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1. Imie i nazwisko
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tytutu rozprawy doktorskiej

2004 doktor nauk biologicznych w zakresie biologii; Wydziat Nauk Przyrodniczych
Uniwersytetu Wroctawskiego; praca doktorska pt.: ,Udziat antygendw nicieni Syphacia
obvelata (Oxyuridae) w powstawaniu odpowiedzi immunologicznej u myszy
laboratoryjnej (szczep BALB/c)” wykonana w Zakfadzie Parazytologii Instytutu Genetyki i

Mikrobiologii, promotor prof. dr hab. Anna Okulewicz

2000 magister biologii, specjalno$¢ mikrobiologia; Wydziat Nauk Przyrodniczych
Uniwersytetu Wroctawskiego; praca magisterska pt.: ,Charakterystyka antygendw
przedstawicieli nadrodziny Trichinelloidea Hall, 1916 (Nematoda)” wykonana w Zaktadzie

Parazytologii Instytutu Genetyki i Mikrobiologii, promotor prof. dr hab. Anna Okulewicz

1998 licencjat; Wydziat Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Wroctawskiego; praca
licencjacka pt.: ,Zastosowanie badan immunologicznych w parazytologii” wykonana w

Zaktadzie Parazytologii Instytutu Genetyki i Mikrobiologii, promotor dr Barbara Btaszczyk
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od 16.02.2006 do chwili obecnej - adiunkt w Zaktadzie Parazytologii Instytutu Genetyki
i Mikrobiologii, Wydziat Nauk Biologicznych, Uniwersytet Wroctawski
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4. Opis merytoryczny osiggniecia naukowego przedstawionego do oceny
wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule

naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2018 r. poz. 1789).

A. Tytut osiggniecia naukowego

Dziko zyjgce zwierzeta jako rezerwuar zoonotycznych gatunkéw

mikrosporydiow i kryptosporydiow

B. Spis publikacji wchodzacych w skiad osiggniecia naukowego

Cykl prac stanowigcy osiggniecie naukowe obejmuje 6 publikacji, ktére powstaty w latach
2015-2019. Sumaryczny IF tych prac wynosi 10,819, a liczba punktow MNiSW 150. Wartosci IF
oraz punkty MNiSW podano zgodnie z rokiem opublikowania. Dla artykutéw opublikowanych od

roku 2017 przyjeto ostatnig dostepng punktacje z dnia 25 stycznia 2017.

P1. Perec-Matysiak A., Bunkowska-Gawlik K., Kva¢ M., Sak B., Hildebrand J., Lesnianska K. 2015.
Diversity of Enterocytozoon bieneusi genotypes among small rodents in southwestern
Poland. Veterinary Parasitology, 214: 242-246.

[IF: 2,242; MNiSW: 40]

P2. Perec-Matysiak A., Le$nianiska K., Burikowska-Gawlik K., Condlovd S, Sak B., Kva¢ M., Rajsky D.,
Hildebrand J. 2019. The opportunistic pathogen Encephalitozoon cuniculi in wild living
Murinae and Arvicolinae in Central Europe. European Journal of Protistology, 69: 14-19.

[IF: 2,430; MNiSW: 20]

P3. Perec-Matysiak A., Bunkowska-Gawlik K., Zalesny G., Hildebrand J. 2015. Small rodents as
reservoirs of Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in the area of south-western Poland.
Annals of Agricultural and Environmental Medicine, 22: 1-5.

[IF: 1,126; MNiSW: 20]

P4. Lesnianska K., Perec-Matysiak A., Hildebrand J., Bunkowska-Gawlik K., Pirog A., Popiotek M.
2016. Cryptosporidium spp. and Enterocytozoon bieneusi in introduced raccoons (Procyon
lotor)—first evidence from Poland and Germany. Parasitology Research, 115: 4535-4541.

[IF: 2,329; MNiSW: 30]
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P5. Perec-Matysiak A., Wesotowska M., Lesnianska K., Bunkowska-Gawlik K., Hildebrand J., Kicia
M. 2017. Survey for zoonotic microsporidian pathogens in wild living urban rooks (Corvus
frugilegus). Journal of Eukaryotic Microbiology, 64: 721-724.

[IF: 2,692; MNiSW: 25]

P6. Lesnianska K., Perec-Matysiak A. 2017. Wildlife as an environmental reservoir of
Enterocytozoon bieneusi (Microsporidia) — analyses of data based on molecular methods.
Annals of Parasitology, 63: 265—281.

[MNiSW: 15]

C. Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow:

Wprowadzenie i cel naukowy badan

Moje osiggniecie naukowe sktada sie z szesciu prac (w tym pieciu prac oryginalnych oraz
jednej przegladowej), w ktdorych jestem pierwszym i/lub korespondencyjnym autorem.
Prezentowane badania dostarczajag nowych danych na temat roli dziko zyjgcych zwierzat jako
srodowiskowych rezerwuarow mikropasozytow, w tym mikrosporydidw, grupy wykazujgcej
pokrewienstwo z grzybami (Fungi) oraz pierwotniakdw nalezgcych do rodzaju Cryptosporidium
(Apicomplexa). Grupa badanych mikropasozytow, cho¢ niejednorodna pod wzgledem
taksonomicznym, morfologicznym i genetycznym, charakteryzuje sie zdolnosciag do wywotywania
inwazji, czesto majgcych podtoze zoonotyczne, u szerokiej gamy zywicieli o zréznicowanym
statusie immunologicznym.

Microsporidia to obligatoryjne pasozyty wewngtrzkomorkowe wystepujgce u ludzi i
zwierzat (Dider i Weiss 2011). W oparciu o molekularng analize filogenetyczng stwierdzono, ze
wykazujg one silne pokrewienstwo z grzybami (Fungi) (James i wsp. 2013). Wystepuja w postaci
jednokomorkowych spor, ktore sg wydalane wraz z katem, moczem lub plwocing zarazonych
zywicieli. Do zarazenia dochodzi najczesciej na drodze pokarmowej, poprzez spozycie wody lub
zywnosci zanieczyszczonej sporami, rzadziej poprzez inhalacje spor wraz z kurzem. Ze wzgledu na
szeroki rezerwuar zoonotyczny oraz duzg odpornos¢ na dziatanie czynnikéw Srodowiskowych,
spory tych patogendw s3g szeroko rozpowszechnione w Srodowisku. Sposréd mikrosporydiow
najwieksze znaczenie kliniczne dla cztowieka majg Encephalitozoon spp. i Enterocytozoon bieneusi.

Enterocytozoon bieneusi jest identyfikowany u wielu gatunkdéw zwierzat domowych i
dzikich, gtownie ssakdw i niektorych ptakdéw (Santin i Fayer 2011; Guo i wsp. 2014). E. bieneusi
lokalizuje sie gtownie w enterocytach jelita cienkiego, rzadziej w przewodzie zétciowym i

watrobie, sporadycznie powoduje inwazje rozsiane (Didier 2005). Drogi transmisji E. bieneusi,
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swoistos¢ zywicielska i potencjat zoonotyczny tych patogendw, jako nie do konca poznane,
pozostajg tematem wielu prac badawczych (Santin i Fayer 2011). Analiza sekwencji opartych w
wyniku amplifikacji fragmentu ITS (ang. internal transcribed spacer) jest szeroko stosowana w
molekularnych badaniach epidemiologicznych dotyczgcych wystepowania E. bieneusi u ludzi i
zwierzat. Obecnie, w oparciu o wysoki stopien zrdznicowania fragmentu ITS, dla E. bieneusi
opisanych zostato ponad 300 genotypow. Przeprowadzone analizy pozwolity na wyodrebnienie
dziesieciu grup genotypowych (Thellier i Breton 2008; Karim i wsp. 2015), z ktérych grupa 1
zawiera wiekszos¢ genotypow zidentyfikowanych u ludzi. Ze wzgledu na mozliwos¢ transmisji
pomiedzy ludZmi a zwierzetami uwazana jest za grupe o potencjale zoonotycznym. W odrdznieniu
od niej, pozostate grupy zawierajg genotypy zywicielsko specyficzne, wykrywane u poszczegdlnych
zywicieli zwierzecych. Jednoczesnie ostatnio obserwuje sie, ze niektdre genotypy wykrywane u
ludzi wykazujg podobienstwo z genotypami grup 2-7, przez co coraz czesciej sugeruje sie, ze grupa
1 powoli traci swoje zoonotyczne znaczenie.

W obrebie rodzaju Encephalitozoon wyrdzniamy trzy gatunki — Encephalitozoon cuniculi,
Encephaitozoon intestinalis i Encephalitozoon hellem, ktérych inwazje u zwierzat zazwyczaj maja
charakter rozsiany (Didier i wsp. 2004). Techniki molekularne oparte na analizie regionu
kodujacego ITS Encephalitozoon spp. potwierdzity obecnos¢ wielu réznych genotypdw w obrebie
tego rodzaju identyfikowanych u ludzi oraz wielu gatunkéw zwierzat (Hinney i wsp. 2016). Wraz z
rosngcg Swiadomoscig zwigzang z udziatem dzikich zwierzat jako Zrédta mikrosporydiozy ludzi
oraz zwierzat hodowlanych i towarzyszgcych, rosnie liczba prac poswieconych temu zagadnieniu.

Pierwotniaki z rodzaju Cryptosporidium pasozytujg w komérkach nabtonkowych, gtéwnie
przewodu pokarmowego, u szerokiej gamy kregowcow, w tym ludzi (Ryan i Xiao 2014).
Dotychczas opisano i scharakteryzowano 38 gatunkéw nalezgcych do rodzaju Cryptosporidium
oraz dziesigtki genotypow, wykazujgcych duze zrdézinicowanie w odniesieniu do specyficznosci
wzgledem konkretnych zywicieli (Feng i wsp. 2018). Poczatkowe rdznicowanie gatunkdéw
Cryptosporidium spp. nastepowato w oparciu o morfometrie oocyst, co w Swietle aktualnej
wiedzy wydaje sie bardzo watpliwe (Xiao i wsp. 2004). Najwiecej korzysci diagnostycznych w
postaci nowo wyodrebnionych gatunkow Cryptosporidium oraz okresleniu ich specyficznosci
zywicielskiej przyniosta amplifikacja genu kodujgcego matg podjednostke rybosomu 18S rRNA
(Xiao i wsp. 1999). Okazato sie takze, ze genotypowanie oraz analizy filogenetyczne
przeprowadzone tylko w oparciu o powyzszy marker molekularny, doprowadzity w wielu
przypadkach do niejednoznacznej identyfikacji tego pierwotniaka. Zatem do precyzyjnej
identyfikacji gatunkéw/genotypdw Cryptosporidium spp. zaleca sie obecnie wielomarkerowa
analize obejmujgcg réwnoczesnie rdzne regiony DNA, takie jak geny kodujgce biatko Sciany

oocysty (COWP), aktyne, czy biatka szoku cieplnego HSP70. Analiza dodatkowych markerdow jak
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np. gp60 (glikoproteiny 60kDa) jest niezbedna do wyodrebnienia subgenotypdw Cryptosporidium
spp. (Thompson i Ash 2016). Najczesciej zarazenie Cryptosporidium spp. nastepuje na drodze
fekalno-oralnej poprzez spozycie oocyst pierwotniaka, a w nielicznych przypadkach takzie na
drodze wziewnej (Fayer i wsp. 2000). Wsrdd potencjalnych drog transmisji Cryptosporidium spp.
mozna wymienic¢ transmisje zoonotyczng, gdyz za najwiekszy rezerwuar Cryptosporidium spp. w
sSrodowisku uwaza sie zwierzeta dziko Zyjgce oraz gospodarskie wydalajgce do srodowiska
ogromne liczby oocyst. Uwaza sie, ze genotypy pochodzace od zwierzat dzikich sg coraz czesciej
uznawane za istotne zrédto inwazji Cryptosporidium spp. u ludzi (Stenger i wsp. 2015). Biorgc pod
uwage, ze ponad 75% ludzkich przypadkéw kryptosporydiozy ma charakter zoonotyczny, badania
dotyczace dziko zyjacych zywicieli jako rezerwuardw tego pasozyta sg uzasadnione.

Za srodowiskowy rezerwuar mikropasozytéw jelitowych tj. mikrosporydiow
Enterocytozoon bieneusi i Encephalitozoon spp. oraz pierwotniakdow z rodzaju Cryptosporidium
uwaza sie zwierzeta domowe i hodowlane oraz dziko zyjgce przebywajgce w poblizu siedzib
ludzkich, wydalajgce do gleby i wody formy dyspersyjne (oocysty badz spory), ktore sg zdolne do
zrazania nowego zywiciela, w tym cztowieka. W zwigzku z powyzszym, inwazje wywotywane przez
te pasozyty bardzo czesto majg podtoze zoonotyczne. Pomimo ze obecnie obserwuje sie wzrost
zainteresowania patogenami i pasozytami wystepujgcymi u zwierzat dziko zyjgcych, to jednak
badania te podejmowane sg wcigz stosunkowo rzadko. Prawdopodobnie wynika to gtdwnie z
trudnosci w pozyskiwaniu unikalnych préobek biologicznych od dziko zyjacych zwierzat. Jest to
zadanie pracochtonne i wymagajgce uprzedniego pozyskania odpowiednich zgdd komisji
etycznych i srodowiskowych, a takze zaangazowania catego zespotu badawczego. Dodatkowo
badania prowadzone na dziko zyjgcych gryzoniach czy ptakach nie sg powszechne ze wzgledu na
brak znaczenia ekonomicznego tych zwierzat. Badania wfasne prowadzone w Zaktadzie
Parazytologii Uniwersytetu Wroctawskiego potwierdzity obecnos¢ gatunkow i genotypow wyzej
wymienionych mikropasozytéw w rezerwuarach zwierzecych. Dane pojawiajgce sie ostatnimi laty
w literaturze przedmiotu umozliwity interpretacje oraz dyskusje otrzymanych wynikéw, ktére
prezentowane sg w przedtozonym osiggnieciu habilitacyjnym.

Celem badan, bedacych przedmiotem niniejszej rozprawy habilitacyjnej, byto:

1. Wykazanie roli dziko zyjgcych gryzoni z podrodzin Murinae (myszarka polna Apodemus
agrarius, myszarka lesna Apodemus flavicollis, myszarka zaroSlowa Apodemus sylvaticus,
mysz domowa Mus musculus) i Arvicolinae (nornica ruda Myodes glareolus) jako rezerwuaru
sSrodowiskowego dla Enterocytozoon bieneusi, Encephalitozoon spp. oraz Cryptosporidium
spp.;

2. Identyfikacja mikropasozytéw jelitowych u wybranych zwierzat dziko zyjgcych, w tym

gatunku introdukowanego oraz ptakdéw wystepujgcych na terenach miejskich;
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3. Okredlenie potencjatu zoonotycznego stwierdzonych gatunkow i genotypdw Enterocytozoon
bieneusi, Encephalitozoon spp. i Cryptosporidium spp.

Badania obejmowaty zaréwno ocene prewalencji mikropasozytow jak i ich analize
filogenetyczng. Materiat biologiczny stanowity probki katu oraz sledziony (P1 i P2) lub katu (P3, P4,
P5). W celu detekcji oraz identyfikacji mikropasozytéw stosowano metody molekularne.
Catkowite DNA izolowano za pomocg komercyjnie dostepnych zestawdow po uprzedniej
homogenizacji mechanicznej materiatu. Wyizolowane DNA przechowywano w temperaturze -
20°C. Detekcja badanych mikropasozytow przeprowadzona zostata w oparciu o metode nested-
PCR, z zastosowaniem swoistych gatunkowo i/lub rodzajowo par starteréw. W przypadku
Cryptosporidium spp. uzyto nastepujgcych markerow molekularnych: fragmentu genu 18S rRNA
oraz fragmentow genow kodujgcych biatko sciany oocysty (COWP) i aktyne. Do identyfikacji
mikrosporididow, E. bieneusi i Encephalitozoon spp., wykorzystano fragment genu kodujgcego
region ITS rRNA. Sekwencjonowanie wiekszosci otrzymanych produktow PCR byto niezbedne ze
wzgledu na fakt, iz badane mikropasozyty charakteryzujg sie wyjatkowo duzym zréznicowaniem
genetycznym. Nastepnie przeprowadzono analizy sekwencji oraz analizy filogenetyczne, ktoére
umozliwity uzyskanie informacji dotyczacych charakteru wykrywanych patogenéw oraz ich

potencjatu zoonotycznego.

Osiagniecie naukowe

P1. Perec-Matysiak A., Bunkowska-Gawlik K., Kva¢ M., Sak B., Hildebrand J., Lesnianska K. 2015.
Diversity of Enterocytozoon bieneusi genotypes among small rodents in southwestern Poland.
Veterinary Parasitology, 214: 242-246.

P2. Perec-Matysiak A., Le$niariska K., Burikowska-Gawlik K., Condlovd S, Sak B., Kva¢ M., Rajsky D.,
Hildebrand J. 2019. The opportunistic pathogen Encephalitozoon cuniculi in wild living Murinae
and Arvicolinae in Central Europe. European Journal of Protistology, 69: 14-19.

Pierwsze dwie prace z cyklu tworzgcego osiggniecie habilitacyjne (P1 i P2) zwigzane byty
z badaniami nad mikrosporydiami wystepujgcymi u dziko zyjgcych gryzoni, ktére ze wzgledu na
swoistg biologie i behawior, mozina uzna¢ za zwierzecy rezerwuar rézinych gatunkéow
mikrosporydiéw. Ze wzgledu na fakt, ze gryzonie sg czesto spotykane na obszarach naturalnych
badz o zmniejszonej antropopresji, tak jak i na obszarach wiejskich czy podmiejskich, majg one
mozliwos¢ kontaktu z innymi dzikimi zwierzetami, ale takze zwierzetami hodowlanymi oraz
ludZmi, a tym samym mogg przyczyniac sie do szerzenia inwazji. Chociaz zréznicowanie w obrebie
genotypdw Enterocytozoon bieneusi u ssakow byto przedmiotem wczesniejszych badan, to wiedza

na temat obecnosci tego patogenu w populacjach dzikich gryzoni pozostawata niekompletna i
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dotyczyta jedynie detekcji i charakterystyki tego patogenu u myszy domowej (M. musculus)
odtawianej z terenu Czech (Sak i wsp. 2011) oraz odfawianych w USA myszakdéw (Peromyscus spp.)
i nornikowatych (Myodes gapperi i Microtus pennsylvanicus) (Guo i wsp. 2014). W zwigzku z tym
celem moich badan byto ustalenie, czy gryzonie nalezgce do podrodzin Murinae (Apodemus
agrarius, Apodemus flavicollis i Mus musculus) i Arvicolinae (Myodes glareolus) mogga petnic role
zywicieli rezerwuarowych w stosunku do E. bieneusi i tym samym przyczynia¢ sie do
rozprzestrzeniania spor tego gatunku mikrosporydium w $rodowisku (P1). Badaniom zostaty
poddane prébki katu i $ledziony gryzoni odtawianych z terenu Dolnego Slaska. Z uwagi na
dostepnos¢ probek Sledziony pozyskanych w czasie sekcji od gryzoni, przeanalizowano mozliwosé
inwazji rozsianej w przypadku E. bieneusi. Przy uzyciu reakcji nested-PCR wyznaczono ogdlng
prewalencje E. bieneusi na poziomie 38,9% oraz oddzielnie w dwdch typach materiatu, prébkach
katu i $ledziony wynoszacg odpowiednio 51,3% oraz 14,3%. Najwyziszg czesto$¢ zarazenia
zanotowano u A. agrarius i M. glareolus. Sekwencje nukleotydowe kodujgce region ITS rRNA E.
bieneusi pozyskane ze wszystkich badanych gatunkéw zywicielskich poddano analizie, w wyniku
ktorej zidentyfikowano 12 genotypow, w tym patogenny genotyp D (najczesciej identyfikowany,
33% izolatow), genotyp gorilla 1 i dziesie¢ nowych genotypow specyficznych dla badanych gryzoni
- nazwanych WR1-WR10. Przeprowadzona analiza filogenetyczna pokazata ulokowanie sie czesci
uzyskanych sekwencji wsréd genotypdw grupy 1, skupiajgcej genotypy o potencjale
zoonotycznym. Genotypy WR1-WR4 okazaty sie by¢ genetycznie zblizone 2z tymi
zidentyfikowanymi u ludzi i innych gatunkéw zwierzat. Analiza filogenetyczna wykazata, ze nowy
genotyp WR1 jest w 99,5% podobny do genotypu gorilla 1. Genotypy WR2-WR4 s3g genetycznie
odmienne od znanych genotypow i sg najblizsze (98,7-99,5% podobienstwa) genotypowi D.
Genotypy WR5 i WR6 weszty w sktad grupy 2 zawierajgcej wczesniej tzw. bydleco-specyficzne
genotypy BEB. Uzyskane przeze mnie wyniki pokazujg, ze swoistos¢ zywicielska w tej grupie jest
szersza niz wczesniej opisywano, gdyz genotypy BEB oprécz bydta wykrywane byty takze u ludzi,
naczelnych, owiec i niektérych ptakéw (Fayer i wsp. 2007; Pirestani i wsp. 2013; Karim i wsp.
2014). Podczas badan wtasnych zidentyfikowano rowniez genotypy WR7-WR10, prawdopodobnie
typowo gryzoniowo-specyficzne, zorganizowane w osobnym kladzie. Analiza molekularna
zidentyfikowanych genotypéw w oparciu o sekwencje ITS podkresla kompleksowosc E. bieneusi
i szczegdlng zdolnos¢ tego pasoizyta do adaptacji i rozwoju u réznych zywicieli. Do oceny
potencjatu zoonotycznego oraz ryzyka transmisji niezbedna jest zatem identyfikacja molekularna
genotypoéw tego gatunku mikrosporydium. W przypadku preferencji patogenu odnosnie
wystepowania w badanej tkance (tropizmu tkankowego), czesciej stwierdzatam E. bieneusi w
probkach katu niz $ledziony. Chociaz w przypadku E. bieneusi mozliwos¢ inwazji rozsianej jest

rzadka, to jednak inna niz typowo jelitowa lokalizacja tego pasozyta jest réwniez prawdopodobna.
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Jako ze nie wiadomo, czy same spory tego mikrosporydium byty obecne w sledzione, to wydaje
sie, ze wystepowanie DNA E. bieneusi w probkach sledziony mozna wyttumaczy¢ jako skutek
fagocytozy spor, w szczegdlnosci przez makrofagi (Franzen i wsp. 2005). Badania opisane w
publikacji oznaczonej jako P1 po raz pierwszy donoszg o wystepowaniu E. bieneusi u dziko
zyjacych gryzoni z rodzajéw Apodemus i Myodes w Europie.

Wiekszos¢ istniejgcych badan nad Encephalitozoon spp. dotyczy wystepowania tego
mikrosporydium u ludzi i zwierzat domowych, natomiast niewiele prac odnosi sie do dziko
Zyjacych zwierzat, w tym gryzoni, ktdre mogg stanowi¢ potencjalny rezerwuar tego pasozyta w
srodowisku. Badania ograniczone byty jak dotagd do gryzoni odtawianych z terenu Austrii, Stowacji,
terendw z pogranicza czesko-niemieckiego i Japonii (Fuehrer i wsp. 2010; Sak i wsp. 2011; Tsukada
i wsp. 2013; Danisova i wsp. 2015). Celem podjetych przez mnie badan byto wykazanie obecnosci
Encephalitozoon spp. u dziko zyjgcych gatunkéw myszarek i nornikdw, powszechnie
wystepujacych w Europie Srodkowej, ktére nie byly obiektem wczeéniejszych badan (P2). W
opraciu o metode nested-PCR, wyznaczono ogdlng prewalencje mikrosporydidw na poziomie
15,1%. Jedynym zidentyfikowanym gatunkiem okazat sie Encephalitozoon cuniculi, ktory u
badanych zywicieli zostat zanotowany po raz pierwszy, przy czym najwyzszg czestos$¢ zarazenia
odnotowano u A. flavicollis (18,1%), a najnizszg u M. glareolus (4,4%). Wyzszg prewalencje Enc.
cuniculi zaobserwowano w prébkach katu (14%) niz $ledziony (6%) zarazonych gryzoni. Analiza
sekwencji ITS wykazata, ze najczesciej wystepowat Enc. cuniculi genotyp Il (92,5%), ktory
zanotowany zostat u badanych gatunkdéw zrodzaju Apodemus. W wyniku badan wtasnych
zidentyfikowatam rowniez Enc. cuniculi genotyp | (1,5%) u M. glareolus i Enc. cuniculi genotyp Il
(6,0%) u A. agrarius. Analiza dostepnej literatury wskazuje, ze poczatkowo genotypy Enc. cuniculi
wydawaty sie wykazywac preferencje regionu geograficznego, jak i gatunku zywiciela, lecz
z biegiem czasu te same genotypy zaczynaty by¢ notowane u rozmaitych zywicieli z réznych
obszaréw geograficznych (Fayer i Santin-Duran 2014). Chociaz wszystkie genotypy Enc. cuniculi
uwazane sg jako zoonotyczne, ludzie najczesciej zarazeni sg genotypem Enc. cuniculi 1l (Sokolova i
wsp. 2011). Wyniki badan wtasnych potwierdzajg, ze Enc. cuniculi genotyp lll wydaje sie byc
rzadko rozpoznawany u gryzoni. Wbrew oczekiwaniom, w trakcie badan nie wykrytam Enc. hellem
w Zzadnej z prébek gryzoni odtawianych na terenie rezerwatu ornitologicznego. Mozna bytoby
oczekiwaé, ze obecnos$é ptactwa wodnego i innych ptakow, ktére to uwazane sg za gtdwnych
zywicieli tego gatunku mikrosporydium, zwiekszy ryzyko inwazji Enc. hellem u gryzoni. Uzyskane
wyniki pokazuja, ze dziko zyjace gryzonie z podrodziny Murinae i Arvicolinae przyczyniaja sie do
rozprzestrzeniania w srodowisku spor mikrosporydidw E. bieneusi i Enc. cuniculi, ktére stanowi¢

moga zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat.
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P3. Perec-Matysiak A., Bunkowska-Gawlik K., Zalesny G., Hildebrand J. 2015. Small rodents as
reservoirs of Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in the area of south-western Poland. Annals
of Agricultural and Environmental Medicine, 22: 1-5.

Badania nad filogenezg i biologig Cryptosporidium spp. wykazaty duze zréinicowanie
specyficznosci wzgledem konkretnych zywicieli (Ryan i Xiao 2014). Najmniej uwagi, jako ich
zywicielom, poswiecono dotychczas dzikim zwierzetom, w tym gryzoniom. Ten najbardziej
zroznicowany i zawierajacy az 40% gatunkow zajmujacych wiele roznych siedlisk, rzad ssakow,
uwazany jest za istotny rezerwuar tych pasozytow w Srodowisku. Gryzonie przyczyniajg sie do
zanieczyszczenia wody, gleby i Zzywnosci oocystami tego pierwotniaka stwarzajagc tym samym
zagrozenie dla zdrowia publicznego (Xiao i Feng 2008). Dotychczasowe badania wykazaty, ze
gryzonie sg gtodwnie zarazone przez specyficzne dla siebie gatunki i genotypy Cryptosporidium
spp., chociaz gatunki zoonotyczne C. parvum i C. ubiquitum, czy tez specyficzne dla zwierzat
hodowlanych C. scrofanum, C. andersoni i C. baileyi, tez sy u nich notowane (Horcickova i wsp.
2018). Wsrdd gryzoni z rodzaju Apodemus zidentyfikowano dodatkowo gatunki Cryptosporidium,
ktore wykazujg specyficznos¢ wobec innych zywicieli np. C. hominis, C. muris, C. suis,
Cryptosporidium genotyp | i Il, oraz Cryptosporidium genotyp Naruko. Condlovd i wsp. (2018)
opisali niedawno Cryptosporidium apodemi i Cryptosporidium ditrichi u gryzoni z rodzaju
Apodemus wykazujgc specyficzno$¢ zywicielskg tych gatunkéw wzgledem gryzoni. Z kolei
nornikowate mogg by¢ specyficznym zywicielem dla okoto 20 rdznych nieinwazyjnych dla ludzi
gatunkéw/genotypdw kryptosporydidw, natomiast rzadko wydajg sie by¢ zarazone C. parvum
(Stenger i wsp. 2018). W Polsce wczesniejsze badania, wykazaty obecnos¢ tych pierwotniakdéw u
dziko zyjacych gryzoni z obszaru Pojezierza Mazurskiego (Bajer i wsp. 2002; Bajer i wsp. 2003;
Bajer 2008) i Wielkopolski (Solarczyk i Majewska 2007). Dodatkowo w nielicznych badaniach
przeprowadzono identyfikacje molekularng tych pasozytéw. W zwigzku z powyiszym, celem
badan wtasnych (P3) byto okreslenie roli wolno zyjgcych gryzoni jako rezerwuaru Cryptosporidium
spp. na obszarze potudniowo-zachodniej Polski w srodowiskach o zréznicowanej antropopresji.
Probki katu gryzoni analizowane byty mikroskopowo (barwienie przy uzyciu zmodyfikowanej
metody Ziehl-Neelsena, test immunofluorescencji bezposredniej Merifluor’
Cryptosporidium/Giardia). Dodatkowo w celu identyfikacji gatunkéw lub genotypow
pierwotniaka, przeprowadzono wstepne badania molekularne. W wyniku przeprowadzonych
badan wykazatam, ze prewalencja Cryptosporidum spp. u badanych gatunkéw wynosita do 68,3%.
Prewalencja pasozytow obserwowana u gryzoni odtawianych z terendw wchodzgcych w sktad
Aglomeracji Wroctawskiej byta wyzsza niz na terenach wiejskich. W czasie badan nie zanotowano
istotnych rdznic w zarazeniu tym pierwotniakiem pomiedzy poszczegdlnymi gatunkami gryzoni,
natomiast uwzgledniajgc pte¢ gryzoni wykazano, ze znacznie czesciej zarazone Cryptosporidium
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spp. byly samce nornicy rudej. Porownywalne wartosci prewalencji notowane byty u gryzoni z
Pojezierza Mazurskiego i wskazywaty na wyiszg prewalencje Cryptosporidium spp. u
nornikowatych niz u przedstawicieli myszowatych (Bajer i wsp. 2001). Dane literaturowe
pokazujg, ze na prewalencje Cryptosporidium mogg wptywac takie czynniki jak wiek zywiciela,
sezon, gestos¢ populacji, lokalizacja odtowoéw, pogoda, klimat, dieta gryzoni oraz konsumpcja
wody (Nichols i wsp. 2014). Przeprowadzone w badaniach wtasnych analizy molekularne, w
oparciu o sekwencje COWP, wykazaty, ze izolat pozyskany z A. agrarius zostat zidentyfikowany
jako C. parvum, a jego sekwencja byta identyczna z tymi wystepujgcymi u ludzi. Jest to pierwsze
doniesienie dotyczace wystepowania tego zoonotycznego gatunku kryptosporydium u myszarki
polnej, ktéra bedac gryzoniem synantropijnym, o podobnym behawiorze do myszy domowej,
moze stanowi¢ srodowiskowy rezerwuar tego pierwotniaka dla cztowieka. Badania innych
autorow, wskazaty na wystepowanie Cryptosporidium parvum genotypu mysiego | u nornicy
rudej, nornika zwyczajnego i myszarki lesnej z obszaru potnocno-wschodniej Polski (Bajer i wsp.
2003) oraz C. muris u myszarki polnej i nornika zwyczajnego z terenu Wielkopolski (Solarczyk i
Majewska 2007). Podczas badan wifasnych wykryto u wszystkich trzech badanych gatunkow
gryzoni rowniez inny gatunek kryptosporydium. W oparciu o analize fragmentu sekwencji genu
dla 18S rRNA zidentyfikowany on zostat jako Cryptosporidium ubiquitum. Gatunek ten, wczesniej
znany jako ,cervine genotype”, wystepujgcy u jeleniowatych, odnotowany takze zostat w kale
ludzi i zwierzat (Feng i wsp. 2007). Rezultatem badan wiasnych jest pierwsze doniesienie
dotyczace wystepowania C. ubiquitum u badanych gatunkéw dzikich gryzoni. Ponato u
badanych gryzoni z terenu Dolnego Slagska zanotowano réwniez wystepowanie pierwotniakéw z
rodzaju Giardia, a analiza uzyskanych sekwencji wykazata obecnos$¢ specyficznych dla gryzoni

gatunkow G. muris oraz G. microti.

P4. Lesnianska K., Perec-Matysiak A., Hildebrand J., Bunkowska-Gawlik K., Pirog A., Popiotek M.
2016. Cryptosporidium spp. and Enterocytozoon bieneusi in introduced raccoons (Procyon
lotor)—first evidence from Poland and Germany. Parasitology Research, 115: 4535-4541.

Innym obiektem moich badan w odniesieniu do zwierzat dziko zyjacych jako
sSrodowiskowych rezerwuaréw omawianych mikropasozytow byt szop pracz (Procyon lotor) (P4).
Szop jest gatunkiem rodzimym w faunie Ameryki Pétnocnej. Sprowadzony do Niemiec w celach
hodowlanych, w czasie Il wojny sSwiatowej zostat wypuszczony tworzgc dziko zyjgcy populacje,
szybko rozprzestrzeniajgcg sie na teren Europy Zachodniej i Centralnej, w tym takze Polski
(Bartoszewicz i wsp. 2008). Obecnos¢ szopow w poblizu siedzib ludzkich moze stwarzaé

zagrozenie dla zdrowia i zycia cztowieka, bowiem jak wykazaty badania prowadzone na terenie
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USA, drapieznik ten jest zywicielem wielu patogennych, nie tylko dla cztowieka, ale takze zwierzat
domowych i dzikich, gatunkow pasozytow i patogendw (Beltran-Beck i wsp. 2012). Uwaza sie, ze
gatunki wprowadzone do nowego srodowiska czesto tracg swoje wtasne pasozyty w trakcie
tworzenia nowej populacji, o czym mowi ,Hipoteza Uwolnienia od Wroga” (ERH), ale takze
nabywajg i gromadzg pasozyty obecne na nowo kolonizowanych obszarach (Torchin i Mitchell
2004). Ponadto moze istnie¢ znaczace prawdopodobienstwo, ze szopy przekazg swoje rodzime
gatunki pasozytow na tereny kolonizowane. Dotychczasowe badania szopow introdukowanych na
obszar Europy skoncentrowane byty przede wszystkim na identyfikacji pierwotniakow tj.
Toxoplasma gondii, Sarcocystis sp. i Eimeria sp., helmintéw (Popiotek i wsp. 2011; Beltran-Beck i
wsp. 2012) oraz patogendw typu “vector-borne” (Hildebrand i wsp. 2018). Pomimo ze szop jako
obcy i inwazyjny gatunek, zaréwno dziko zyjacy, jak i potencjalnie synantropijny, wystepuje w
Europie od 80 lat, wiedza na temat jego parazytofauny wcigz ma braki, zwtaszcza w odniesieniu
do mikropasozytéw o charakterze zoonotycznym. Zatem celem badan wtasnych byta identyfikacja
gatunkow i genotypow Cryptosporidium spp. i mikrosporydiow wystepujgcych w europejskiej
populacji szopa na nowo skolonizowanych obszarach Polski Zachodniej i Niemiec.
Przeprowadzone przez mnie badania pozwolity na wyznaczenia prewalencji badanych
mikropasozytow na poziomie 34,7% dla Cryptosporidium spp. oraz 4,1 % dla E. bieneusi. W
badanych prébkach nie wykrytam obecnosci Encephalitozoon spp. Analiza otrzymanych przeze
mnie sekwencji pozwolita na zidentyfikowanie w badanych préobkach Cryptosporidium genotypu
skunksa oraz E. bieneusi genotypu NCF2. W badaniach wfasnych po raz pierwszy
zidentyfikowano u szopow E. bieneusi genotyp NCF2, ktory pierwotne notowany u hodowlanych
lisow i jenotow w Chinach (Xu i wsp. 2016; Zhang i wsp. 2016). Przeprowadzona przeze mnie
analiza filogenetyczna, w oparciu o sekwencje ITS, wigcza ten genotyp do grupy 1 E. bieneusi
zawierajgcej genotypy o potencjale zoonotycznym. Dotychczas nieliczne badania szopdw, a
dotyczagce omawianej grupy pasozytow, prowadzone byty tylko na terenie USA. Prewalencja
Cryptosporidium spp. w amerykanskiej populacji szopa wahata sie od 4% do 20% (Snyder i wsp.
1998; Feng i wsp. 2007), a analiza filogenetyczna wykazata obecnos$¢ Cryptosporidium genotypu
skunksa i C. ubiquitum. Inwazje u ludzi wywotywane genotypem skunksa, chociaz rzadkie, tez sa
notowane (Elwin i wsp. 2012). Z kolei E. bieneusi zostat wykryty az w 82% badanych prdbek katu
szopOw z USA (Guo i wsp. 2014). Analizy molekularne pozwolity na zidentyfikowanie szerokiej
gamy genotypOw o znaczeniu zoonotycznym, patogennych dla ludzi tj. Peru 11, EbpC, WL15 i D
oraz tych specyficznych dla szopéw WL1-3, WL13, WL15-17, WL24, WL26 i WW6 (Sulaiman et al.
2003; Guo et al. 2014). Jak pokazaty badania wtasne, szop jako gatunek introdukowany, stracit
wiele z pierwotnie wykrytych na terenie USA gatunkéw/genotypdw Cryptosporidium spp. i E.

bieneusi. Z drugiej strony podczas swojej ekspansji nabyt, nienotowany wczesniej na terenie USA,

11



Zafacznik 2a

E. bieneusi genotyp NCF2, ktéry obecnie jest identyfikowany réwniez u innych dzikich
drapieznikdw — borsuka, lisa i jenota - na terenie Europy (Santin i wsp. 2018; Perec-Matysiak i
wsp. w przygotowaniu). Zidentyfikowano rdowniez po raz pierwszy Cryptosporidium genotyp
skunksa u badanych zwierzat, co mogtoby sugerowa¢ mozliwos¢ zawleczenia na badany teren
tego pasozyta z introdukowanym szopem. Badania wtasne pokazaty, ze introdukowane i
inwazyjne szopy w Europie mozna uznac za potencjalne zZrdodto patogennego Cryptosporidium
genotypu skunksa i potencjalnie patogennego E. bieneusi genotypu NCF2. Efektem moich badan
jest pierwsze doniesienie dotyczagce wystepowania i identyfikacji mikrosporydiow i
kryptosporydiow w europejskiej populacji szopa. Coraz bardziej powszechna obecnos¢ szopa
sugeruje mozliwo$é transmisji i rozprzestrzeniania sie pasozytow/patogendw ,zawleczonych” z
szopem na teren Europy, a jednoczesnie nabywania przez niego pasozytow stwierdzanych u
allopatrycznie wystepujacych drapieznikdw takich jak jenot czy lis rudy. Odkrycia te s3 istotne dla
epidemiologii mikrosporydiozy i kryptosporydiozy, a takize wskazuja na znaczenie
rozprzestrzeniajgcej sie populacji zwierzat dziko zyjacych, jako waznego zrédta zoonotycznych

pasozytdéw istotnych z punktu widzenia zdrowia publicznego.

P5. Perec-Matysiak A., Wesotowska M., Lesnianska K., Bunkowska-Gawlik K., Hildebrand J., Kicia
M. 2017. Survey for zoonotic microsporidian pathogens in wild living urban rooks (Corvus
frugilegus). Journal of Eukaryotic Microbiology, 64: 721-724.

Ptaki stanowig grupe kregowcéw, w ktorej takze powszechnie identyfikowane sg
mikrosporydia. Badania nad E. bieneusi u ptakow dotyczg, jak dotychczas, wystepowania tego
gatunku mikrosporidium u kurczat hodowlanych, ozdobnych ptakow egzotycznych, ptactwa
wodnego i wolno zyjacych gotebi. Uwaza sie, ze ptaki moga stanowié zrédto inwazji E. bieneusi dla
ludzi, gdyz identyfikowane sg u nich genotypy o charakterze zoonotycznym tj. D, Peru 6, Peru 6-
like i EbpA (np. Reetz i wsp. 2002; Lobo i wsp. 2006; Kasickova i wsp. 2009; Lallo i wsp. 2012; Zhao
i wsp. 2016). Graczyk i wsp. (2007) wykazali, ze spory E. bieneusi z katu gotebi, unoszace sie w
powietrzu, mogg drogg inhalacyjng powodowad zarazenie u ludzi. Ponadto, spory E. bieneusi
moga utrzymywac sie w powietrzu, wodzie i gotebich odchodach. Encephalitozoon spp. zostat
opisanych u réznych gatunkow ptakéw, natomiast najczesciej identyfikowanym gatunkiem byt
Enc. hellem (Snowden i wsp. 2001; Stodkowicz-Kowalska i wsp. 2006). Encephalitozoon cuniculi i
Enc. intestinalis, chociaz znacznie rzadziej, rowniez wykryto w odchodach ptakéw egzotycznych,
wodnych i hodowlanych (Stodkowicz-Kowalska i wsp. 2006; Kasickova i wsp. 2009). Informacje na
temat gatunkéw mikrosporydiow pasozytujagcych w miejskich populacjach ptakéw sg bardzo

ograniczone i dotyczg gotebi badanych w Hiszpanii, Portugalii, Holandii, Polsce, Iranie, Brazylii,
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Chinach (Haro i wsp. 2006; Lobo i wsp. 2006; Bart i wsp. 2008; Lallo i wsp. 2012; Pirestani i wsp.
2013; Stodkowicz-Kowalska i wsp. 2013; Zhao i wsp. 2016). Dlatego celem moich badan byto
wykazanie obecnosci mikrosporydiow w miejskiej populacji gawronéw (Corvus frugilegus), ktére
jak dotad nie zostaty objete badaniami (P5). Probki katu gawrondow zostaty zebrane z miejsc
wystepowania tych ptakdw, tj. z nekropolii znajdujgcych sie na terenie Wroctawia. Ptaki te, licznie
obserwowane, powszechnie wystepujg w miastach w bardzo bliskim kontakcie z ludzmi, ktorzy
mogg by¢ narazeni na zarazenie tymi oportunistycznymi patogenami. W celu identyfikacji
badanych mikrosporydiéw przeprowadzitam analizy w oparciu o fragment ITS rRNA E. bieneusi i
Encephalitozoon spp. Analiza uzyskanych sekwencji wskazata na obecnos¢ zoonotycznych
genotypow E. bieneusi D i Peru 6 oraz Enc. hellem genotypu 1A, ktéory wykazywat 99,6%-99,2%
homologii z sekwencjami otrzymanymi od kolibra i cztowieka. Badania innych autoréw
dotyczacych genotypdéw Enc. hellem przeprowadzone w oparciu o analize réznych markerow
molekularnych, pokazujg, ze poszczegdlne izolaty w obrebie tych samych genotypdw, lecz
wywodzgce sie od ludzi z réznych regiondw geograficznych, mogg sie od siebie rézni¢ (Xiao i wsp.
2001). Podobnie, zréznicowanie w obrebie E. hellem genotypu 1A mozna zaobserwowac u ptakéw
tj. kolibréw, gotebi oraz gawrondéw (Lee i wsp. 2011). Badania wtasne po raz pierwszy
identyfikujag mikrosporydia w miejskiej populacji wolno zyjacych gawronow i pokazujg ze kat
tych ptakdw moze by¢ istotnym Zrédtem zaraienia cztowieka zoonotycznymi genotypami E.

bieneusi i Enc. hellem.

P6. Lesnianska K., Perec-Matysiak A. 2017. Wildlife as an environmental reservoir of
Enterocytozoon bieneusi (Microsporidia) — analyses of data based on molecular methods.
Annals of Parasitology, 63: 265-281.

Wyniki badan odnoszace sie do wystepowania Cryptosporidium spp. i Encephalitozoon
spp. u zwierzat dziko zyjacych, ujete sg kilku pracach przegladowych, natomiast jak dotychczas w
literaturze brak byto aktualnego opracowania takich danych w odniesieniu do Enterocytozoon
bieneusi. Zatem w przedstawionej do osiggniecia pracy przeglagdowej (P6) postanowitam dokona¢
podsumowania wiedzy dotyczacej wystepowania E. bieneusi u dziko zyjgcych zywicieli,
uwzgledniajgc  wyniki badan rdinych autoréw poszerzone o wyniki badan wtasnych.
Przygotowujac sie do napisania niniejszej pracy dokonatam wyczerpujgcego przegladu literatury
dotyczacej omawianego zaganienia. Niniejsza praca prezentuje dostepne wyniki badan
molekularnych dotyczace zrdzinicowania genotypow E. bieneusi, zarbwno tych zoonotycznych,
potencjalnie zoonotycznych, jak i zywicielsko specyficznych, wyizolowanych od dziko zyjgcych

ssakow i ptakéw, ktore stanowi¢ mogg znaczacy Srodowiskowy rezerwuar tego patogenu. Dane
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literaturowe, procz dyskusji, zostaty zaprezentowane w pracy w sposob syntetyczny w postaci
tabel uwzgledniajgcych wystepowanie tego mikrosporydium w poszczegélnych rzedach dziko
zyjacych ptakéw i ssakéw. Dodatkowo przedstawitam takze poznane drogi transmisji oraz metody
wykrywania tego patogenu. Uwzglednitam réwniez przypadki mikrosporydiozy wywotywanej
przez E. bieneusi u ludzi, a takze genotypy E. bieneusi najczesciej wykrywane u ludzi. Z dostepne;j
literatury wynika, ze tylko precyzyjna identyfikacja molekularna patogenu moze mie¢ wptyw na
okreslenie zaleznosci epidemiologicznych oraz oszacowanie ryzyka transmisji pasozyta poprzez
stwierdzenie potencjalnych Zrddet zarazenia. Istotna jest zatem kontynuacja badan nad tym
gatunkiem mikrosporydium uwzgledniajgca poszerzenie zakresu zywicieli co ma wpltyw na

wystepowanie transmisji o charakterze zoonotycznym.

Podsumowanie
Uzyskane wyniki, uzupetniajgce dotychczasowg wiedze na temat roli dzikich zwierzat jako
rezerwuaréw Srodowiskowych mikropasozytéow, ktére zostaty przedstawione w pracach

sktadajgcych sie na osiggniecie habilitacyjne, mozna podsumowac w nastepujacy sposdb:

1. Wpykazano, ze dziko zyjgce gryzonie nalezgce do podrodzin Murinae i Arvicolinae moga
petni¢ role zywicieli rezerwuarowych i przyczynia¢ sie do rozprzestrzeniania spor
mikrosporydidw Enterocytozoon bieneusi i Encephalitozoon cuniculi w Srodowisku. W
przypadku E. bieneusi jest to pierwsze doniesienie z terenu Europy.

2. Przeprowadzone analizy molekularne pozwolity na identyfikacje u badanych gryzoni
genotypow E. bieneusi zarowno o charakterze zoonotycznym, jak i dziesieciu nowych
zywicielsko specyficznych nazwanych genotypami WR1-WR10. Analiza molekularna
zidentyfikowanych genotypow podkresla kompleksowos¢ E. bieneusi i szczegdlng zdolnos¢
tego pasozyta do adaptacji i rozwoju u réznych zywicieli.

3. Najczesciej identyfikowany u badanych gryzoni Encephalitozoon cuniculi genotyp I, jest
jednoczesnie najczesciej wykrywanym u ludzi genotypem tego gatunku. Wskazuje to na
potencjat gryzoni jako rezerwuaréw patogennych mikrosporydiow.

4. Wystepowanie DNA E. bieneusi w prébkach sledziony badanych gryzoni moze wskazywad
na mozliwos¢ inwazji rozsiane;j.

5. Stwierdzono, ze gryzonie z rodzaju Apodemus i Myodes mogg stanowi¢ rezerwuar dla

Cryptosporidium parvum oraz Cryptosporidium ubiquitum.
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6. Stwierdzono, ze introdukowany i inwazyjny w Europie szop pracz moze stanowic zrodto
zoonotycznego Cryptosporidium genotypu skunksa i potencjalnie zoonotycznego
E. bieneusi genotypu NCF2. Jest to pierwsze doniesienie dotyczgce obecnosci omawianych
pasozytow u europejskiej populacji szopa.

7. Wykazano po raz pierwszy obecnos$¢ zoonotycznych genotypdw E. bieneusi i Enc. hellem
w kale miejskiej populacji wolno zyjacych gawrondw.

8. W wyniku przeprowadzonych badan, dla identyfkowanych mikropasozytéw, poszerzony
zostat zakres zywicieli jako waznego zrédfa zoonotycznych pasozytéw istotnych z punktu

widzenia zdrowia publicznego.

Kontynuacja badan oraz plany naukowe

Rozpoczete i prezentowane wczesniej badania dotyczace Cryptosporidium spp. u dziko
zyjacych gryzoni byty przeze mnie kontynuowane i przedstawione w pracy Condlova i wsp. (2019),
w ktérej poddano bardziej szczegdétowej identyfikacji molekularnej gatunki i genotypy
kryptosporydiow wystepujgcych u gryzoni z rodzaju Apodemus w Europie. W badaniach, w
ktorych wspodtuczestniczytam, w wyniku przeprowadzonej analizy filogenetycznej opartej na
polimorficznych loci tj. sekwencjach gendow 18S rRNA, aktyny i COWP wykazano, ze u gryzoni z
rodzaju Apodemus w Europie, procz wczesniej notowanych gatunkéw, dominujg takie gatunki jak
Cryptosporidium ditrichi i Cryptosporidium apodemi oraz dwa genotypy, nazwane jako
Cryptosporidium apodemus genotyp | i ll.

W dalszej pracy zamierzam kontynuowac rozpoczete badania nad dziko zyjgcymi
drapieznikami (szop, jenot, lis rudy, borsuk i kuna) jako zywicielami omawianych grup pasozytow
Otrzymane wyniki badan wtasnych, wskazujg, ze lis rudy i jenot mogg by¢ rezerwuarami
patogennych i zoonotycznych dla cztowieka E. bieneusi genotypow D i C (genotyp C po raz
pierwszy wyizolowany zostat podczas moich badan z prébki pochodzenia zwierzecego) oraz
Cryprosporidium canis genotypu psa (Perec-Matysiak i wsp., w przygotowaniu).

We wspotpracy z czeskim zespotem, kierowanym przez prof. Martina Kvaca z Laboratory
of Veterinary and Medical Protistology, Institute of Parasitology w Czeskich Budziejowicach,
planujemy przyjrzec sie blizej innym, jak dotad nie badanym szczegétowo, grupom kregowcow tj.
rybom, ptazom i gadom jako zywicielom Cryptosporidium spp. Obecnie przygotowujemy wspodlny
whniosek grantowy do Narodowego Centrum Nauki. Ponadto, w ramach wspotpracy, zainicjowanej
w czasie trwania programu COST pt. European Network for Neglected Vectors and Vector-Borne
Infections, prowadzonej wraz z zespotem prof. Davida Modrego z University of Veterinary and
Pharmaceutical Sciences w Brnie, zamierzam kontynuowac¢ badania nad patogenami i pasozytami

z grupy vector-borne u dziko zyjgcych drapieznikow.
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5. Omdwienie pozostatych osiggniec¢ naukowo - badawczych

Praca naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora

Moje zainteresowania naukowe, juz od poczatku mojej kariery naukowej zwigzane byty
z parazytologia. Dlatego tez kolejne prace dyplomowe zrealizowatam w Zaktadzie Parazytologii
Uniwersytetu Wroctawskiego. W latach 1998 - 2004 tematyka naukowa Zaktadu koncentrowata
sie gtéwnie na immunologicznych aspektach inwazji nicieni jelitowych. Znane wtedy byly
podstawowe reakcje pojawiajgce sie podczas indukcji i ekspresji odpowiedzi obronnej i wiekszos¢
z tych badan przeprowadzona zostata na modelowych uktadach inwazji pasozytniczych. Natomiast
mato uwagi poswieconej byto na poznanie reakcji obronnych zwierzat dziko zyjgcych, zarazonych
pasozytami w sposéb naturalny. Z tematem inwazji nicienia Capillaria resecta u dziko zyjgcych
ptakow krukowatych zwigzana byta moja praca magisterska. Natomiast w pracy doktorskiej
realizowatam temat zwigzany z odpowiedzig immunologiczng myszy laboratoryjnych na naturalne
zarazenie nicieniem jelitowym Syphacia obvelata. W badaniach tych analizowano odpowiedz
humoralng powstatg u badanych zywicieli pod wptywem antygenéw powierzchniowych i
somatycznych tego pasozyta. Stwierdzono woéwczas, ze biatka kutikularne nicienia, szczegdlnie
najbardziej zewnetrzna frakcja tych biatek, stanowigce powierzchnie oddziatywan pasozyt-zywiciel
charakteryzowaty sie najwiekszg immunogennoscig u zarazonych myszy. Natomiast w odpowiedzi
obwodowej zaznaczyt sie najwyziszy poziom immunoglobulin klasy 1gM, ktéry ponadto dodatnio
korelowat z liczbg nicieni pasozytujacych w jelicie myszy. Dodatkowo zaobserwowano, zarowno w
trakcie prowadzenia badan jak i na podstawie danych literaturowych dotyczacych badan nad
schorzeniami takimi jak alergia czy autoimmunologiczne procesy zapalne, ze w wielu przypadkach
wyniki badan prowadzonych na gryzoniach laboratoryjnych, mogg by¢ obarczone
znieksztatceniem wynikajagcym ze wspdtistniejgcych naturalnych inwazji specyficznych gatunkow
pasozytow, do ktorych nalezy S. obvelata. Badania te zaowocowaty kilkoma publikacjami
oryginalnymi oraz przeglagdowymi z zakresu immunoparazytologii (Okulewicz i Perec 2003; Perec

2005; Perec i Okulewicz 2006; Perec-Matysiak i wsp. 2006).

Praca naukowa po uzyskaniu stopnia doktora

Po obronie pracy doktorskiej, w 2005 roku zostatam zatrudniona, jako asystent, na etacie
naukowo-dydaktycznym w Zaktadzie Parazytologii. W trakcie mojej pracy w Zaktadzie bratam i
biore udziat w badaniach, ktdérych tematyka dotyczy wielu aspektéw zwigzanych z
wystepowaniem i epidemiologig/epizoocjologia pasozytow i patogendw u wielu grup
zywicielskich. Poczagtkowo, moje zainteresowania naukowe skupione byty na tematyce zwigzanej

z helmintofaung réinych gatunkéow ptazéw, gadow i ssakow (Okulewicz i wsp. 2005; Perec-
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Matysiak i wsp. 2007; Bunkowska i wsp. 2011; Okulewicz i wsp. 2012; Okulewicz i wsp. 2014;
Hildebrand i wsp. 2008; liczne doniesienia konferencyjne). Inny nurt badan zwigzany byt z
zagadnieniem parazytologicznego monitoringu srodowiska (Perec-Matysiak i wsp. 2008; Perec-
Matysiak i wsp. 2009). W trakcie tych badan prowadzilismy detekcje jaj geohelmintow w
probkach gleby pobranej z terenu Wroctawia.

W latach 2007-2010 dwukrotnie przebywatam na urlopach macierzynskich
i wychowawczych, co wptyneto na spowolnienie tempa pracy naukowe;.

Po powrocie z wyzej wymienionych urlopdw uczestniczytam w pracach Zaktadu
Parazytologii, ktorego tematyka badawcza skoncentrowana byta, i wcigz jest skupiona, wokot
zagadnienia jakim s3g gryzonie jako zywiciele i rezerwuary S$rodowiskowe pasozytow
i patogenow. W tym czasie wigczytam sie w tematyke badawczg, a takie uczestniczytam we
wprowadzaniu i rozwijaniu nowych technik badawczych opartych gtéwnie o narzedzia biologii
molekularnej, ktére obcenie sg niezbedne we wtasciwe] identyfikacji roznego typu patogendéw
i pasozytow. Wraz z pracownikami Instytutu Parazytologii Polskiej Akademii Nauk (Jezewski i wsp.
2013), wspotuczestniczytam w badaniach, ktére wykazaty po raz pierwszy w Polsce wystepowanie
larw inwazyjnych L3 Aelurostrongylus abstrusus u naturalnie zarazonych synantropijnych
Slimakéw nagich Arion lusitanicus (zywiciel posredni) oraz u dziko zyjgcych gryzoni Apodemus
agrarius (zywiciel parateniczny). W powyiszej pracy potwierdzilismy przydatnos¢ metod
molekularnych w badaniu biologii, ekologii i epidemiologii A. abstrusus, czynnika etiologicznego
aelurostrongylozy kotéw. Uczestniczytam takie w badaniach, w ktérych zastosowane metody
mikroskopowe oraz molekularne umozliwity wykrycie, po raz pierwszy w Polsce, Calodium
hepaticum u szczura Rattus norvegicus (Bunkowska-Gawlik i wsp. 2017). Nicien ten wystepuje
gtownie u gryzoni, a takze mozie powodowac inwazje u innych gatunkow ssakow, w tym
cztowieka. Zwieniczeniem kilkuletnich badan nad hemopasozytami gryzoni, byto wykazanie przez
zespot bawczy, w ktorym uczestniczytam, DNA Rickettsia helvetica oraz Rickettsia felis-like w
tkankach dzikich gryzoni, co sugeruje potencjalng role tych zwierzat w czasowym utrzymywaniu
i rozprzestrzenianiu sie tych bakterii w cyklach enzootycznych (Gajda i wsp. 2017). Praca ta zostata
wykonana przy wspotpracy nawigzanej w czasie uczestnictwa w programie Europejskiego COST pt.
European Network for Neglected Vectors and Vector-Borne Infections (EURNEGVEC) z prof. Heine
Sprongiem z National Institute for Public Health and Environment w Holandii. W przygotowaniu sg
prace dotyczgce gryzoni jako rezerwuardw innych patogendw, w tym z rodziny Anaplasmataceae
oraz Borrelia burgdorferi s.|. i Borrelia miyamotoi (Gajda i wsp. w przygotowaniu). Gryzonie moga
rowniez petnic role rezerwuardow srodowiskowych w stosunku do hantawirusow. We wspotpracy z
zespotem prof. Richarda Yanagihara z University of Hawaii at Manoa, Honolulu na Hawajach,

uczestniczytam w badaniach, ktére umozliwity przeprowadzenie charakterystyki molekularnej
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hantawirusa Seewis wyizolowanego od ryjowek zterenu potudniowo-zachodniej Polski (Lee
i wsp.; w recenzjach w Virology Journal).

Innym nurtem badawczym, w ktdrego pracach obecnie uczestnicze, jest wystepowanie
i identyfikacja molekularna patogendw i pasozytow, transmitowanych gtéwnie przez kleszcze,
u zwierzat drapieznych. Sympatryczne wystepowanie rodzimych (lisy) i introdukowanych
gatunkdow drapieznych (szopy, jenoty) oraz udomowionych (psy) zwierzat ufatwia
miedzygatunkowg transmisje patogendw. Dotychczas nie byto danych dotyczacych europejskiej
populacji szopa jako rezerwuaru pasozytoéw/patogendw przenoszonych przez wektory, a niewiele
badan dotyczyto jenota. Badania, w ktérych uczestniczytam (Hildebrand i wsp. 2018) pozwolity na
pierwsze molekularne stwierdzenie A. phagocytophilum, zoonotycznego ekotypu I, w
introdukowanej europejskiej populacji szopa z terenu poétnocno-zachodniej Polski. Z kolei u
jenotow po raz pierwszy zidentyfikowany zostat Candidatus Neoehrlichia sp. (FU98). Poszerzony
zostat zatem zakres zywicieli dla tego patogenu. Wyniki potwierdzajg badania innych autorow,
ktore wskazujg na wystepowanie u dzikich drapieznikdw w Europie wyraznie odrebnego szczepu
Candidatus Neoehrlichia sp. Dzieki uczestnictwu w programie Europejskim COST (EURNEGVEC)
nawigzatam wspédtprace z parazytologiem prof. Davidem Modrym z University of Veterinary and
Pharmaceutical Sciences w Brnie. Poczatkowo nasze zainteresowania naukowe skupity sie wokét
tematyki zwigzanej z Babesia canis, czynnikiem etiologicznym babeszjozy u psow, ktdra uwazana
jest obecnie za chorobe typu emerging w Europie. Szerokie zastosowanie markera molekularnego
0 ograniczonej zmiennosci, jak 18S rDNA, nie oddaje w petni zréznicowania genetycznego B. canis.
Jednak analiza sekwencji w oparciu o powyiszy marker doprowadzita do zaobserwowania
wewnatrzgatunkowej zmiennosci, a w konsekwencji do opisania genotypdéw w obrebie B. canis.
Wykorzystujgc materiat pochodzacy z homogennej kohorty pséw z potwierdzong mikroskopowo
babeszjoza, postanowilismy zbadaé zrdinicowanie genetyczne wykrytych piroplazm, tgczac
diagnostyke opartg na markerach jagdrowych 18S rDNA oraz dwdéch markerach mitochondrialnych
tj. cox1 i cytochrom b (Hrazdilova i wsp. 2019). Szerokie zastosowanie gendw mitochondrialnych
w identyfikacji i analizie filogenetycznej piroplazm, to podejscie pionierskie w Europie. Analiza
otrzymanych wynikéw pozwolita na stwierdzenie paralogéw 18S rDNA zastepujgc tym samym
obecnie stosowang teorie "genotypu". Dodatkowo wykazaliSmy, Zze cytochrom b jest
alternatywnym markerem diagnostycznym dla B. canis, natomiast coxl jest obiecujgcym
markerem molekularnym do analiz filogenetycznych oraz badan zwigzanych z genetyka
populacyjng. Obecnie kontynuujemy nasze badania nad rolg dziko zyjgcych drapieznikow w
epidemiologii piroplazm, gdyz szczegdlnie z terenu Europy Srodkowej i Wschodniej, weciaz
niewiele jest na ten temat informacji. Biorgc pod uwage rosngca liczbe ludzkich przypadkéow

babeszjozy w Europie, na uwage zastuguje udziat drapieznych w krazeniu ww. pierwotniakdw,

18



Zafacznik 2a

szczegolnie tych o potencjale zoonotycznym. Obecnie trwajg koncowe prace podsumowujgce
wyniki badan nad Babesia spp. i Theileria spp. u dziko zyjacych drapieznikéw (Hrazdilova i wsp., w
przygotowaniu).

Poza badaniami nad mikropasozytami jelitowymi zwierzat dziko zyjgcych, ktére zostaty
omowione w osiggnieciu habilitacyjnym, uczestniczytam rdwniez w pracach zwigzanych
z identyfikacjg Cryptosporidium spp. u hodowlanych koni (Wagnerova i wsp. 2015). Analiza
sekwencji gendéw SSU (matej podjednostki rybosomu) i gp60 pozwolita na identyfikacje
Cryptosporidium muris RN66, Cryptosporidium parvum 11aA15G2R1, Cryptosporidium
tyzzeri IXbA22R9 i Cryptosporidium horse genotype VIaA15G4. Jest to pierwsze doniesienie o
subtypach C. tyzzerii C. muris notowanych u koni.

Szczegotowe informacje dotyczace opublikowanych prac oraz podsumowania dorobku

naukowego s3 przedstawione w Zataczniku 3.
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