Analiza struktury genetycznej nicieni z rodzaju Trichinella
wystepujacych w Polsce i jej zastosowanie

w dochodzeniach epidemiologicznych

STRESZCZENIE

Whosnica — choroba wywotywana przez nicienie z rodzaju Trichinella, wcigz stanowi
problem epidemiologiczny, zarowno W Polsce, jak i w innych krajach w Europie i na $wiecie.
Pomimo stosowania przepisow dotyczacych badania poubojowego, co roku rejestruje si¢
nowe przypadki tej zoonozy u ludzi. W przypadku wystgpienia tej choroby u ludzi jak tez
stwierdzenia pasozyta U trzody chlewnej w gospodarstwie, istnicje wymog prowadzenia
dochodzen epidemiologicznych. Celem tych dziatan jest m.in. wykrycie i eliminacja zrodta
inwazji. Dziatania takie s3 jednak nietatwe. Duza pomoca W tym zakresie moglyby by¢
badania laboratoryjne, ktore poprzez analize podobiefistwa genetycznego subpopulacji
pasozytow wystepujacych w ognisku witosnicy do subpopulacji pasozytow stwierdzanych
u innych zywicieli na danym obszarze moglyby potwierdza¢ lub wyklucza¢ ich role, jako
zrodla inwazji.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest okreslenie mozliwo$ci zastosowania badan
molekularnych, jako narz¢dzia wspomagajacego dochodzenia epidemiologiczne w ogniskach
wloénicy. Aby osiggna¢ zalozony cel prace podzielono na trzy etapy. W pierwszym,
przeprowadzono badania dotyczace rozprzestrzenienia wio$ni W populacji dzikéw, trzody
chlewnej, lisow 1szczurow. W drugim scharakteryzowano molekularnie wybrane
subpopulacje wlo$ni na podstawie analizy fragmentow genow 5s rDNA i COX1 oraz
dokonano okreSlenia zmienno$ci genetycznej, zroznicowania i struktury genetycznej
populacji T. spiralis i T. britovi na podstawie analizy markeréw mikrosatelitarnego DNA.
W trzecim etapie podjeto probe zastosowania powyzszych analiz w dochodzeniu
epidemiologicznym w ognisku wlosnicy trzody chlewne;.

Wykazano, ze 0 ile w przypadku §win odsetek zwierzat zarazonych wlosniami jest niski
($r. EI = 0,0001724), to w $rodowisku sylwatycznym inwazja ta spotykana jest stosunkowo
czesto. U dzikow, uwazanych obecnie za gtowne Zrédlo zarazenia dla ludzi, ekstensywno$é¢

inwazji wyniosta 0,34%, a u liséw 4,08%. Stwierdzono takze wysokg ekstensywnos¢ inwazji



U szczurOw pozyskanych z ognisk wilosnicy u $win, co wskazuje na duze znaczenie tego
gatunku, jako wektora wlosnicy. Srednia intensywnos¢ inwazji byta na ogét niska i wahata sie
od 2,3 lpg (lisy) do 11,48 Ipg (dziki). Dominujacym gatunkiem wto$ni u badanych zwierzat
byt T. spiralis i jedynie u lisow przewazaty inwazje T. britovi. U dzikow i lisow stwierdzano
réwniez inwazje mieszane T. spiralis/T. britovi. Pozostale gatunki wtosni (T. pseudospiralis
I T. nativa) spotykane byty jedynie sporadycznie.

W wyniku przeprowadzonej analizy uzyskanych w doswiadczeniu sekwencji 5s rtDNA
oraz COX1 zaobserwowano wystepowanie W populacji T. spiralis w obu analizowanych
fragmentach DNA tylko 3 mutacji punktowych, podczas gdy w populacji T. britovi az 41
pojedynczych polimorfizméw nukleotydow. Ponadto, na podstawie analizy obu fragmentéw
genow stwierdzono wystapienie larw bedacymi hybrydami miedzygatunkowymi T. spiralis
i T. britovi.

Na podstawie analizy msDNA rowniez stwierdzono znacznie wigkszag zmienno$é
genetyczng W populacji larw z gatunku T. britovi niz T. spiralis. Wyniki kalkulacji
wspotczynnika zroznicowania genetycznego Fst wskazaty w obu przypadkach na mozliwos¢
odrdzniania subpopulacji larw tego samego gatunku pochodzacych od réznych zywicieli.

W ostatnim etapie uzyskane wyniki wykorzystano w analizie ogniska wlosnicy. Analizy
sekwencji fragmentow genow 5s rDNA oraz COX1 wskazuja na identycznos¢ larw
pozyskanych z ogniska wlosnicy wzgledem siebie, ale takze wzgledem wigkszosci larw
Z innych subpopulacji spoza ogniska. Zastosowanie wynikow analizy msDNA okazato si¢
znacznie bardziej przydatne ipozwolito na wyodrebnienie i odréznienie izolatow larw
pochodzacych z ogniska wtosnicy od pozostatych subpopulacji T. spiralis poddanych analizie
W niniejszej pracy.

Uzyskane podczas pracy wyniki badan wskazuja, ze zastosowanie badan genetycznych,
szczegolnie analiz msDNA, daje nadziej¢ na wykorzystanie tej techniki w dochodzeniach

epidemiologicznych w ogniskach wlosnicy, co utatwi walke z tg parazytoza.



ABSTRACT

Trichinellosis, zoonosis caused by Trichinella nematodes, is an epidemiological
problem in Poland and throughout other countries in Europe and the rest of the world. Despite
regulatory controls, new cases of this zoonosis are registered every year in humans. In
addition to the detection of the disease in humans, finding the parasite in farmed pigs requires
that epidemiological investigations be instigated. The purpose of these activities is the
detection and elimination of the source of infection. However, such activities are difficult.
Laboratory analysis regarding the genetic similarity of the individual subpopulation of
Trichinella species detected in outbreak of infection to subpopulations of Trichinella spp.
found in other hosts on an examined area could be useful in epidemiological investigation and
confirm or exclude their role as a source of invasion.

The aim of the present study is to determine the possibility of using molecular
techniques as atool to support epidemiological investigations in Trichinella outbreaks. To
achieve this goal, the work was divided into three stages. In the first stage, the prevalence of
Trichinella spp. in the population of domestic pigs, wild boars, red foxes and rats were
assessed. In the second stage, selected Trichinella subpopulations based on 5s rDNA and
COX1 gene fragments were characterized molecularly, and the genetic variability, diversity
and genetic structure of T. spiralis and T. britovi subpopulations based on the analysis of
microsatellite DNA were determined. In the third stage, to check the usefulness of the
molecular approach developed, it was applied to epidemiological investigation of
a Trichinella outbreak in pigs.

The results of the present study indicated on the low proportion of pigs infected with
Trichinella spp. (mean EI = 0.0001724), and relatively more frequent Trichinella infection in
animals living in sylvatic environment. In wild boars, currently considered the main source of
infection for humans, the extensity of invasion was 0.34%, and in foxes 4.08%. High
extensity of invasion was also found in rats obtained from the area of Trichinella outbreaks,
which indicates the importance of this species as avector of the parasite. The average
intensity of invasion in all examined species of animals was generally low and ranged from
2.3 Ipg (foxes) to 11.48 Ipg (wild boars). The dominant species in the sampled animals was
T. spiralis, while T. britovi prevailed only in red foxes. Mixed invasions T. spiralis / T. britovi
in wild boars and red foxes were also found. The other Trichinella species (T. pseudospiralis

and T. nativa) were found only sporadically.



The analysis of the 55 rDNA and COX1 sequences obtained in the present study
revealed the occurrence of only 3 SNPs in the T. spiralis population and 41 SNPs in the
T. britovi population in both analyzed DNA fragments. Furthermore, on the basis of these
analyses, interspecific hybrids of T. spiralis and T. britovi were found. The msDNA analysis,
indicated that genetic variability in the T. britovi population was significantly higher than in
the T. spiralis population. In addition, the calculated Fst genetic diversity coefficient indicated
the possibility of distinct subpopulations of larvae of given species extracted from different
hosts for both T. spiralis and T. britovi populations.

In the final stage of the study, the initial results were used in the analysis of
a Trichinella spiralis outbreak. Sequence analyses of the 5s rDNA and COX1 gene fragments
indicated the lack of genetic differences between larvae from outbreak and majority of larvae
from other subpopulations outside the outbreak. The application of the results of the msDNA
analysis proved to be much more useful and enabled larval isolates from the Trichinella
outbreak to be distinguished from the remaining subpopulations of T. spiralis analyzed in this
work.

In conclusion, these findings indicate that the use of molecular analysis, especially the
analysis of msDNA, may provide auseful tool in epidemiological investigations of

Trichinella outbreaks and will facilitate the control of this parasite.



