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4.c. Omoéwienie celu naukowego ww. pracy i osiagnietych wynikow wraz z oméwieniem ich

wykorzystania.

Celem osiagniecia naukowego byla krytyczna ocena mozliwych zastosowan lancuchowej

reakcji polimerazy (PCR) w diagnostyce, monitoringu i epidemiologii chorob pasozytniczych.

Whprowadzenie

W diagnostyce chorob pasozytniczych coraz czesciej stosuje si¢ metode tancuchowej reakcji
polimerazy (PCR), jako uzupetnienie lub w zastepstwie metod mikroskopowych i diagnostyki
serologicznej. Wybor PCR jako narze¢dzia w badaniach diagnostycznych nastepuje ze wzgledu na
wysoka czutos¢ i specyficznos¢ tej metody. Jednak oba wyzej wymienione parametry sa zachowane
tylko pod okreslonymi warunkami i z tego wzgledu w cyklu prac podkreslano znaczenie
przeprowadzenia zrobwnowazonej oceny zalet i ograniczen PCR jako narzedzia stosowanego w
diagnostyce chorob pasozytniczych.

Pasozyty sa grupa filogenetycznie niejednorodng sktadajaca si¢ z organizmow
eukariotycznych, od jednokomoérkowych po wielokomorkowe, niejednokrotnie posiadajgce
sekwencje DNA podobne do sekwencji obecnych w genomie zywiciela. Ostatnia z wymienionych
cech pasozytow zwicksza ryzyko wystapienia reakcji niespecyficznych w testach PCR.
Fragmentaryczna wiedza o genomach wielu pasozytow moze utrudnia¢ przewidywanie
specyficznosci nowo projektowanych testow diagnostycznych. Jednak niskie zréznicowanie
morfologiczne pasozytéw zarowno jednokomoérkowych takich jak Cryptosposridium czy
wielokomoérkowych takich jak nicienie Trichinella sprawia, ze czgsto najbardziej wiarogodnym
sposobem identyfikacji gatunku sg badania molekularne.

W pracach stanowigcych cykl skupiono si¢ na analizie czynnikoéw majacych znaczenie w
doborze odpowiednich technik do prowadzenia badan diagnostycznych i srodowiskowych. Z tego
wzgledu potozono nacisk na wykazanie zwigzku pomiedzy wlasciwosciami uzytych metod a
wiarygodnos$ciag uzyskanych wynikow i wynikajacych z nich wnioskéw. Szczegdlng uwage
poswiecono diagnostyce i monitoringowi parazytoz, ktore pojawity si¢ w naszym kraju na
przetomie XX 1 XXI wieku.



W zatozeniu cykl prac miat za zadanie badania nad uzytecznos$cig PCR w parazytologii i
analiz¢ wykorzystania metod molekularnych w diagnostyce, monitoringu zarazen i badaniach
epidemiologicznych.

Liste prac tworzacych cykl uporzadkowano chronologicznie, od najnowszych do
najstarszych i nadano im numery od 1. do 10. W opisie cyklu prac przedstawiono wnioski
wynikajace z poszczegdlnych prac oraz sformutowane na podstawie catego cyklu. Poniewaz
spektrum badanych pasozytéw i poruszanych zagadnien jest stosunkowo szerokie w
poszczegbdlnych czes$ciach autoreferatu umieszczono kréotkie wprowadzenia do kolejnych,

omawianych zagadnien.

ZASTOSOWANIE, ZALETY | OGRANICZENIA EANCUCHOWEJ REAKCJI
POLIMERAZY (PCR) W DIAGNOSTYCE PARAZYTOZ ORAZ MONITORINGU
OBECNOSCI PASOZYTOW W OTOCZENIU CZLOWIEKA

Wplyw uiytego materiatu biologicznego i metody izolacji DNA, na wyniki testow diagnostycznych

(prace w cyklu 8, 9 10)

Pierwszym etapem analizy DNA jest zazwyczaj jego izolacja i oczyszczanie. Ten etap moze
by¢ stosunkowo tatwy w przypadku izolacji DNA z tkanek migkkich, krwi lub niektorych bakterii.
Pasozyty sa przystosowane do przetrwania w niesprzyjajacych warunkach. Niektére formy Zyciowe
pasozytow, takie jak oocysty Cryptosporidium, sag odporne nawet na agresywne, chemiczne sposoby
dezaktywacji patogenow np. wapnowanie, podobng odporno$¢ wykazuja jaja Ascaris lumbricoides
[Bean i inni 2007]. Wysoka odpornos¢ na uszkodzenia i liz¢ chemiczng oraz enzymatyczng moze
utrudnia¢ proces dysrupcji tkanek i komorek istotny w procedurze izolacji DNA. Zagadnienie
wptywu metod izolacji DNA na wyniki detekcji pasozytow w kale opisano w powigzanych ze soba
pracach 9.1 10., wchodzacych w sktad cyklu. Podobne badania przeprowadzono na okazach
robakow przechowywanych w etanolu, formaldehydzie 1 zatopionych w bloczkach parafinowych,
co opisano w 8. pracy z cyklu. Hipoteza badawcza w odniesieniu do obu kategorii materiatu, katu 1
tkanek, byla nastepujaca: sposob izolacji DNA wptywa na skuteczno$¢ detekcji DNA pasozytow za
pomoca reakcji tancuchowg polimerazy (PCR). Izolacje DNA z katu przeprowadzono uzywajac
dwoch komercyjnie dostepnych systemow izolacji DNA. Jeden z systemow wykorzystywat lizg
enzymatyczng materiatu biologicznego za pomoca proteinazy K (QIlAamp DNA stool mini Kit,
firmy Qiagen), drugi liz¢ chemiczng za pomocg roztworu tiocyjanianu guanidyny i detergentu
Triton X-100 (NucliSENS miniMag, firmy Roche). Procedure izolacji za pomocg zestawu

NucliSENS miniMag zmodyfikowano uzupetniajac jg agresywng, mechaniczng homogenizacja



przy pomocy szklanych kulek 1 wytrzasarki. Material badany stanowit kal z eksperymentalnie
dodanymi oocystami Cryptosporidium lub larwami mig¢sniowymi Trichinella oraz probki materiatu
klinicznego uzyskanego od ludzi (Cryptosporidium) i eksperymentalnie zarazonych myszy (T.
spiralis). Wybor Cryptosporidium jako obiektu badan wydaje sie oczywisty, gdyz jest to typowy
patogen jelitowy a odpornos¢ jego cyst na warunki srodowiska nalezy do jednej z najwyzszych
wérod pasozytow. Z kolei wlosnie T. spiralis wystepuja w jelicie cienkim okresowo, rozmnazajg si¢
w nim i narodzone larwy przenikaja do uktadu krazenia a nastgpnie do migéni, po kilku tygodniach
postaci doroste ging i sg wydalane. Wtosnie T. spiralis nie sg pasozytami jelitowymi a jedynie ich
rozmnazanie ma miejsce w jelicie. Nicienie T. spiralis nie sg tak odporne na liz¢ mechaniczng i
enzymatyczng jak oocysty Cryptosporidium, stanowity wigc model bardziej wrazliwego na warunki
srodowiska pasozyta. Wykrywanie obecnosci wtosni w kale miato réwniez inny cel, faza jelitowa
wlo$nicy to jedyny etap zarazenia tym pasozytem, na ktorym mozna zatrzymaé jego rozmnazanie i
powstrzyma¢ inwazje. Diagnostyka laboratoryjna fazy jelitowej wlosnicy byta i jest niedoskonata
za$ opracowanie skutecznej metody diagnostyki tego etapu zarazenia mogtoby mie¢ znaczenie
praktyczne. W trakcie prac nad oceng metod izolacji DNA wyodrebniono dwa oddzielne projekty:
pierwszy skupiony $cisle na porownaniu metod izolacji DNA pasozytéw z katu, opisany w 10.
pracy z cyklu i drugi skupiony na $ledzeniu przebiegu fazy jelitowej zarazenia T. spiralis i opisany
w 9. pracy z cyklu. W 10. pracy z cyklu wykazano znaczacy wpltyw metody izolacji DNA na wyniki
PCR; powielanie DNA wyizolowanego za pomocg zestawu QIAamp DNA stool mini kit nie
pozwolito na wykrycie DNA Cryptosporidium w zadnej z 11 pozytywnych probek klinicznych, w
ktorych obecno$¢ oocyst pasozyta stwierdzono wezesniej metodami mikroskopowymi [Gotab i inni
2007]. We wszystkich 11 probkach wykryto pasozyta gdy matryce w PCR stanowito DNA
wyizolowane przy uzyciu modyfikowanej procedury NucliSENS miniMag. W obu wypadkach
zastosowano te¢ samg reakcje nested PCR [Bajer i inni 2003]. Uzywajac probek katu z dodanymi
oocystami ustalono, ze limit detekcji dla nested PCR na matrycy DNA uzyskanego przy uzyciu
QIAamp DNA stool mini kit wynosit 500 oocyst dodanych do 1 g katu ludzkiego. W przypadku
zestawu NucliSENS miniMag byto to 100 oocyst lub mniej (nie badano ilosci mniejszych niz 100
oocyst dodanych do 1 grama katu ludzkiego). Ilos¢ catkowitego DNA izolowanego oboma
zestawami byla zblizona 1 wydajno$¢ izolacji catkowitego DNA z katu nie ttumaczyta rozbieznosci
wynikow PCR. Na podstawie wynikow uzyskanych w 10. pracy z cyklu sformutowano wniosek, ze
stezenie catkowitego wyizolowanego DNA nie jest miarg skutecznos$ci izolacji DNA pasozytow. Do
podobnego wniosku doszli inni badacze zajmujacy si¢ porownaniem metod izolacji DNA
Cryptosporidium [Jiang i inni 2005]. Ponadto stwierdzono, ze zastosowanie lizy chemicznej w
kombinacji z mechanicznym uszkodzeniem pasozyta pozwala uzyska¢ wyzsza wydajnos¢ izolacji

DNA pasozytow niz liza enzymatyczna. Niedawno publikowane wyniki badan potwierdzity



wnioski dotyczace relatywnie niskiej skutecznosci PCR wykonanego na matrycy DNA izolowanego
za pomocg QIAamp DNA stool mini kit z klinicznych prébek katu zawierajacych matg liczbe
oocyst Cryptosporidium [Paulos, i inni 2016]. Metoda QIAamp DNA stool mini kit zastosowana do
izolacji DNA z kalu myszy zarazonych T. spiralis rowniez nie pozwolita na wykrycie DNA
pasozyta (za pomoca testu PCR opracowanego do detekcji T. spiralis w 9. pracy z cyklu) w zadnej z
probek, ktore daty wynik pozytywny PCR na matrycy DNA izolowanego modyfikowang metoda
NucliSENS miniMag. W 9. pracy z cyklu opisano nowa reakcje PCR do detekcji T. spiralis
(stosowang rowniez w 10. pracy z cyklu). Zasady izolacji DNA byty wspélne dla 9. i 10. prac z
cyklu, ktore prowadzono rownolegle. Opracowany zestaw metod izolacji i detekcji DNA, opisany
w 9. pracy z cyklu, pozwolit na monitorowanie fazy jelitowej zarazenia T. spiralis u myszy. Byto to
pierwsze doniesienie w pismiennictwie o mozliwosci $ledzenia fazy jelitowej wlosnicy za pomoca
PCR. W 9. pracy z cyklu wykazano, ze prawdopodobienstwo wykrycia DNA pasozyta zalezato od
podanej dawki infekcyjnej 1 czasu jaki uptynat od infekcji. Obserwacje te byty zgodne z wiedza o
przebiegu fazy jelitowej wlosnicy u myszy. Stwierdzono wystepowanie inhibitorow PCR w
probkach izolowanych z katu myszy i wykazano ich wplyw na czutos¢ detekcji pasozyta. Uzyskane
wyniki pozwolily na wyciagnigcie wnioskow o przydatnosci PCR do monitorowania fazy jelitowej
zarazenia Trichinella u zwierzat laboratoryjnych i potencjalnym zastosowaniu takiego podej$cia w
diagnostyce ludzkiej wlosnicy pod warunkiem zwigkszenia czuto$ci metody.
Obie prace z cyklu. 9. i 10, pokazaty ogromny wptyw etapu izolacji DNA na czutos¢ diagnostyczna
PCR do wykrywania obecnosci pasozytow. Niezbgdnym warunkiem uzyskania wysokiej czutosci
diagnostycznej testow PCR do wykrywania pasozytow jest dobor odpowiedniej metody izolacji
DNA w przeciwnym wypadku czuto$¢ diagnostyczna mikroskopii swietlnej moze by¢ wyzsza niz
metod molekularnych. Takie zjawisko odnotowano w 10. pracy z cyklu i w najnowszych badaniach
opisanych w literaturze [Laude i inni 2015, Paulos i inni 2016]. Cho¢ PCR i real time PCR to
metody o wysokiej czutosci, to ilos¢ DNA pasozyta w probce poddanej amplifikacji moze by¢
kluczowa dla skutecznej detekcji a metody zapewniajace skuteczng izolacje DNA z innych
organizmdow moga mie¢ niskg skutecznos¢ wobec pasozytow. Nalezy podkresli¢, ze zestawy
przeznaczone do izolacji DNA z katu, powszechnie dostgpne, uznane za referencyjne i
produkowane przez renomowang firme nie zawsze zapewniaja najlepsze wyniki, co stwierdzono w
10. pracy z cyklu oraz w niedawno opublikowanych badaniach innych zespotow [Paulos i inni
2016].

Nicienie pasozytnicze moga wystepowac nie tylko w kale ale rowniez w tkankach. W 8.
pracy z cyklu badano mozliwo$¢ identyfikacji gatunku nicieni Dirofilaria z materiatu klinicznego
za pomocg PCR i real time PCR, majac na wzglgdzie mozliwy wptyw sposobu izolacji DNA na

wyniki PCR. Zamiast stosowa¢ zestaw NucliSENS miniMag, uzyto odczynnikéw przygotowanych
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samodzielnie, w tym ziemi okrzemkowej, ktora petita role ztoza do adsorpcji kwasow
nukleinowych zamiast kulek magnetycznych z zestawu NucliSENS miniMag. Ziemia okrzemkowa
zastgpowala réwniez kulki szklane do rozbijania materiatu biologicznego; fragmenty tkanek
ucierano za pomoca krzemionki. Zatem etap mechanicznego rozbijania i lizy chemicznej catkowicie
potaczono. Zasada lizy materiatu biologicznego i adsorpcji na zlozu pozostala taka jak w zestawie
NucliSENS miniMag, czyli chemiczna i mechaniczna liza komorek oraz adsorpcja DNA do ztoza w
obecnosci soli chaotropowe;j - tiocyjanianu guanidyny [Boom i inni 1999]. Wtasna metode izolacji
DNA zaadaptowano do izolacji DNA z tkanek utrwalonych w: etanolu, formalinie i bloczku
parafinowym i poréwnano ja z zestawem QlAamp DNA mini kit, ktory jest technologicznie
analogiczny do zestawu QlAamp DNA stool mini kit wykorzystywanego w 10. pracy z cyklu do
izolacji DNA z katu. Identyfikacja gatunku robaka na podstawie preparatu histologicznego
uzyskanego ze skrawkow z bloczka parafinowego moze by¢ trudna lub niemozliwa metodami
mikroskopowymi, w takim przypadku identyfikacja za pomoca metod molekularnych moze by¢
jedynym wiarygodnym sposobem okreslenia gatunku. Z kolei w przypadku badan fragmentoéw
robaka metody molekularne mogg stuzy¢ do potwierdzenia oznaczenia gatunku dokonanych na
podstawie cech morfologicznych lub zastgpowac oznaczenia morfologiczne. Przy deficycie
wykwalifikowanych diagnostow, biegtych w oznaczeniach morfologicznych gatunku, metody
molekularne mogg zosta¢ wybrane jako narzedzie referencyjne. Taka sytuacja wystapita w
pierwszej dekadzie XXI wieku w Polsce, pojawit si¢ nowy terenie kraju pasozyt — Dirofilaria
repens — wczesniej nieznany przewazajacej wigkszosci rodzimych lekarzy i diagnostow. W Polsce
w tamtym czasie pracowali specjalisci, ktorzy posiadali potwierdzone w pi$miennictwie
umiejetnosci identyfikowania pasozyta Dirofilaria repens metodami klasycznymi, byli to eksperci
z: Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego [Zarnowska-Prymek i inni 2008], Wroctawskiego
Uniwersytetu Medycznego [Wesotowska i inni 2010] oraz Wojewddzkiego Szpitala Zakaznego
[Zarnowska-Prymek i inni 2008], z ktérymi nawigzano wspotprace.

W 8. pracy z cyklu, w trakcie badan nad zastosowaniem PCR w diagnostyce
parazytologicznej wykazano, ze skuteczno$¢ wykrywania pasozytow za pomocg PCR zalezata od
uzytej metody izolacji DNA. Wykazano, ze izolacja DNA zastawem wtasnej produkcji (okreslanym
dalej jako metoda krzemionkowo-tiocyjanianowa), opisana w 8. pracy z cyklu, zapewnia wysoka
wydajnos¢ izolacji DNA z pasozytow. Rowniez W pismiennictwie istniejg doniesienia, ze testy in-
house (wtasnej produkcji), do izolacji DNA, wykorzystujace tiocyjanian guanidyny, mogg by¢
bardziej wydajne niz testy komercyjne [Schuurman i inni 2005]. Za pomoca metody
krzemionkowo-tiocyjanianowej, z robaka przechowywanego w formalinie, otrzymano DNA, ktore
mozna bylo wykry¢ wytgcznie stosujac real time PCR do amplifikacji genu COI D. repens. Na

matrycy DNA wyizolowanej za pomocg QIAamp DNA mini kit, niezaleznie od rodzaju



zastosowanego PCR, wyniki pozytywne amplifikacji otrzymywano powtarzalnie tylko z preparatow
DNA otrzymanych z okazow D. repens przechowywanych w etanolu. W PCR na matrycy DNA
uzyskanego z bloczkow parafinowych, za pomocg zestawu QIAamp DNA mini kit, otrzymywano
wyniki pozytywne lub watpliwie pozytywne z powtarzalnoscig zbyt niska do prowadzenia
wiarygodnej diagnostyki. Liza enzymatyczna, okazu robaka przechowywanego w formalinie,
prowadzona za pomocg zestawu QIAamp DNA mini kit nie przebiegta w petni. Ani w PCR ani w
real time PCR nie uzyskano produktow na matrycy DNA izolowanego za pomoca zestawu QIAamp
DNA mini kit z robaka przechowywanego w formalinie. Na podstawie wynikow real time PCR
wykonanego na matrycach DNA izolowanych z bloczka parafinowego, okazoéw robaka
przechowywanych w etanolu i formalinie wykazano, ze najnizsze stgzenie DNA, wykrywalne w
PCR wystepowato w probce uzyskanej za pomoca metody krzemionkowo-tiocyjanianowej z nicieni
przechowywanego w formalinie. To spostrzezenie jest zgodne z obecng wiedzg, formalina
zmniejsza ilos¢ czasteczek DNA, ktore moga stuzy¢ jako matryca w PCR [Miething i inni 2006, Do
i Dobrovic 2015]. Ponadto wykazano, ze zastosowanie real time PCR moze zwigkszy¢ czutosé
detekcji D. repens. Celowo jako markerow genetycznych, w badaniach w 8. pracy z cyklu, uzyto
trzech roznych sekwencji, dwoch wystepujacych w wielu kopiach w genomie jgdrowym, to jest w
regionie migdzygenowym 5.8S-1TS2-28S i fragmencie 5 STRNA, oraz fragmentu genu
mitochondrialnego oksydazy cytochromowej (COIl), aby zwigkszy¢ czutosé detekcji. Amplifikacje
fragmentow regionow 5.8S-1TS2-28S 5SrRNA prowadzono wedtug procedur amplifikacji DNA
zmodyfikowanych w pracy 8. z cyklu, wczesniej uzywanych w diagnostyce weterynaryjnej
[Rishniw i inni 2006]. Real time PCR do wykrywania mitochondrialnego genu COI rowniez byt
modyfikacja tradycyjnego PCR opisanego w tej samej pracy [Rishniw i inni 2006]. Konwersja
oryginalnego protokotu do real time PCR doprowadzita do zwigszenia czutosci detekcji genu COI.
Uzyskane wyniki byty zgodne z przewidywaniami teoretycznymi, wyniki PCR zalezaty od:
sposobu konserwacji uzytego materiatu biologicznego, wielkosci powielanego produktu oraz
uzytej technologii PCR (real time PCR lub tradycyjny PCR). Wazny wniosek wynikajacy z 8. pracy
z cyklu, odnoszacy sie do izolacji DNA z pasozytow, to stwierdzenie przewagi kombinacji lizy
chemicznej z mechaniczng homogenizacja pasozytow nad izolacja za pomoca zestawu
wykorzystujacego liz¢ enzymatyczng robakow. Na podstawie uzyskanych wynikow
wywnioskowano, ze okazé6w robaka przeznaczonych do analiz molekularnych nie nalezy
przechowywa¢ w formalinie.

W 8. pracy z cyklu po raz pierwszy w polskim pismiennictwie naukowym przedstawiono
analize¢ i opracowanie metod identyfikacji, nowego na terenie Polski pasozyta, Dirofilaria repens w
materiale biologicznym uzywanym do diagnostyki laboratoryjnej, w tym do badan

histopatologicznych. Uzyskane wyniki miaty znaczenie praktyczne mianowicie do oferty badan



ustugowych Zaktadu Parazytologii Lekarskiej NIZP-PZH (obecna nazwa Zaktad Parazytologii
NIZ-PZH) wprowadzono testy molekularne do wykrywania i identyfikacji Dirofilaria spp. W
tamtym czasie Zaktad Parazytologii Lekarskiej NIZP-PZH byt jedynym laboratorium w Polsce
oferujagcym komercyjne badania molekularne pasozytow z rodzaju Dirofilaria. W oparciu o wyniKi
8. pracy z cyklu przygotowane instrukcj¢ dostarczania nicieni do badan. Zalecano by nie
przechowywac nicieni w formalinie. Latwiej nawodni¢ okaz nicienia przechowywany w etanolu
aby zbada¢ cechy morfologiczne niz stosowa¢ metody amplifikacji DNA do preparatow diugo
przechowywanych w formalinie. Tkanki zatopione w bloczku parafinowym do przygotowania
preparatow histopatologicznych (jedynie utrwalone formaling w procesie przygotowywania do
zatopienia w bloczku parafinowym) i w etanolu byty dobrym materiatem do badan metodami
molekularnymi.

Badania opisane w pracach 8., 9. i 10. z cyklu stanowity wstep do dalszych prac nad
rozwojem metod diagnostyki i monitoringu chordob pasozytniczych. Bardzo wazny wniosek, ktory
mozna wyciagna¢ z wynikow prac 8., 9. i 10. z cyklu byt nastepujacy: dokonania wstgpnych badan
eksperymentalnych w celu doboru metody izolacji DNA do badanego materiatu jest niezbedne,
nawet w przypadku planowanego uzycia metod przyjetych za referencyjne. Podkre§lono roéwniez
wplyw sposobow utrwalania i przechowywania materiatu biologicznego na skuteczno$¢ diagnostyki
za pomocg PCR.

Wyniki uzyskane w trakcie realizacji zadan opisanych w pracach 8. 9.1 10. z cyklu
stworzyly podstawe do dalszych badan nad nowymi na terenie Polski zarazeniami nicieniami z

rodzaju Dirofilaria oraz do badan nad detekcjg i roznicowaniem nicieni z rodzaju Trichinella.

Identyfikacja i réznicowanie nicieni — opracowanie i dobor testow PCR
(Prace: 3-7 z cyklu)

W pierwszej czgéci badan opisanej w pracach 8-10 skupiono si¢ na ustaleniu warunkow, w
ktorych detekcja i identyfikacja pasozytow za pomocg PCR moze by¢ dokonana efektywnie.
Kolejnym krokiem byto udoskonalenie istniejacych i stworzenie nowych metod detekcji i
identyfikacji pasozytow. Warto wspomnie¢, ze, badania opisane w pracach 9., 10 oraz 4. z cyklu
byty prowadzone w ramach Szoéstego Programu Ramowego Unii Europejskiej w obrebie Sieci
Doskonatosci MedVetNet (zrodto finansowania jest wskazane w pracach).

Wyniki z 8. pracy z cyklu wskazywaty, ze real time PCR moze by¢ technologia pozwalajaca
zardwna na detekcje 1 identyfikacje pasozyta, w jednej reakcji, bez potrzeby stosowania
elektroforezy produktow PCR w zelu agarozowym. Z tego wzgledu postanowiono zastosowa¢ PCR

uniwersalny do amplifikacji regionéw genomu obecnych w genomach Trichinella.
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Zatozono, ze jeden uniwersalny test real time PCR moze pozwoli¢ na wykrywanie i identyfikacje
kilku gatunkéw nalezacych do rodzaju Trichinella. W obrgbie genow duzej podjednostki
rybosomalnego RNA (LS rRNA) wielu organizméw eukariotycznych, w tym Trichinella, wystepuja
regiony okre$lane jako ,.expansion segment” lub ,,D domain” (D od ang. divergent), wykazujace si¢
wysokim stopniem polimorfizmu sekwencji nukleotydowej i otoczone regionami konserwatywnymi
o niskiej zmiennosci sekwencji DNA [Chilton i inni 2003]. Region zmienny LS rRNA, aw
szczegolnoscei jego fragment o nazwie Expansion Segment Five (ESV) [Zarlenga | Dame 1992], byt
wykorzystywany w analizach taksonomicznych Trichinella, poniewaz: wyst¢powat w wielu
gatunkow rodzaju Trichinella i w obrebie ESV byly obecne polimorfizmy na poziomie
miedzygatunkowym. Zréznicowanie morfologiczne przedstawicieli rodzaju Trichinella jest na tyle
niskie, ze wiarygodna identyfikacja poszczegolnych gatunkow moze wymagaé badan
molekularnych. Na podstawie wynikéw multiplex PCR, w ktorym powielane sg trzy markery:
Expansion Segment Five (ESV) oraz Internal Transcribed Spacer 1 i 2, mozna odréznia¢ gatunki i
genotypy Trichinella [Zarlenga i inni 1999]. Przyjmowano, ze wiele gatunkéw Trichinella mozna
réznicowaé za pomocg elektroforezy produktéw amplifikacji fragmentéw regionu ESV [Zarlenga i
inni 1999]. Za pomocg samego markera ESV nie dalo si¢ identyfikowa¢ T. britovi, T. nativa, T.
murrelli i genotypow T6, T8, T9 oraz T12. Z regionu ESV wspomnianych genotypow powielano
produkt o postulowanej dtugosci 127 bp, okreslany w pismiennictwie ,,127 bp fragment” [Zarlenga
i inni 1999; La Rosa i inni 2001; Krivokapich i inni 2008; Pozio i inni 2009]. W badaniach,
prowadzonych w ramach 4. pracy z cyklu, zdecydowano si¢ wykorzysta¢ technike krzywych
topnienia DNA w wysokiej rozdzielczosci — High Resolution Melting (HRM) - do identyfikacji
produktow amplifikacji regionu ESV. Technika HRM teoretycznie umozliwia wykrywanie
jednonukleotydowych polimorfizméw. Tego typu polimorfizméw nie da si¢ wykry¢ za pomoca
standardowe;j elektroforezy zelowej powszechnie stosowanej w analizie produktéw amplifikacji
fragmentow regionu ESV Trichinella.

Postanowiono zaprojektowac¢ nowga, uniwersalng parg starterow do powielania fragmentu
ESV o dtugosci odpowiedniej do analizy za pomocg HRM. Uzyto startera Tsrl opisanego wcze$niej
[Zarlenga i Dame 1992, Zarlenga i inni 1999] i zaprojektowano starter Trichlbis do pary. Nowy
starter uniwersalny do powielania regionu ESV, uzyty w 4. pracy z cyklu, zaprojektowano na
podstawie sekwencji ESV: T. zimbabwensis, T. papuae, T. pseudospiralis i Trichinella T12 oraz T.
spiralis. Zatozono, ze starter uniwersalny dla pigciu roznych gatunkéw Trichinella powinien by¢
uniwersalny dla wigkszosci lub wszystkich gatunkéw tego rodzaju. Uzyskane wyniki potwierdzaty
hipoteze dotyczacg uniwersalnosci zaprojektowanego testu PCR poniewaz wykryto za jego pomoca
nieznane wczesniej sekwencje ESV obecne u T. nativa i T. britovi (GenBank: JN971027.1,

JN971026.1, IN971025.1, IN971024.1, IN971023.1, IN971022.1, JN971021.1, IN971020.1). W
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GenBank znajdowata si¢ wowczas tylko jedna, inna niz opisane w 4. pracy z cyklu, sekwencja
fragmentu ESV okreslanego jako 127 bp region pochodzaca od Trichinella T12 i zadna pochodzaca
od T. britovi i T. nativa.

Test zaprojektowany w 4. pracy z cyklu nazwano Ribo HRM, za jego pomocg mozna byto
odrozni¢ od siebie nastepujace gatunki (genotypy): T. spiralis (T1), T. pseudospiralis (T4), T.
britovi (T3), T, nativa (T2). Byto to istotne odkrycie poniewaz W piSmiennictwie przyjmowano, ze
powielany fragment ESV nie pozwalal na r6znicowanie wigkszosci sylwatycznych gatunkow
Trichinella do ktérych zalicza sie T. britovi (T3) i T. nativa (T2). Ponadto przyjmowano istnienie
regionu o statej dtugosci 127 bp, w obre¢bie ESV. Za pomocg krzywych topnienia w Ribo HRM
mozna bylo réwniez odréznic od siebie poszczegdlne izolaty nalezace do jednego gatunku: T.
pseudospiralis (T4), T. britovi (T3), T, nativa (T2). Wyniki sekwencjonowania potwierdzity
wystepowanie roznic Sekwencji w obrebie regionu ESV pomiedzy gatunkami sylwatycznymi oraz,
jak wspomniano wcze$niej, pomigdzy izolatami tego samego gatunku: 1ISS92 i ISS2 nalezacymi do
gatunku T. britovi oraz ISS 7 i ISS10 nalezacymi do gatunku T. nativa. Uzyskane wyniki
wskazywaty, ze tak zwany ,,127 bp region” ma zmienng dtugos¢ a przekonanie o jego
homogennosci u poszczegdlnych genotypoéw lub gatunkow najprawdopodobniej wynikato z niskiej
rozdzielczosci elektroforezy w zelach agarozowych, nie pozwalajacej na wykrywanie nieznacznych
roznic W dtugosci produktéw PCR. Zatem Ribo HRM stat si¢ pierwszg 1 jedyng metoda
pozwalajaca W pojedynczej reakcji, bez sekwencjonowania lub elektroforezy, réznicowac izolaty T.
britovi (T3) i T. nativa (T2). Ponadto, w 4. pracy z cyklu po raz pierwszy wykazano, wbrew opinii
przedstawianej w literaturze, ze w jednym izolacie T. britovi i T. nativa moze by¢ obecnych kilka
wariantow regionu ESV a ich liczba moze si¢ r6zni¢ pomiedzy izolatami. To odkrycie powinno
mie¢ znaczenie dla badan filogenetycznych, poniewaz we wczesniejszym pismiennictwie wyniki
analiz produktow amplifikacji ESV interpretowano tak jakby kazdy izolat Trichinella (wytaczajac T.
pseudospiralis) posiadat jeden allel sekwencji ESV [Zarlenga i inni 1999, Krivokapich 2008].
Problem zastosowania markera ESV w badaniach filogenetycznych zilustrowano w 4. pracy z cyklu
na przyktadzie T. pseudospiralis. W trakcie badan prowadzonych w ramach 4. pracy z cyklu
wykazano, ze zréznicowanie sekwencji ESV uzyskanych z pojedynczego izolatu T. pseudospiralis
moze by¢ wigksza niz opisana zmiennos$¢ sekwencji uzyskanych z r6znych izolatéw pochodzacych
z roznych regionéw geograficznych, czego nie zauwazono we wczesniejszych badaniach [La Rosa
2001]. Rowniez w 4. pracy z cyklu odkryto, i po raz pierwszy opisano, region mikrostaelitarny
wystepujacy w obrebie ,,127 bp fragment” nalezacego do regionu ESV sylwatycznych gatunkow
Trichinella (T. britovi i T. nativa). Sekwencje mikrosatelitarne w regionie ESV odkryte w 4. pracy z
cyklu byly pierwszymi i jedynymi sekwencjami tego regionu (GenBank: JN971027.1, IN971026.1,

JN971025.1, IN971024.1, IN971023.1, IN971022.1, JN971021.1, JN971020.1), opisanymi u T.
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britovi i T. nativa w czasie gdy opublikowano wspomniang pracg. Wyniki uzyskane w 4. pracy z
cyklu wskazywaty, ze analizy filogenetyczne oparte na sekwencjach ESV byly niedoskonale ze
wzgledu na zalozenie istnienia konserwatywnego regionu okreslanego ,,127 bp fragment” u
gatunkow sylwatycznych Trichinella i obecnosci jednej sekwencji ESV w jednym izolacie
gatunkow Trichinella spp., za wyjatkiem T. pseudospiralis. Powyzsze przekonanie, zgodnie z
wynikami 4 pracy z cyklu, wymagato rewizji w odniesieniu do: T. britovi i T. nativa. WyniKki
najnowszych badan filogenetycznych, opartych na sekwencjonowaniu catych genoméw [Korhonen
i inni 2016], sg sprzeczne z wynikami analiz filogenetycznych wykorzystujgcych znane sekwencje
ESV. Zatem w pismiennictwie potwierdzono sformutowane w 4. pracy z cyklu wnioski mowiace, ze
opinie o zalezno$ciach filogenetycznych w obrebie rodzaju Trichinella w duzym stopniu zalezg od
technologii uzytej w badaniach molekularnych stanowigcych podstawe tych analiz a zalezno$ci
filogenetyczne ustalone w oparciu o marker ESV moga wymagac rewizji.

Rozwazania nad zagadnieniami: prawidtowej interpretacji wynikow badan molekularnych,
wptywu stosowanej techniki detekcji DNA oraz projektu testu PCR na wyniki diagnostyki
laboratoryjnej i wnioski epidemiologiczne przedstawione w pracach 8-10 z cyklu w 4. pracy z cyklu
poszerzono o rozwazania nad znaczeniem doboru technologii do oceny polimorfizmu produktow
PCR. Problem interpretacji wynikéw w zaleznosci od wlasciwosci uzytej metody diagnostycznej
byt poddany szczegotowej analizie w dalszych pracach w cyklu. Rezultaty uzyskane w 4. pracy z
cyklu zwrécily uwage na znaczenie zjawiska ograniczonej reprezentatywnosci sekwencji
genomowych pasozytow w GenBank. Od 1999 roku do opublikowania 4. pracy z cyklu opisywano
wytepowanie,,127 bp fragment” u licznych gatunkow Trichinella, uzywano tego regionu
genomowego jako marker diagnostycznego podczas gdy w GenBank byla tylko jedna sekwencja
tzw. ,,127 bp fragment” nalezaca do Trichinella T12. W 4. pracy z cyklu opublikowano 8 nowych
sekwencji tego fragmentu i wykazano, ze marker ESV ma niedoceniany potencjat do wykorzystania
w diagnostyce i epidemiologii poniewaz pozwala roznicowa¢ zardbwno na poziomie gatunku
Trichinella ale rowniez na poziomie poszczegolnych izolatow. W 4. pracy z cyklu opublikowano
tacznie 13 nowych sekwencji fragmentu ESV (GenBank: JN120902.1, JN971027.1, JN971026.1,
JN971025.1, IN971024.1, IN971023.1, IN971022.1, JN971021.1, IN971020.1, JN120906.1,
JN120905.1, JN120904.1, JN120903.1).Wyniki uzyskane w 4. pracy z cyklu, w badaniach nad
Trichinella, byty przyktadem jak wazna w diagnostyce i epidemiologii jest stata weryfikacja
pogladéw dotyczacych stosowanych metod i markeréw genetycznych w oparciu 0 najnowsze
odkrycia.

W kolejnych pracach gtéwny nacisk potozono na badania nad nowymi na terytorium Polski,
zoonotycznymi nicieniami pasozytniczymi z rodziny Onchocercidae, a w szczegdlnosci ich:

wykrywaniem, identyfikacjg i monitorowaniem obecno$ci w srodowisku. W realizacji projektu
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finansowanego przez NCN: ,, Badania rezerwuaru i wektoréw, nowych na terenie Polski,
pasozytniczych nicieni Dirofilaria sp. oraz oszacowanie ryzyka przeniesienia ich na ludzi w
wybranych gminach wojewddztwa mazowieckiego.” numer N N404 256840, wykorzystano
doswiadczenia zdobyte w badaniach z prac 8-10 oraz 4. pracy z cyklu. W pracach 8.1 9. z cyklu
wykazano, ze tylko dobrze zaprojektowany proces detekcji DNA pasozytéw za pomocg PCR,
sprawdzony od etapu przechowywania materiatu biologicznego poprzez izolacje DNA po
amplifikacje i detekcje, gwarantuje skutecznos¢ detekcji rownowazna lub wyzsza do uzyskiwanej
za pomocg mikroskopii $wietlnej. Z tego wzgledu, na poczatkowym etapie badan postanowiono
wybra¢ metody molekularne odpowiednie do monitoringu zarazen filariami z rodzaju Dirofilaria u
psow, bedacych ostatecznymi zywicielami tych pasozytow i stanowigcych ich rezerwuar.

Na wstepie wykonano badanie przesiewowe probek krwi pséw za pomoca mikroskopii §wietlnej
wybrano metodyke izolacji i wykrywania DNA Dirofilaria repens w krwi pséw za pomoca PCR.
Zatozono, ze prawidtowo dobrane metody molekularne bedg mniej pracochtonne i zapewnia
wigksza wiarygodno$¢ wyniku niz mikroskopia. Jak opisano w 7. pracy z cyklu dwie z 28 probek
krwi psow, w ktorych za pomoca mikroskopii wykazano obecno$¢ mikrofilarii dawaty negatywne
wyniki w dwoch niezaleznych, gatunkowo specyficznych testach PCR wykrywajacych D. repens i
D. immitis. W badanych probkach pozytywnych spodziewano si¢ obecnosci D. repens
potwierdzonej uprzednio u pséw rasowych z hodowli na Mazowszu [Demiaszkiewicz i inni 2009],
nie byto wowczas doniesien o wystepowaniu innych filarioz u pséw z terenu Polski. Jednak wynik
badan mikroskopowych nie pozostawiat watpliwosci, ze w dwoch probkach krwi znajdowat sig
pasozyt niewykrywany w PCR do detekcji genéw oksydazy cytochromowej D. repens i D. immitis
[Rishniw i inni 2006]. Z tego wzgledu w 7. pracy z cyklu, aby zidentyfikowaé¢ gatunek filarii
wykrytych mikroskopowo, zastosowano startery uniwersalne do powielania fragmentu regionu
rybosomalnego DNA 5.8S-1TS2-28S umozliwiajace detekcje co najmniej 9 gatunkow filarii
[Rishniw i inni 2006] a produkty PCR sekwencjonowano. Takie podejécie doprowadzito do
pierwszego odnotowania pasozytniczego nicienia Acanthocheilonema reconditum, w Polsce.
Whniosek wynikajacy z porownania czutosci metod molekularnych 1 mikroskopowych, w
odniesieniu do diagnostyki filarioz, jest analogiczny jak w przypadku wcze$niejszych wnioskow
odnosnie diagnostyki Cryptosporidium — metody molekularne zapewniaja wyzsza czutosé
diagnostyczng w poréwnaniu z klasycznymi jedynie gdy sg odpowiednio dobrane do badanego
materiatu. W tym miejscu nalezy wspomnie¢, ze PCR ze starterami uniwersalnymi do detekcji
fragment regionu rybosomalnego DNA 5.8S-1TS2-28S zastosowany w 9. pracy z cyklu, do DNA
izolowanego z preparatow histologicznych nie zapewnit wystarczajacej czutosci detekcji. Zatem,
test PCR nieadekwatny do analiz materialu z preparatow histologicznych byt odpowiedni do

detekcji DNA izolowanego z krwi psow. Jest to kolejny dowdd na konieczno$¢ indywidualnego
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doboru odpowiedniego zestawu metod do badanego materiatu biologicznego. Ponadto, wyniki
uzyskane w 7. pracy z cyklu pokazaty, ze poszukujac nowych, inwazyjnych gatunkow filarii, warto
stosowac testy uniwersalne zamiast gatunkowo specyficznych, co uwzglgdniono przy
projektowaniu testow PCR uzytych w badaniach komarow (Diptera: Culicidae) w dalszej czgsci
cyklu prac.

Na dalszych etapach badan skupiono si¢ na zarazeniach D. repens poniewaz: pasozyty te
stanowity zagrozenie dla ludzi, byty nowe dla terenu Polski i istniaty doniesienia o ich
wystepowaniu w populacji psow oraz potwierdzono zarazenia D. repens u mieszkancoéw Polski
[Zarnowska-Prymek i inni 2008, Wesotowska i inni 2010]. Okreslenie gatunku stanowiacego
czynnik etiologiczny filarioz metodami mikroskopowymi jest trudna na podstawie cech
morfologicznych mikrofilarii zas czutos¢ mikroskopii w detekcji zarazen D. repens i D. immitis z
reguly nizsza niz czuto$¢ PCR. Zdecydowano si¢ wigc na badania zarazen Dirofilaria spp. przy
uzyciu metod molekularnych. Po odkryciu obecnos$ci u psow w Polsce A. reconditum (w 7. pracy z
cyklu) postanowiono stosowac¢ testy PCR gatunkowo specyficzne i uniwersalny pan-filarial PCR do
amplifikacji regionu rybosomalnego DNA 5.8S-1TS2-28S wielu filarii[Rishniw i inni 2006].
Oszacowanie ryzyka zwigzanego z wystepowaniem pasozytow z rodzaju Dirofilaria na terenie
Mazowsza wymagalo stwierdzenia czy zarazenia majg charakter lokalny czy tez sa importowane
oraz jakie gatunki Dirofilaria zarazaja psy. Aby osiggna¢ ostatni z wymienionych celow zbadano,
za pomocg PCR, krew psow z potwierdzong mikroskopowo filariozg. Zastosowano trzy testy PCR
do detekcji filarii: pan filarial PCR do detekcji kilku gatunkow filarii (w tym D. repens, D. immitis
oraz A. reconditum) i dwa testy PCR do specyficznej detekcji dwoch markerow genetycznych D.
repens. Wszystkie zastosowane testy PCR potwierdzity zarazenie D. repens a 9 z 10 zarazonych
psOw nigdy nie podrozowato za granicg. Wyniki zaprezentowane w 6. pracy z cyklu potwierdzity
rodzimy charakter zarazen, wczesniej w pismiennictwie potwierdzony mikroskopowo u rasowych
ps6w hodowlanych [Demiaszkiewicz i inni 2009]. Uzyskane wyniki wspieraty hipoteze
przedstawiong wczeéniej przez innych badaczy [Zarnowska-Prymek i inni 2008], dotyczaca
prawdopodobnego, rodzimego charakteru zarazen D. repens u ludzi z terenu Polski.

Rodzimy charakter zarazen D. repens u ludzi byt problemem do wyjasnienia. W ramach
badan prowadzonych we wspotpracy z kilkoma osrodkami (WUM, WrUM, Szpital Zakazny w
Warszawie) badano przypadki ludzkiej dirofilariozy u oséb z terenu Polski. Zebrano zroznicowany
material: okazy robaka, skrawki histologiczne z guzoéw izolowanych od ludzi lub skrawki samego
robaka. Badania molekularne przeprowadzono na szesciu preparatach reprezentujacych wszystkie
kategorie wyzej wymienionych probek. W 5. pracy z cyklu moim wktadem byty analizy
molekularne materialu biologicznego — koncepcja badan molekularnych wykonanie ich opis i

interpretacja. W tych badaniach wykorzystano metodyke real time PCR opracowang w 8. pracy z
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cyklu. Zbadano DNA z czterech okazow robakow, i z dwoch guzow zawierajgcych robaki. Ponadto,
w wynikach analiz molekularnych uwzgledniono te uzyskane w 8. pracy z cyklu. Analizy
molekularne miaty funkcj¢ potwierdzenia oznaczenia gatunku zarowno w zastosowaniu do
materiatu ze skrawkow histologicznych zatopionych w parafinie jak i okazow robakow. We
wszystkich wypadkach wyniki oznaczen molekularnych i morfologicznych byly zgodne — wykryto
Dirofilaria repens. Zastosowanie metod molekularnych pozwolito potwierdzi¢ trafno$¢ oznaczenia
gatunku filarii na podstawie cech morfologicznych materiatu. Oprocz znaczenia czysto naukowego
polegajacego na potwierdzeniu wynikdéw oznaczen gatunku partych o cechy morfologiczne
materiatu, miato to wymiar praktyczny w procesie publikacji wynikoéw 5. pracy z cyklu.
Dirofilarioza byta nowa chorobg na terenie Polski i recenzenci prac o tej chorobie oraz redaktorzy
mie¢dzynarodowych czasopism naukowych oczekiwali potwierdzenia oznaczen gatunku metodami
molekularnymi.

Potwierdzono przydatno$¢ metodyki izolacji DNA filarii i jego powielania w PCR do
zastosowan zaréwno diagnostycznych jak 1 badan epidemiologicznych. W rezultacie badan
przeprowadzonych w pracy 5. z cyklu udowodniono rodzimy charakter zarazen Dirofilaria repens u
ludzi w Polsce.

Do oceny zagrozenia dirofilarioza w Polsce brakowato danych o wstepowaniu zarazen
filariami u komaréw, ktore sa wektorami D. repens oraz D. immitis. Uniwersalny PCR, do detekc;ji
markerow rybosomalnych, stosowany w badaniach prowadzonych w pracach 6., 7. 1 8. z cyklu miat
relatywnie niskia czuto$¢ w poréwnaniu z czutoscig testu do wykrywania fragmentu genu
podjednostki pierwszej oksydazy cytochromowej (COI) D. repens. W celu zapewnienia wyzszej
czutosci reakcji i jednoczesnej detekcji D. repens i D. immitis postanowiono zaprojektowac
uniwersalny PCR do amplifikacji markera mitochondrialnego — genu COl. W zalozeniu,
zaprojektowany test PCR miat znalez¢ zastosowanie w monitoringu wystgpowania zarazen
Dirofilaria spp. u komaréow oraz ludzi i innych ssakow. W badaniach dirofilariozy ludzkiej na
terenie Ukrainy, przedstawionych w 3. pracy z cyklu, po raz pierwszy uzyto nowo
zaprojektowanego testu PCR do detekcji i identyfikacji DNA D. repens i D. immitis. Wyniki analiz
molekularnych D. repens izolowanych od ludzi na Ukrainie przedstawiono w 3. pracy z cyklu. W
tej samej pracy zaprezentowano nowa metodg¢ identyfikacji gatunkow D. repens i D. immitis na
podstawie krzywych HRM. Na poziomie technologii identyfikacja oparta byla na tej samej zasadzie
na ktorej opierata si¢ metoda Ribo-HRM PCR do identyfikacji gatunkéw wlosni, opracowana w 4.
pracy z cyklu. Jak w przypadku identyfikacji Trichinella zastosowano startery uniwersalne i
gatunek Dirofilaria okreslano na podstawie krzywych topnienia DNA. Wszystkie preparaty
zbadane molekularnie w 3. pracy z cyklu zawieraty DNA D. repens i wyniki identyfikacji gatunku

na podstawie krzywych topnienia DNA uzyskanych w PCR HRM zostaty potwierdzone
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sekwencjonowaniem produktéw PCR. Opracowano zatem metode detekcji i1 identyfikacji D. repens
i D. immitis w jednej reakc;ji.

Glownym tematem 3. pracy z cyklu byta epidemiologia dirofilariozy ludzkiej na Ukrainie natomiast
moj wkiad te prace i zakres jej udziatu w cyklu obejmowat badania molekularne w tym
opracowanie metody detekcji oraz identyfikacji D. repens i D. immitis. Test PCR uzyty w 3. pracy z
cyklu zaprojektowano jako metode uniwersalng do zastosowania w diagnostyce medycznej i
weterynaryjnej oraz badaniach przesiewowych wystepowania filarioz u zywicieli posrednich i

ostatecznych (rezerwuaru pasozyta).

Monitoring molekularny obecnosci filarii w komarach

Badania obecnosci filarii w komarach okreslane sg terminem xenomonitoring, ktory oznacza
posrednig detekcje obecnosci pasozytow na danym terenie poprzez ich wykrywanie w komarach
zerujacych na zywicielach ostatecznych. Xenomonitoring za pomocg PCR jest opisywany jako
xenomonitoring molekularny [Latrofa i inni 2012b]. W 1. pracy z cyklu w xenomnitoringu
komaroéw wykorzystano doswiadczenia, w opracowaniu technik izolacji DNA, zdobyte w pracach
6. 7.1 8. z cyklu oraz zastosowano test PCR do wykrywania D. repens i D. immitis, opracowany w
3. pracy z cyklu. W sumie do xenomonitoringu komardéw na obecno$¢ filarii zaprojektowano trzy
pary starterow uniwersalnych: jedng opisang w 3. pracy z cyklu i dwie kolejne opisane po raz
pierwszy w 1. pracy z cyklu. Wszystkie trzy pary starterow uzyte w PCR pozwalaty na amplifikacjg
fragmentow tego samego markera genetycznego — genu podjednostki pierwszej oksydazy
cytochromowej Dirofilaria. Cz¢sto$¢ wystepowania infekcji Dirofilaria spp. w populacji komaréw
jest stosunkowo niska i wynosi od mniej niz jednego do kilku procent, z tego wzgledu zastosowanie
uniwersalnego PCR do detekcji dwoch gatunkow (D. repens i D. immitis) w jednej reakcji byto
istotne z ekonomicznego punktu widzenia, poniewaz przewidywano konieczno$¢ zbadania setek lub
tysigcy probek. Zastosowanie jednej uniwersalnej reakcji detekcji, zamiast dwoch gatunkowo
specyficznych, pozwalato dwukrotnie zmniejszy¢ liczbe przeprowadzonych PCR. Spodziewano si¢
zroéznicowanych wynikow w zaleznosci od uzytej metody jednak zakres zréznicowania wynikow
byl nieoczekiwany. Czgstos¢ zarazen komaréw wahata si¢ pomiedzy 0 a 1,57% w zaleznosci od
uzytej metody detekcji zastosowanej w badaniach opisanych w 1. pracy z cyklu. Znaczacy wptyw
metodyki na wyniki molekularnej detekcji patogendw, opisany w poprzednich pracach z cyklu,
potwierdzit si¢. Stosujac duplex PCR zaprojektowany do detekcji D. repens i D. immitis [Latrofa i
inni 20123, Latrofa i inni 2012b] uzyskano 8 wynikéw fatszywie negatywnych w 8 probkach
dajacych wynik pozytywny w PCR potwierdzajacym z parg starterow RepIm FO / RepIm-RO (conf-
PCR1). Ponadto, tylko 4 z 8 probek pozytywnych w conf-PCR1 byty pozytywne rowniez w PCR ze
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starterami Replm Fs / Replm-R2 (conf-PCR2). Zatem wykazano ogromny wptyw metody
diagnostycznej na uzyskane wyniki nie tylko ilosciowe, jak w wypadku conf-PCR1 i conf-PCR2
(opracowanych w 1 pracy z cyklu) lecz rowniez na wyniki jako$ciowe, poniewaz w stosujac metode
duplex PCR [Latrofa i inni 2012b] i startery specyficzne wobec genu COI D. repens [Rishniw i inni
2006] nie wykryto zadnych zarazen. W 1. pracy z cyklu po raz pierwszy w piSmiennictwie
przedstawiono wyniki xenomonitoringu komaréw na obecnos¢ D. repens na terenie, na ktorym
wczesniej okreslono czegstos¢ wystepowania zarazen Dirofilaria u psow (okoto 20%) [Osinska i inni
2014] ponadto, po raz pierwszy opisano wyniki xenomnitoringu molekularnego komaréw na

obecno$¢ Dirofilaria przeprowadzonego w Polsce.
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Xenomontoring molekularny i ocena mozliwosci zastosowania PCR w diagnostyce i
epidemiologii
(Prace 1.1 2. z cyklu)

Wyniki badan srodowiskowych (1. praca z cyklu) opisano i umieszczono w kontekscie
badan z zakresu xenomonitoringu prowadzonych w Europie (1. i 2. praca z cyklu). Obie te prace (1.
I 2. z cyklu) stanowig zarowno podsumowanie jak i rozwinigcie moich poprzednich badan nad
wptywem doboru metod molekularnych na wyniki diagnostyki i badan epidemiologicznych. Na
etapie projektowania mozna przewidzie¢ pewne ograniczenia czutosci i specyficznosci testow PCR.
Teoretyczne oszacowanie wtasciwosci testu PCR powinno by¢ rutynowo stosowane przy
projektowaniu testow do laboratoryjnej diagnostyki medycznej. Podobnie restrykcyjne podejscie
nie jest powszechnie przyjete wsrod osob zajmujacych si¢ badaniami podstawowymi i
srodowiskowymi a §wiadomo$¢ ryzyka zwigzanego z wadami projektu metody, szczeg6lnie
zwigzanego z opieraniem si¢ na nieaktualnych danych moze by¢ niska, co wykazano w 1. i 2. pracy
z cyklu. W pierwszej pracy z cyklu zaobserwowano, ze dwie metody detekcji D. repens opisane w
literaturze [Latrofa i inni 2012b, Rishniw i inni 2006] nie pozwolity na wykrycie D. repens w
pozytywnych probkach DNA izolowanego z komaréw w Polsce. Druga ze wspomnianych metod
[Rishniw i inni 2006] byta uzywana z powodzeniem w poprzednich pracach z cyklu (5., 6.1 8.) w
zastosowaniu do materiatu innego niz komary. Wszystkie startery PCR stosowane do detekcji filarii
w 1. pracy z cyklu poddano analizie za pomoca National Center Biotechnology Information Basic
Local Alignment Search Tool Basic Local Alignment Search Tool (NCBI BLAST) [Altschul i inni
1990, Zhang i inni 2000] aby sprawdzi¢ czy wystepuja mozliwe do wykrycia czynniki potencjalnie
redukujace wydajnosé testow. Okazato si¢, ze w metodzie duplex PCR [Latrofa i inni 2012b] statery
do amplifikacji markera 12S rRNA zaprojektowano w regionie polimorficznym i pasowaly idealnie
tylko do jednego z trzech znanych wariantow sekwencji genow 12S rRNA obecnych w GenBank.
W momencie projektowania starterow uzywanych w duplex PCR nie znano dwoch wariantow
sekwencji genow 12S rRNA do ktorych te primery byly tylko czesciowo komplementarne, CO
pokazuje niedoskonatos¢ projektu Latrofa i inni 2012a,b. Jest to przyktad jak istotne jest regularne
sprawdzanie zgodnosci projektu testu diagnostycznego z obecng wiedzg. W zastosowaniu do
probek z Polski duplex PCR wykazat znikomg czuto$¢ (8 fatszywie negatywnych wynikow w 8
probkach pozytywnych w conf-PCR1). Problemy z czuto$cig duplex PCR wobec genotypoéw D.
repens wykrywanych w Europie Centralnej przewidziano teoretycznie, w 1. pracy z cyklu.
Przewidywania oparto na analizie temperatury topnienia starteréw hybrydyzujacych z nie w petni
komplementarnymi sekwencjami wigzania starterow. W 1. pracy z cyklu zwrdcono ponadto uwage

na terminologi¢ stosowang do opisu czutosci. Czuto$¢ analityczng definiuje si¢ w odniesieniu do
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PCR jako st¢zenie DNA lub liczbe czgsteczek DNA jaka wykrywa test. Czutos¢ diagnostyczna to
warto$¢ opisujaca skuteczno$é testu diagnostycznego w wykrywaniu wystepowania patogenu (lub
choroby) u zarazonego organizmu . Paradoksalnie test o wysokiej czuto$ci analitycznej, taki jak
duplex PCR, moze mie¢ niskg czutos¢ diagnostyczng. W 1. pracy z cyklu wskazano, ze taka
sytuacja moze mie¢ miejsce w przypadku 2/3 znanych alleli genu 12S rRNA wykrywanych w
duplex PCR. Takie zjawisko ma miejsce gdy czuto$¢ analityczna jest wysoka tylko w odniesieniu
do niektorych genotypéw wykrywanego markera i niska dla pozostatych [Saah i Hoover 1997].
Parametr o kluczowym znaczeniu dla diagnostéw i epidemiologéw to czuto$¢ diagnostyczna.
Zaréwno duplex PCR lecz réwniez specyficzny PCR do detekcji D. repens za pomoca pary
starterow DR COI F1 / DR COI R1 mial niska czuto$¢ diagnostyczna. Takze w tym przypadku
teoretyczne przeprowidywania dokonane w 1. pracy z cyklu wykazaty, ze zgodnie z najnowsza
wiedzg starter DR COI R1 [Rishniw i inni 2006] byt w petni komplementarny tylko do czgsci
sekwencji alleli genéw COI Dirofilaria repens zdeponowanych w Genbank, miat jedng
niesparowang zasad¢ z wszystkimi sekwencjami genu COI wykrytymi w 1. pracy z cyklu u
komarow z Polski (GenBank: KM370876.1, KM370875.1, KM370874.1, KM370873.1,
KM370872.1, KM370871.1, KM370870.1, KM370869.1, KM370868.1, KM370867.1) co mogto
mie¢ wptyw na czuto$¢ PCR. Nalezy zaznaczy¢, ze wiedza o polimorfizmach sekwencji DNA
mogacych uposledzac¢ parametry testOw opracowanych przez Rishniw i inni 2006 oraz Latrofa i inni
2012 a,b pojawita si¢ juz po opisaniu kazdego z tych testow, co potwierdza konieczno$¢
systematycznego sprawdzania zgodno$ci projektow testoéw diagnostycznych z najnowsza wiedza.

Polimorfizmy w obrebie miejsca wigzania startera moga redukowac czutos¢ PCR, z drugiej
strony obecno$¢ nawet kilku niesparowanych zasad w obrgbie startera moze nie eliminowac reakcji
niespecyficznych co opisano w 1. pracy z cyklu na przyktadzie par starterow uniwersalnych.
Przesiewowy PCR, opracowany i uzyty w 1. pracy z cyklu, miat najwyzsza czutoscig detekcji D.
immitis sposrod wszystkich zastosowanych testow PCR, pomimo obecnosci jednej niesparowanej
zasady w obrebie miejscach wigzania starterow.

W 1. pracy z cyklu potwierdzono, ze wystepowanie jednej lub wigcej niz jedne;j
niesparowanych zasad moze lecz nie musi eliminowaé¢ amplifikacji DNA w reakcji PCR jak w
przypadku PCR potwierdzajacego conf PCR1 w zastosowanego do detekcji A. reconditum.
Paradoksalnie dzigki niespecyficznej amplifikacji za pomocg nie w petni komplementarnych
starterow, w 1. pracy z cyklu, po raz pierwszy w Polsce wykryto zarazenia nicieniem Setaria tundra
u komarow. Podobne zjawisko wystgpito w badaniach niemieckich [Czajka i inni 2012]. Jednym z
whnioskow 1. pracy z cyklu bylo stwierdzenie, Ze ograniczona specyficznos¢ gatunkowa PCR,
spowodowana reakcjami niespecyficznymi, moze sta¢ si¢ zaletg jesli jako metode potwierdzenia

wynikow PCR stosuje si¢ sekwencjonowanie — w ten sposob po raz pierwszy wykryto S. tundra w
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komarach w Polsce i w Niemczech. Niedoskonatosci testu PCR nie dyskwalifikujg go w
zastosowaniu do naukowych badan przesiewowych, niezbedna jest jednak swiadomos¢ ich wpltywu
na wyniki i w konsekwencji na formutowane wnioski. W 1. pracy z cyklu w sposdb wyczerpujacy
omowiono problemy wystepujace przy projektowaniu testow PCR do diagnostyki pasozytow, na

modelu filarii.

Wiasciwosci testu molekularnego a jego zastosowanie w ocenie sytuacji epidemiologicznej
(prace 1.1 2. z cyklu)

W trakcie badan napotkano na problemy w interpretacji wynikow uzyskanych w
xenomonitoringu komaréw na obecnos$¢ filarii. W 2. pracy z cyklu poddano ponownej analizie dane
zaprezentowane w pierwszej niemieckiej pracy poswieconej xenomonitoringowi komaréw na
obecnos¢ D. repens [Czajka i inni 2012] i zauwazono istotne problemy z zasadnoS$cia
sformutowanych wnioskow. Znaczacym problemem, zasygnalizowanym w drugiej pracy z cyKlu,
jest interpretacja biologiczna, lub epidemiologiczna ujemnego wyniku PCR. Na podstawie
ujemnych wynikéw molekularnego xenomonitoring komaré6w na obecnos$¢ D. repens Czajka i inni
2012 uznali, ze ryzyko wystapienia rodzimych zarazen D. repens w Niemczech byto bardzo niskie.
W 2. pracy z cyklu, zwrdcono uwage, ze brak kontroli pozytywnych i negatywnych nie pozwalat
stwierdzi¢ czy wyniki xenomonitoringu Czajka i inni 2012 byly wiarygodne a brak danych o
czutosci 1 specyficznosei zastosowanych testow PCR nie pozwalat stwierdzi¢ czy wyniki
negatywne byly falszywie czy prawdziwie negatywne. Ponadto wyniki pozytywne testu
przesiewowego, nawet te, ktore w testach potwierdzenia (PCR potwierdzajacy i sekwencjonowanie)
byty negatywne traktowano jako wynik pozytywny testu na obecnos¢ filarii. W efekcie, jak
wykazano w pracy 2. z cyklu, wyciagnigto nieuprawnione wnioski epidemiologiczne odnos$nie
zagrozenia rodzimg dirofilariozag w Niemczech mylac poje¢cia wyniku pozytywnego PCR i
potwierdzonej detekcji pasozyta. Najwazniejsze jednak bylo nieuprawnione uznanie, ze wynik
negatywny metody o nieznanej czutosci potwierdza brak zarazenia co doprowadzito do
nieuzasadnionej oceny stopnia zagrozenia epidemiologicznego. Analogiczny problem wystgpowat
w badaniach z zakresu xenomonitoringu komaréw przeprowadzonych w Niemczech w 2014 roku
[Czajka i inni 2014] w ktorych wykryto zarazenia D. repens ale i tym razem nie zbadano ani
czuto$ci ani specyficznosci stosowanych testow PCR. W 1. pracy z cyklu zwrdécono uwage, ze w
trzech pracach z zakresu xenomonitoringu komaroéw na obecnos¢ D. repens, przeprowadzonych na
tych samych terenach, uzyskano sprzeczne wyniki [Czajka i inni 2012, Czajka i inni 2014,
Kronefeld i inni 2014]. We wszystkich trzech wyciggnigto wnioski natury epidemiologicznej, w
dwoch okreslono czestos¢ zarazen. Wystepowanie zarazen D. repens u pséw na terenie Niemiec

byto potwierdzone i jak pokazano w pracy 1. pierwszej z cyklu zarazone komary wykryto tam gdzie
21



zarazone psy jednak w zadnych z badan xenomonitoringu nie okreslono prawidlowo wszystkich
regionow wystepowania dirofilariozy, a w pracy Czajka i inni 2012 zadnego z tych regionow. Jak
wykazano w 1. pracy z cyklu wspdlng cechg wymienionych prac jest bledna interpretacja wynikow
negatywnych PCR jako potwierdzenia nieobecnosci pasozyta. Z punktu widzenia zdrowia
publicznego prawidtowa interpretacja wynikow badan przesiewowych ma znaczenie jesli prowadzi
do wnioskéw o wystepowaniu lub niewystgpowaniu zagrozenia epidemiologicznego. Powyzsze
spostrzezenia doprowadzity do wniosku o ograniczonej przydatnosci wynikow europejskiego
xenomonitoringu filarioz do oceny sytuacji epidemiologiczne;j.

Jak wczesniej wspomniano czutos¢ diagnostyczna PCR stosowanych w badaniach
opisanych w 1. pracy z cyklu réznita si¢ znaczgco. Do opisu wynikow wprowadzono terminy
Estimated Detection Rate (EDR, Szacowana Czestos¢ Detekcji) oraz Estimated Infection Rate (EIR
- szacowana czesto$¢ Infekceji). Szacowana Czgstos¢ Detekceji (EDR) — to szacowana czesto$¢ z jaka
dana metoda diagnostyczna wykrywa zarazenie za$ Szacowana Czgsto$¢ Infekcji — to szacowana
czestosé z jakag wystepuje zarazenie. Szacowana Czgsto$¢ Detekceji (EDR) dostarcza informacji jak
skutecznie dana metoda PCR wykrywa DNA i tylko jesli metoda ma doskonatg czutosé
diagnostyczng warto$¢ EDR odpowiada rzeczywistej czestosci zarazen. Natomiast jesli metoda ma
niska i nieokreslong czuto$¢ diagnostyczng warto$¢ EDR nie ma zadnego znaczenia biologicznego.
W 1.1 2. pracy z cyklu zaznaczono, ze wartosci EDR i EIR sg ze sobg mylone w pismiennictwie i
EDR bywa uzywane jako miara czestoSci zarazen a W efekcie wnioski epidemiologiczne wyciggane
s3 na podstawie wiasciwosci uzytego testu PCR zamiast na podstawie wiarygodnie szacowane;j
czestosci zarazen. W 1. pracy z cyklu podano przyklady sprzecznosci pomigdzy wynikami
oszacowan czestosci zarazen komarow a statusem zarazen psow w roznych krajach europejskich,
wskazujace na niskg wiarygodnos¢ dokonanych ocen czestosci zarazen komarow. Wskazano, ze
PCR jest jedynie narzedziem i zawsze analizujac wyniki PCR nalezy zada¢ sobie pytanie czy nie
stoja one w sprzeczno$ci z biologig i epidemiologia badanych organizméw? Odpowiedz na to
pytanie pozwoli krytycznie oceni¢ warto$¢ uzyskanych wynikow xenomonitoringu. W pierwszej
pracy z cyklu po raz pierwszy w pis§miennictwie dokonano proby poréwnania wynikow licznych
badan z zakresu xenomonitoringu dirofilariozy prowadzonych w Europie.

W tytule 1. pracy z cyklu zadano pytanie o sens xenomonitoringu jako narzedzia do monitorowania
zagrozenia chorobami przenoszonymi przez wektory. Zwrocono uwage, ze cho¢ xenomonitoring
niewatpliwie pozwolit wykry¢ obecno$¢ filarii w wielu krajach europejskich to szereg niezaleznych
badan niewiele wnidst do wiedzy na temat czestosci zarazen filariami w poszczegolnych krajach;
jak wykazano w 1. pracy z cyklu metody stosowane do xenomonitoringu we Wtoszech i na
Stowacji, prowadzity do zanizania szacunkoéw czestoSci zarazen komarow filariami w Polsce.

Wynikéw oszacowan czestosci zarazen komaréw dokonanych w réznych krajach nie dato si¢
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poréwnaé poniewaz wzgledna czutos¢ i specyficzno$¢ metod uzytych w rdéznych, europejskich
badaniach z zakresu xenomonitoringu komaréw na obecnos¢ Dirofilaria byta nieznana.
Xenomonitoring miat warto$¢ jako forma potwierdzenia wystepowania filarii u komaréw jednak
jako forma wykluczenia obecnosci tych pasozytéw nie posiadat takiej wartosci. Na obecnym etapie
europejskich badan z zakresu xenomonitoringu komaréw na obecnos$¢ filarii nawet wyniki
niezaleznych badan przeprowadzonych w jednym kraju nie nadajg si¢ do zastosowan
epidemiologicznych, co obszernie dyskutowano w 1. pracy z cyklu. Kolejny wniosek ptynacy z 1.
pracy z cyklu to stwierdzenie dotyczgce nicistnienia idealnej pary starterow do xenomonitoringu
komarow, za pomocg PCR, na obecno$¢ filarii. W pierwszej pracy z cyklu wykazano, ze
najlepszym rozwigzaniem jest stosowanie kombinacji metod a zaden z testow PCR, wlacznie z
opracowanymi w 1. pracy z cyklu, nie moze by¢ uznany za pojedyncza, najbardziej skuteczng
metod¢ xenomonitoringu. Zaznaczono, ze stworzenie idealnego testu PCR do detekcji wszystkich
genotypow konkretnego gatunku pasozyta (lub innego organizmu) jest mato prawdopodobne.
Odpowiedzig na pytanie zadane w tytule 1. pracy z cyklu jest stwierdzenie, ze nalezy dokonaé
poréwnania poziomu ekwiwalentnosci lub standaryzacji metod xenomonitoringu komarow na
obecnos¢ filarii aby moc porownywac sytuacje epidemiologiczng w poszczegolnych krajach.
Ponadto wskazano, ze wyniki analiz czestosci zarazen w populacji zywicieli ostatecznych sa
potrzebne aby moc okresli¢ zaleznos¢ miedzy czgstodcig zarazen u zywicieli ostatecznych i
komarow. Pierwsza praca z cyklu jest zwienczeniem doswiadczen zebranych w pozostatych pracach
z cyklu dotyczacych zagadnien z pogranicza diagnostyki, epidemiologii i monitoringu nowo

pojawiajacych si¢ zagrozen parazytologicznych.

Podsumowanie

W catym cyklu starano si¢ zwraca¢ uwage na wptyw uzytej technologii na interpretacje
wynikéw diagnostyki PCR i mozliwosci wykorzystania ich w analizach epidemiologicznych.
Podkreslano znaczenie poszczegoélnych etapow procedury diagnostyki molekularnej, od
przechowywania materiatu biologicznego poprzez izolacje DNA do jego amplifikacji. Wykazano,
ze niedostosowanie ktoregokolwiek etapu procedury detekcji DNA do wtasciwosci badanych
pasozytow moze zaowocowac obnizong czutoscig lub specyficznoscia testu diagnostycznego.
Podkreslano tez, ze nie istniejg idealne metody diagnostyczne i to nie niedoskonato$¢ metod
prowadzi do btgdnych wnioskéw tylko nie§wiadomos$¢ ograniczen stosowanych narzgdzi
diagnostycznych i dopuszczalnego zakresu ich zastosowan. Uzycie metody nieadekwatnej do celu
jaki planuje si¢ osiggng¢ prowadzi do formutowania nieuprawnionych wnioskéw diagnostycznych i

epidemiologicznych. Podkreslano, ze nieSwiadomos¢ whasciwosci diagnostycznego PCR stanowi
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duze i pomijane ryzyko w interpretacji wynikow diagnostycznych. Wyniki badan diagnostycznych
sg wykorzystywane w medycynie i analizach epidemiologicznych, na skutek czego maja posredni
wplyw na zdrowie publiczne. Jakos$¢ diagnostyki medycznej analiz epidemiologicznych zalezy od
jakosci danych uzyskanych w testach PCR i prawidtowej ich prawidlowej interpretacji.

W cyklu prac podkreslono specyfike molekularnej diagnostyki chordb pasozytniczych wynikajgca
ze stosunkowo matej wiedzy o genomach pasozytéw. Ponadto przedstawiono unikalne problemy
wystepujace przy wdrazaniu metod diagnostycznych do wykrywania i monitoringu pasozytow
nowych na terenie licznych krajéow europejskich, w tym Polski. W cyklu prac wykazano, ze metody
lub markery genetyczne uzywane od lat mogg mie¢ inne wtasciwos$ci niz sgdzono. Z tego wzgledu
poglady na temat metod diagnostycznych oraz na procedury diagnostyczne powinno si¢ rewidowaé

adekwatnie do najnowszych odkry¢.

Omowienie pozostalych osiggnig¢¢ naukowych

Moja dziatalno$¢ w dziedzinie nauki od poczatku skupiata si¢ na opracowaniu i
zastosowaniu metod diagnostycznych wykorzystujacych techniki amplifikacji 1 detekcji DNA.
Wigkszo$¢ prowadzonych przeze mnie badan obejmowata wykrywanie i identyfikacj¢ organizmow
patogennych. W trakcie badan prowadzonych w ramach doktoratu zajmowatem si¢ opracowaniem

metod roznicowania bakterii. W efekcie powstaty dwie publikacje oraz dwa patenty:

Masny A, Plucienniczak A. Fingerprinting of bacterial genomes by amplification of DNA
fragments surrounding rare restriction sites. Biotechniques. 2001, 31(4):930-4, 936

Masny A, Plucienniczak A. Ligation mediated PCR performed at low denaturation
temperatures--PCR melting profiles. Nucleic Acids Res. 2003, 31(18):e114.

Patent numer: PL355876. Wynalazcy: Plucienniczak Andrzej [PI]; Masny Aleksander [PI];
Wolinowska Renata [Pl] Zglaszajgcy: Inst Biotechnologii i Antybiot [Pl]. Sposob otrzymywania
fragmentow charakteryzujgcych badany DNA.

Patent numer: PL342419. Wynalazcy: Plucienniczak Andrzej [PI]; Masny Aleksander [PI];
Plucienniczak Grazyna [Pl] Zgtaszajgcy: Inst Biotechnologii i Antybiot [Pl]. Sposob otrzymywania
reprezentacji fragmentow DNA charakterystycznych dla danego genomu, zwtaszcza genomu
bakterii.

Obie powyzej wymienione metody opisano jako narzedzia umozliwiajace roznicowanie szczepow
bakterii i w takim zastosowaniu byly uzywane przez liczne zespoty badawcze. Pierwsza z nich

Fingerprinting of bacterial genomes by amplification of DNA fragments surrounding rare
24



restriction sites jest w piSmiennictwie okre$lana jako ADSRRS, gdyz taki skrot przypisali jej

badacze wykorzystujacy ja do badan nad szczepami klinicznymi (Krawczyk i inni 2003).

Rowniez w badaniach prowadzonych po doktoracie stosowatem metody ADSRRS i PCR
melting profiles (PCR-MP). We wspoétpracy z Instytutem Biochemii Technicznej, Politechniki
L.odzkiej, z powodzeniem zastosowano metod¢ PCR-MP do znalezienia r6znic pomigdzy
genomami szczepoéw Acetobacter xylinum produkujacych i nieprodukujacych celulozg. Uzyskane za
pomoca PCR-MP wyniki pomogto w okresleniu jednej z mozliwych przyczyn rdéznic we

wiasciwos$ciach badanych szczepow:

Krystynowicz A, Koziotkiewicz M, Wiktorowska-Jezierska A, Bielecki S, Klemenska E,
Masny A, Plucienniczak A. Molecular basis of cellulose biosynthesis disappearance in submerged
culture of Acetobacter xylinum. Acta Biochim Pol. 2005, 52(3):691-8

Obie metody PCR-MP oraz ADSRSS, we wspotpracy z Katedra Genetyki, Hodowli i
Biotechnologii Roslin, Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego, z powodzeniem zastosowano do

roznicowania patogenow pomidorow, bakterii Pseudomonas syringae pv. lachrymans:

Olczak-Woltman, H, Masny A, Bartoszewski G, Plucienniczak A, Niemirowicz-Szczytt K.
Genetic diversity of Pseudomonas syringae pv. lachrymans strains isolated from cucumber leaves
collected in Poland. Plant Pathology 2007, 56, 373-382.

Jako pracownik Zaktadu Parazytologii Lekarskiej (obecnie Zaktad Parazytologii),
Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego — Panstwowego Zaktadu Higieny, zajmowatem si¢
zastosowaniem metod molekularnych w badaniach parazytologicznych. Wigkszo$¢ prac z tego
zakresu ujeto w omowieniu cyklu prac w autoreferacie. Ponizej omowione sg prace nieujete w
cyklu prac.

W latach 2009-2011 w Zaktadzie Parazytologii NIZP-PZH pracowalem w zespole
zajmujacym si¢ nowymi na terenie Polski, przenoszonymi przez wektory nicieniami
pasozytniczymi. Wigkszg cze$¢ swoich badan poswigcitem problemowi nicieni Dirofilaria i
wywotywanej przez nie choroby — dirofilariozy. W pismiennictwie pojawila si¢ tendencja do
opisywania problemu dirofilariozy w zawgzonej perspektywie. Problem postrzegano jedynie z
punktu widzenia krajow, w ktorych dirofilarioza wystgpowata od dziesigcioleci lub stuleci albo z

punktu widzenia pojedynczego kraju. W pracy:
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Masny A, Golgb E, Cielecka D, Satamatin R. Vector-borne helminths of dogs and humans -
focus on central and eastern parts of Europe. Parasit Vectors. 2013 6:38.

zweryfikowano opinie autoréw zachodnich dotyczace zasiggu wystepowania nicieni pasozytniczych
z rodzaju Dirofilaria w Europie. Wskazano, ze dane zachodnie nie odzwierciedlaty skali inwazji
Dirofilaria na nowe tereny w Europie. Podkreslono wagg badan prowadzonych w Europie
Centralnej i Wschodniej, w szczegdlno$ci badan polskich. Praca ta miata znaczenie dla zwigkszenia
rozpoznawalnosci polskich badan nad dirofilariozg i wskazania zachodnim badaczom, ze
prezentowane przez nich poglady na epidemiologie dirofilariozy wymagaty rewiz;ji.

Problem zawezonej perspektywy W postrzeganiu problemu dirofilariozy dotyczyt tez
badaczy z krajow wschodnioeuropejskich. W pracy:

Masny A, Satamatin R, Cielecka D, Kharchenko VO, Conn DB, Golab E. Human
dirofilariasis due to Dirofilaria repens in the Russian Federation-remarks concerning epidemiology.
Int J Infect Dis. 2014, 28:225.

zwrdcono uwage, na nieuwzglednienie informacji o sytuacji epidemiologicznej dirofilariozy na
Ukrainie w badaniach, o charakterze epidemiologicznym, prowadzonych w Rosji, na terenach
graniczacych z Ukraing. Wskazano, ze w $wietle badan migdzynarodowych (w tym prowadzonych
w 3. pracy z cyklu przedstawionej w autoreferacie) postawione hipotezy, dotyczace przyczyn
epidemii dirofilariozy w Rosji wymagaty uzupelnienia i modyfikacji. Rowniez ta publikacja miala
na celu zaznaczenie wpltywu badan prowadzonych przez badaczy z Polski i Ukrainy na zrozumienie
problemu dirofilariozy w Europie.

Inne z prac badawczych miaty bardziej utylitarny charakter. Jak wspomniano w
autoreferacie, w Zaktadzie Parazytologii NIZP-PZH prowadzono badania diagnostyczne
dirofilariozy. Te badania pozwalaty nawigzywac¢ wspotprace naukowa i owocowaty opisami
przypadkow. Zatem prowadzone badania miaty wymiar praktyczny w postaci wspotpracy z

lekarzami i przedstawiania problemu dirofilariozy z perspektywy klinicznej:

Mazur-Melewska K, Figlerowicz M, Masny A, Cielecka D, Mania A, Trejster E, Kemnitz P,
Stuzewski W. The first autochthonous infection with Dirofilaria repens in a child in Poland. Journal
of Pediatric Infectious Diseases 2013, 8(4):187-190

Borkowski PK, Rymkiewicz G, Golebiewska J, Nestoros N, Romejko-Jarosinska Zarnowska-

Prymek H, Masny A, Palucki J, Cielecka D. The first case of human autochtonous subconjunctival
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dirofilariosis in Poland and MALT lymphoma as possible consequence of this parasitosis. Infect
Agent Cancer. 2015, 10(1):1.

W ramach wspoélpracy z innym osrodkami naukowymi prowadzitem analiz¢ wynikéw badan
molekularnych i bratem udziat w przygotowaniu pracy dotyczacej monitoringu molekularnego

obecno$ci wirusa TBEV u kleszczy:

Biernat B, Karbowiak G, Stanczak J, Masny A, Werszko J. The first detection of the tick-borne
encephalitis virus (TBEV) RNA in Dermacentor reticulatus ticks collected from the lowland
European bison (Bison bonasus bonasus L.). Acta Parasitol. 2016, 1;61(1):130-5.

Do innych moich aktywno$ci zwigzanych z upowszechnianiem wiedzy o chorobach
pasozytniczych, ich epidemiologii i leczeniu nalezalo napisanie rozdzialow w monogratfii,

przeznaczonej do uzytku przez lekarzy:

Masny A., 2014. Wiosogtowczyca. In A. Baumann-Popczyk, M. Sadkowska-Todys, & A.
Zielinski, eds. Choroby zakaZne i pasoZytnicze - epidemiologia i profilaktyka. Bielsko-Biata, pp.
477-479.

Masny A., 2014. Glistnica. In A. Baumann-Popczyk, M. Sadkowska-Todys, & A. Zielinski,
eds. Choroby zakazne i pasoytnicze - epidemiologia i profilaktyka. Bielsko-Biata, pp. 123-126.

Masny A., 2014. Owsica. In A. Baumann-Popczyk, M. Sadkowska-Todys, & A. Zielinski, eds.
Choroby zakazne i pasoiytnicze - epidemiologia i profilaktyka. Bielsko-Biata, pp. 318-321.

Oprocz dziatalnos$ci czysto naukowej, Zaktad Parazytologii NIZP-PZH, ktorego jestem
pracownikiem stara si¢ dazy¢ do wdrazania i komercjalizacji wynikéw badan. Jestem wspotautorem
zgltoszen patentowych:

Miedzynarodowe zgloszenie patentowe PCT/IB2016/052655. Wioletta Rozej-Bielicka,
Aleksander Masny, Elzbieta Golgb. Zgtaszajgcy: Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego —
Panstwowy Zaklad Higieny (Zgloszenie miedzynarodowe w trybie PCT). Method of detection
and/or identification of protozoa of genus Babesia, primer for use in this method and kit for use in
methods of diagnosis of symptomatic and asymptomatic babesiosis.

Krajowe zgloszenie patentowe 412309. Wioletta Rozej-Bielicka, Aleksander Masny,
Elzbieta Golgb. Zgtaszajgcy: Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Panstwowy Zaktad
Higieny. Sposob wykrywania i/lub identyfikacji pierwotniakow z rodzaju Babesia, starter do
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zastosowania w tym sposobie oraz zestaw do stosowania w sposobach diagnostyki objawowej i

bezobjawowej

Inne obowiqzki
Jestem cztonkiem zespotu laboratorium BSL3 (Biosafety level 3) i zostatem przeszkolony w

detekcji patogenéw wirusowych 3. grupy zagrozenia.

Pozostate aktywnosci zwigzane z mojg dzialalno$cig naukowg i dydaktyczng wymienitlem w

zalaczniku 4. do niniejszego autoreferatu.

Podsumowujac, wigkszo$¢ badan, w ktorych bratem udziat zwigzana byla z zastosowaniem

metod molekularnych w diagnostyce i epidemiologii chor6b zakaznych.

Podstawowe parametry bibliometryczne wedlug bazy Web Of Science:

Liczba prac indeksowanych: 18

Liczba prac z informacja o cytowaniach w Web Of Science: 16
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Index Hirsch’a: 9
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