytowska B, Bednarska M, Sinski E. 2012. Effectiveness of water treatment
for the removal of Cryptosporidium and Giardia spp. Epidemiology and Infection, 140:
2014-2022.

IF 2012: 2.867; punktacja MNiSW: 25; liczba cytowan: 6

Wktad habilitanta: 30%. Wykonanie cze$ci doswiadczen polegajgcych na analizach parazytologicznych

(metody immunofluorescencyjne i molekularne) préb wody pobranych z réznych zrédet: jeziora,
rzeka, wodociagi, basen, ktérych wyniki zamieszczone zostaty w tabelach 1-2. Interpretacja wynikéw
badan.

3) Bednarska M, Bajer A, Welc —Faleciak R, Czubkowski P, Teisseyre M, Graczyk TK, and
Jankowska .- First case of Enterocytozoon bieneusi infection in Poland. 2013. Annals of
Agricultural and Environmental Medicine, 20: 287-288.

IF 2012: 3,060*; punktacja MNiSW: 30; liczba cytowan: 7

Wktad habilitanta: 70%. Autor korespondencyjny. Pomystodawca koncepcji badan, wykonanie

analiz parazytologicznych (mikroskopowych, immunofluorescencyjnych i molekularnych). Analiza i
interpretacja wynikdw badan. Udziat w przygotowaniu manuskryptu. Przygotowanie odpowiedzi
na uwagi recenzentéw. Pozyskanie finansowania badan (grant nr N N404 101036).

4) Bednarska M, Bajer A, Sinski E, Wolska-Kusnierz B, Samoliniski B, Graczyk TK. 2014. The
occurrence of intestinal microsporidia in immunodeficient patients in Poland. Annals of
Agricultural and Environmental Medicine, 21:244-248,

IF 2014: 1.126; punktacja MNiSW: 10; liczba cytowan: 6
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Wktad habilitanta: 60%. Autor korespondencyjny. Pomystodawca koncepcji badan, wykonanie

analiz parazytologicznych (mikroskopowych, immunofluorescencyjnych i molekularnych). Analiza i
interpretacja wynikdw badan. Udziat w przygotowaniu manuskryptu. Przygotowanie odpowiedzi
na uwagi recenzentéw. Pozyskanie finansowania badan (grant nr N N404 101036).

5) Bednarska M, Bajer A, Welc-Faleciak R, Pawetas A. 2015. Cyclospora cayetanensis
infection in transplant traveller: a case report of outbreak. Parasit Vectors, 8:411.

IF 2015: 3.234, punktacja MNiSW: 35; liczba cytowan: 5

Wktad habilitanta: 80%. Autor korespondencyjny. Zaplanowanie i kierowanie badaniami oraz

wspotwykonanie analiz mikroskopowych, immunofluorescencyjnych i molekularnych materiatu
biologicznego. Przygotowanie wersji pierwszej manuskryptu. Przygotowanie odpowiedzi na uwagi
recenzentéw. Pozyskanie finansowania badan (grant nr N N404 101036).

6) Bednarska M, Jankowska |, Pawetas A, Piwczyniska K, Bajer A, Wolska —Kusnierz B,
Wielopolska M, Welc-Faleciak R. 2018. Prevalence of Cryptosporidium, Blastocystis, and
other opportunistic infections in patients with primary and acquired immunodeficiency.
Parasitology Research 117:2869-2879.

IF 2017: 2.558; punktacja MNiSW: 30; liczba cytowan: 0

5) Wktad habilitanta: 60%. Autor korespondencyjny. Pomystodawca koncepcji badan. kierowanie

badaniami oraz wspétwykonanie analiz mikroskopowych, immunofluorescencyjnych i
molekularnych materiatu biologicznego. Przygotowanie manuskryptu. Przygotowanie odpowiedzi
na uwagi recenzentéw. Pozyskanie finansowania badan (grant nr N N404 101036).

Sumaryczny wspétczynnik oddziatywania czasopism [Impact Factor (IF)], w ktérych ukazaty
sie publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania
(w przypadku pracy z roku 2018/19 wykorzystano ostatnig dostepng w bazach wartos¢ IF
2017) - 14,357

Liczba punktéw MNiSW za publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego — 145.

Liczba cytowan publikacji wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego do dnia ztozenia
whniosku (wg bazy Web of Science) — 57

* Brak danych dla roku 2013. Przyjeto wartos¢ dla roku 2012, w ktérym praca zostaty ztozona do druku (27
02.2012r.)
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¢) omowienie celu naukowego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikow wraz z omowieniem
ich ewentualnego wykorzystania

WSTEP

Pasozyty jednokomodrkowe (pierwotniaki i grzyby) wystepujg dos¢ powszechne na
catym Swiecie zaréwno u ludzi jak i u zwierzat. Dla ludzi s3 uciazliwymi gastro-
enteropatogenami, nie rzadko powodujac smierc swoich zywicieli. Zarazone tymi pasozytami
zwierzeta, ktdre sg zoonotycznym rezerwuarem tych patogendw, stanowig do$é duze
zagrozenie dla zdrowia publicznego. Zarazone zwierzeta przyczyniajg sie do skazenia cystami,
oocystami lub sporami (formy dyspersyjne) tych pasozytéw $Srodowiska zewnetrznego. W
Srodowisku poza zywicielem, na ogoét formy dyspersyjne stajg sie inwazyjne. Cztowiek
najczesciej zaraza sie tymi pasozytami na drodze pokarmowej, po przedostaniu sie form
inwazyjnych do organizmu z wodg lub zywnoscig (skazone warzywa, owoce, surowe lub
niedogotowane mieso). Jest to posrednia droga zarazenia bedaca przyczyng u ludzi parazytozy
nazywanej zoonozg (chorobg odzwierzecy). Do zarazenia tymi pasozytami moze dojs¢ takze
podczas bezposredniego kontaktu z chorym (zarazonym) cztowiekiem lub zwierzeciem.
Pasozyty te, najczesciej u ludzi z obnizong odpornoscig, wywotujg parazytozy z nasilajgcymi
sie objawami gastrycznymi (biegunki, bdle brzucha, nudnosci, wymioty). Kolejnym etapem
rozwijajacej sie parazytozy mogg by¢ zmiany gastroenteryczne m. in. stany zapalne jelit, drog
z6tciowych, watroby, lub pecherza moczowego, ptuc, nerek czy mdzgu [1-3].

W literaturze medycznej ta grupa pasozytéw okreslana jest mianem patogendow
oportunistycznych, wiadomo bowiem, ze u oséb immunokompetentnych zarazenie tymi
pasozytami przebiega bezobjawowo lub tagodnie, a objawy biegunkowe lub inne zaburzenia
jelitowe trwajg kilka, kilkanascie dni i samoistnie ustepujg. Natomiast u oséb z dysfunkcjg
uktadu immunologicznego dochodzi najczesciej do nietypowego i ciezkiego rozwoju
oportunistycznej parazytozy, trudnej do wyleczenia. Pojawia sie wodnista biegunka o duzej
intensywnosci (ang. cholera like diarrhea) i/lub inne dolegliwosci. Biegunka moze miec
rowniez charakter przewlekty prowadzac do odwodnienia, niedozywienia, spadku masy ciata
i w konsekwencji do wyniszczenia organizmu. Na dotkliwy oportunizm tych inwazji szczegdlnie
narazone sg osoby z naturalnie obnizong odpornoscig (dzieci, osoby starsze), osoby z
wrodzonymi i trwale nabytymi niedoborami odpornosci (np. AIDS -acquired immune
deficiency syndrome) oraz osoby przyjmujace leki immunosupresyjne np. po przeszczepach
lub ostabione innymi czynnikami (m. in. przewlekty stres, wyniszczajgce choroby przewlekte).

Pasozyty z rodzaju Cryptosporidium sg ‘klasycznymi’ oportunistycznymi patogenami czesto
wykrywanymi u osob z niedoborami odpornosci. U chorych na AIDS, w okresie przed
wprowadzeniem terapii antyretrowirusowej (ARV), kryptosporydioza byta czesto chorobg
Smiertelng ze wzgledu na brak skutecznego leczenia. Wiekszos¢ przypadkdw kryptosporydiozy
u ludzi wywotujg dwa gatunki: C. parvum, ktéry oprécz cztowieka pasozytuje ponad 100
gatunkéw ssakéw, oraz C. hominis wystepujacy gtownie u ludzi. Pozostate gatunki i
genogatunki Cryptosporidium, sposréd ponad 30 dotychczas opisanych, sg pasozytami typowo
zoonotycznymi i wstepujg przede wszystkim u réoznych gatunkéw zwierzat (ssakéw, ptakow,
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gadow). U oséb immunologicznie niekompetentnych niektére z tych pasozytéw np.
Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium felis, Cryptosporidium canis, Cryptosporidium
muris, Cryptosporidium suis wykazujg wtasciwosci patogeniczne i mogg byé czynnikiem
etiologicznym choroby pasozytniczej [4].

Inne mikropatogeny oportunistyczne takie jak Cyclospora cayetanensis, Cystoisospora
belli, Blastocystis hominis czy wewnatrzkomérkowe grzyby - mikrosporidia z rodzajow
Encephalitozoon i Enterocytozoon, takze mogg by¢ przyczyng uporczywych, wyniszczajgcych
biegunek. Badania naukowe potwierdzajg, ze mikrosporydia sg rowniez pasozytami réznych
grupy zwierzat domowych, gospodarczych i wolno zyjacych [5-6].

W trakcie badan epidemiologicznych dotyczacych jelitowych inwazji pasozytniczych nalezy
obowigzkowo uwzgledni¢ uwicionego pasozyta Giardia intestinalis. Jest to kosmopolityczny
pierwotniak, bedacy najczestszg przyczyng biegunek pasozytniczych u  0sob
immunokompetentnych. Czesto tez gatunek ten wystepuje w koinwazji z pasozytami
nalezgcymi do rodzaju Cryptosporidium, szczegdlnie w przebiegu inwazji u zwierzat [7].

Istotnym elementem kontroli oportunistycznych zarazen pasozytniczych, z punktu
widzenia zdrowia publicznego, jest poznanie zrodet i drég transmisji form inwazyjnych. Stadia
inwazyjne pasozytdw sg wydalane do $rodowiska zewnetrznego skazajac glebe i wode.
Cryptosporidium i Giardia sg najpowszechniej na swiecie przekazywane i przenoszone poprzez
skazong wode i glebe oraz przez zanieczyszczong zywnos$¢. W Polsce zoonotycznym
rezerwuarem tych pasozytéw sg najczesciej drobne gryzonie, bydto, zwierzeta ziemnowodne,
kopytne oraz domowe skazajace wode i glebe przyczyniajagc sie do skazenia Srodowiska
zewnetrznego [8-10].

CEL BADAN

Prace wchodzgce w sktad mojego osiggniecia naukowego dotyczg kompleksowej oceny
ryzyka wystepowania w Srodowisku, waznej dla zdrowia publicznego, duzej grupy
jednokomdrkowych gastro-enteropatogendw zagrazajgcych zdrowiu ludzi, szczegdlnie w
populacjach osdb z obnizong odpornoscia.

W publikacjach stanowigcych podstawe wskazanego osiggniecia naukowego: (i) ocenitam
rezerwuar zoonotyczny i ryzyko skazenia Srodowiska formami inwazyjnymi wybranych
gatunkéw pasozytédw, wykorzystujagc najnowsze metod molekularnej diagnostyki; (ii)
zbadatam najnowszymi technikami immunofluorescencyjnymi zywotnos¢/inwazyjnos¢ form
dyspersyjnych okreslonych gatunkéw pasozytdw wskazujgcg na realne zagrozenie
epidemiologiczne dla ludzi; (iii) okreslitam w badaniach klinicznych, na duzym
reprezentatywnym materiale, przy zastosowaniu metod molekularnej diagnostyki,
wystepowanie oraz chorobotwérczo$é wybranych inwazji pasozytniczych u oséb z
wrodzonymi i nabytymi niedoborami odpornosci.
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(i) RYZYKO SKAZENIA SRODOWISKA FORMAMI INWAZYINYMI CRYPTOSPORIDIUM |
GIARDIA.
(ii)) OCENA ZYWOTNOSCI FORM DYSPERSYJNYCH WYKRYWANYCH PASOZYTOW.

PUBLIKACIJE:

Bednarska M, Bajer A, Siiski E, Girouard AS, Tamang L, Graczyk TK. 2007. Fluorescent in situ
hybridization as a tool to retrospectively identify Cryptosporidium parvum and Giardia
lamblia in samples from terrestrial mammalian wildlife. Parasitology Research, 100: 455-460.

Bajer A, Toczytowska B, Bednarska M, Siiiski E. 2012. Effectiveness of water treatment for the
removal of Cryptosporidium and Giardia spp. Epidemiology and Infection, 140: 2014-2022.

Stadia dyspersyjne pasozytow-oocysty Cryptospordium i cysty Giardia wydalane sg w
ogromnych ilosciach z katem zarazonych zwierzat. Wykazujg duzg opornos¢ na zmienne
warunki srodowiskowe m. in. przesuszenie, przemrozenie, srodki dezynfekcyjne, co sprzyjaich
powszechnemu wystepowaniu w $rodowisku. Cryptosporidium i Giardia sg przenoszone
gtéwnie poprzez wode pitng i rekreacyjng, dlatego tez badania epidemiologiczne w wiekszosci
sg skoncentrowane na gatunkach zwierzat ziemnowodnych. Potwierdzity one, ze duze
epidemie wodnopochodne byty zwigzane z obecnoscia gatunkdw zywicielskich,
ziemnowodnych i wodnych ssakéw bytujgcych w doptywach stanowigcych rejony uje¢ wody
pitnej. Znacznie mniejsza waga jest przyktadana do badan nad gatunkami ssakéw lgdowych,
ktére stanowia szeroki rezerwuar zoonotyczny Cryptosporidium i Giardia, a oocysty i cysty
skazajgce glebe stopniowo przedostajg sie do wdd powierzchniowych [11].

Duze znaczenie dla badan epidemiologicznych kryptosporydiozy i giardiozy ma rozwdj
nowych technologii pozwalajgcych na identyfikacje oocyst i cyst w prdbach klinicznych i
srodowiskowych. Badania immunofluorescencjne stosowane czesto w badaniach
srodowiskowych wykrywajg rézne gatunki Cryptosporidium i Giardia, ktére nie zawsze sg
patogenne dla ludzi. Nie mozna takze oceni¢ ich zywotnosci/inwazyjnosci w badaniu tego
typu. Takze techniki, takie jak tancuchowa reakcja polimerazy (PCR), wewnetrzny PCR (nested-
PCR) i/lub analiza polimorfizmu dtugosci fragmentdw restrykcyjnych (RFLP), chociaz sg bardzo
czute, nie umozliwiajg oceny zywotnosci, a wiec potencjatu inwazyjnego wykrytych
pasozytéw. Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH), po raz pierwszy zastosowana do tego
typu badan jest technikg rozwigzujgcg oba problemy, czyli pozwala na identyfikacje gatunku
C. parvum i G. intestinalis i zarazem ocene jego zywotnosci. W badaniach FISH wykorzystuje
sie: (i) barwienie immunofluorescencyjne (IFA), gdzie w reakcji bezposredniej znakowane
przeciwciata wigzga sie z antygenami $cian oocyst Cryptosporidium/cyst Giardia barwiac je na
zielono (znacznik - izotjocyjanian fluoresceiny). Rdézne wielkosci i ksztatty form dyspersyjnych
(oocysty Cryptosporidium sg kuliste o $r. 5 um, cysty Giardia sg owalne 7-10 um) pozwalajg na
uzycie tego samego barwnika do diagnostyki dwodch rodzajéw pasozytow; (ii) sondy
oligonukleotydowe CRY-1, GIAR-4 i GIAR-6 znakowane fluorochromem, ktére hybrydyzujg ze
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specyficznymi sekwencjami 18S rRNA obydwu gatunkdw pasozytow. Poniewaz sekwencje
rRNA sg obecne w duzych liczbach kopii jedynie w zywych organizmach dlatego tez metoda
FISH pozwala na odréznienie inwazyjnych cyst/oocyst od stadidéw nieinwazyjnych, niezdolnych
do zarazenia i wywotania choroby. Nalezy podkresli¢, ze RNA i DNA gatunkdéw Cryptosporidium
i Giardia sg dosy¢ stabilne, co utatwia analizy retrospektywne [12].

W ramach przeprowadzonych badan srodowiskowych wykorzystano techniki fluorescencyjne
(IFA - fluorescent immunoassay, FISH) do identyfikacji oocyst/cyst C. parvum i G. intestinalis w
probach srodowiskowych (kat, woda) oraz scharakteryzowano wystepowanie i intensywnos¢
inwazji tymi pasozytami u poszczegdlnych gatunkéw dzikich zwierzat, od ktdrych zostaty
pozyskane. W ramach prowadzonych badan retrospektywnie przebadalismy 45 prébek katu
pochodzacych od pieciu gatunkéw ssakéw z terenéw Polski: zubra, wilka i trzech gatunkéw
drobnych gryzoni powszechnie wystepujgcych w Polsce, myszy lesnej (Apodemus flavicollis),
nornicy rudej [Myodes glareolus (wczesniejsza nazwa Clethrionomys glareolus)] i nornika
zwyczajnego (Microtus arvalis). Do badan wybraliSmy préby, ktére byty przechowywane od 6
do 36 miesiecy w réznych temperaturach (-20°C, +4°C, +20°C) i mediach (PBS, dwuchromian
potasu, bez medium). W przeprowadzonej analizie z wykorzystaniem potgczonych testow IFA
i FISH stwierdzono, ze czestos¢ wystepowania zarazen C. parvum i G. intestinalis byta
najwyzsza u gryzoni (Srednio 68,5%) w porownaniu do czestosci inwazji stwierdzonych w
probach pochodzacych od zubréw (13%) i wilkdw (20%). U gryzoni najczesciej tez wystepowaty
koinwazje obydwu gatunkdéw pasozytéw (52%) w pordwnaniu do liczby koinwazji u
pozostatych gatunkéw badanych ssakéw (13,2%). Przeprowadzone badania byty pierwszymi z
wykorzystaniem techniki FISH w retrospektywnych badaniach préb katowych. Otrzymano
wysokiej jakosci obrazy w mikroskopie fluorescencyjnym z prob katowych dtugo
przechowywanych (do 36 mies.) w réznych temperaturach (-20°C, +4°C, +20°C). Wykazano
takze, ze oocysty Cryptosporidium tylko w niewielkim odsetku byly zniszczone i nie
wybarwione przez sondy nukleotydowe. Okofo 95% oocyst byto potencjalnie zdolnych do
wywoftania inwazji. Cysty Giardia okazaty sie by¢ bardziej wrazliwe na zmienne warunki i czas
przechowywania. Jedynie niewiele ponad 30% cyst tego gatunku byto ‘zZywych’, a wiec
inwazyjnych dla cztowieka. Wykazalismy, ze wolno zyjgce gryzonie stanowig rezerwuar
zoonotyczny C. parvum i G. intestinalis. Potwierdziliémy takze, ze oocysty Cryptosporidium s3
bardzo oporne na niekorzystne warunki srodowiskowe i stanowig niebezpieczenstwo
trwatego skazenia srodowiska i wod powierzchniowych formami inwazyjnymi pasozyta. W
naszych badaniach wykazaliSmy, ze metoda FISH jest skutecznym narzedziem w
retrospektywnych parazytologicznych badaniach srodowiskowych.

Biorgc pod uwage wyniki przedstawionych badan mozna zatozy¢, ze dochodzi do naturalnego
skazenia gleb i wdd na terenach zamieszkiwanych przez zarazone zwierzeta. W Polsce wody
powierzchniowe obejmujg 5572 km2 (1,8%) obszaru kraju i czesto stanowig gtdwne Zrddto
wody pitnej w miastach. Skazenie zrodet wody oocystami/cystami Cryptosporidium/Giardia
nie jest rutynowo monitorowane, takze badania naukowe w tej dziedzinie sg rzadkoscig w
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naszym kraju. Nieliczne analizy potwierdzajg wystepowanie tych pasozytéw w wodach z okolic
Poznania i Trojmiasta [13-14].

Mikroskopowa wielko$¢ form dyspersyjnych, szczegélnie oocyst Cryptosporidium (5um) oraz
ich opornos¢ na zniszczenie sprawiajg, ze pasozyty mogg by¢ nie w petni eliminowane w
procesach uzdatniania wody wodociggowej. W przeprowadzonych badaniach, przy
wspotpracy z Instytutem Techniki Budowlanej w Warszawie, z wykorzystaniem badan
immunofluorescencyjnych, okreslono stopien zanieczyszczenia oocystami i cystami
Cryptosporidium i Giardia wybranych wdéd powierzchniowych oraz zrédet wody pitnej w
Polsce. Przetestowano takze skutecznos¢ filtracji wody oczyszczonej przy uzyciu specjalnie
skonstruowanej kasety filtracyjnej z wysoce separacyjnymi specjalistycznymi filtrami (Filta-
Max; IDEXX, USA). Przebadano 94 préoby wody z réznych regionéw Polski, o objetosci od 30
|/préba (wody powierzchniowe) do ponad 1000 |/préba (wody wodociggowe). W
przeprowadzonych badaniach wykazano, ze wiekszo$¢ (84%) przebadanych wod
powierzchniowych jest zanieczyszczona oocystami Cryptosporidium, a w ponad potowie
wystepujg cysty Giardia (60%). W potowie badanych rzek i jezior stwierdzono formy
dyspersyjne obydwu rodzajow pasozytdw. Analiza préb wody filtrowanej z uzyciem kasety
filtracyjnej wykazata, ze zanieczyszczenie cystami i oocystami préb wody oczyszczonej jest
kilkukrotnie zmniejszone. W surowych prébach wody powierzchniowej srednia intensywnos$é
wynosita 9 (oo)cyst /10 |, podczas gdy po procesie filtracji, w oczyszczonych prébach wody
liczba pasozytéw wyniosta 0,06 (oo)cyst/10 |. Analiza mikroskopowa stopnia uszkodzenia form
dyspersyjnych wykazata, ze w procesie filtracji wody oocysty Cryptosporidium oprocz
ograniczenia ich liczby ulegaja takze znacznemu zniszczeniu.

Podsumowujgc: (i) pasozyty z rodzajéw Cryptosporidium i Giardia wystepujag w wodach
powierzchniowych i wodociggowych w Polsce; (ii) odpowiedni proces uzdatniania wody
znaczgco zmniejsza liczbe pasozytéw; (iii) metody fluorescencyjne sg skuteczne w monitoringu
wody i wykrywaniu Cryptosporidium i Giardia w wodach réznego typu.

(iii) OKRESLENIE CZESTOSCI WYSTEPOWANIA ORAZ CHOROBOTWORCZOSCI WYBRANYCH
INWAZJI PASOZYTNICZYCH U OSOB Z WRODZONYMI | NABYTYMI NIEDOBORAMI
ODPORNOSCI.

Wyniki przeprowadzonych badain srodowiskowych oraz wczesniejsze badania u ludzi
stanowity dla mnie przestanke do analiz epidemiologicznych, ze szczegdlnym uwzglednieniem
0sOb z niedoborami odpornosci. Najczestszymi objawami inwazji pasozytniczych uktadu
pokarmowego sg dolegliwosci jelitowe. Biegunka moze by¢ takie pierwszym z objawow
zaburzen odpornosci. Jest ona czesto przewlekta i znacznie przedtuzona w przebiegu chordb
oportunistycznych, moze prowadzi¢ do odwodnienia i utraty masy, a w konsekwencji do
zagrozenia zycia. Przedstawione ponizej badania byly czesciowo finansowane z projektu
MNiSzW nr. NN404101036 pt. ,Zagrozenie infekcjami oportunistycznymi wywotanymi przez



Matgorzata Bednarska
ZAtACZNIK NR 2 [Autoreferat (w jezyku polskim)]

pasozyty u ludzi z niedoborami odpornosci”, ktérego bytam kierownikiem oraz prowadzone
byty przy wspdtpracy z nastepujgcymi osrodkami medycznymi: (1) Klinika Gastroenterologii,
Hepatologii i Zaburzen Odzywiania Centrum Zdrowia Dziecka, Warszawa (2) Poradnia Choréb
i Transplantacji Watroby CZD, Warszawa (3) Klinika Gastroenterologii i Hepatologii, Centrum
Onkologii, Warszawa (4) Instytut Hematologii i Transfuzjologii, Warszawa (5) Samodzielny
Publiczny Szpital Kliniczny, Otwock.
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Wyniki przedstawione w kolejnych dwdch opracowaniach dotyczg wystepowania u ludzi
zarazen dwoma jelitowymi mikrosporydiami Enterocytozoon bieneusi (E. bieneusi) i
Encephalitozoon intestinalis (En. Intestinalis). Pasozyty te sg wyspecjalizowanymi grzybami
wewnatrzkomdrkowymi, ktére w obrebie jelit zarazajg enterocyty i s3 odpowiedzialne za
inwazje przewodu pokarmowego i drég zétciowych u ludzi. Dodatkowo gatunek En. intestinalis
zasiedla makrofagi i komérki srédbtonka, a po fazie inwazji jelitowej, czesto bezobjawowej,
wywotuje rozsiane infekcje m. in. watroby, nerek, pecherza moczowego, osrodkowego uktadu
nerwowego lub narzadu wzroku, w szczegdlnosci rogéwki. Dwa pokrewne gatunki En. cuniculi
i En. hellem, typowo zoonotyczne, tez mogg by¢ przyczyng rozsianych inwazji u ludzi
immunologicznie niekompetentnych. Zainteresowanie t3 grupa pasozytéw rozpoczeto sie od
rozwoju pandemii AIDS na catym swiecie. W 1985 roku gatunek E. bieneusi, a w 1992 gatunek
En. intestinalis stwierdzono po raz pierwszy u ludzi, obydwa przypadki opisano u pacjentéw
zarazonych wirusem HIV. Od tego czasu mikrosporydia zostaty uznane jak etiologiczny czynnik
zarazen oportunistycznych. Kliniczny przebieg mikrosporydiozy zalezy od statusu
immunologicznego pacjenta. Do grup ryzyka nalezg oprécz oséb z HIV/AIDS, biorcy
przeszczepdéw leczeni lekami immunosupresyjnymi, osoby podrdzujace, dzieci i osoby starsze.

Stan epidemiologiczny mikrosporidiozy w Polsce jest bardzo stabo poznany. Nie istniejg
dane na temat zarazen jelitowych u pacjentow leczonych immunosupresyjnie przed i po
transplantacji narzaddw. Przeprowadzone badania pozwolity na przebadanie dzieci z
wrodzonymi niedoborami odpornosci i dorostych pacjentéw leczonych immuosupresyjnie
oraz opisanie pierwszego przypadku zarazenia E. bieneusi u biorcy przeszczepu w Polsce.
Badania prowadzono przy wspotpracy z Poradnig Choréb i Transplantacji Watroby Centrum
Zdrowia Dziecka w Warszawie.
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W trakcie czterech miesiecy badan, przebadano 60 dzieci z przeszczepem watroby. Tylko
u czterech z nich wystepowaty objawy jelitowe. Wszystkie préby przebadano metodami
mikroskopowymi (Chromotrop 2R) i molekularnymi (PCR) w kierunku inwazji E. bieneusi i En.
intestinalis. Pozytywne wyniki PCR uzyskano dla jednej osoby (1/60=1,7%). Analiza
filogenetyczna uzyskanej sekwencji DNA wykazata 100% identycznosci z izolatem E. bieneusi
pochodzgcym od cztowieka chorego na AIDS oraz bliskie pokrewiefAstwo z Enterocytozoon sp.
pierwotnie wyizolowanym od psa (97,39%), co moze Swiadczy¢ o zoonotycznym charakterze
izolatu. Zarazona pacjentka byfa trzy miesigce po przeszczepie oraz z chorobami
towarzyszagcymi: mukowiscydoza, hiperglikemia i zakazeniem HCV. Inwazja E. bieneusi byta
bezobjawowa. Jako leczenie immunosupresyjne przyjmowata tacrolimus (0,13 mg/kg/dzien) i
mykofenolan mofetilu (25,6 mg/kg/dzien). Zgodnie z naszg wiedzg jest to pierwszy w Polsce
wykryty przypadek inwazji E. bieneusi, potwierdzony metodami molekularnymi. Na podstawie
doniesien literaturowych do 2012 roku opisano niewiele ponad 20 inwazji Encephalitozoon
spp. i E. bieneusi u oséb po transplantacji, gtéwnie organdw i tylko 5 przypadkow u pacjentéw
po przeszczepie watroby [15-16].

Mikrosporydioza pomimo, ze jest wykrywana u ludzi na catym $wiecie, to dane dotyczace
wystepowania i rozmieszczenia geograficznego mikrosporydidow sg niekompletne, zalezne od
stosowanych metod diagnostycznych i grup ryzyka. Najlepiej przebadang grupg pacjentéw sg
osoby HIV-pozytywne lub chore z AIDS, natomiast badania epidemiologiczne s nadal
niewystarczajgce [17-18]. W Polsce wykrywanie mikrosporydiéw nie jest rutynowo stosowane
w praktyce klinicznej.

Opisane badania obejmuja dwie grupy pacjentéw: 31 dzieci z wrodzonymi niedoborami
odpornosci oraz 49 dorostych pacjentdow z immunosupresjg indukowang medycznie przed/ po
transplantacji szpiku lub organdéw. w analizach wykorzystano metody mikroskopowe i
molekularne. Do barwienia rozmazéw katowych zastosowano metode dedykowang do
wykrywania mikrosporydiéw - barwienie Chromotrop-2R (barwnik trichromowy Wheatley’a).
W preparatach barwionych spory mikrosporydidow majg wielkos¢ 1-2 um i wybarwiajg sie na
kolor jasnordzowy, a tto wybarwia sie na kolor zielony. Spory mikrosporydiéw majg wyrazne
centralne przejasnienie, ktére pozwala na odrdznienie ich od bakterii. Wszystkie pozytywne
rozmazy zostaty zweryfikowane przy wspdtpracy z laboratorium Environmental Health
Sciences, Johns Hopkins Bloomberg School of Public Health, USA.

Diagnostyka molekularna opierata sie na 3 parach starteréw amplifikujgcych DNA matej
podjednostki SSU rRNA pasozytdw. W pierwszym etapie wykrywano DNA dwdch rodzajow
Encephalitozoon i Enterocytozoon. W drugim etapie, w dwéch réznych reakcjach, wykrywano
DNA okreslonych gatunkéw: E. bieneusi i En. intestinalis. U 12,5 % pacjentow potwierdzono
wystepowanie mikrosporydiow. W trzech przypadkach potwierdzono inwazje En. intestinalis
w gatunkowo- specyficznym badaniu PCR. W pozostatych przypadkach inwazje
mikrosporydiami okreslono jedynie na podstawie obserwacji mikroskopowych lub 'szerokich
starterach', ktore nie pozwalajg na rozrdznienie gatunkdow. W wiekszosci przypadkéw
mikrosporydioza byta bezobjawowa, biegunka wystgpita jedynie u dwdch pacjentdw. Znacznie
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czesciej inwazje mikrosporydiami potwierdzono u osdb dorostych (17%) w stosunku do
badanych dzieci (6%). Podobne wyniki uzyskano w badaniach pacjentéw z przewlekty
biegunka (6 - 17% dla dzieci i 0s6b starszych) [19-20]. Czestos¢ wystepowania mikrosporidiéw
u pacjentéw z HIV / AIDS na $wiecie waha sie od 5% do 50% [21-23].

Gtéwne osiggniecia:

Badania przedstawione w powyzszych publikacjach sg pierwszymi epidemiologicznymi
analizami przeprowadzonymi w Polsce, w zakresie wystepowania mikrosporydiéw u
pacjentéw z pierwotnymi i nabytymi niedoborami odpornosci. Wystepowanie grzybdéw z
rodzajow Enterocytozoon/Encephalitozoon w naszych badaniach na poziomie 12% sugeruje,
Ze te patogeny powinny by¢ brane pod uwage jako jeden z czynnikéw etiologicznych choréb
u pacjentéw z wrodzonymi niedoborami odpornosci lub stosujacych leki immunosupresyjne
np. przed lub po przeszczepie. Dodatkowo bezobjawowe, ale dos$é¢ czeste inwazje
mikrosporydidéw moga stanowi¢ czynnik ryzyka dla zdrowia w przypadkach zaawansowanej
dysfunkcji systemu odpornosciowego.

PUBLIKACIA:

Bednarska M, Bajer A, Welc-Faleciak R, Pawetas A. 2015. Cyclospora cayetanensis infection
in transplant traveller: a case report of outbreak. Parasites & Vectors, 8:411.

W trakcie wyjazdow do krajow lezagcych w strefie podzwrotnikowej i zwrotnikowej
podrdzni narazeni sg m. in. na inwazje typowe dla odwiedzanych regionéw geograficznych.
Czesto osoby wizytujgce sg bardziej podatne na zarazenia patogenami, ktére wystepuja
endemicznie, a rozwdj inwazji pasozytniczych moze mie¢ nasilony przebieg. Do takich
pasozytéw wywotujgcych tzw. 'biegunke podrdznych' nalezy oprdocz Cryptosporidium i Giardia,
gatunek Cyclospora cayetanensis. Zarazenia wystepujg gtdwnie u podrdinych oraz
mieszkanncdw na endemicznych obszarach Haiti, Gwatemali, Peru, Nepalu, a takze w Stanach
Zjednoczonych, Ameryce Srodkowej i Potudniowej Azji poprzez spozycie $wiezych warzyw,
owocow, ziét lub wody zanieczyszczonej oocystami - formami inwazyjnymi pasozyta.
Cyklosporoza jest rzadkg chorobg, szczegdlnie w Europie gdzie zachorowania sg na ogot
stwierdzane u 0séb podrézujgcych do obszaréw endemicznych i/lub pacjentami z HIV/AIDS.
Ryzyko zarazenia wzrasta u 0séb zazywajgcych leki immunosupresyjne [24-28].

W publikacji przedstawiono przypadek inwazji wodnopochodnej C. cayetanensis u
trzech mezczyzn z Polski, ktérzy powrdcili z ostrg biegunkg po podrézy do Indonezji w
listopadzie 2013 roku. Objawy zaburzen jelitowych pojawity sie u wszystkich trzech oséb w
ciggu 5-14 dni, ale przebieg choroby byt inny u kazdego z podréznych. Biegunka byta
najbardziej dokuczliwa i przewlekta u pacjenta po przeszczepie nerki przebytym w 2010 r.
Efektem trzymiesiecznej biegunki wystepujgcej u chorego z minimum dziesiecioma
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wypréznieniami dziennie byt 15 kg ubytek masy ciata oraz dwukrotna hospitalizacja z powodu
odwodnienia. Diagnoza i leczenie przeprowadzone w tym czasie byto nieskuteczne. Pozostate
dwie osoby, immunokompetentne, zwalczyty objawy inwazji w ciggu 2-4 tygodni. W Zaktadzie
Parazytologii, w 3 miesigce po zarazeniu, przeprowadzono badania mikroskopowe i
molekularne préb katowych pochodzacych od biegunkowego pacjenta bedacego po
transplantacji nerki. Rozmazy katowe barwiono technika Ziehl-Neelsena, ktéra pozwala na
wykrycie takich gatunkéw pierwotniakdw jak Cryptosporidium, Cyclospora, Cystoisospora. W
naszym badaniu wykryto oocysty Cyclospora o wymiarach ok. 8-10 um, ktdre barwig sie na
kolor ré6zowy z widoczng wewnatrz niezréznicowang zawartoscig (oocysta przed sporulacj3)
lub dwoma sporocystami (oocysta po sporulacji). W drugim etapie badan przeprowadzono
analizy molekularne z wykorzystaniem specyficznych starteréw amplifikujgcych fragment
genu 18S rRNA, ktorymi potwierdzono inwazje C. cayetanensis u badanego pacjenta.
Okreslenie gatunku pasozyta pozwolito na wdrozenie wtasciwego leczenia trimethoprimem i
sulfametoksazolem przez okres 10 dni. Objawy biegunki zaczety ustepowaé stopniowo od
pigtego dnia i ustgpity w 8 dniu leczenia. Zahamowana zostata réwniez utrata masy ciata
pacjenta. Trzy miesigce po zakonczeniu leczenia przeprowadzono w Zaktadzie Parazytologii
badania kontrolne, wykonane metodami mikroskopowymi i PCR, ktdre nie potwierdzity
obecnosci oocyst w otrzymanych prébkach.

Inwazje C. cayetanensis rzadko wystepujg u biorcéw przeszczepdw nerki i ryzyko
zarazenia nie wydaje sie by¢ wysokie. Wazne jest jednak, aby w diagnostyce réznicowej
podczas ciezkich, przewlektych biegunek u oséb z obnizong odpornoscig uwzgledniaé ten
gatunek obok czesciej wystepujgcych inwazji Giardia, Cryptosporidium czy mikrosporydiéw.
Prawidtowa diagnoza ma zasadnicze znaczenie dla zastosowania odpowiedniego leczenia,
gdyz w przypadku btednego rozpoznania moze dojs¢ do silnego odwodnienia i zagrozenia
zycia.

W opisanym przypadku najbardziej prawdopodobng przyczyng inwazji wydaje sie byé
wypicie niebutelkowanej wody podczas positku spozytego w lokalnej restauracji. Brak
informacji o zdrowiu pozostatych klientéow, ktérzy odwiedzili restauracje w tym dniu, nie
pozwala okresli¢ rzeczywistego zasiegu omdwionej powyzej inwazji wodnopochodnej. W
literaturze, oprécz obecnego przypadku, opisano dziewie¢ epidemii wodnopochodnych
wywotanych przez C. cayetanenesis, w tym jeden rodzinny przypadek inwazji tym gatunkiem
[29].

Gtéwne osiggniecia

Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg, ze osoby po przeszczepie nerek mogg byé
podatne na dfugotrwatg cyklosporoze. Wykrycie zarazenia Cyclospora moze byé
problematyczne, ale doktadna identyfikacja gatunku pasozyta jest konieczna do wdrozenia
skutecznego leczenia. Wystepowanie inwazji C. cayetanensis powinno by¢ uwzgledniane w
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badaniach u oséb powracajgcych z regiondw endemicznych, ze szczegdlnym uwzglednieniem
pacjentéw z niedoborami odpornosci.

PUBLIKACIA:

Bednarska M, Jankowska I, Pawetas A, Bajer A, Piwczynska K, Wolska—Kusnierz B,
Wielopolska M, Welc-Faleciak R. 2018. Prevalence of Cryptosporidium, Blastocystis, and
other opportunistic infections in patients with primary and acquired immunodeficiency.
Parasitology Research, 117:2869-2879.

Zarazenia pasozytnicze mogg stanowié istotny problem u oséb z niedoborami
odpornosci zarowno wrodzonymi jak i nabytymi. Kilkuletnie badania pozwolity okresli¢
czestos¢ wystepowania mikropatogendw jelitowych u hospitalizowanych pacjentéw o réznym
statusie immunologicznym.

W chwili obecnej ok. 30 zoonotycznych gatunkéw Cryptosporidium stanowig
zagrozenie przede wszystkim dla o0séb z obnizong odpornosci3. U o0séb
immunokompetentnych dwa gatunki C. hominis typowo antroponotyczny i antropo-
zoonotyczny C. parvum sg przyczyng biegunek na catym Swiecie, ale coraz czesciej C.
meleagridis (pierwotnie zarazajacy ptaki) takze jest wykrywany u tej grupy pacjentéw.
Pozostate gatunki zoonotyczne sg zazwyczaj przyczyng uporczywych biegunek, czesto
zagrazajgcych zdrowiu i zyciu 0séb z obnizong odpornoscia. Inne jednokomdrkowe pasozyty
(m. in. Cyclospora, Cystoisospora, Microsporidia czy Blastocystis) mogg by¢ réwniez
czynnikami etiologicznymi dolegliwosci zotgdkowo-jelitowych lub w skrajnych przypadkach
by¢ przyczyng rozsianych inwazji zagrazajgcych zyciu [30].

W przeprowadzonej analizie, podsumowujgcej kilkuletnie badania pacjenci (121
mezczyzn i 164 kobiety w tym 221 dzieci i 64 osoby doroste), ze wzgledu na rézny status
immunologiczny, zostali podzieleni na trzy grupy. Pierwsza grupa to 45 pacjentow
immunokompetentnych. Drugg grupe stanowito 155 pacjentéw z fagodnymi niedoborami
odpornosci (m. in. pospolity zmienny niedobdér odpornosci [CVID], pierwotny niedobdr
odpornosci IgA, choroba przewlekta lub transplantacja z zastosowaniem matych dawek 1-2
lekéw immunosupresyjnych). Do trzeciej grupy zaliczyliczono 85 pacjentéw z ciezkim
niedoborami odpornosci (m. in. wrodzone niedobory odpornosci [PID], wysokie dawki lekow
po transplantacjach lub inne przypadki wymagajgce zastosowania 2-3 medycznych srodkow
immunosupresyjnych).

U 147 dzieci po transplantacji watroby immunosupresje farmakologiczng utrzymywano
lekami: takrolimus (TAC), syrolimus (SIR), cyklosporyna (CSR) osobno lub tgcznie ze steroidami
(ST), mykofenolanem mofetylu (MMF) lub azatiopryng (AZP). Pacjenci z tej grupy rzadko mieli
biegunke lub inne zaburzenia jelitowe (6/147). U wiekszosci dzieci z wrodzonymi niedoborami
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odpornosci wystepowaty przewlekte lub nawrotowe biegunki (22/34). U 19 z 40 dzieci
immunokompetentnych stwierdzano przewlekte biegunki o nieustalonej etiologii.

U dorostych pacjentéw nabyte zaburzenia odpornosci wynikaty z réznych ciezkich i/lub
przewlektych choréb i/lub stosowanych terapii [choroba Lesniowskiego-Crohna (CD),
wrzodziejgce zapalenie jelita grubego (UC), zakazenie Clostridium difficile (CDI), zakazenia
wirusem cytomegalii (CMV), reumatoidalne zapalenie stawdéw (RAS), autoimmunologiczna
enteropatia (AIE), zespot hipereozynofilowy (HES), powszechny zmienny niedobdr odpornosci
(CVID), rak drog z6tciowych (CCC), nieokreslona opornosé immunologiczna (UIR), radioterapia
(RTx)] i / lub leki stosowane [glukokortykoidy (GKS), AZP, 6 -merkaptopuryna (6-MP), MMF,
Infliximabum (IFX). Wiekszos$¢ pacjentdw z tej grupy wykazywata przewlektg biegunke i/lub
inne objawy jelitowe (54/64) czesto do kilku miesiecy.

W badaniach zastosowano metody mikroskopowe (barwienie Ziehl-Neelsena i
Chromotro 2R) w tym immunofluorescencyjne (IFA Cryptosporidium/Giardia) oraz
molekularne, ktdére opisane zostaly we wczesniejszych opracowaniach. W diagnostyce
molekularnej w kierunku Cryptosporidium oprécz amplifikacji fragment genu 18S rRNA przy
uzyciu specyficznych starteréow dodatkowo, do potwierdzenia zarazenia gatunkiem
zoonotycznym C. felis, uzyto zestawu starteréw dla grupy Apicomplexa.

Analizujgc wyniki wieloletnich badan okreslono, ze zarazenia mikropatogenami wystepowaty
4 razy rzadziej u dzieci (3,2 %) niz u dorostych 12,9% (p = 0,226). Przebadani pacjenci byli
zarazeni réznymi gatunkami Cryptosporidium oraz G. intestinalis, C. cayetanensis B. hominis i
mikrosporidiami z rodzajéw Encephalitozoon i Enteroctozoon. Wystepowaty znaczne rdznice
w czestosci wystepowania pasozytniczych Protista (Cryptosporidium, Giardia, Cyclospora) u
mezczyzn (5%) i kobiet (0,6%) (p = 0,015, df =1, x2 = 5,885). Wiekszos¢ zarazen pasozytniczych
odnotowano u pacjentéw z ciezkimi niedoborami odpornosci (6,1%) dla ktérych najwieksze
zagrozenie stanowity pasozyty nalezgce do taksonu Apicompexa (obejmuje wytgcznie gatunki
pasozytnicze): Cryptosporidium lub Cyclospora. U pacjentéw z tagodng Ilub bez
immunosupresji inwazje pasozytnicze stwierdzano znacznie rzadziej, odpowiednio u 0,6% i
2,2% przebadanych osdb.

W opisywanych badaniach diagnostycznych zostata udokumentowane przypadki
przewlektej kryptosporydiozy (C. meleagridis i Cryptosporidium sp.) [31] oraz proces
wyleczenia przesledzony w latach 2007-2011. U pacjenta z Hiper IgM zarazonego
C. meleagridis doszto do wyleczenia po czterech przeszczepach szpiku kostnego. Pacjent z
przewlekta kryptosporidiozg, u ktérego zdiagnozowano niedobédr limfocytéw CD40+ oraz
stwardnienie drég zdfciowych wymagat przeszczepu szpiku kostnego, a takze przeszczepu
watroby po wystgpieniu powiktan pod postacig GVHD (graft-versus-host disease). W obu
przypadkach problem z kryptosporydiozg zostat rozwigzany i w ciggu kilku lat nie
zaobserwowano nawrotu zarazenia Cryptosporidium.

Inny gatunek C. felis (pasozyt kotdéw) byt przyczyng przewlektej biegunki, ktéra
spowodowata utrate masy ciata oraz zagrozenie odrzucenia przeszczepu watroby u 9 letniej
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dziewczynki. Kryptosporydioza wigzata sie z wieloma powiktaniami watrobowo-jelitowymi.
Zarazona dziewczynka mieszka w wiejskim otoczeniu, majac bezposredni kontakt ze
zwierzetami domowymi, psami i kotami oraz innymi zwierzetami hodowlanymi. Najbardziej
prawdopodobnym Zrédtem inwazji byly koty z najblizszego otoczenia. U dzieci z krajéw
rozwijajacych sie C. felis odpowiada za 3,3% wszystkich przypadkéw kryptosporydiozy [32]. W
tym przypadku zakazenie C. felis nie zostato wykryte w tescie immunofluorescencyjnym
przeznaczonym do wykrywania szerokiego zakresu gatunkéw Cryptosporidium w prébkach
katu pochodzacego od ludzi, prawdopodobnie ze wzgledu na odrebno$¢ markeréow tego
gatunku (profil zoonotyczny). Inwazje potwierdzono w badaniach mikroskopowych, stosujac
barwienie Ziehl-Neelsena oraz technikg PCR. Wyniki te sugerujg, ze konieczne jest
zastosowanie dwdch réznych metod wykrywania Cryptosporidium szczegdlnie w przypadku
0s6b z niedoborami odpornosci. Rozpoznanie oparte wytacznie na jednym badaniu
mikroskopowym lub immunofluorescencyjnym, badz jedynie wybranej metodzie
molekularnej moze prowadzi¢ do uzyskania wynikow fatszywie ujemnych.

Oprécz dobrze poznanych pasozytéw, okreslono takze czesto$¢ wystepowania
Blastocystis hominis, jednokomdrkowego organizmu o zmiennej pozycji systematycznej i nie
do konca zbadanej patogennosci. Ryzyko zarazenia wzrasta przy niedoborach odpornosci, a
zrodto zarazenia moze byé wodnopochodne lub zoonotyczne.

W sprzyjajacych dla pasozyta warunkach B. hominis powoduje zaburzenia jelitowe, ale
infekcja moze by¢ rowniez samo-ograniczajgca sie lub bezobjawowa. Takie zréznicowanie w
zdolnosci pasozyta do wywotania objawéw moze mie¢ zwigzek z jego zrdznicowaniem
genetycznym w obrebie gatunku (subtype — ST). Najbardziej dominujagcym podtypem
wykrywanym u ludzi jest podtyp ST-3 wykrywany w 42-92% przypadkach. Rzadziej u ludzi
identyfikowane sg podtypy ST-1 (7,7-25%), ST-6 (10 - 22,9%), ST-2 (1,3 do 32,1%) lub ST-4 (1,3
- 37,5%). Pozostate genotypy (ST-5, ST7-9) wykrywane s3 w duzo mniejszych odsetkach [33,
34].

W przeprowadzonych badaniach zarazenia B. hominis wykryto tylko u dorostych
pacjentéw (4,7%). Podtyp ST-2 wykryto u pacjenta z obnizong odpornoscig, wrzodziejgcym
zapaleniem okreznicy oraz koinfekcjg Cytomegalowirusem (human herpesvirus-5)/Clostridium
difficile. U oséb immunokompetentnych, u ktérych wystepowat miedzy innymi zmienny rytm
wyprdznien, inwazja Blastocystis zwigzana byta z podtypem ST-3. Ze wzgledu na
retrospektywny charakter badan zastosowano wytgcznie metody molekularne. W diagnostyce
tej parazytozy zalecane jest takze badanie oparte na hodowli komdérkowej. Badania tymi
dwoma metodami znaczaco podnoszg wykrywalnosci form rozwojowych Blastocystis.
Chorobotwadrczosé Blastocystis nie jest w petni potwierdzona. Wskazane sg dalsze badania w
celu okreslenia potencjalnego ryzyka zachorowania zwigzanego z inwazyjnoscig oraz z
potwierdzeniem patogennosci poszczegdlnych podtypdéw tego pasozyta.

Biegunka po przeszczepieniu organdéw jest czestym i niepokojgcym zjawiskiem u
pacjentéw. W naszych badaniach objawy ze strony przewodu pokarmowego byty czesciej
zgtaszane u dzieci z wrodzonymi niedoborami odpornosci (65%) i dorostych pacjentow (84%).
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W grupie dzieci po przeszczepie watroby tylko 2% z nich byto zarazonych pasozytami i
sporadycznie wystepowata biegunka (4%). Biegunka zazwyczaj jest czestym objawem
ubocznego dziatania lekéw immunosupresyjnych (mykofenolanu mofetylu (MMF),
cyklosporyny A (CSA), takrolimusa i syrolimusa) lub innych czynnikéw zakaznych np. wiruséw
(np. wirusa cytomegalii), bakterii lub grzybéw (m.in. Clostridium difficile).

PODSUMOWANIE

Najwazniejsze moje osiggniecia wynikajace z badan, ktére prowadzitam:

1. Potwierdzenie, ze pasozyty z rodzaju Cryptosporidium i Giardia wystepujg czesto w
préobach srodowiskowych pochodzgcych od zwierzat dziko zyjacych oraz w wodach
powierzchniowych i wodociggowych w Polsce, co moze sSwiadczy¢ o zagrozeniu
epidemiologicznym tymi gatunkami dla cztowieka.

2. Wieloletnia analiza przeprowadzona wsréd pacjentdw z wrodzonymi i nabytymi
niedoborami odpornosci w kierunku wystepowania zarazern mikro-pasozytniczych.
Wykazatam, zZe nie sg to czeste inwazje wsérdd pacjentéw, ale nalezy mie¢ na uwadze,
ze kazde zarazenie pasozytnicze u 0séb z obnizong odpornoscig moze stanowic istotne
zagrozenie zdrowia lub zycia.

3. Po raz pierwszy w Polsce, opisatam zarazenia mikrosporidiami Enterocytozoon
bueneusi, Encephalitozoon intestinalis u 0séb z niedoborami odpornosci.

4. Wykazatam, ze Blastocystis hominis moze by¢ czynnikiem etiologicznym zaburzen

jelitowych u ludzi.

5. Wykazatam, ze w badaniach parazytologicznych istotne jest wykonanie wtasciwej
diagnostyki réznicowej z wykorzystaniem kilku metod badawczych gdyz prawidtowa
diagnoza, uwzgledniajgca gatunki zoonotyczne, ma zasadnicze znaczenie dla
zastosowania odpowiedniego leczenia. U pacjentdéw z zaburzeniami odpornosci zaleca
sie wczesne i regularnie powtarzane badania przesiewowe w kierunku inwazji

pasozytniczych.

Uzyskane wyniki umozliwity poznanie i opracowanie réznych sciezek diagnostycznych w celu
wykrywania okreslonych grup mikropatogendéw zagrazajgcych zdrowiu cztowieka.
Zastosowanie opracowanych technik moze znalez¢ potencjalne zastosowanie w badaniach

diagnostycznych.
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W oparciu o rozpoznanie epidemiologiczne zarazen pierwotniakami jelitowymi
przedstawionych jako osiggniecie habilitacyjne zostato zatozone, w 2015 roku, Laboratorium
Amerlab Sp. z 0.0. — pierwsza spétka typu ,spin-off” tgczagca dwa Uniwersytety: Uniwersytet
Warszawski i Warszawski Uniwersytet Medyczny, ktérego jestem wspétzatozycielky. Jedna z
drég dziatania i rozwoju spoétki jest dziatalnos¢ osrodka diagnostyki medyczne;j.
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5) Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych

OSIAGNIECIA NAUKOWO — BADAWCZE PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

Przed uzyskaniem stopnia doktora bytam wspétautorem 15 prac naukowych o charakterze:

(1) badan srodowiskowych i epidemiologicznych, ktére dotyczyty zagadnien zwigzanych z
wystepowaniem mikroorganizmow z rodzajéw Cryptosporidium i Giardia w populacjach
réznych grup zwierzat, oraz charakterystykg mikroskopowg i molekularng badanych
mikroorganizmow

(2) badan epidemiologicznych zwigzanych z wykrywaniem zarazen mikropatogenami ze
szczegblnym uwzglednieniem Cryptosporidium u dzieci z niedoborami odpornosci
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(3) badan eksperymentalnych skupiajgcych sie nad utworzeniem modelu doswiadczalnego, z
wykorzystaniem gryzoni, do wyjasnienia mechanizmdéw obronnych w inwazjach
Cryptosporidium.

(1) BADANIA SRODOWISKOWE

e Sinski E, Czarnogrecka M. 1989. Cryptosporidium sp. infection in snakes. Acta
Parasitologica, 34: 307-310.

e Sinski E, Hlebowicz E, Bednarska M. 1993. Occurrence of Cryptosporidium parvum
infection in wild small mammals in District of Mazury Lake (Poland) Acta Parasitologica,
38: 59-61.

e Sinski E, Bednarska M, Bajer A. 1998. The role of wild rodents in ecology of
cryptosporidiosis in Poland. Folia Parasitologica, 45: 173-174.

e Bednarska M, Bajer A, Sinski E. 1998. Calves as a potential reservoir of Cryptosporidium
parvum and Giardia sp. Annals of Agricultural and Environmental Medicine, 5: 135-138.

e SiAski E. 2001. Srodowiskowe uwarunkowania zarazen Cryptosporidium parvum w
populacjach drobnych gryzoni. Wiadomosci Parazytologiczne, 47: 747-753.

e Bajer A, Bednarska M, Pawetczyk A, Behnke JM, Gilbert FS, Sinski E. 2002. Prevalence and
abundance of Cryptosporidium parvum and Giardia spp. in wild rural rodents from the
Mazury Lake District region of Poland. Parasitology, 125: 21-34.

e Bajer A, Caccio S, Bednarska M, Behnke JM, Pieniazek NJ, and Sinski E. 2003. Preliminary
molecular characterization of Cryptosporidium parvum isolates of wildlife rodents from
Poland. Journal of Parasitology, 89: 140-142.

e Bajer A, Behnke JM, Bednarska M, Kulis K, Sinski E. 2004. Wspotwystepowanie
Cryptosporidium parvum, Giardia spp. i helmintéw w populacjach drobnych gryzoni.
Wiadomosci Parazytologiczne, 50: 307-315.

e Bajer A, Bednarska M, Sinski E. 2005. Molekularne badania inwazji Cryptosporidium spp.
Medycyna Weterynaryjna, 61: 543-547. MNiSW=7

e Kloch A, Bednarska M, and Bajer A. 2005. Intestinal macro— and microparasites of wolves
(Canis lupus L.) from north—eastern Poland recovered by coprological study. Annals of
Agricultural and Environmental Medicine, 12: 237-245. F=1.051

Pierwsza z publikacji dotyczyta okreslenia czynnika etiologicznego wywotujgcego biegunki u 4
wezy (Elaphe obsoleta, E. quatuorlineata, E. schrenecki, E. guttata, Boaedon fuliginosus)
pochodzacych z prywatnej hodowli. Okreslilismy, ze czynnikiem etiologicznym byto
Cryptosporidium, mato poznany w tym czasie pasozyt w Polsce.

W trakcie wieloletnich badan srodowiskowych bratam udziat w badaniu rozprzestrzenienia
pierwotniakdw Cryptosporidium i Giardia u wolnozyjgcych gryzoni, bydta i psowatych. Analizy
opieraty sie na badaniach mikroskopowych, immunofluorescencyjnych i molekularnych w celu
okreslenia pokrewienstwa filogenetycznego izolatéw od rézinych zywicieli. Badania
molekularne pozwolity na ocene zagrozenia zdrowia publicznego poprzez ocene
rozprzestrzenienia gatunkéw/genotypow zoonotycznych pasozytéw. Bardzo waznymi

20



Matgorzata Bednarska
ZAtACZNIK NR 2 [Autoreferat (w jezyku polskim)]

badaniami byty analizy materiatu pochodzgcego z hodowli bydta, ze wzgledu na mozliwosé
skazania srodowiska patogennymi dla ludzi gatunkami Cryptosporidium i Giardia. Badania z
wykorzystaniem techniki Ziehl-Neelsena i testu immunofluorescencyjnego pozwolity nam
stwierdzi¢ obecnos¢ Cryptosporidium i Giardia w 67% badanych gospodarstw. Czestos¢
wystepowania zarazen jednym lub drugim gatunkiem wahata sie od 20 do 88%, ponadto w
niektdérych gospodarstwach intensywnos¢ wydalania oocyst Cryptosporidium przez bydto byta
bardzo wysoka. Udany pasaz izolatdw Cryptosporidium pochodzacych od bydta na myszy
C57BL/6 potwierdzit, ze naturalnie zarazone bydto moze by¢ zrédtem pasozyta dla gryzoni.

WykazaliSmy, ze zarazenie Cryptosporidium w populacji drobnych gryzoni na Pojezierzu
Mazurskim ma charakter chroniczny i wspétwystepuje w koinwazji z nicieniami i tasiemcami
pasozytujgcymi u tej grupy zwierzat. U nornicy rudej (Clethrionomys glareolus) stwierdzilismy,
ze wystepowanie nicieni z rodzajow Heligmosomoides i Heligmosomum wptywa na
utrzymywanie sie, u dorostych zwierzat, zarazenia C. parvum nawet przez kilka miesiecy i nie
dochodzito u nich do samowyleczenia Bednarska i wsp. 2003.

W naturalnie zarazonych populacjach gryzoni wykazaliSmy zarazenia gatunkami/ genotypami
inwazyjnymi dla ludzi (C. parvum ‘mouse’ genotype, G. intestinalis Assemblage A), a takze
zoonotyczny genotyp C. parvum u wilkow. U pséw wykryliSmy jedynie specyficzny dla tych
zywicieli genotyp G. intestinalis Assembiage C.

Ze wzgledu na wysoki odsetek zarazen pierwotniakami u réznych grup zywicieli, a takze
wystepowanie gatunkéw/ szczepdéw zoonotycznych oceniliSmy ryzyko wystepowania
kryptosporidiozy/ giardiozy u ludzi w Polsce na wysokie.

(2) BADANIA EPIDEMIOLOGICZNE

e Sinski E, Bukowska J, Czarnogrecka M, Oralewska B, Swiagtkowska E, Socha J. 1991.
Zarazenie Cryptosporidium sp. i Blastocystis hominis u dzieci z objawami
gastroenterocolitis. Wiadomosci Lekarskie, 44: 157-160.

Jedna z pierwszych publikacji w ktdrej bytam wspétautorem byta wynikiem wspédtpracy z
Centrum Zdrowia Dziecka i dotyczyta charakterystyki mikropatogendw, ktére byty przyczyng
przewlektych dolegliwosci jelitowych u dzieci. Przebadalismy grupe 560 pacjentéw w wieku
0d 0,2 do 17 lat z objawami biegunkowymi o niewyjasnionej etiologii. Przeprowadzone analizy
pozwolity okresli¢, ze czynnikiem etiologicznym nawracajgcych biegunek u pacjentéw z
obnizong odpornoscia moze byé wewnatrzkomérkowy pasozyt z rodzaju Cryptosporidium.
Byty to jedne z pierwszych badan potwierdzajgcych zarazenia tym pasozytem u ludzi w Polsce.
Z 6wczesnej wiedzy wynikato, ze inwazje u zywicieli o sprawnym systemie odpornosciowym,
po krotkotrwatej fazie ostrej inwazji (1-2 tygodnie) ulegaty szybkiemu wyleczeniu natomiast w
przypadku niedoboréw odpornosci rozwijata sie chroniczna inwazja, czesto grozna w
klinicznych skutkach.
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(3) BADANIA EKSPERYMENTALNE

e Sinski E, Bednarska M, Adamczewska A. 1992. Biological characterization of
Cryptosporidium parvum isolates in suckling and immunosuppressed mice. Acta
Parasitologica, 37: 139-143.

e Bednarska M, Bajer A, Kulis K, Sirski E. 2003. Biological characterization of
Cryptosporidium parvum isolates of wildlife rodents in Poland. Annals of Agricultural and
Environmental Medicine, 10: 163-169.

e Donskow K, Bajer A, Bednarska M, Siriski E. 2005. Experimental transmission of
Cryptosporidium parvum isolates from wild rodents and calves to laboratory bred
common vole (Microtus arvalis). Acta Parasitologica, 50: 19-24.

W wielu doswiadczeniach wykazano, ze doroste myszy laboratoryjne nie ulegajg zarazeniu C.
parvum w ogole, lub czas inwazji pasozyta jest krétkotrwaty. Jedynie u bardzo mtodych
osobnikow, do trzeciego tygodnia zycia, ktore nie posiadajg w petni rozwinietego systemu
immunologicznego oraz u myszy z upos$ledzonym systemem odpornosciowym mozna
obserwowac¢ chroniczng, dtugotrwatg inwazje. Przeprowadzone badania miaty na celu
opracowanie odpowiedniego modelu doswiadczalnego na gryzoniach, aby mozna byto badaé
zmiany w odpowiedzi na zarazenie Cryptosporidium. Opracowany model laboratoryjny
stanowity myszy szczepu C57/BL/6 poddawane supresji deksametazonem w dawce 0,25 ug/g
masy ciata/dzien w wodzie do picia. W trakcie badan histopatologicznych okreslono, ze
pasozyt osiedla sie w enterocytach jedynie w wybranych odcinkach jelita. Inwazja rozpoczyna
sie w jelicie czczym (jejunum), ale najintensywniej pasozyt zasiedlat jelito krete (ileum) i
katnice (caecum). Obecnos¢ stadidw endogennych pasozyta potwierdzano réwniez testami
immunofluorescencji bezposredniej przy uzyciu znakowanych przeciwciat klas IgA i IgG.
Przeprowadzone badania eksperymentalne pozwolity rdéwniez stwierdzié, ze izolaty
Cryptosporidium uzyskane z préb srodowiskowych, zaréwno od bydta jak i drobnych gryzoni
mozna pasazowaé¢ w modelu eksperymentalnym oraz, ze szczep myszy C57BL/6 jest dobrym
modelem do badan nad przebiegiem zarazenia C. parvum w kontrolowanych warunkach
doswiadczalnych.

Wyniki badan srodowiskowych i opracowanie modelu laboratoryjnego dla Cryptosporidium

parvum byly podstawg badan zwigzanych z realizacjg pracy doktorskiej.

e Bednarska M, Bajer A, Siiski E. 2008. Cryptosporidium parvum: the course of Cryptosporidium
parvum infection in C57BL/6 mice co-infected with the nematode Heligmosomoides bakeri.
Experimental Parasitology, 120:21-8.

Przeprowadzone badania eksperymentalne miaty na celu zbadanie wptywu zarazenia
nicieniami jelitowymi na przebieg i dynamike inwazji Cryptosporidium w kontrolowanych
warunkach doswiadczalnych u myszy C57BL/6 (Projekty BW: (i) Nr 1521/3 , Wptyw rdznych
dawek inwazyjnych Heligmosomoides polygyrus na przebieg zarazenia C. parvum u myszy
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laboratoryjnych C57BL/6 (ii) Nr 1561/5 ‘Wptyw hormondw na przebieg zarazenia C. parvum
podczas inwazji H. polygyrus u myszy laboratoryjnych C57BL/6”) Analizy wykazaty, ze inwazja
nicienia H. polygyrus ma immunomodulacyjny wptyw na przebieg zarazenia C. parvum u myszy
C57BL/6. W trakcie koinwazji samice wydalajg dwu- lub trzykrotnie wiekszg liczbe oocyst niz
samce, podczas gdy w zarazeniu jednym gatunkiem- C. parvum réznice miedzy ptcig zywiciela
nie byly istotne statystycznie. Zarazenie H. polygyrus wptywa na ograniczenie ostrej fazy i
przyczynia sie do wydalania podobnej liczby oocyst w trakcie catego eksperymentu u myszy,
chociaz u samcéw na kilkukrotnie nizszym poziomie. W pracy Bednarska i wsp. (2008)
przedstawiono analize odpowiedzi TH-1 w przebiegu koinwazji
Cryptosporidium/Heligmosomoides. Wykazano kluczowg role IFN-y w odpornosci myszy na
ostry rozwéj inwazji Cryptosporidium oraz modulujacy wptyw inwazji H. polygyrus na synteze
tej cytokiny. Przeanalizowano réwniez role IL-12, ktdrej znaczenie byto szczegdlnie istotne w
ograniczeniu jednogatunkowej inwazji C. parvum i zalezato od ptci zywiciela - ograniczenie
intensywnosci zarazenia obserwowanego u samcéw myszy C57BL/6. Analiza stezenia cytokin
wytwarzanych przez komoérki Sledziony potwierdzita zwigzek IL-12 i IFNy w regulacji zarazenia
C. parvum w modelu laboratoryjnym. Przeprowadzone badania byly jednymi z pierwszych
stwierdzajgce, ze zarazenie H. polygyrus wywotuje wzrost intensywnosci inwazji C. parvum i
ksztattuje jej chroniczny charakter, a C. parvum zwieksza przezywalnos¢ nicieni H. polygyrus w
czasie koinwazji obu gatunkami. Ponadto stwierdzitam wptyw pasozytéw na immunologiczne
mechanizmy efektorowe w przebiegu badanej koinawazji.

Otrzymane wyniki potwierdzity obserwacje srodowiskowe, ze chroniczne zarazenie C. parvum
u wolno zyjgcych gryzoni jest warunkowane wspdtwystepowaniem innych gatunkow
pasozytéw, m.in. nicieni.

OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA

Prace prowadzone po uzyskaniu stopnia doktora dotyczyty zagadnied zwigzanych z
charakterystyka mikropasozytéw jelitowych u ludzi i te badania stanowig moje osiggniecie
habilitacyjne. Inne najwazniejsze kierunki badan realizowane w tym okresie przeze mnie
zwigzane s3 z (i) pasozytem Babesia microti w badaniach doswiadczalnych i srodowiskowych
(ii) wystepowaniem u ludzi patogendw przenoszonych przez kleszcze, (iii) biologia
hemopasozytow i pasozytdw jelitowych zwierzat hodowlanych i dziko zyjacych.

(i) Babesia microti — badania doswiadczalne i Srodowiskowe

e Welc-Faleciak R, Bajer A, Bednarska M, Paziewska A, Sifski E. 2007. Long term monitoring of
Babesia microti infection in Balb/c mice using nested PCR. Ann Agric Environ Med, 14:265-270

e Mierzejewska E, Welc-Faleciak R, Bednarska M, Rodo A, Bajer A. 2014. The first evidence for
the vertical transmission of Babesia canis in a litter of Central Asian Shepherd dogs. Ann Agric
Environ Med, 21: 500-503.

e Sonnleitner ST, Fritz J., Bednarska M, Baumgartner R, Simeoni J, Zelger R, Schennach H, Lass-
Florl C, Edelhofer R, Pfister K, Milhakov A, Walder G. 2014. Risk-assessment of transfusion-
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associated Babesiosis in Tyrol: Appraisal by Seroepidemiology and PCR. Transfusion, 54: 1725-
32.

e Sonnleitner ST, Baumgartner R, Edelhofer R, Schennach H, Bednarska M, Pfister K, Walder G.
2014. Are Babesia a risk factor for blood products in an alpine area? Parasit Vectors 7 (Suppl
1): 037.

e Bednarska M, Bajer A, Drozdowska A, Mierzejewska EJ, Tolkacz K, Welc-Faleciak R. 2015.
Vertical Transmission of Babesia microti in BALB/c Mice: Preliminary Report. PLoS ONE 10(9):
e0137731.

o Totkacz K, Bednarska M, Alsarraf M, Dwuznik D, Grzybek M, Welc-Faleciak R, Behnke JM, Bajer
A. 2017. Prevalence, genetic identity and vertical transmission of Babesia microti in three
naturally infected species of vole, Microtus spp. (Cricetidae). Parasit Vectors, 10:66.

Babesia microti jest pierwotniakiem, pasozytem lokalizujgcym sie w erytrocytach ssakéw i
ptakdw, natomiast kleszcz Ixodes ricinus jest wektorem przenoszagcym go pomiedzy
zywicielami. Do zarazenia ludzi dochodzi nie tylko po zerowaniu kleszcza, ale takze w trakcie
transfuzji krwi i produktéw krwiopochodnych lub podczas transplantacji narzadéw. Istnieje
rowniez kilka doniesien na temat wrodzonego zarazenia B. microti u ludzi natomiast nieznane
sg czynniki wptywajace na ryzyko ich wystagpienia.

Pasaz B. microti (szczep King 67) na myszach BALB/c jest prowadzony w Zaktadzie Parazytologii
pod moim nadzorem. Badania, ktére przeprowadzono w roku 2007 (Welc-Faleciak i wsp.)
potwierdzity, ze ten model ‘mysi’ B. microti pasazowany w Zakfadzie Parazytologii moze by¢
wykorzystany do dtugoterminowych badan inwazji pasozytniczej.

Transmisja pionowa jest zjawiskiem obserwowanym u wielu gatunkéw pasozytéw i ich
zywicieli. Zarazenie wertykalne nastepuje poprzez przeniesienie pasozyta z matki na
potomstwo w czasie cigzy (np. Toxoplasma gondii), urodzenia dziecka (Trichomonas vaginalis)
lub laktacji (Toxocara canis). Wrodzone inwazje mogg powodowac powiktania w czasie cigzy,
poronienia lub zarazenie ptodu. Transmisja pionowa pasozytéw moze mie¢ negatywny wptyw
na ontogeneze i powodowac wrodzone wady potomstwa. Ta droga zarazenia zostata opisana
u pierwotniakéw z rodzaju Babesia, Plasmodium, Toxoplasma, Trypanosoma i dla nicieni z
rodzaju Toxocara, Ascaris i Strongyloides. Przeniesienie Babesia spp. od samic do jej
potomstwa odnotowano u ssakow: bydta (B. divergens), owiec (B. ovis), psow (B. gibsoni) i
koni (B. caballi, B. equi). Nasze badania srodowiskowe w Zaktadzie Parazytologii pozwolity
opisac pierwszy przypadek transmisji pionowej B. canis u pséw w Polsce.

Nasze badania opisane ponizej sg pierwszymi w dobrze kontrolowanych warunkach
laboratoryjnych u myszy BALB/c i miaty one na celu okreslenie wystepowania i sukcesu
transmisji pionowej B. microti w zaleznosci od fazy rozwojowej pasozyta oraz etapu
rozwojowego cigzy, w ktorym moze dojs¢ do zarazenia. Wstepne badania eksperymentalne
(Bednarska i wsp. 2015) wykazaty, ze w czasie cigzy u myszy zarazonych B. microti dochodzi
do transmisji pionowej pasozyta, skutkiem czego jest identyfikacja bezobjawowego zarazenia
w pokoleniu F1. Nasze badania po raz pierwszy pokazaty, ze zarazenie wrodzone u potomstwa
wystepuje gdy cigza przebiega u samic z inwazja chroniczng. Rozwdj cigzy podczas ostrej
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babeszjozy nie byt mozliwy, co wskazywato, ze inwazja Babesia w poczatkowym etapie
zarazenia  skutkuje  utratg/resorpcja/poronieniem ptodow w  naszym  modelu
eksperymentalnym.

Dalsze badania byty kontynuowane w ramach grantu NCN (2014/13/B/NZ7/02348). Przy
wspotpracy z Katedrg Patologii i Diagnostyki Weterynaryjnej SGGW wykonane zostaty badania
histopatologiczne. Ponadto po raz pierwszy na S$wiecie zastosowano techniki
ultrasonograficzne, w badaniu transmisji pionowej B. microti: (i) badanie USG (aparat Esaote
MaylLab One), wykonywane w przychodniach weterynaryjnych przy uzyciu sondy liniowej o
czestotliwos¢ 18 MHz i gtebokosci penetracji 3-4 cm (ii) oraz nowoczesng technike
ultrasonografii wysokiej rozdzielczosci HFU (z ang. High Frequency Ultrasound) o rozdzielczosci
przestrzennej rzedu 30 um przy gtebokosci penetracji fali do kilku milimetréw (wspétpraca z
Instytutem Biologii Doswiadczalnej PAN w Warszawie).

Analiza uzyskanych wynikéw pozwolita stwierdzi¢, ze: (1) wertykalna inwazja pasozyta jest
mozliwa gdy myszy (matki) sg zarazone B. microti w fazie chronicznej inwazji; (2) wertykalna
inwazja pasozyta nie moze skutecznie zachodzi¢ gdy do zarazenia dochodzi w czasie istniejgcej
cigzy; (3) w badaniach histopatologicznych matek i ptodéw wykazano obecno$¢ pasozyta w
$ledzionie, watrobie, nerkach, mdzgu, sercu, ptucach oraz w tozysku i macicy; (4) patologiczny
przebieg cigzy u myszy, u ktdrych do zarazenia B. microti dochodzi w czasie istniejgcej cigzy,
jest zarowno wynikiem przebiegu ostrej fazy babeszjozy u matek (anemia, zaburzenia
krgzenia, niedotlenienie tkanek), jak i wewnatrzmacicznego zarazenia ptodu; (5) urodzenie
zdrowego potomstwa z wrodzonym, bezobjawowym zarazeniem B. microti moze by¢
zwigzane z przekazywaniem przez samice specyficznych przeciwciat klasy IgM i IgG w czasie
cigzy. W oparciu o uzyskane wyniki przygotowywane sg obecnie publikacje.

Doswiadczenia prowadzone na tym modelu laboratoryjnym staty sie podstawag kilku prac
licencjackich i magisterskich oraz obecnie powstajgcej pracy doktorskiej, ktdérej tematyka
obejmowata réwniez badania Srodowiskowe dotyczgce transmisji pionowej B. microti u
zarazonych nornikéw (Microtus spp.), bedgcych naturalnym rezerwuarem dla tego pasozyta.
Celem naszych badan srodowiskowych byto ustalenie, czy przenoszenie wertykalne B. microti
wystepuje u naturalnie zarazonych nornikéw, u ktdrych utrzymuje sie wysoka ekstensywnos¢
zarazenia tym pasozytem. Przebadano trzy gatunki nornikdw: Microtus arvalis, M. oeconomus
i M. agrestis, tym ok. 20% stanowity ciezarne samice. Pozytywne wyniki PCR uzyskano dla 41%
badanych nornikéw. Najwyzszg ekstensywnosé B. microti odnotowano u M. arvalis ( 45,2%),
nastepnie u M. oeconomus (39,5%), a najnizsze u M. agrestis (17,7%). Transmisja wertykalna
zostata potwierdzona u 81% ptodéw pochodzgcych z miotdow od Babesia-dodatnich ciezarnych
samic. Wrodzona inwazja byfta bezobjawowa i nie obserwowano negatywnego wptywu na
przezywalnosé i prawidtowy rozwdj w okresie do 3 tygodni po porodzie. Analiza 97 sekwencji
B. microti pozwolita na wyodrebnienie dwdch genotypdw. Genotyp IRU1 (Jena — like strain)
dominowat u dorostych osobnikow (78%), natomiast genotyp IRU2 (Munich — like strain) u
ptodéw (73%). Jedna z hipotez zaktada, ze szczep Munich - like ma wiekszg zdolnos¢ do
transmisji pionowej i rozwoju u mtodych zwierzat, natomiast szczep Jena-like moze wptywac
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na utrzymywanie przewlektego zarazenia u nornikdw, ale ma mniejszy sukces w transmisji
pionowej. Nasze wieloletnie badania sSrodowiskowe wykazaty, ze proporcje w wystepowaniu
tych dwéch szczepdw Babesia u zwierzat zmieniajg sie na przestrzeni lat. Szczepy IRU1 i IRU2
i ocena ich stopnia patogenicznos¢ wymagaja dalszych badan.

Wspotpraca z prof. Kurtem Pfisterem z Uniwersytetu Ludwika i Maksymiliana w Monachium
(Comparative Tropical Medicine and Parasitology, Veterinary Faculty) oraz dwutygodniowy
staz w tej instytucji dotyczyty opracowania metody in-house IFAT opartej na surowicy myszy
zarazonych B. microti (szczep King 67) pochodzacych z pasazu prowadzonego w Zaktadzie
Parazytologii. Opracowana metoda zostata wykorzystana w badaniach epidemiologicznych,
majgcych na celu okreslenie seroprewalencji B. divergens i B. microti u mieszkarncéw Tyrolu i
oszacowanie ryzyka zarazenie B. microti u dawcéw krwi z tego terenu (Sonnleitner i wsp. 2014,
Sonnleitner i wsp. 2015). Niebezpieczenstwo oddania krwi przez dawce zarazonego B.
divergens lub B. microti wyniosto odpowiednio 24,2% i 5,8% na 100 000 dawcéw krwi.
Niniejsze badania pokazuja, ze miejscowa populacja Tyrolu styka sie najczesciej z gatunkiem
B. divergens, a w mniejszym stopniu z B. microti. Wedtug naszej wiedzy, po raz pierwszy na
tym terenie potwierdzono réwniez kontakt z gatunkiem B. venatorum. Ze wzgledu na
dynamiczne zmiany w puli patogendw przenoszonych przez wektory, w tym przez kleszcze,
zaleca sie ponowng lub okresowg ocene ryzyka zarazen chorobami odkleszczowymi przez
transfuzje i wprowadzenie pasozyta do krwi na terenie przeprowadzonych badan oraz innych
obszarach endemicznych.

(ii) Wystepowanie i réznorodnos$¢ zarazen/zakazen przenoszonych przez kleszcze u oséb z
grup ryzyka.

Najnowsze badania realizowatam w zespole zajmujgcym sie badaniami nad wystepowaniem i
réznorodnoscia zarazen/zakazen przenoszonych przez kleszcze u oséb zakazonych wirusem
HIV oraz dawcéw krwi. Polska jest uznawana za obszar endemiczny dla kleszczy Ixodes ricinus,
natomiast infekcje odkleszczowe sg zaniedbywane w poréwnaniu z innymi powszechnymi
zakazeniami zwigzanymi z HIV. Ponadto niedoceniane jest niebezpieczenstwo przeniesienia
patogendéw odkleszczowych poprzez produkty krwiopochodne. Diagnostyka serologiczna u
pacjentéw zarazonych wirusem HIV jest dodatkowo skomplikowana z powodu obnizonej
wartosci predykcyjnej. Dlatego tez, zastosowanie metod w ktérych mikroorganizm jest
wykrywany bezposrednio, ma duzg wartos¢ diagnostyczng. Celem naszych badan byto
oszacowanie seroprewalencji oraz wykrycie DNA sze$ciu patogendw przenoszonych przez
kleszcze u oséb zakazonych HIV i dawcéw krwi w Polsce (B. burgdorferi sl., A.
phagocytophilum, Ehrlichia spp., Babesia spp., Rickettsia spp. Bartonella henselae) metodami
serologicznymi i molekularnymi. Probki analizowano pod katem obecnosci przeciwciat
przeciwko szesciu patogenom przenoszonym przez kleszcze, a wskazniki seropowalencyjnosci
poréwnywano statystycznie miedzy dwiema badanymi grupami, a takze pod wzgledem wieku,
ptci i limfocytédw T CD4+ u pacjentdéw zakazonych HIV. Okreslono, ze seroprewalencja zakazen
przenoszonych przez kleszcze u pacjentdéw zakazonych HIV jest wyzsza niz u zdrowe] populacji
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w Polsce, chociaz nie zaobserwowano zwigzku miedzy serologicznym stanem pacjentéw a
poziomem limfocytow T CD4+. Nasze badania ujawnity pierwszy przypadek u zakazonego HIV
pacjenta infekcji A. phagocytophilum- czynnika anaplazmozy granulocytow u ludzi (HGA) oraz
jeden przypadek infekcji Borrelia garinii. Bezobjawowe zakazenie kleszczowe moze wystgpic
u pacjentéw zakazonych HIV. Szczegétowq historie ukaszen przez kleszcze, szczegélnie w
endemicznych obszarach kleszczowych, nalezy traktowaé jako czes¢ wywiadu w rutynowej
klinicznej opiece nad pacjentami zakazonymi wirusem HIV.

(i) Inne kierunki badan

Badania srodowiskowe realizowatam w zespotach zajmujgcych sie okreslaniem roli kleszczy i
innych wektoréw w transmisji patogendw chorobotwdrczych dla ludzi i zwierzat oraz biologia
hemopasozytéw i pasozytdw jelitowych zwierzat hodowlanych i dziko zyjacych.

Jednym z realizowanych zagadnien byta charakterystyka pasozytéw u kolcomyszy arabskiej
Acomys dimidiatus w czterech, cze$ciowo izolowanych, suchych dolinach (wadis) znajdujacych
sie w masywie Synaju w Egipcie (Wadi ElArbaein, W. Gebal, W. Tlah, W. Gharaba). Badania
byty czesciowo finansowane z projektu OPUS NCN nr 2011/03/B/NZ6/02090 pt. ,Badania
srodowiskowe, opis i charakterystyka biologiczna nowego gatunku Babesia, odkrytego u
gryzoni z masywu Synaju (Egipt)”, 2012-2015, w ktorym bytam gtéwnym wykonawca.

e Bajer A, Harris PD, Behnke JM, Bednarska M, Barnard C, Sherif N, Clifford S, Gilbert FS, Sinski
E, Zalat S. 2006. Marked local variation of haemoparasites and arthropod vectors, and
intestinal protozoa in spiny mice (Acomys dimidiatus) from four montane wadis in the St.
Katherine Protectorate, Sinai, Egypt. J Zool, 270: 9-24.

e Bajer A, Alsarraf M, Bednarska M, Mohallal EM, Mierzejewska EJ, Behnke-Borowczyk J, Zalat
S, Gilbert F, Welc-Faleciak R, 2014. Babesia behnkei sp nov., a novel Babesia species infecting
isolated populations of Wagner's gerbil, Dipodillus dasyurus, from the Sinai Mountains, Egypt.
Parasit Vectors, 7:572.

e Alsarraf M, Bednarska M, Mohallal EM, Mierzejewska EJ, Behnke-Borowczyk J, Zalat S, Gilbert
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Badania byty prowadzone na przestrzeni 12 lat (w latach: 2000, 2004, 2008, 2012). W
badaniach oceniano ekstensywnosci i intensywnos¢ zarazen hemopasozytami i wystepowanie
ich potencjalnych wektoréw oraz inwazje dwoma wybranymi gatunkami pierwotniakdéw
jelitowych. Poréwnywano réznice w inwazjach pasozytniczych w poszczegélnych dolinach,
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ktore sg naturalnie czesciowo izolowane od siebie. Analizy mikroskopowe i molekularne
umozliwity (i) oszacowanie réznorodnosci gatunkowej organizméw pasozytniczych
(hemopasozytéw, pasozytéw jelitowych i ektopasoiytéw) dla tego gatunku zywiciela, (ii)
identyfikacje i opisanie nowego gatunku pasozyta krwi Babesia behnkei, (iii) monitorowanie
dtugoterminowych trendéw w spotecznosci hemopasozytéow myszy kolczastych (A.
dimidiatus) i okreslenie gtéwnych czynnikéw odpowiedzialnych za zmiany w okresie 12 lat
badan. Obserwowano dynamiczne zmiany cykli wystepowania i czestosci zarazen réznigcych
si¢ w zaleznosci od gatunku pasozyta. Jedna z postawionych hipotez zaktada, ze skutki 15-
letniego niedoboru opaddéw (przeciagajace sie susze) w lokalnych $rodowiskach dolin mogty
by¢ przyczyna ograniczenia transmisji pasozytéw, m. in. przez negatywny wptyw na przezycie
. wektora.
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