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1. Imie¢ i Nazwisko.
Jacek Sroka

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i
roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

2005 r. — doktor nauk weterynaryjnych - Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Akademia
Rolnicza w Lublinie, (Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Badania nad wystepowaniem
Toxoplasma gondii u zwierzat hodowlanych i dzikich z terenu wojewodztwa lubelskiego w
aspekcie zagrozenia zdrowia ludnosci wiejskiej”™)

1994 r. - lekarz weterynarii - Akademia Rolnicza w Lublinie

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/
artystycznych.

2007 — adiunkt — Zaktad Parazytologii i Chorob Inwazyjnych, Panstwowy Instytut
Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach

2006 — adiunkt Zaktad Biologicznych Szkodliwosci Zawodowych (obecna nazwa: Zaktad
Biologicznych Szkodliwosci Zdrowotnych i Parazytologii), Instytut Medycyny Wsi w
Lublinie,

1994 — asystent Zaktad Chorob Odzwierzecych, Instytut Medycyny Wsi w Lublinie

4. Wskazanie osiagni¢cia* wynikajacego 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. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

a) tytul osiagniecia naukowego/artystycznego,

»Ocena potencjalnych zrodel zarazenia Toxoplasma gondii w Polsce w aspekcie
zagrozenia zdrowia ludzi”

b) (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa,
recenzenci wydawniczy)

H-1: Sroka J., Karamon J., Cencek T., Dutkiewicz J.: Preliminary assessment of the
usefulness of cELISA test for screening of pig and cattle populations for the presence of
antibodies against Toxoplasma gondii. Ann Agric Envion Med. 2011, 18, 335-3309.

IF2011=2,311, MNISW2011:25pkt; hCZba Cytowaﬁ (WoS Core Co||ecti0n) - 8
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Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu
czesci badan laboratoryjnych, opracowaniu wynikow i przygotowaniu pracy do druku. Moj
udziat procentowy szacuje na: 85%

H-2 Sroka J., Cencek T., Ziomko I., Karamon J., Zwolinski J.: Preliminary assessment of
ELISA, MAT and LAT for detecting Toxoplasma gondii antibodies in pigs. Bull Vet Inst
Pulawy. 2008, 52, 4, 545-549.

IF2008:0,337, MNiSW2008=15pkt.; IICZba Cytowaﬁ (WoS Core Collection) — 7

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu
czesci badan laboratoryjnych, opracowaniu wynikow i przygotowaniu pracy do druku. Moj
udziat procentowy szacuje na: 80%

H-3: Sroka J., Karamon J., Dutkiewicz J., Wojcik-Fatla A., Cencek T.: Optimization of
flotation, DNA extraction and PCR methods for detection of Toxoplasma gondii oocysts in
cat faeces. Ann Agric Environ Med. 2018, 25, 680—685.

DOI: https://doi.org/10.26444/aaem/97402 10.26444/aaem/97402
IF2018: 1116, MN'SW2018:30 pkt.; IICZba Cytowafl (WoS Core Collection) — 0

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu
czesci badan laboratoryjnych, opracowaniu wynikow i przygotowaniu pracy do druku. Moj
udziat procentowy szacuje na: 80%

H-4: Sroka J., Karamon J., Dutkiewicz J., Wojcik Fatla A., Zajac V., Cencek T.
Prevalence of Toxoplasma gondii infection in cats in southwestern Poland. Ann Agric
Environ Med. 2018, 25, 576-580. DOI: https://doi.org/10.26444/aaem/94675

IF2018: 1116, MN'SWZO]_B:BO pkt; IICZba Cytowaﬁ (WoS Core Collection) — 0

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu
czesci badan laboratoryjnych, opracowaniu wynikow i przygotowaniu pracy do druku. Moj
udziat procentowy szacuje na: 85%

H-5: Sroka J., Wojcik-Fatla A., Szymanska J., Dutkiewicz J., Zajac V., Zwolinski J.
Occurrence of Toxoplasma gondii infection in people and animals from rural environment
of Lublin region — estimate of potential role of water as a source of infection. Ann Agric
Envion Med. 2010, 17, 125-132.

IF2010=1,062, MNiSW2010:27pkt.; lchba Cytowaﬁ (WoS Core Co||ection) - 36
Moj wkitad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu

czesci badan laboratoryjnych, opracowaniu wynikow i przygotowaniu pracy do druku. Moj
udziat procentowy szacuje na: 15%

H-6: Sroka J., Bilska-Zajac E., Wojcik-Fatla A., Zajac V., Dutkiewicz J., Karamon J.,
Piotrowska W., Cencek T.: Detection and molecular characteristics of Toxoplasma gondii
DNA in retail raw meat products in Poland. Foodborne Pathog Dis. 2019, 16, 3, 195-204.

DOI: 10.1089/fpd.2018.2537
|F2018: 2476, MNiSW2018=30 pkt, liczba Cytowafl (WoS Core Collection) — 0
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Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu
czesci badan laboratoryjnych, opracowaniu wynikow i przygotowaniu pracy do druku. Moj
udziat procentowy szacuje na: 65%

H-7: Sroka J., Kusyk P., Bilska-Zajac E., Karamon J., Dutkiewicz J., Wojcik-Fatla A.,
Zajac V., Stojecki K., Rozycki M., Cencek T.: Seroprevalence of Toxoplasma gondii
infection in goats from the south-west region of Poland and the detection of T. gondii DNA
in goat milk. Folia Parasitol. 64: 023 (2017)

DOI: 10.14411/fp.2017.023
IF2017:1,505, MNiSW2017=20 pkt., IICZba Cytowaﬁ (WoS Core Collection) — 3
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu

czesci badan laboratoryjnych, opracowaniu wynikow i przygotowaniu pracy do druku. Moj
udziat procentowy szacuje na: 73%

H-8: Sroka J., Wojcik-Fatla A., Zwolinski J., Zajac V., Sawczuk M., Dutkiewicz J.
Preliminary study on the occurrence of Toxoplasma gondii in Ixodes ricinus ticks from
north-western Poland with the use of PCR. Ann Agric Environ Med. 2008, 15, 333-338.

IF2008:1,443, MNiSWZO(_)B:lSpkt.; IICZba CytOWElﬁ (WoS Core Collection) — 9

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu
czesci badan laboratoryjnych, opracowaniu wynikow i przygotowaniu pracy do druku. Moj
udziat procentowy szacuje na: 15%

H-9: Wojcik-Fatla A., Sroka J., Zajac V., Sawczyn A., Cisak E., Dutkiewicz J.:
Toxoplasma gondii (Nicolle et Manceaux, 1908) detected in Dermacentor reticulatus
(Fabricius) (Ixodidae). Folia Parasitol 2015, 62:055 (Open access)

DOI: 10.14411/fp.2015.055)
IF2015:1,271, MNiSWZOlS:ZO pkt; hCZba Cytowaﬁ (WoS Core Collection) — 1

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: wspoétopracowaniu koncepcji pracy,
wykonaniu czesci badan laboratoryjnych, opracowaniu wynikow i przygotowaniu pracy do
druku. Moj udziat procentowy szacuje na: 75%

Laczny IF publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego: 12,637
Laczna liczba punktéw MNiSW/KBN za publikacje wchodzace w sklad osiggniecia

naukowego: 212

¢) omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow
wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania
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Zarazenie pasozytniczym pierwotniakiem Toxoplasma gondii ciagle stanowi
aktualny problem zdrowotny (Torgerson i Mastroiacovo, 2013; WHO, 2015). Czynnikiem
etiologicznym toksoplazmozy jest pasozytniczy pierwotniak Toxoplasma gondii,
powodujacy zarazenia niemal u wszystkich gatunkéw zwierzat cieptokrwistych na swiecie,
a takze u czlowieka. Kot domowy (i inne kotowate), u ktorego w jelicie cienkim dochodzi
do rozmnazania piciowego T. gondii i powstania form inwazyjnych — oocyst, jest
zywicielem ostatecznym pasozyta i odgrywa wazng role w epidemiologii toksoplazmozy.
Oocysty wydalane sg wraz z katem kotow do srodowiska, gdzie w stanie zywym mogg
przetrwaé miesigce, a nawet lata. Ze wzgledu na zwykle jednorazowy oraz krotki okres
wydalania oocyst przez zarazone koty (1-3 tygodni), mozliwo$¢ wykrycia oocyst w kale
kota podczas jednorazowego badania jest niewielka. Innymi postaciami pasozyta sa jego
formy wegetatywne: tachyzoity i bradyzoity. Tachyzoity sg to szybko dzielagce komorki
pasozyta, charakterystyczne dla ostrej fazy inwazji. Sg ksztattu sierpowatego, o wymiarach
2-4 X 4-7 um, z jednym koncem zaostrzonym i drugim zaokraglonym oraz centralnie
umieszczonym jadrem. Na przednim biegunie znajduje si¢ tzw. aparat apikalny,
umozliwiajacy aktywne wnikanie tachyzoitu do komorki zywiciela. OdpowiedZz obronna
organizmu na zarazenie T. gondii nastepuje gtdwnie na drodze komoérkowej i istotng role
odgrywaja w niej makrofagi, limfocyty CD4", CD8", cytokiny oraz komorki NK. W
tkankach zywicieli posrednich (zwierzat cieptokrwistych i cztowieka) pasozyt rozmnaza
si¢ na drodze bezpiciowej (endodyogenii). Swoiste przeciwciala, bedace wynikiem
odpowiedzi humoralnej organizmu moga by¢ wykrywane w surowicy przez wiele lat.
Podczas przewlektej fazy inwazji w organizmie zywiciela powstajg cysty, o wielkosci od
ok. 20 do 200 pum, ktére moga by¢ wypetnione setkami bradyzoitow, komorek
morfologicznie zblizonych do tachyzoitow. Najcze$ciej, cysty lokalizuja si¢ w tkankach 1
narzadach dobrze ukrwionych (migsniach szkieletowych, sercu, jezyku, przeponie,
narzadach wewnetrznych). Cysty moga by¢ rowniez obecne w mozgu i narzadzie wzroku i
poprzez mechaniczne oddzialywanie, powodowa¢ dysfunkcj¢ tych narzadow. W wyniku
obnizenia sit odporno$ciowych organizmu moze dochodzi¢ do reinwazji — uwalniania si¢
bradyzoitow z cyst, ich przeksztatcania si¢ w szybko namnazajace si¢ tachyzoity, ktore z
kolei atakuja kolejne komorki (Dubey & Beattie, 1988; Tenter i wsp., 2000; Dawson
2005).

Pod wzgl¢dem genetycznym, Toxoplasma gondii jest gatunkiem polimorficznym i

wykazuje strukture klonalng. Dotychczasowe dane wskazuja na wystepowanie w Europie i
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Ameryce Potnocnej trzech archetypowych linii klonalnych T. gondii (I, 11, III), r6zniacych
si¢ patogennoscig (Howe i Sibley, 1995; Ajzenberg i wsp., 2002; Ajzenberg, 2010).
Zarazenia u ludzi wywotane typem I najczgsciej dotyczg inwazji nabytych i majg zwykle
ostry przebieg kliniczny, ten typ klonalny czgsto izolowany jest w przypadkach
toksoplazmozy ocznej. Typ Il jest w warunkach europejskich czgsta przyczyng postaci
wrodzonej toksoplazmozy u ludzi, jest on rowniez najczgséciej izolowany od zwierzat. Typ
III izolowano gidwnie ze srodowiska. Jest on rzadkg przyczyng przypadkéw klinicznych
toksoplazmozy u ludzi w Europie. Jednoczesnie w innych rejonach §wiata (m.in. Ameryka
Pid.), znaczna czg¢$¢ izolowanych szczepow nalezy do typu I i Il oraz izolowane sg
szczepy atypowe, a genetyczna struktura izolatow od ludzi czesto koresponduje z profilem
genetycznym pasozyta izolowanym od zwierzat lub z elementow srodowiska (Lehmann i
wsp., 2006; Pena i wsp., 2008; Khan i wsp., 2011). Jednak zalezno$¢ migdzy odmiang
klonalng pasozyta a charakterem zmian patologicznych wywotanych inwazja u cztowieka
nie jest do konca poznana i jej okreslenie wymaga dalszych badan (Fuentes i wsp., 2001,
Robert-Gangneux & Darde, 2012).

Stopien zarazenia T. gondii ludzi na $wiecie, oceniany na podstawie wynikow
badan serologicznych, jest zréznicowany i1 zalezy m.in. od wieku badanych osob, ich
zwyczajow zywieniowych, czgstosci kontaktu z potencjalnymi Zrodtami zarazenia,
przestrzegania higieny. Odsetki wynikéw seropozytywnych rdéznig si¢ roéwniez w
zalezno$ci od rejonu badan, warunkéw klimatycznych i socjo-ekonomicznych i wynosza
od kilku do kilkudziesigciu % (Tenter i wsp., 2000). W Polsce wartoSci te ocenia si¢
srednio na 40-60%, w zaleznosci od grupy badanej (Nowakowska i wsp., 2006;
Nowakowska i wsp., 2014; Holec-Gasior i wsp., 2008; Holec-Gasior i Kur, 2009).
Toksoplazmoza u ludzi ma przewaznie przebieg bezobjawowy. W postaci nabytej
toksoplazmozy, u okoto 5-20% oséb zarazonych obserwuje si¢ powickszenie wezlow
chtonnych z towarzyszacymi objawami grypopodobnymi. Jednak u o0so6b z ostabiong
odporno$cig zmiany chorobowe mogg dotyczy¢ wielu narzagdow wewngtrznych i tkanek
(m. in. phluc, serca, watroby, modzgu, opon mobzgowo-rdzeniowych). Czasami
toksoplazmoza moze mie¢ charakter uogdlniony (np. u chorych na AIDS). Szczegdlnie
grozne jest pierwotne zarazenie T. gondii u kobiety ci¢zarnej, wskutek czego moze dojs¢
do transmisji pasozytow do ptodu i wystgpienia toksoplazmozy wrodzonej lub poronienia
(Dubey 1 Beatty, 1988; Tenter i wsp., 2000). Czestos¢ wystepowania toksoplazmozy
wrodzonej w Europie ocenia si¢ na 1-6 przypadkéw na 1000 urodzen, a w Polsce 1-2 na

1000 urodzen (Paul, 2001). U zarazonych ptodow mogg wystgpi¢ zmiany patologiczne
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m.in. w postaci wodoglowia, zwapnien wewnatrzczaszkowych, wodobrzusza oraz stanéw
zapalnych narzadu wzroku. W niektorych przypadkach objawy toksoplazmozy wrodzonej
moga ujawni¢ si¢ nawet po kilku lub kilkunastu latach w postaci uszkodzenia narzadu
wzroku, stuchu lub zmian psychicznych (Dubey, 2008). Przypadki toksoplazmozy
wrodzonej podlegaja w Polsce obowigzkowi rejestracji.

Do zarazenia cztowieka T. gondii dochodzi gtéwnie na drodze pokarmowej przez
spozycie surowego lub poddanego niedostatecznej obrobce termicznej migsa,
zawierajacego cysty tkankowe pierwotniaka. W warunkach europejskich, najczgstszym
zrodlem zarazenia Sg surowe tkanki zwierzat rzeznych, w szczegdlnosci swin (van der
Giessen i wsp., 2007; Kijlstra i wsp., 2009; Limon i wsp., 2017). Wyniki badan wskazujg
rowniez na zagrozenia inwazjg T. gondii zwigzang z konsumpcja surowej wotowiny i
jagnieciny (Jones i wsp., 2009). Waznym zrodtem zarazenia, zwtaszcza dla mysliwych, ich
rodzin oraz konsumentéw dziczyzny moga by¢ tkanki dzikow i jeleniowatych (Tenter i
wsp., 2000; Brandon-Mong i wsp., 2015). Zarazenie T. gondii stwierdza si¢ rowniez u
drobiu, jednak ze wzgledu na stosowane procesy technologiczne (mrozenie) oraz zwyczaje
zywieniowe (gotowanie, pieczenie), drob nie jest uznawany jako zrodio inwazji T. gondii
dla ludzi w Europie (Tenter i wsp., 2000). Innym zroédtem inwazji dla cztowieka moze by¢
zywno$¢, woda lub gleba zanieczyszczone oocystami wydalanymi z kalem przez
zarazonego kota (Kijlstra i wsp., 2004; Lass i wsp., 2012; EFSA, 2007). Réwniez surowe
mleko (lub produkty z mleka) pochodzace od zarazonych kéz i1 owiec moga by¢ zrédtem
pasozyta (Mancianti i wsp. 2013; Dubey i wsp. 2014). Osoby majace zawodowy kontakt z
surowymi tkankami, wydalinami i wydzielinami zwierzat (m.in. mysliwi, pracownicy
przemystu migsnego, hodowcy zwierzat) sa szczegélnie narazone na kontakt z T. gondii
(Sroka i wsp. 2003a; Dias i wsp. 2005). Dotychczasowe badania prowadzone w Polsce
wykazywaty roéwniez znaczne narazenie ludnosci wiejskiej na kontakt z pasozytem, w tym
srodowisku stwierdzano réwniez przypadki toksoplazmozy rodzinno-srodowiskowej
(Kociecka i wsp. 1998; Sroka, 2001; Sroka i wsp. 2006; Sroka i Szymanska, 2012).

Rezerwuarem pasozyta i jego pierwotnym zrodtem w Srodowisku sa koty (Tenter i
wsp., 2000). U kotéw inwazja T. gondii przebiega zwykle bezobjawowo, posta¢ kliniczna
jesli wystepuje, dotyczy zwykle mtodych kociagt 1 objawia si¢ m.in. w postaci goragczki,
anoreksji, zapalenia oczu, zaburzen gastrycznych i neurologicznych (Dubey, 1979). Jak
wynika z literatury, wieckszo$¢ kotow ulega zarazeniu cystami pasozyta obecnymi w

surowych tkankach (np. upolowane zwierzeta lub. odpady rzezniane). Czg¢$ciej stwierdzane
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sg przypadki zarazen T. gondii wsrod kotow bezpanskich lub zdziczalych oraz majacych
mozliwos$¢ przebywania poza domem (Dubey, 2010).

Zrédtem pasozyta dla zwierzat gospodarskich moze by¢ pasza, pastwisko, woda i
gleba, zanieczyszczone oocystami. Dla zwierzat migsozernych zrédtem pasozyta mogg by¢
surowe tkanki zwierzat, w ktérych obecne sg cysty tkankowe pierwotniaka. Inwazja T.
gondii u zwierzat, przebiega zwykle bezobjawowo, a stopien zarazenia, oceniany w
oparciu o wyniki badan serologicznych, wykazuje znaczne zréznicowanie w zaleznos$ci od
rejonu geograficznego, gatunku, typu hodowli i warunkoéw zoohigienicznych. Oprécz strat
ekonomicznych w produkcji zwierzecej, zwigzanych przede wszystkim z zaburzeniami w
rozrodzie, wystgpowanie zarazenia T. gondii u zwierzat nalezy rozpatrywac¢ gtdéwnie w
aspekcie zagrozenia zdrowia ludzi (Tenter i wsp. 2000).

Istotng rolg¢ w utrzymywaniu si¢ T. gondii w $rodowisku odgrywaja réwniez
zwierzeta wolno zyjace, w tym: dziki, jeleniowate, lisy, a takze drobne gryzonie. Zrodtem
zarazenia dla tych zwierzat moze by¢ pokarm, woda, gleba zanieczyszczone oocystami
pasozyta. Wolno zyjace zwierzeta migsozerne 1 wszystkozerne moga zarazac si¢ zjadajac
drobne gryzonie, ptaki, zwtoki padtych lub upolowanych zwierzat, zawierajace cysty
pasozyta (Tenter i wsp., 2000).

Okreslenie ekstensywnosci inwazji T. gondii w populacjach zwierzat rzeznych oraz
ocena stopnia zanieczyszczenia pasozytem surowych produktéw pochodzenia zwierzecego
ma istotne znaczenie w aspekcie potencjalnego zagrozenia dla zdrowia czlowieka.
Rowniez wiedza na temat skali zarazenia T. gondii populacji kotoéw, moze sprzyjaé
podejmowaniu ewentualnych dziatan profilaktycznych np. na ograniczeniu dostgpu kotow
do pomieszczen dla zwierzat rzeznych (Kijstra i wsp., 2009).

Jak si¢ wydaje, nadal brak jest wystarczajacych informacji nt. najczestszych zrodet
zarazenia T. gondii dla ludzi w Polsce. Do oceny stopnia zarazenia T. gondii U zwierzat
wykorzystywanych jest szereg technik serologicznych, ktore pozwalaja na wykrywanie
swoistych przeciwciat anty T. gondii, m.in. odczyn aglutynacji bezposredniej (DAT) (inna
nazwa - zmodyfikowany odczyn aglutynacji (MAT)), odczyn immunofluorescencji
posredniej (IFAT) oraz rozne odmiany testu ELISA. W diagnostyce molekularnej (PCR) w
kierunku T. gondii, najczesciej wykorzystuje si¢ amplifikacje genu Bl lub 529-bp RE.
Stosowane sg rozne odmiany PCR, m.in. RFLP, nested i Real-time (Robert-Gangneux i
Darde, 2012). Zastosowanie PCR-RFLP (lub multilocus PCR) umozliwia genetyczng

analizg roznych szczepow T. gondii pod wzgledem ich przynalezno$ci do okreslonego typu
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klonalnego, ktory warunkuje zjadliwos$¢ pasozyta. W celu okreslenia profilu genetycznego
wykorzystuje si¢ szereg markeréw genetycznych, m.in. SAG1, SAG2, SAG3, GRAG i
BTUB (Su i wsp., 2010). Analiza molekularna szczepéw T. gondii izolowanych od
zwierzat, ludzi lub ze $§rodowiska, prowadzona jest w wielu krajach na $wiecie, jednak w
Polsce, jak dotychczas, niewiele jest podobnych badan. Oprocz znaczenia poznawczego
(ocena drog krazenia pasozyta w srodowisku), taka analiza moze mie¢ wymiar praktyczny,
np. przy postepowaniu terapeutycznym w przypadkach klinicznych toksoplazmozy u ludzi.
Ograniczona liczba badan prowadzonych w Polsce i majacych na celu detekcje oraz
charakterystyke molekularng T. gondii, moze wynika¢ z ich znacznej kosztochlonnos$ci
oraz ograniczen sprz¢towych. Nalezy mie¢ takze na uwadze, ze do w/w celow badawczych
niezbedne jest wykorzystanie zwalidowanych technik badawczych, charakteryzujacych si¢
dobra czulos$cig 1 specyficznoscia.

Gloéwne cele badan wilasnych, ktorych wyniki przedstawiono w prezentowanym
jednotematycznym cyklu publikacji, byty nastepujace:

. Adaptacja oraz ocena przydatnosci wybranych technik do diagnostyki

Toxoplasma gondii

Il. Ocena wystepowania zarazenia T. gondii u wybranych gatunkéw zwierzat
majacych potencjalne znaczenie w epidemiologii toksoplazmozy u ludzi w

Polsce

I11.0cena zanieczyszczenia T. gondii wybranych produktéw pochodzenia

zwierzecego wraz charakterystyka molekularng pasozyta

IVV.Wystepowanie T. gondii w wybranych elementach srodowiska

Omowienie przeprowadzonych badan i uzyskanych wynikow

Ad | Adaptacja oraz ocena przydatnosci wybranych technik do diagnostyki

Toxoplasma gondii

a) Poréwnanie skuteczno$ci wybranych technik serologicznych w diagnostyce
toksoplazmozy u zwierzat. Badania serologiczne sa najczgéciej stosowanymi

technikami w diagnostyce toksoplazmozy i znajduja szczegdlne zastosowanie m.in. w

Zatacznik nr 2 9/44



ocenie ekstensywnos$ci inwazji w danej populacji ludzi lub zwierzat. Ze wzgledu na
wykazang do$wiadczalnie u $win, istotng korelacje¢ miedzy obecno$cia swoistych
przeciwcial i detekcjg zywych pasozytow w ich tkankach, badania serologiczne $win
moga mie¢ szczegdlng warto§¢ w aspekcie szacowania ryzyka inwazji dla
konsumentéw wieprzowiny. (Dubey, 1988; Dubey i wsp., 1995) Jednak poszczegdlne
techniki serologiczne majg Swoje ograniczenia np. w postaci subiektywnosci odczytu
wynikow (DAT) lub mozliwos$ci biezacego zastosowania tylko dla okreslonego gatunku
zwierzat (ELISA, IFAT).

Stad celem badan wiasnych bylo opracowanie testu, uniwersalnego dla badania
réznych gatunkéw zwierzat, mogacego mie¢ zastosowanie zwlaszcza do badan
skriningowych. Wyniki pracy zostaty przedstawione w publikacji H-1 [Sroka i wsp.
Preliminary assessment of the usefulness of cELISA test for screening of pig and
cattle populations for the presence of antibodies against Toxoplasma gondii. Ann
Agric Envion Med. 2011, 18, 335-339]. Technikg spetniajacg powyzsze wymagania jest
nowo opracowany kompetycyjny test ELISA (cELISA). Zasada testu opiera si¢ na
»rywalizacji” o miejsce przyczepu na antygenie T. gondii optaszczonym na ptytce,
mi¢dzy przeciwciatami anty T. gondii obecnymi w surowicy diagnozowanej i
dodawanymi dodatkowo, przeciwciatami monoklonalnymi. Optymalizacj¢ i walidacje
testu przeprowadzono z uzyciem dodatnich i ujemnych surowic réznych gatunkow
zwierzat gospodarskich, w tym $win i bydta, wyselekcjonowanych na podstawie
wynikoéw badan w innych testach (IFAT, DAT, LAT). Proces walidacji wykazat wyzsza
czulo$¢ 1 specyficznos¢ cELISA w badaniu surowic $win (odpowiednio: 88,1% 1
94,5%) niz bydta (odpowiednio: 76,9% 1 93,4%). W badaniu porOwnawczym surowic
swin przy uzyciu testow MAT i cELISA, stwierdzono istotng korelacje miedzy mianami
surowic dodatnich w MAT i warto$ciami indeksu w cELISA (R=0,83, p<0,001). W
odniesieniu do surowic bydlecych powyzsza korelacja byla nieco stabiej wyrazona
(R=0,61, p<0,001). Nizsza czutos¢ i specyficznos¢ cELISA w odniesieniu do surowic
bydla moze czgsciowo wynikaé¢ z obecnosci w surowicy tego gatunku zwierzat tzw.
przeciwcial naturalnych, ktére moga zaburza¢ prawidlowos¢ wynikow badan
serologicznych. Nowo opracowany test CELISA, moze znalezé uniwersalne
zastosowanie do badan réznych gatunkow zwierzat. Dzigki mozliwosci wykrywania
wszystkich klas przeciwcial anty T. gondii (IgM, IgG, IgA, IgE) test cELISA moze
wykazywaé wyzsza czulo§¢ w porownaniu do dotychczas stosowanego w Zakladzie

testu DAT, wykrywajacego jedynie p-ciata klasy IgG. Uzyskane wyniki wskazujg na
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szczegolng przydatnosé testu cELISA do badania surowic $§win i w nieco mniejszym
stopniu surowic bydta. Badania wlasne wykazaly rowniez szczeg6lng przydatnosé
cELISA w badaniu surowic takich gatunkéw zwierzat, jak koty oraz owce (dane
niepublikowane).

W ramach kolejnych etapéw pracy, przeprowadzono badania poréwnawcze nad
przydatnoscia dwoch komercyjnych testow serologicznych: testu aglutynacji
bezposredniej (MAT) oraz testu aglutynacji lateksowej (LAT), a takze wlasnego, nowo
opracowanego testu posredniego ELISA w diagnostyce toksoplazmozy u $win (wyniki
przedstawiono w publikacji H-2 [Sroka i wsp. Preliminary assessment of ELISA, MAT
and LAT for detecting Toxoplasma gondii antibodies in pigs. Bull Vet Inst Pulawy.
2008, 52, 4, 545-549]. Jako testu referencyjnego uzyto testu immunofluorescencji
posredniej (IFAT). Najwyzsza specyficznoscig, w porownaniu do testu referencyjnego
(IFAT) wykazat si¢ MAT (100,0%), a najwigksza czutoécia test ELISA (88,9%). LAT
wykazywal najnizsza specyficzno$¢ i czutos¢, odpowiednio na poziomie 91,4% i
47,2%. Analiza statystyczna wykazala najwyzsza zgodno$¢ jakoSciowa migdzy
wynikami uzyskanymi w testach IFAT, ELISA i MAT (Spearman’s rank correlation
coefficient (R) i Cohen’s Kappa statistic (K)>0,8), natomiast niskg zgodno$¢ uzyskano
miedzy wynikami LAT 1 wynikami uzyskanymi w pozostatych testach (wartosci R i
K<0,6). Przeprowadzone badania potwierdzity przydatnos¢ testow ELISA i MAT, do
wykrywania przeciwcial anty T. gondii u §win. Poniewaz ELISA i MAT umozliwiaja
wykrywanie wylacznie przeciwciat klasy IgG T. gondii, podczas gdy LAT umozliwia
wykrywanie przeciwcial obu klas - IgG 1 IgM, hipotetycznie LAT powinien by¢
optymalnym testem do badan skriningowych. Jednak wyniki badan wtasnych wykazaty,
ze LAT nie spelnial odpowiednich wymagah w zakresie wykrywania przeciwciat
Toxoplasma u swin. Nowo opracowany test posredni ELISA moze by¢ uzyteczny m.in.

w badaniach skriningowych populacji §win.

b) Optymalizacja technik PCR do wykrywania oocyst T. gondii w kale. Ze wzgl¢du na
morfologiczne i morfometryczne podobienstwo oocyst T. gondii do oocyst innych
kokcydiow np. Hammondia hammondi, Cystoisospora spp., Sarcocystis spp. badanie
mikroskopowe nie zawsze zapewnia wlasciwa identyfikacje pasozyta, co stwarza
mozliwo$¢ uzyskiwania wynikow falszywie dodatnich (Barutzki i Schaper, 2003;
Chemoh i wsp., 2016). W przypadkach niskiej intensywnosci inwazji T. gondii, badanie

mikroskopowe, ze wzgledu na swoja niskg czulo$¢, moze dawaé¢ wyniki falszywie
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ujemne. Stad badanie molekularne katu, jako dodatkowe, moze by¢ przydatne dla
potwierdzenia wyniku. W literaturze istnieje szereg protokotow badan PCR z uzyciem
réznych markeréw genetycznych dla wykrywania T. gondii w kale kotéw. Jednak
najwyzsza czuto$¢ wykazuja techniki z wykorzystaniem fragmentow sekwencji
konserwatywnych gené6w DNA, majacych duza liczbg powtorzen w genomie, gldéwnie
genu B1 oraz 529 repeated element (529 RE) (Salant i wsp., 2010; Chemoh i wsp.,
2016). Stad celem badan wilasnych byla ocena skutecznosci réznych technik PCR z
uzyciem genu Bl w wykrywaniu DNA T. gondii, jak réwniez ocena wplywu
wybranych metod koncentracji oocyst, ekstrakcji DNA na skutecznos$¢ detekcji DNA
pasozyta w PCR, w kontek$cie opracowania skutecznych i uzytecznych w praktyce
laboratoryjnej procedur. Wyniki badan przedstawiono w publikacji H-3 [Sroka i wsp.
Optimization of flotation, DNA extraction and PCR methods for detection of
Toxoplasma gondii oocysts in cat faeces. Ann Agric Environ Med. 2018, 25, 680—
685]. Badano efektywnos¢ metody flotacji z wykorzystaniem réznych roztworoéw
flotujacych, jak réwniez efektywnos¢ ekstrakcji DNA z uzyciem réznych komercyjnych
zestawow do izolacji DNA, a takze poréwnywano skuteczno$¢ detekcji DNA pasozyta
stosujgc kilka odmian techniki PCR. Jak wykazano, skuteczny odzysk oocyst z
domieszkowanych nimi probek kalu oraz brak negatywnego wplywu na strukturg
oocyst zapewniato uzycie NaNOjs jako roztworu flotujacego. Wykorzystanie NaNOg3
miato réwniez korzystny wplyw na wydajnos¢ ekstrakcji DNA i amplifikacji w PCR.
Do ekstrakcji DNA z oocyst wymagana jest ich wczesniejsza dezintegracja, ktorej
dokonano poprzez naprzemienne oddziatywanie niskiej 1 wysokiej temperatury

(umieszczenie probek w cieklym azocie, a nastgpnie w tazni wodnej o temp. 60°C).

W badaniu Real time PCR (RT) probek wody domieszkowanych roéznymi
liczebnosciami oocyst (250, 100, 50, 20, 10, 5, 2, 1) w ktorym DNA ekstrahowano przy
pomocy zestawu komercyjnego DNeasy Blood and Tissue Kit (K1), granica
wykrywalnosci (LD) wynosta 1 oocysta / probke. Badanie przy uzyciu nested PCR
wykazato podobng wartos¢ LD - 2 oocysty / na probke, jednakze otrzymano réwniez
wyniki ujemne dla posrednich liczebno$ci oocyst w probce. W badaniu probek wody
domieszkowanych oocystami, w ktorych DNA wyizolowano za pomoca zestawu Qiamp
DNA Stool Mini Kit (K2) LD zostato okreslone na 50 oocyst / 250 mg probki katu 1
bylo wyzsze niz przy uzyciu zestawu Kl1. Z kolei, wyniki RT dla probek katlu

domieszkowanych oocystami wykazaty wigksze rdéznice. Porownujac skutecznosé
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dwoch zestawow do ekstrakcji DNA, stwierdzono wyzsza czuto$¢ PCR w badaniu
probek katlu, z ktérych DNA ekstrahowano przy uzyciu zestawu K2 niz K1. Dla
zestawu K2 LD okres$lono na 1 (odmiana RT z sondg TagMan) i 50 (odmiana RT z
fluorogenem EvaGreen) oocyst/na probke, natomiast dla zestawu K1 LD wyniosto 250
oocyst/na probke. Jednak stosujac zestaw K2 uzyskano réwniez ujemne wyniki dla
posrednich liczebnos$ci oocyst (50, 20, 10). W nested PCR, dla probek katu izolowanych
obydwoma zestawami do ekstrakcji DNA (K1 1 K2), LD okre$lono odpowiednio na 5 i
50 oocyst/250 mg katu. Badania witasne potwierdzity opini¢, ze inhibitory obecne w
kale znaczaco zmniejszajg czuto$¢ reakcji PCR, szczegdlnie w wariancie RT. Stad dla
zapewnianie wlasciwej czulosci PCR w badaniu probek katu, przy wyborze
odpowiedniej metody ekstrakcji DNA powinno uwzglednia¢ si¢ mozliwos¢ eliminacji
inhibitoréw (Uwatoko i wsp. 1996). Wyniki wlasne uzyskane z uzyciem RT dla probek
oczyszczonych z inhibitorow za pomocg zestawu Qiamp DNA Stool Mini Kit (K2),
mogg potwierdzi¢ t¢ opini¢. Jednoczesnie jednak, proces eliminacji inhibitorow moze
rowniez zmniejszy¢ ilos¢ izolowanego DNA, co réwniez potwierdzity wyniki testu RT
dla probek wody domieszkowanych oocystami, gdzie wartosci Ct dla probek DNA
izolowanych zestawem K2 byly wyzsze niz dla probek izolowanych bez dodatkowego

etapu eliminacji inhibitorow (zestaw K1).

Podsumowujac, wyniki badan wlasnych wykazaty, ze skutecznymi metodami
wykrywania T. gondii w kale kocim mogg by¢: flotacja probki kalu z uzyciem NaNOs
wraz wirowaniem, ekstrakcja DNA z etapem eliminacji inhibitoréw PCR (zestaw K2), a
takze test Real time PCR, w ktorym amplifikowany jest fragment genu B1. Metody te
wydaja si¢ odpowiednie zarowno do badan skriningowych jak 1 do rutynowej

diagnostyki.

Ad. Il Ocena wystepowania zarazenia T. gondii u wybranych gatunkéw zwierzat

majacych znaczenie w epidemiologii toksoplazmozy u ludzi w Polsce

a) Badania kotow. Celem badan byla ocena stopnia zarazenia T. gondii populacji
kotow w wybranych rejonach kraju. Ekstensywno$¢ inwazji T. gondii w danej
populacji kotéw zalezy m.in. od ich wieku, rodzaju pozywienia, $rodowiska
bytowania (koty wolno zyjace / utrzymywane w domu, wie§ / miasto).

Dotychczasowe, nieliczne badania kotow w Polsce w kierunku toksoplazmozy,
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obejmowaty m.in. teren Olsztyna i Poznania, gdzie stwierdzano nawet powyzej
70% wynikow seropozytywnych (Wasiatycz 1998; Michalski i Platt-Samoraj,
2004; Michalski i wsp., 2010). Brak jest jednoczesnie danych z innych rejonéw
Polski. Badania wtasne dotyczylty populacji kotéw z Polski potudniowo-zachodniej
(woj. $laskie) (publikacja H-4 [Sroka i wsp. Prevalence of Toxoplasma gondii
infection in cats in southwestern Poland. Ann Agric Environ Med. 2018, 25, 576-
580]) oraz wschodniej (woj. lubelskie) (publikacja H-5 [Sroka i wsp. Occurrence
of Toxoplasma gondii infection in people and animals from rural environment of
Lublin region — estimate of potential role of water as a source of infection. Ann
Agric Envion Med. 2010, 17, 125-132]). W badaniach serologicznych kotow z woj.
Slaskiego wykorzystano test immunofluorescencji posredniej (IFAT) do
wykrywania przeciwcial anty T. gondii klasy 1gG i IgM. Wykrywanie obydwu klas
przeciwcial pozwolilo na przyblizone okreslenie fazy zarazenia, a tym samym
orientacyjnego czasu wydalania oocyst. Populacje kotéw z woj. lubelskiego badano
na obecno$¢ p-ciat anty T. gondii klasy 1gG przy pomocy DAT (Toxo-Screen DA,

bioM¢érieux).

Wyniki przeprowadzonych badan serologicznych wskazuja na wysoka
seroprewalencje w kierunku T. gondii zarowno wsréd kotow z woj. §laskiego
(68,8%) jak 1 woj. lubelskiego (75,0%), co posrednio moze wskazywac na znaczne
zanieczyszczenie srodowiska oocystami na tych obszarach. U 23,1% kotow z woj.
Slaskiego (gtownie mlodych), stwierdzono réwniez przeciwciata klasy IgM, co
wskazywaloby na §wieza inwazj¢ i mozliwos¢ wydalania oocyst w nieodlegtym
czasie. W ogoélnym zestawieniu wynikow badan kotow z woj. S$laskiego,
stwierdzono istotnie wigkszg czegstos¢ wystepowania przeciwcial anty T. gondii u
kotow starszych (>1 rok) (83,5%) niz u mtodszych (48,3%) (p<0,05) oraz u samic
(74,1%) w poréwnaniu do samcoéOw (58,8%) (p<0,05), a takze u kotow
przebywajacych poza domem niz przebywajacych jedynie w domu (69,7% vs.
16,7%) (p<0,01). Warto rowniez zauwazy¢, ze przeszto polowa kotow z obydwu
terenéw badan, reagujacych seropozytywnie, wykazywata wysokie (>1620, woj.
lubelskie) i bardzo wysokie (>4,000, woj. $laskie) miana, co posrednio wskazuje na
intensywnos$¢ przebytej inwazji. W innych krajach europejskich, wyniki zblizone
do wynikow wilasnych, stwierdzono w m.in. w Belgii (70,2%) (Dorny i wsp., 2002)
i Czechach (61,3%) (Svobodova i wsp., 1998). Nizszg seroprewalencj¢ notowano
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we Wtoszech (40,7-50,4%) (Macri i wsp., 1992; D’amore, 1997; Papini i wsp.
2006) i na Wegrzech (47,6%) (Hornok i wsp.,). Seroprewalencja T. gondii wsrod
kotéw w Hiszpanii wynosita od 32,3% do 63,4% (Gauss i wsp., 2003; Mird i wsp.,
2004).

Pomimo tego, ze koty uwazane sg za pierwotne zrodlo T. gondii w
srodowisku, w dostepnej literaturze niewiele jest doniesien opisujacych detekcje
oocyst T. gondii w kale kotow, w warunkach naturalnych. Stad, w nastgpnym
etapie pracy, badano probki katu kotow z woj. §lgskiego na obecno$¢ T. gondii przy
pomocy badania mikroskopowego oraz technik PCR (nested i Real time). W
badaniu mikroskopowym wynik dodatni stwierdzono jedynie dla 2 probek (4,9%)
katu, w ktorych obserwowano struktury przypominajace pod wzgledem
morfometrycznym oocysty T. gondii. Wynik badania mikroskopowego jednej z
tych probek zostal potwierdzony w Real Time PCR. Uzyskane wyniki badan
koproskopowych wydaja si¢ potwierdza¢ wyniki innych autoréw, ktérzy obecnosé
oocyst T. gondii stwierdzali jedynie dla kilku procent badanych probek katu lub
uzyskiwali wyniki negatywne (Nabi i wsp., 2018; Schares i wsp., 2008). Uzyskane
wyniki badan wilasnych wydaja si¢ réwniez potwierdzaé tez¢ o niewielkiej
mozliwosci wykrycia oocyst podczas jednokrotnego badania probek katu danej
populacji kotow. Jednocze$nie jednak, stwierdzony wysoki odsetek wynikow
seropozytywnych, moze sugerowal znaczne zanieczyszczenie S$rodowiska
pasozytami T. gondii i zwigzane z tym ryzyko kontaminacji gleby, wody lub
warzyw i owocow (Lass i wsp., 2009; Lass i wsp., 2012; Simon i wsp., 2017). O
zanieczyszczeniu $rodowiska oocystami, moga posrednio $wiadczy¢é na tych
terenach  wysokie odsetki wynikow seropozytywnych wsrod — zwierzat

gospodarskich, m.in. koz, $win i bydta (publikacje: H-2, H-5, H-7).

b) Swinie i bydlo. Z epidemiologicznego punktu widzenia, przy ocenie rezerwuaru
zwierzecego T. gondii, najbardziej istotne znaczenie ma wystgpowanie tego
pasozyta u zwierzat rzeznych, w szczeg6lnosci u swin. Wieprzowina zawierajgca
cysty tkankowe pasozyta uwazana jest za gtdowne zrodto inwazji T. gondii u ludzi w
Europie i USA (van der Giessen i wsp., 2007; Kijlstra i wsp., 2009; Limon i wsp.,
2017). Wykazano do$wiadczalnie istotng korelacje miedzy seropozytywnoscig U
$win i obecnoscig w ich tkankach zywych pasozytow (Dubey i wsp., 1986; Dubey i

wsp. 1995), stad wyniki badan serologicznych $win mogg mie¢ bezposrednie
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zastosowanie dla oceny ryzyka. Najwyzsze odsetki wynikéw seropozytywnych
stwierdza si¢ wsérdd $win starszych, hodowanych w gospodarstwach tradycyjnych,
z wolnym wybiegiem, w ktorych koty majg swobodny dost¢gp do pomieszczen dla
zwierzat i gdzie nie sg zachowane prawidtowe warunki zoohigieniczne (Tenter i
wsp., 2000; Robert-Gangneux i Darde, 2012). Innym gatunkiem zwierzat
gospodarskich moggcym stanowi¢ wazne zrodto zarazenia T. gondii jest bydlo,
wsrod ktorego stwierdza si¢ duzag rozpigto$¢ wynikow seropozytywnych, m.in.
76.3% w Serbii (Klun i wsp., 2006), 45.6% w Szwajcarii (Tenter i wsp., 2000),
26% w Brazylii (Ogawa i wsp., 2005) i 7,3% w Hiszpanii (Panadero i wsp., 2010),
co $wiadczy o czgstym kontakcie tego gatunku zwierzat z pasozytem. Jednoczesnie
jednak, w warunkach naturalnych u bydta nie obserwuje si¢ objawow klinicznych
toksoplazmozy. Ponadto wykazano dos$¢ szybka utrate zywotnoSci pasozyta
obecnego w tkankach bydta, po jego doswiadczalnym zarazeniu pasozytem.
Trudnos¢ sprawia takze interpretacja wynikow badan serologicznych bydta. Uwaza
sieg, ze brak jest jednoznacznej zalezno$ci migdzy obecnoscia 1 poziomem
swoistych przeciwcial a obecnoscia zywego pasozyta w tkankach bydia.
Potwierdzajg to badania z ostatnich lat, gdzie DNA lub Zzywego pasozyta izolowano
takze od bydla seronegatywnego (Opsteegh i wsp., 2011). W przeprowadzonej w
ostatnich latach w Holandii iloSciowej analizie ryzyka mikrobiologicznego
(QMRA), surowa wolowing zidentyfikowano jako potencjalnie najwazniejsze
zrodlo inwazji dla cztowieka w tym kraju (Opsteegh i wsp., 2011b).

Ocena stopnia zarazenia zwierzat rzeznych, ktorych migso stanowi glowne
zrédlo pasozyta dla czlowieka, prowadzona jest na caltym $wiecie. Kierunek tych
badan jest tez zgodny z dyrektywa Unii Europejskiej (2003/99/WE z dnia 17
listopada 2003 r.) oraz z zaleceniami takich organizacji jak FAO, WHO i EFSA
(FAO/WHO, 2014; EFSA, 2018). Dotychczasowe badania nad wystgpowaniem T.
gondii u $win i bydla w Polsce czgsto miaty charakter lokalny, dotyczyly
ograniczonej liczby zwierzat lub byty prowadzone wiele lat temu.

Stad tez w celu oceny rezerwuaru zwierzecego T. gondii w konteksScie
ochrony zdrowia ludzi, przeprowadzono badania wybranych populacji $win i bydta
z réznych rejonow Polski. Badania surowic przeprowadzono przy uzyciu testu
kompetycyjnego ELISA (CELISA) i odczynu aglutynacji bezposredniej (DAT)
(Toxo-Screen DA, bioMérieux) (publikacja H-1 [Sroka i wsp. Preliminary

assessment of the usefulness of cELISA test for screening of pig and cattle
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populations for the presence of antibodies against Toxoplasma gondii. Ann Agric
Envion Med. 2011, 18, 335-339]). Badano tacznie 861 surowic od s§win (rasy wpb i
pbz, w wieku do 1 roku) pochodzacych z terenu 8 wojewddztw oraz 865 surowic
bydta (rasy ncb, w wieku do 18 lat) z terenu 11 wojewddztw. Wsrod badanych swin
najwyzsze odsetki wynikow dodatnich w DAT oraz cELISA stwierdzono w woj.
lubuskim (odpowiednio 19,5% i 26,8%), kujawsko-pomorskim (21,2% i 21,2%),
mazowieckim (19,4% 1 20,6%) oraz dolnos$laskim (18,7% 1 20,0%). Najnizsza
seroprewalencj¢ stwierdzono wsérod §win z woj. wielkopolskiego (1,0% 1 2%) oraz
woj. opolskiego (7,2% i 7,2%). Wsrdod badanego bydla najwyzszy odsetek
wynikow dodatnich w DAT i cELISA stwierdzono u zwierzat pochodzacych z woj.
lubelskiego (25,0% i 26,3%), $wietokrzyskiego (20,0% i 22,5%) oraz kujawsko-
pomorskiego (12,8% 1 17,9%). Nizsze odsetki wynikow dodatnich stwierdzono u
bydta z woj. pomorskiego (11,0% i 16,4%), podkarpackiego (14,5% 1 12,9%) i
mazowieckiego (12,7% i 12,7%), a najnizsze z woj. wielkopolskiego (5,1% i 5,1%)
1 dolnoslaskiego (8,0% 1 4,0%). Wigksze roznice w odsetkach wynikéw dodatnich
uzyskanych w DAT i cELISA stwierdzono u bydta z woj. podlaskiego (5,8% i
11,6%), kujawsko-pomorskiego (12,8% i 17,9%), pomorskiego (11,0% i 16,4%) i
dolnoslaskiego (8,0% 1 4,0%). Stwierdzono réwniez wystgpowanie istotnie
wyzszych odsetkow wynikow dodatnich wsrod zwierzat pochodzacych z drobnych
gospodarstw w porownaniu do zwierzat z duzych ferm (bydto - 23,8% / 10,8%);
$winie — 17,6% / 2,2%) (p<0,001).

Populacje swin i bydta z terenu woj. lubelskiego badano roéwniez
serologicznie w ramach wczeséniejszych badan dotyczacych oceny zrodet zarazenia
T. gondii na terenie wybranych gospodarstw wiejskich. (publikacja H-5 [Sroka i
wsp. Occurrence of Toxoplasma gondii infection in people and animals from
rural environment of Lublin region — estimate of potential role of water as a
source of infection. Ann Agric Envion Med. 2010, 17, 125-132]). Probki surowicy
badano na obecnos$¢ p-ciat anty T. gondii klasy 19G przy uzyciu DAT. Wsrod
badanych 67 $§win i 74 szt. bydta wyniki seropozytywne stwierdzono u 17,9% $win
1 33,8% bydla. Wérod wynikéw dodatnich stwierdzonych u bydta, najwyzszy
odsetek stanowity wyniki o niskich mianach (32-64) — 88%, podczas gdy u $win
przewazaly (lacznie 75%) wyniki o mianach $rednich (180-540) i wysokich
(>1620).
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Kozy. Jak wynika z literatury, zarazenie T. gondii czgsto wystepuje u owiec
i koz (Dubey i Beattie, 1988; Masala i wsp. 2007; Mancianti i wsp. 2013). Pasozyta
izolowano z mleka koziego naturalnie i eksperymentalnie zarazonych zwierzat co
$wiadczy o potencjalnym zagrozeniu dla zdrowia ludzi (Mancianti i wsp. 2013,;
Dubey i wsp. 2014). Stad celem moich kolejnych badan byta ocena seroprewalencji
w kierunku T. gondii wybranej populacji kéz. Wyniki badan przedstawiono w
publikacji H-7 [Sroka i wsp. Seroprevalence of Toxoplasma gondii infection in
goats from the south-west region of Poland and the detection of T. gondii DNA in
goat milk. Folia Parasitol. 64: 023 (2017)]. W ramach badan przeprowadzono
badanie surowic 73 kéz (samic) pochodzacych z 36 gospodarstw zlokalizowanych
na terenie woj. $laskiego, przy uzyciu DAT (Toxo-Screen DA, bioMérieux). W
DAT dodatnie wyniki stwierdzono u 70% z 73 badanych ko6z. Uzyskany odsetek
wynikow seropozytywnych u koz jest zblizony do seroprewalencji stwierdzanej u
tego gatunku zwierzat w Polsce przez innych autoréw (30-100%) (Michalski i
Platt-Samoraj, 2004; Czopowicz i wsp. 2011). Wysokie odsetki wynikow dodatnich
u koz stwierdzano takze m.in. w Serbii (73,3%) i Rumunii (52,8%) (lovu i wsp.,
2012; Djokic i wsp., 2014). Stwierdzona w badaniach wlasnych wysoka
seroprewalencja T. gondii u badanych koz (70%) na tereniec woj. $laskiego
koresponduje z wynikami kotow z tego rejonu (publikacja H-4), u ktorych
stwierdzono zblizony odsetek wynikow seropozytywnych, co moze potwierdzac

teze o znacznym zanieczyszczeniu sSrodowiska oocystami.

Ad. 111 Ocena zanieczyszczenia T. gondii wybranych produktéw pochodzenia

zwierze¢cego wraz charakterystyka molekularng pasozyta

a) Produkty miesne. Kolejnym etapem moich badan nad rezerwuarem zwierzgcym i
potencjalnymi Zroédtami zarazenia dla ludzi w Polsce, byta proba detekcji pasozyta i
jego charakterystyka molekularna, w surowych produktach migsnych - wedlinach i
mig¢sie mielonym, dostgpnych w sprzedazy w Polsce (publikacja H-6 [Sroka i wsp.
Detection and molecular characteristics of Toxoplasma gondii DNA in retail raw
meat products in Poland. Foodborne Pathog Dis. 2019, 16, 3, 195-204]). Badania
prowadzono w ramach realizacji projektu ,,Ochrona zdrowia zwierzat i zdrowia
publicznego” (2014-2018) przez PIWet-PIB w Putawach. Probki wedlin i migsa

pozyskiwano w zaktadach migsnych oraz sklepach firmowych zaktadéw migsnych,
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zlokalizowanych w 13 wojewodztwach. Lacznie pozyskano i przebadano 3223
probki surowych wedlin (wedzonek, kietbas, szynek) oraz surowego migsa
mielonego. Po wytrawieniu probek pepsyna, z uzyskanego po odwirowaniu osadu,
ekstrahowano DNA, ktore nastepnie badano przy pomocy PCR (odmiany: nested i
Real time). W celu okreslenia typu klonalnego pasozyta przeprowadzano badanie
RFLP PCR oraz dla czgsci probek, badanie PCR z uzyciem dodatkowych 10
markeréw genetycznych. Produkty amplifikacji poddawano sekwencjonowaniu, a
uzyskane wyniki poréwnywano z sekwencjami referencyjnymi T. gondii w bazie
BLAST. Wsrod badanych ogétem 3223 probek wedlin 1 migsa, wyniki dodatnie w
PCR stwierdzono dla 175 (5,4%) probek, w tym 48 probek wedzonek (27,4% ogotu
probek pozytywnych), 79 probek kietbas (45,1%), 14 probek szynek (8,0%) oraz
34 probek migsa mielonego (19,4%). Najwyzszy odsetek dodatnich wynikow
uzyskano dla probek pochodzacych z woj. podkarpackiego (17,9%), matopolskiego
(12,6%) i lubelskiego (10,8%) (p<0,001). Natomiast odsetki wynikow dodatnich
dla prébek pochodzacych z innych regionéw Polska byly znaczaco nizsze (0,3-
6,6%) (p <0,001) Odsetki wynikéw dodatnich w PCR dla poszczegdlnych
rodzajow produktow miesnych (wedzonek, kietbas, szynek, migsa mielonego)
wyniosty od 4,5% do 5,8%, a r6znice migdzy nimi nie byly istotne statystycznie
(p>0,05). Najwyzsza czgstos¢ wystgpowania DNA pasozyta sStwierdzono w
produktach migsnych pochodzacych z Polski potudniowo-wschodniej — woj.
matopolskiego 1 woj. podkarpackiego. Sg to rejony z licznymi, matymi
gospodarstwami, w ktorych zwierzeta hodowane sg w sposob tradycyjny, przez co
moga mie¢ czgsty kontakt z potencjalnymi Zrdédtami zarazenia.

Analiza sekwencji z wykorzystaniem dodatkowych markerow w PCR, wykazala
istotnie czgstsze wystegpowanie typu III (49%) oraz w mniejszym stopniu typu II
(17,3%) i typu 1 (10,2%). W przypadku 23,5% probek, stwierdzono kombinacje
typow I/II lub II/III lub IIII. Jak wynika z literatury, dotychczas w Europie
najczesciej identyfikowany byt typ II T. gondii (Richomme i wsp., 2009; Aubert i
wsp., 2010). Dotychczas brak bylo podobnej analizy izolatow T. gondii z terenu
Polski. Uzyskane w badaniach wtasnych wyniki, w ktorych wykazano znaczny
udziat typu III T. gondii wsrdd izolatow T. gondii, moga by¢ zgodne z wynikami
Zia-Ali i wsp. (2007), ktorzy badali migso kurczakoéw i owiec w Iranie, a takze
Lehmann i in. (2003), badajacych migso swin w USA. Réwniez w badaniach
Vergara i in. (2018) oprocz typu I (3,9%) 1 typu II (5,8%), identyfikowano réwniez
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typ III u $win (3,9%). Dotychczas brak jest wystarczajacej wiedzy nt. wptywu
procesow technologicznych stosowanych przy produkcji wedlin (zwigzanych m.in.
z dodawaniem soli, azotynéw i azotanow, koncentracjg kwasoéw organicznych,
czasem i temperaturg) na inaktywacj¢ cyst T. gondii. Specyfika produkcji rdézni si¢
w zaleznosci od gatunku wedliny. Dane z literatury wskazuja na mozliwos¢
wystgpowania pasozytow w stanie zywym w surowych wedlinach pomimo
stosowania fizycznych i chemicznych zabiegdéw w procesie technologicznym
(Warnekulasuriya i wsp., 1998; Herrero i wsp., 2017).

b) Mleko koéz. W ramach badan nad wystgpowaniem T. gondii w produktach
pochodzenia zwierzgcego dokonano oceny wystepowania pasozyta W SUrowym
mleku koz (publikacja H-7 [Sroka i wsp. Seroprevalence of Toxoplasma gondii
infection in goats from the south-west region of Poland and the detection of T.
gondii DNA in goat milk. Folia Parasitol. 64: 023 (2017)]). Probki mleka zostaty
pobrane od 60 kéz z woj. Slaskiego i badane na obecnos¢ DNA T. gondii przy
pomocy nested PCR i Real time PCR. W celu okres$lenia typu klonalnego
izolowanego pasozyta, wykonano dodatkowe badania z uzyciem 6 markerow
(multilocus PCR). Wsrdod badanych 60 probek mleka, DNA T. gondii stwierdzono
w 65% probek w Real time PCR i w 43% probek w nested PCR. Nalezy podkreslic,
ze 11 probek mleka pozytywnych w PCR zostalo pobrane od seronegatywnych
samic. Amplifikacja z uzyciem dodatkowych markerow (SAGL, 3'SAG2, 5'SAG2,
SAG3, BTUB i GRAG6) dla wybranych probek dodatnich w nested PCR, byta
mozliwa w réznym zakresie w odniesieniu do poszczegdlnych markeréw. Dwie
probki byty pozytywne odpowiednio: w czterech i trzech markerach, kolejne cztery
probki amplifikowano dla 2 markerow. W przypadku pozostatych 17 probek,
produkt amplifikacji otrzymano z uzyciem jednego markera, a analiza sekwencyjna
wykazata, ze 14 z tych probek stanowito typ klonalny Ill. Dla czesci probek
stwierdzono takze mozliwag kombinacje alleli réoznych typow klonalnych. Brak
amplifikacji z uzyciem wszystkich marker6w moze wynika¢ m.in. z matej ilosci
izolowanego DNA z probek mleka, ktéra moze by¢ niewystarczajaca zwlaszcza W
przypadku amplifikacji fragmentéw gendow majacych niewielka liczbe powtorzen w
genomie.

Wg literatury w Europie dominujacym typem klonalnym T. gondii stwierdzanym u
zwierzat jest typ 1. We Francji typ II stwierdzono w ponad 90% przypadkow

toksoplazmozy wrodzonej u ludzi oraz w znacznej liczbie izolatdéw pochodzacych
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od zwierzat (Ajzenberg i wsp. 2002, Dardé 2008). Jednak badania przeprowadzone
w Portugalii, Hiszpanii, Stowacji i Szwajcarii wskazujg, ze typ III (lub typ 1) moze
by¢ czestszy niz dotychczas sagdzono (Fuentes i wsp. 2001; de Sousa i wsp., 2006;
Turéekova i in. 2013; Turéekova i wsp. 2014; Berger-Schoch i wsp., 2011).

Stwierdzona w badaniach wlasnych znaczna czgsto$¢ wystepowania DNA
T. gondii w probkach mleka ko6z (65%), wskazuje na potencjalne ryzyko zwigzane z
konsumpcja, zard6wno surowego mleka koziego jak i jego surowych produktow (np.
sera lub serwatki). Wg dostepnej wiedzy, sa to pierwsze w Polsce badania, ktore
dotycza charakterystyki molekularnej DNA T. gondii izolowanego z mleka
koziego.

Ad. IV Wystepowanie T. gondii w wybranych elementach srodowiska

a) Badania kleszczy. Brak jest pelnej wiedzy nt. zrodet i wektorow T. gondii w
srodowisku. Stwierdzana znaczna seroprewalencja T. gondii wérod wielu gatunkow
zwierzat wolnozyjacych (do 40%), w tym u roslinozernych ssakéw, dzikich gryzoni
i ptakéw, u ktérych mozliwo$¢ nabycia inwazji poprzez oocysty wydalane przez
kota wydaje si¢ mniej prawdopodobna niz u zwierzat gospodarskich, moze
wskazywa¢ na istnienie innych, alternatywnych drogi transmisji pierwotniaka.
Jednym z potencjalnych wektorow zarazenia T. gondii mogtyby by¢ krwiopijne
stawonogi, a w szczegdlnosci kleszcze. Badania eksperymantalne Deryto i wsp.
(1978) wykazaty mozliwo$¢ transmisji T. gondii przez nimfy kleszczy Ixodes
ricinus. We wstepnych badaniach prowadzonych na terenie Lubelszczyzny,
wykazano po raz pierwszy w literaturze, obecno$¢ DNA T. gondii w kleszczach
Ixodes ricinus (Sroka i wsp., 2003b). W ramach kontynuacji tego kierunku badan,
oceniano wystepowanie T. gondii u kleszczy I. ricinus zebranych w péinocno-
zachodniej Polsce w aspekcie ich potencjalnej roli jako wektora pasozyta. WyniKi
badan przedstawiono w publikacji H-8 [Sroka i wsp. Preliminary study on the
occurrence of Toxoplasma gondii in Ixodes ricinus ticks from north-western
Poland with the use of PCR. Ann Agric Environ Med. 2008, 15, 333-338].
Ogoétem, wsrod 257 kleszczy badanych przy uzyciu PCR, wyniki dodatnie
stwierdzono u 12,7% z nich. Najwyzszy odsetek wystepowania T. gondii
stwierdzono u samic (27.9%), nizszy u samcoéw (12,3%) i najnizszy u nimf (4.4%).

Czgstos¢ wystepowania T. gondii u samic byta istotnie statystycznie wyzsza w
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porownaniu do samcow i nimf (p<0,01). Analiza RFLP PCR amplifikatow genu B1
z kleszczy wykazata przynalezno$¢ wigkszosci z nich do typu | (78,8%) oraz w
niewielkim zakresie do typu 1I/111 (6,1%), 15,1% izolatow okreslono jako atypowe.
W kolejnym etapie tych badan, w tkankach myszy inokulowanych homogenatem z
kleszczy wykazano obecnos¢ DNA T. gondii, jednak proby izolacji zywego
pasozyta zakonczyly si¢ niepowodzeniem. W nastepnych badaniach prowadzonych
na terenie Lubelszczyzny (2011-2012) wérod badanych 664 kleszczy Dermacentor
reticulatus uzyskano nizszy niz u kleszczy Ixodes ricinus z rejonu poédinocno-
zachodniego, odsetek wynikow dodatnich - 3,2%. Jednak odsetek wynikow
dodatnich wsrdod kleszezy zebranych w rejonie Sobiboru byt znacznie wyzszy niz z
pozostatych rejonéw woj. lubelskiego i wynosit w zaleznos$ci od postaci kleszczy,
od 12% do 26% ($rednio: 17%). Wyniki badan przedstawiono w publikacji H-9
[Wojcik-Fatla i wsp. Toxoplasma gondii (Nicolle et Manceaux, 1908) detected in
Dermacentor reticulatus (Fabricius) (Ixodidae). Folia Parasitol 2015, 62:055
(Open access)]. Nalezy nadmieni¢, ze W rejonie Sobiboru notowano uprzednio
wysokie odsetki wynikow seropozytywnych w kierunku T. gondii zarowno wsrod
ludzi jaki i wsrod zwierzat (Sroka, 2001). Analiza RFLP dla probek dodatnich w
PCR dla genu B1 oraz z uzyciem dodatkowych markerow genetycznych (GRAG,
3'SAG2, 5'SAG2, SAG3 i SAGI1) wykazata, przynaleznos¢ wszystkich izolatow
DNA T. gondii do typu klonalnego I, jednak ze wzgledu na brak amplifikacji z
uzyciem wszystkich markerow dla niektorych probek, wyniki analizy nalezy uznac
jako wstepne. Potwierdzeniem wynikow badan wlasnych jest wykazanie w
ostatnich latach rowniez przez innych autorow Wwysokiego odsetka wynikow
dodatnich (64,9%) na obecnos¢ DNA T. gondii w kleszczach Ixodes ricinus
zebranych na terenie Slaska (Asman i wsp., 2015) oraz nizszego odsetka (4,5%) w
kleszczach zebranych na terenie Stowinskiego Parku Narodowego (pdéinocna
Polska) (Asman i wsp., 2017). Z kolei, niedawne badania do$wiadczalne Zhou i
wsp. (2016) potwierdzity mozliwo$¢ utrzymywania si¢ T. gondii w stanie zywym w
kleszczach H. longicornis, bytujacych w Azji. Powyzsze dane moga sktania¢ do
rewizji dotychczasowych pogladow dotyczacych drég transmisji tego pasozyta

zwlaszcza w srodowisku sylwatycznym oraz do kontynuacji badan w tym zakresie.

b) Badania wody. Woda konsumpcyjna oraz woda rekreacyjna (jeziora, stawy, rzeki)

moga stanowic istotne zrodla zarazenia pasozytniczymi pierwotniakami dla ludzi i
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zwierzat. Na $wiecie opisano przypadki wodnopochodnych ognisk zachorowan
ludzi na toksoplazmozg (Benenson i wsp. 1982; Bahia-Oliveira i wsp., 2003; Bobic
i wsp. 2007). W Polsce niewiele wiadomo na temat skali zanieczyszczenia wody
pitnej  formami  dyspersyjnymi  tych  pasozytow.  Rozprzestrzenianiu
zanieczyszczenia srodowiska oocystami, sprzyja oddziatywanie sit natury w postaci
wiatru 1 opadow, co z kolei moze prowadzi¢ do zanieczyszczenia wod
powierzchniowych i podziemnych. W Polsce wschodniej, nadal powszechnie
wykorzystywane sg ptytkie studnie przydomowe, do ktorych tatwo mogg przenikac
zanieczyszczenia chemiczne 1 biologiczne z najblizszego otoczenia. Studnie
przydomowe nie sa objete stalym monitoringiem stosowanym dla systemow
wodociggowych, ktore jednak roéwniez nie sg objete badaniami na obecno$¢
patogennych pierwotniakow. Woda studzienna nie jest uzdatniana ani filtrowana,
stad obecnos¢ w wodzie form inwazyjnych pasozyta (oocyst) moze stanowic
powazne ryzyko dla zdrowia mieszkancow gospodarstw wiejskich oraz
hodowanych w nich zwierzat. Stad celem moich kolejnych badan byla ocena
czestosci wystepowania T. gondii w wodzie pitnej w gospodarstwach rolnych z
terenu Lubelszczyzny w aspekcie potencjalnego zagrozenia zdrowia mieszkancow
wsi. Wyniki tych badan przedstawiono w publikacji H-5 [Sroka i wsp. Occurrence
of Toxoplasma gondii infection in people and animals from rural environment of
Lublin region — estimate of potential role of water as a source of infection. Ann
Agric Envion Med. 2010, 17, 125-132]. Badania dotyczace ludzi, zwierzat oraz
wody prowadzono na terenie 164 gospodarstw, potozonych w 35 miejscowosciach,
w 12 powiatach wojewodztwa lubelskiego. Badano tacznie 182 probki wody pitnej,
w tym: 121 probek pochodzacych z ptytkich studni zlokalizowanych na terenie
gospodarstw, 33 probki z glebszych studni wierconych oraz 28 probek wody
wodociggowej. Badano rowniez probki wody z 19 jezior Pojezierza Leczynsko-
Wiodawskiego. Obecnos¢ oocyst T. gondii stwierdzono w badaniu
mikroskopowym w 12,6% probek wody, natomiast DNA T. gondii stwierdzono
metoda PCR w 22,5% probek. Wsrod badanych 19 prébek wody pobranych z
kapielisk na jeziorach, zarowno w badaniu mikroskopowym jak i PCR stwierdzono
2 wyniki dodatnie (10,5%). Proba biologiczna na myszach potwierdzita obecnos¢
zywych pasozytéw T. gondii dla 9 z 14 probek dodatnich w PCR (64,3%). Badanie
RFLP-PCR w oparciu 0 gen B1 wykazato, ze wigkszo$¢ izolowanych szczepow T.

gondii (78,0%) nalezato do typu I, natomiast 7,3% i 14,7% izolatbw nalezato
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odpowiednio: do typu II/IIl oraz bylo atypowe. W przeciwienstwie do wynikow
wczesniejszych badan wiasnych na terenie Lubelszczyzny (Sroka i wsp, 2006),
gdzie stwierdzono istotng korelacje miedzy piciem surowej wody przez
mieszkancow gospodarstw (zwlaszcza o zlym stanie higienicznym) a
wystepowaniem u nich wynikow seropozytywnych w kierunku T. gondii (p<0,05),
w obecnych badaniach takiej istotnej korelacji nie stwierdzono, co posrednio moze
swiadczy¢ o wykorzystywaniu przez mieszkancow wigkszosci badanych
gospodarstw réwniez innych zrédet wody do konsumpcji niz przydomowe studnie.
Jednoczesnie jednak, stwierdzenie obecnosci T. gondii w wodzie wykorzystywanej
do spozycia na terenie badanych gospodarstw, stanowi dowod na istnienie realnego
ryzyka zaréwno dla ludzi jak 1 zwierzat. Dlatego wydaje si¢ konieczne wdrozenie

odpowiednich dziatan profilaktycznych.

Osiagniecia:

» QOpracowanie nowego testu cELISA, jak rowniez pordwnanie skutecznosci i
optymalizacja istniejacych juz metod do detekcji przeciwciat anty T. gondii oraz
oocyst pasozyta, pozwala na wdrozenie skuteczniejszych metod do diagnostyki
toksoplazmozy, wykorzystywanych zaréwno w dziatalnosci naukowej jak i
ustugowe;j.

» Potwierdzono znaczng ekstensywnos$¢ inwazji T. gondii u gatunkow zwierzat (koty,
$winie, bydto i kozy) uznawanych za wazne rezerwuary tego pasozyta W Polsce, co
wskazuje na potencjalne zagrozenie dla zdrowia ludzi i konieczno$¢ wdrazania
dziatan profilaktycznych.

= Po raz pierwszy na skale krajowa, przeprowadzono badania surowych produktow
migsnych dostepnych w handlu, wykazujac dos$¢ znaczny stopien ich
zanieczyszczenia  pasozytem T. gondii. Dokonano réwniez charakterystyki
molekularnej izolowanego pasozyta wykazujac znaczng czestos¢ wystepowania
typu 11 T. gondii, unikalnego w Europie.

= Woykazano znaczng czgstos¢ wystepowania DNA T. gondii w probkach mleka koz
(65%), co wskazuje na potencjalne ryzyko zwigzane z konsumpcja surowego mleka
koziego oraz surowych produktow z tego mleka. Wg dostepnej wiedzy, sg to
pierwsze w Polsce badania, w ktorych dokonano charakterystyki molekularnej
DNA T. gondii izolowanego z mleka koziego.

» Wykazanie obecnosci DNA T. gondii w kleszczach bytujagcych w warunkach
naturalnych, moze sktania¢ do rewizji dotychczasowych pogladéow dotyczacych
droég transmisji pasozyta T. gondii, szczegdlnic w $rodowisku sylwatycznym,
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jednak w celu potwierdzenia roli kleszczy w epidemiologii toksoplazmozy,
wymagane sg dalsze badania.

= Stwierdzenie obecnosci T. gondii w wodzie pitnej oraz rekreacyjnej wskazuje na
realne zagrozenie zdrowia ludzi i zwierzat oraz sktania do wdrozenia odpowiednich
dziatan profilaktycznych, zwlaszcza na terenach wiejskich.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych (artystycznych)

Od poczatku swojej pracy zajmowalem si¢ zagadnieniami zwigzanymi z
epidemiologia i diagnostyka zoonoz, ze szczegdlnym uwzglednieniem toksoplazmozy,
kleszczowego zapalenia moézgu (TBE), boreliozy i jersiniozy. W ramach pracy bylem
zaangazowany Ww dzialalno$§¢ naukowa, zwigzang z badaniami nad zagrozeniami
zdrowotnymi ludno$ci wiejskiej, chorobami odzwierzecymi o charakterze zawodowym, w
tym chorobami odkleszczowymi. W swojej pracy zapoznatem si¢ z teorig i praktyka
wykonywania szeregu testow serologicznych stosowanych w badaniach w kierunku
toksoplazmozy, boreliozy, kleszczowego zapalenia mozgu, echinokokozy, chlamydiozy,
echinokokozy i toksokarozy. W badaniach wykorzystywatem rowniez metody izolacji na
zwierzgtach laboratoryjnych oraz metod¢ PCR. W ramach pracy w IMW, uczestniczytem
w realizacji 16 zadan i projektow badawczych, w tym w 5 projektach finansowanych przez
MNiSW, w 2 z nich bytem kierownikiem projektu (6P05D06120 i N404 071 31/3214).
Bytem réwniez kierownikiem 8 tematdéw statutowych. Ich tematyka obejmowata m.in.
zagadnienia toksoplazmozy, kryptosporidiozy, giardiozy, chorob odkleszczowych oraz
metod diagnostycznych.

Od roku 2007 rozpoczatem prace w Zaktadzie Parazytologii i Chorob
Inwazyjnych (ZP) Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu
Badawczego w Pulawach. Od poczatku swojej pracy w ZP bior¢ czynny udzial w
dziatalnosci naukowej. Zajmuje si¢ tematyka badawczg w szczegdlnoSci zwigzang z
toksoplazmozg, jestem osobg odpowiedzialng za dziatalno$¢ Krajowego Laboratorium
Referencyjnego ds. Toksoplazmozy, dziatajacego w PIWet-PIB. W kregu moich
zainteresowan naukowych sg rowniez inwazje wywolywane przez inne pasozytnicze
pierwotniaki, m.in. z rodzaju Cryptosporidium, Giardia i Neospora.

W ramach pracy w ZP uczestniczylem w realizacji 27 zadan i projektow
badawczych, w tym 4 projektow finansowanych przez MNiSW i NCN; w 1 z projektow
finansowanych przez MNISW bylem jego kierownikiem (N N308 577039).
Uczestniczylem takze w realizacji 2 projektow finansowanych przez MRIRW, w ktorych
bytem kierownikiem tematow wchodzacych w sklad projektu (G/005 i P/013).
Uczestniczylem takze w realizacji 13 tematow statutowych PIWet-PIB (w tym, w 5 - jako
kierownik tematu). Ich tematyka obejmowata m.in. zagadnienia toksoplazmozy,
echinokokozy, Taenia solium, Cryptosporidium spp., Giardia duodenalis, a takze
parazytologicznego badania osadéw $ciekowych.

Ponadto, uczestniczytlem w realizacji 8 zadan programu wieloletniego (w 3 jako
kierownik zadania i w 2 jako osoba odpowiedzialna za realizacj¢ ze strony ZP), ktore
obejmowaly swojg tematyka m.in. rozprzestrzenienie pierwotniakoéw Toxoplasma gondii
oraz Cryptosporidium i Giardia w populacji $win i bydta, wystepowanie T. gondii w
produktach pochodzenia zwierzgcego, a takze inwazje Echinococcus u lisow, psow i
zwierzat rzeznych.

Doktadne dane dotyczace w/w projektow badawczych przedstawiono w
zalaczniku nr 3 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego. W
ztaczniku tym zamieszczono takze pelny spis moich osiggni¢¢ w postaci szczegdélowych
wykazow: publikacji, dziatalnosci dydaktycznej, wykonanych recenzji, nagrod, udziatu w
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konferencjach naukowych, czlonkostwa w organizacjach naukowych, stazy naukowych, a
takze mojego udzialu w dzialalnosci referencyjnej Zaktadu Parazytologii i Chordb
Inwazyjnych.

Tematyke mojej dzialalnosci badawczej (z wylaczeniem prac opisanych w
jednotematycznym cyklu publikacji) mozna podzieli¢ na gléwne kierunki.

Badania nad wystepowaniem pierwotniakéw Cryptosporidium spp. 1 Giardia
duodenalis u zwierzat i w $Srodowisku

Zarazenia wywolane pasozytniczymi pierwotniakami Cryptosporidium spp. i
Giardia duodenalis stanowig staty problem zdrowotny u ludzi i zwierzat na catym $wiecie.
Pasozyty te moga powodowaé powazne zagrozenie zdrowia zwlaszcza dla osob z obnizong
odpornoscia, powodujac m.in. zaburzenia gastryczne, w tym uporczywa biegunke, €zego
konsekwencja jest szybkie odwodnienie organizmu. Tematyka dotyczaca kryptosporidiozy
I giardiozy jest jednym z gléwnych kierunkow moich badan od kilku lat. W ZP
prowadzona jest diagnostyka ustugowa dot. badania probek wody, kalu i $cieckow w
kierunku w/w pasozytow. Jedna z z wdrozonych do dziatalnosci ustugowo-badawczej
procedur (ZP/PB-49) jest procedurg akredytowang w Polskim Centrum Akredytacji (PCA).

W ramach mojej dziatalnosci naukowej uczestniczytem w badaniach oceniajacych
ekstensywno$¢ inwazji Giardia duodenalis w populacji wolno zyjacych zwierzat z terenu
Pojezierza Legczynsko-Wlodawskiego. W ramach pracy, badano probki katu zebrane z 32
réznych miejsc tego rejonu, pochodzace od ogoétem 162 zwierzat. Probki katu badano na
obecnos¢ pasozytow Giardia przy uzyciu testu fluorescencji bezposredniej (DFA) i PCR
(fragment genu B-giardin). W DFA obecnos¢ cyst G. duodenalis stwierdzono w 12 (7%)
probkach katu, w tym: u 4 dzikéw (15%), 4 lisow (19%), dwoch saren (4%) i dwoch
wilkow (29%). W PCR stwierdzono 34 (21%) probki dodatnie, w tym u 11 dzikow (41%),
5 jeleni (18%), 11 saren (23%), 4 tosi (17%), 2 wilkéw (29%) i jednego borsuka. Analiza
sekwencyjna wykazata obecno$¢ genotypu zoonotycznego “B” Giardia u dzikéw, jeleni i
saren, natomiast w probkach wilkéw zidentyfikowano genotyp “D”. Genotyp B Giardia
zostal po raz piewszy wykazany u dzikéw 1 jeleni.

W kolejnych badaniach badano probki katu pobrane od 297 zwierzat
gospodarskich, z 18 gospodarstw z terenu Pojezierza t.eczynsko-Wtodawskiego. Badano
probki katu od 86 szt. bydta, 84 $win, 81 owiec, 10 koni i 36 pséw na obecnos¢ Giardia
duodenalis przy uzyciu DFA i PCR. Ogoétem, w DFA cysty Giardia wykryto w 22,2%
probek kalu, w tym: u 29,8% badanych $win, 21,0% owiec, 18,6% bydta, 10% koni 1
19,4% psow. W PCR (fragment genu B-giardin) wyniki dodatnie stwierdzono w 13,1%
probek, w tym: u 28,1% owiec, 11,6% bydta, 10% koni, 9,5% $win i 5,6% psow. Analiza
sekwencyjna wykazata obecno$¢ genotypu A (8 probek), B (1 probka) 1 E (18 probek).

Ze wzgledu na to, w badaniach zwierzat, genotypy zoonotyczne Giardia (A i/lub B)
stwierdzono zaréwno u niektorych gatunkow zwierzat wolno Zyjacych jak 1 gospodarskich
z terenu Pojezierza Leczynsko-Wilodawskiego, gatunki te mozna uzna¢ za potencjalne
zrodto zarazenia Giardia dla ludzi na tym terenie.

Zatacznik nr 2 31/44



Innym kierunkiem badan byla ocena potencjalnego wptywu bobréw na
zanieczyszczenie Giardia duodenalis i Cryptosporidium spp. wod z jezior, w aspekcie
zagrozenia zdrowia ludzi. W ramach badan pobrano 79 probek wody z otoczenia zeremii
bobrow, w 14 lokalizacjach potozonych na Pojezierzu Mazurskim. Probki wody pobierano
w sezonach wiosennych i jesiennych, w réznych odlegto$ciach od Zeremii bobrow (0-2,
10, 30 i 50 m). Probki badano na obecnosé (oo)cyst Giardia duodenalis i Cryptosporidium
spp. przy uzyciu DFA i PCR. W DFA obecno$¢ cyst Giardia stwierdzono w 36 probkach
(45,6%), a obecno$¢ oocyst Cryptosporidium w 26 probkach (32,9%). Stopien
zanieczyszczenia probek wody Giardia i1 Cryptosporidium wykazywal znaczne
zroznicowanie w zaleznosci od odleglosci od zeremii. Liczba wykrywanych cyst Giardia
znacznie malata wraz z odlegtoscig od zeremii bobrow, natomiast liczba stwierdzanych w
probkach Cryptosporidium nie wykazywata takiej zaleznosci. Liczba cyst Giardia
stwierdzana w probkach wody pobranych wiosng byta blisko 3 razy wigksza niz w
probkach wody pobranych jesienig. Natomiast w przypadku Cryptosporidium, wicksza
liczbe oocyst wykryto w probkach pobranych jesienia niz wiosng. DNA Giardia
stwierdzono w 38 probkach (48,1%), natomiast DNA Cryptosporidium stwierdzono tylko
w 7 probkach (8,9%). Analiza sekwencyjna i/lub RFLP PCR wykazata obecno$¢ w
probkach wody zoonotycznych genotypéw A i B Giardia. Podsumowujac, woda w poblizu
zeremii bobréow w badanym regionie byla zanieczyszczona (oo)cystami Giardia
duodenalis i Cryptosporidium spp., co potwierdza opini¢ innych autorow o potencjalnej
roli bobréow jako rezerwuaru tych pasozytow i wskazuje na potrzebe wdrozenia
odpowiednich dziatan prewencyjnych, zwtaszcza w rejonach uczeszczanych turystycznie.

Jednym ze zrodet pasozytow Cryptosporidium spp. i Giardia duodenalis mogg by¢
$cieki odprowadzane z oczyszczalni $ciekow do wod powierzchniowych. Stad kolenym
etapem moich badan byla ocena stopnia zanieczyszczenia tymi pasozytami $cieku
oczyszczonego. Probki $cieku oczyszczonego, pobierano z 13 komunalnych oczyszczalni
sciekow (OS) zlokalizowanych we wschodniej Polsce. Oocysty Cryptosporidium i cysty
Giardia izolowano z probek $cieku metoda immunomagnetycznej separacji, a nastgpnie
identyfikowano z uzyciem DFA, nested PCR i Real time PCR (RT). Zywotno$¢
pierwotniakow dla wybranych probek okreslano podczas badania mikroskopowego, po
wczesniejszym wybarwieniu preparatow z uzyciem zestawu Live / Dead BacLight,
(Invitrogen). W DFA oocysty Cryptosporidium spp. wykryto w probkach z 8 OS (61,5%),
natomiast cysty Giardia w probkach z 11 OS (84,6%). Obydwa patogeny wykryto w
probkach z 7 OS. Srednia koncentracja oocyst Cryptosporidium i cyst Giardia w probkach
z 13 oczyszczalni wynosita odpowiednio 28,5 / | i 113,6 / | $cieku. W nested PCR i RT
PCR DNA Giardia wykryto w probkach, odpowiednio z 4 (30,8%) i 5 oczyszczalni
(38,5%), natomiast w przypadku Cryptosporidium uzyskano jedynie 1 wynik watpliwy w
RT. Zywe (00)cysty Cryptosporidium i Giardia stwierdzono w 3 z 4 wyselekcjowanych
probek, odpowiednio w zakresach: 12,5% - 60,0% i 50-100% w odniesieniu do wszystkich
wykrytych (oo)cyst.

Uzyskane wyniki $§wiadcza o ryzyku kontaminacji poprzez S$cieki, wod
powierzchniowych zywymi pasozytami z rodzaju Cryptosporidium i Giardia i
konieczno$ci wdrozenia dodatkowych procedur oczyszczania $ciekow.
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Ocena narazenia wybranych grup ludnosci na kontakt z patogenami zoonotycznymi
Zagadnienia zwigzane z epidemiologia chorob odzwierzecych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem toksoplazmozy i jej potencjalnych Zrodel zarazenia, byly przedmiotem
mojego zainteresowania od poczatku mojej pracy. Prowadzone badania dotyczyly przede
wszystkim rejonu Lubelszczyzny 1 obejmowaty badania ludzi, zwierzat i sSrodowiska.
Badania w kierunku toksoplazmozy byty oparte o wyniki badan laboratoryjnych
oraz dane z wywiadu epidemiologicznego. W ramach pracy wykazano przypadki
toksoplazmozy o charakterze rodzinno-srodowiskowym, zwigzane =z istnieniem
przypuszczalnie, wspolnego zrodta zarazenia dla mieszkancoOw badanych gospodarstw
(Sroka, 1999; Sroka i Szymanska, 2012; Sroka i wsp., 2006). Stwierdzano rowniez
przypadki toksoplazmozy o charakterze zawodowym (Sroka, 2004). Znaczng
seroprewalencje stwierdzono wsroéd pracownikow zaktadow migsnych (do 77%) (Sroka i
wsp., 2003), lesnikow (do 89,5%) (Sroka, 2001) i rolnikow (66,9%) (Sroka i wsp., 2010)
oraz nieco nizszg u mysliwych (38,5%) (Tokarska-Rodak i wsp., 2018). W niektorych
rejonach woj. lubelskiego wykazano istnienie terenow endemicznych dla toksoplazmozy,
na ktorych stwierdzano wysokie odsetki wynikow seropozytywnych zaréwno wsrod ludzi
jak i hodowanych tam zwierzat. Na tych terenach notowano rowniez przypadki kliniczne
toksoplazmozy. Badania seroepidemiologiczne prowadzone wsrdéd osob potencjalnie
narazonych na kontakt z pasozytem wykazywaly istotng korelacje¢ migdzy ich
seropozytywno$cig w kierunku T. gondii a wykazywanym w wywiadzie ich czestym
kontaktem ze zwierzetami gospodarskimi oraz surowymi tkankami, wydzielinami i
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wydalinami zwierzat, a takze konsumpcja surowego mleka koziego, surowej wody ze
studni przydomowych i konsumpcjg surowego migsa (Sroka, 1999; Sroka, 2001; Sroka i
wsp., 2010). W ramach badan na terenie jednego z gospodarstw wiejskich w rejonie
Sobiboru, w ktérym w przesztoSci u jednego z mieszkancow zdiagnozowano postaé
Kliniczng toksoplazmozy, izolowano zywy szczep T. gondii z tkanek hodowanego tam
krolika (Sroka i wsp., 2003).

Uczestniczylem rowniez w badaniach oceniajacych seroprewalencje w kierunku
bakterii z rodzaju Rickettsia wsrod grupy osob zawodowo narazonych na poktucie przez
Kleszcze (rolnicy, les$nicy). Ogolny odsetek wynikow dodatnich wynidost 36,0% i byt
istotnie wyzszy w porownaniu do grupy kontrolnej (4.7%). Przeciwciata anty-Rickettsia
stwierdzono u ponad potowy badanych lesnikow (50.4%) oraz u 21.3% rolnikow (Zajac i
wsp., 2013).

Bralem takze udzial w badaniach majacych na celu okreslenie sytuacji
seroepidemiologicznej dotyczacej leptospirozy u mieszkancoéw terendw popowodziowych.
W tym celu badano 100 losowo wybranych osob, zamieszkujacych obszar dotknigty
powodzia (A) (potnocno-zachodnia czgs$ci wojewddztwa lubelskiego nad brzegiem Wisty,
powodz w 2010 r.) oraz 98 0sob z terenu nie zagrozonego powodziami (B), na terenie
Lubelszczyzny. Badania serologiczne na okreslenie 18 serowaréw Leptospira wykonano
przy uzyciu testu aglutynacji mikroskopowe;j. Jak wykazaty wyniki badan, seroprewalencja
wsrod mieszkancéw z terenu ,,A” byla nizsza niz mieszkancéw z terenu ,,B” (odpowiednio
3,0% i 9,2%), co wstepnie sugeruje, ze istnieje tylko niewielkie zagrozenie epidemig
leptospirozy po powodzi, ktora dotkngta wschodnig Polske (Wasinski i wsp., 2012;
Dutkiewicz i wsp. 2015).

W ramach kolejnej dziatalnosci, prowadzone byty badania rolnikow na obecno$é
swoistych przeciwciat anty Echinococcus granulosus i anty E. multilocularis. U 12.8%
badanych rolnikow uzyskano wyniki seropozytywne, natomiast wsrod grupy kontrolnej
(mieszkancy miast) nie stwierdzono przeciwciat (Cisak i wsp., 2015). Kilka prowadzonych
badan dotyczylo oceny wystgpowania zakazenia kleszczowego zapalenia mozgu 1
boreliozy wsrod rolnikow i pracownikow lesnictwa z terenu Lubelszczyzny (Cisak i wsp.,
1996; 1997; 1999; 2012)

Kolejne badania dotyczyly oceny ryzyka wystepowania wybranych zakazen
odzwierzgcych w grupie zawodowej lekarzy weterynarii w Polsce (2017-2018). Grupe 373
pracownikow weterynarii badano serologicznie (ELISA) w kierunku Toxoplasma gondii,
Leptospira spp., Coxiella burnetii i Echinococcus granulosus. Wyniki seropozytywne w
kierunku T. gondii, Coxiella burnetii i Leptospira spp. stwierdzono odpowiednio u: 44,5%,
4.3% 1 16,9% o0s6b. Nie stwierdzono wynikow seropozytywnych w kierunku Echinococcus
granulosus (Wojcik-Fatla i wsp., 2018a). W kolejnych badaniach ws$rdod tej grupy
zawodowej, oceniano narazenie na pasozytnicze pierwotniaki z rodzaju Giardia
duodenalis i Cryptosporidium spp.. Badano probki katu uzyskane od 297 oséb. Wyniki
dodatnie w DFA I PCR, potwierdzajace obecnos$¢ cyst Giardia, uzyskano dla 2 probek
katu (0,67%). Analiza sekencyjna produktéw amlifikacji wykazata obecno$¢ genotypu A
(sub-genotyp A3) Giardia duodenalis. W DFA, w badanych probkach nie stwierdzono
obecnosci  Cryptosporidium. W oparciu o uzyskane wstepne wyniki badan, mozna
wnioskowaé, ze ryzyko =zarazenia Giardia duodenalis i Cryptosporidium spp. w
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odniesieniu do grupy zawodowej lekarzy weterynarii wydaje si¢ by¢ niskie (Wojcik-Fatla i
wsp., 2018b).
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Choroby transmisyjne — wektory i potencjalne zrodla zakazenia

Choroby transmisyjne stanowig wazng grupe chorob zakaznych w
rozprzestrzenianiu ktorych wazng rolg spelniaja przenoszace drobnoustroje wektory.
Takim wektorem wielu patogendéw stanowigcych zagrozenie zdrowia dla ludzi i zwierzat
s kleszcze. Ten kierunek moich badan obejmowal ocene wystepowania W kleszczach z
gatunku Ixodes ricinus i Dermacentor reticulatus, patogenéw 0 znaczeniu zoonotycznym:
Borrelia burgdorferi, Anaplasma phagocytophilum, Rickettsia spp. Patogeny
identyfikowano w oparciu 0 badanie PCR i analiz¢ sekwencyjng. Jednym z kolejnych
kierunkow badan byla ocena wystepowania bakterii Leptospira spp. w Kkleszczach
bytujacych na wybranych terenach Lubelszczyzny: popowodziowych (gmina Wilkéw) i na
terenach nie dotknietych powodzig (gmina Dabrowa). Ogdlny odsetek kleszczy Ixodes
ricinus zakazonych Leptospira spp. wyniost 10,5%. Czgsto$¢ wystgpowania DNA
Leptospira spp. w kleszczach byta wigksza wsérod kleszczy zebranych z terenow
popowodziowych niz z terenéw kontrolnych (odpowiednio 15.6% i 1.4%, P<0.0001)
(Wojcik-Fatla i wsp., 2012). W badaniach nad koinfekcjami u Kkleszczy z gatunku
Dermacentor reticulatus oceniano wspotwystepowanie 6 patogenow: Babesia spp,
Rickettsia raoultii, TBEV, Borrelia burgdorferi s. I., Toxoplasma gondii i Anaplasma
phagocytophilum. Najwickszy odsetek koinfekcji dwoch patogenow dotyczyt Rickettsia
raoultii (7.4%) i wirusa KZM (5.21%), nizsze odsetki dotyczyly wspotzarazen z udziatem
Toxoplasma gondii (1,58%) i wspotzakazen z Borrelia burgdorferi s. |. (1,26%),
Anaplasma phagocytophilum (0,95%) i Babesia spp. (0,63%) (Zajac i wsp., 2017). W
innych badaniach, oceniano wystepowanie bakterii Borrelia burgdorferi sensu lato (s. 1.) w
Kleszczach Ixodes ricinus na terenie woj. lubelskiego. Obecnos¢ kretkow Borrelia
stwierdzono u 12.7% kleszczy. Najwyzszy odsetek zakazen stwierdzono u samic (19,7%),
nizszy u samcow (13,7%) 1 najnizszy w nimfach (7,1%). Wigkszo$¢ zainfekowanych
kleszczy pochodzito z Dabrowy (k. Lublina) (22,6%), natomiast najmniej zakazonych
kleszczy bylo z Pojezierza Legczynsko-Wilodawskiego (4,6%). W miejscowosciach
Piotrowice i w Poleskim Parku Narodowym odsetki kleszczy zakazonych B. burgdorferi
sensu lato byly zblizone i wynosity: 10,1% i 13,0%. (Sroka i wsp., 2009). W innych
badaniach oceniano wystgpowanie bakterii Borrelia burgdorferi sensu lato (s. 1) w
kleszczach Ixodes ricinus na terenie Lubelszczyzny. Stwierdzono wyrazng tendencje
wzrostowa w infekcjach kleszczy kretkami Borrelia, od 6,0% w latach 2008-2009, do
15,3% w latach 2013-2014 (P<0.0001). Najczgsciej stwierdzanym genogatunkiem byt
Borrelia burgdorferi sensu stricto (44% ogoétu wynikow dodatnich), nastepnie Borrelia
garinii (31,1%) i Borrelia afzelii (24,9%). Stwierdzono rowniez tendecj¢ wzrostowg w
wystepowaniu koinfekcji u kleszczy (obecnos¢ w kleszczu 2 lub wiecej genogatunkéw) od
21,4% do 49,2%. Dane te wskazuja na rosngce ryzyko zachorowan na borelioze we
wschodniej Polsce, zwlaszcza wsrod osob zawodowo narazonych (np. leSnikow) lub
przebywajacych rekreacyjnie na terenach lesnych (Wojcik-Fatla i wsp., 2016). Celem
kolejnych badan byta ocena wystepowania bakterii Francisella tularensis oraz okreslenie
potencjalnej roli Kkleszczy jako rezerwuaru Francisella-like endosymbionts. Wsrod
badanych 530 kleszczy Dermacentor reticulatus oraz 861 kleszczy Ixodes ricinus z terenu
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wojewodztwa lubelskiego wynik dodatni na obecnos¢ Francisella tularensis stwierdzono
tylko u 1 kleszcza (0,2%), co $wiadczy o niskim ryzyku zachorowania na tularemi¢ w
wyniku poktucia przez kleszcze. Jednoczesnie jednak u ponad potowy kleszezy
Dermacentor reticulatus (50,4%) stwierdzono Francisella-like endosymbionts (FLES). Wg
dostepnej wiedzy, byly to pierwsze badania w Polsce, w ktorych wykazano w kleszczach
Dermacentor reticulatus obecno$¢ F. tularensis podtyp holarctica i Francisella-like
endosymbionts (FLEs) (Wojcik-Fatla i wsp., 2015b. Celem innych badan bylo okreslenie
wystepowania Rickettsia spp. w kleszczach Dermacentor reticulatus we wschodniej
Polsce. Wsrod badanych 528 kleszezy u 53% stwierdzono obecno$¢ Rickettsia spp. Wyniki
uzyskanych badan wskazuja, ze kleszcze D. reticulatus moga by¢ potencjalnym wektorem
I rezerwuarem bakterii Rickettsia spp (Wojcik-Fatla i wsp., 2013).

Uczestniczylem rowniez w badaniach nad rozprzestrzeniem bakterii z rodzaju
Leptospira na obszarze popowodziowym oraz nie dotknigtym powodziag (kontrolnym) w
woj. lubelskim. Wéréd badanych probek wody i gleby pobranych z obydwu terenow
badan, DNA Leptospira stwierdzono jedynie w probkach wody =z terenow
popowodziowych (5.0%), nie stwierdzono tych bakterii w probkach gleby. Uzyskane
wyniki wskazujg posrednio na istotng role wody w utrzymywaniu si¢ Leptospira spp. w
srodowisku (Wojcik-Fatla i wsp. 2014).

Badania, w ktorych bralem udzial, dotyczyly roéwniez proby identyfikacji
patogendw odkleszczowych u zwierzat gospodarskich i wolno zyjacych, a takze w
produktach pochodzenia zwierzecego. Obecno$¢ przeciwciat anty TBEV stwierdzono u
4.1% badanego bydta, 16,8% dzikéw i u 11.6% jeleniowatych (Cisak i wsp., 2012).
Badano réwniez probki tkanek drobnych gryzoni z terenu Lubelszczyzny na obecno$¢
hantawiruso6w. Obecnos¢ hantawirusow wykryto u 8,3% zwierzat, pochodzacych z terenow
popowodziowych (Wojcik-Fatla i wsp. 2013a). W kolejnych badaniach, probki tkanek
drobnych ssakow z terenu Lubelszczyzny badano na obecnos¢ Leptospira spp. DNA tych
bakterii stwierdzono ogoétem u 25% badanych ssakow (Wojcik-Fatla i wsp. 2013b).
Natomiast w innych badaniach, obecno$¢ DNA TBEV stwierdzono w 22.2% probek mleka
owczego, 20.7% mleka koziego i 11.1% mleka krowiego (Cisak i wsp. 2010). Z kolei w
badaniach probek mleka od krow, koz i owiec metodg PCR, DNA T. gondii stwierdzono w
15,9% probek mleka krowiego, w 1 probce mleka koziego (3,4%) 1 w jednej probce mleka
owczego (3,7%). Zadna z badanych probek nie wykazala obecnosci DNA A,
phagocytophilum, Rickettsia spp. i Coxiella burnetii (Cisak i wsp., 2016).

Podsumowujac, uzyskane wyniki potwierdzaja istotng role kleszczy jako
rezerwuaru i wektora wielu patogenéw zoonotycznych, wskazuja takze na wazng role
zwierzat oraz elementow srodowiska jako potencjalnych zrédet zakazenia dla cztowieka.

Ponizej przedstawiono publikacje dotyczace tego kierunku badan:

1. Wojcik-Fatla A, Zajac V, Cisak E, Sroka J, Sawczyn A, Dutkiewicz J. Leptospirosis as a tick-
borne disease? Detection of Leptospira spp. in Ixodes ricinus ticks in eastern Poland. Ann
Agric Environ Med. 2012, 19, 656-659.

2. Zajac V, Wojcik-Fatla A, Sawczyn A, Cisak E, Sroka J, Kloc A, Zajac Z, Buczek A,
Dutkiewicz J, Bartosik K. Prevalence of infections and co-infections with 6 pathogens in
Dermacentor reticulatus ticks collected in eastern Poland. Ann Agric Environ Med. 2017, 24,
26-32.
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Agric Environ Med. 2009, 16, 313-319.
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ricinus ticks collected in eastern Poland: a significant increase in the course of 5 years. Exp
Appl Acarol. 2016, 68, 197-212. doi: 10.1007/s10493-015-9990-4

5. Wojcik-Fatla A, Zajac V, Sawczyn A, Cisak E, Sroka J, Dutkiewicz J. Occurrence of
Francisella spp. in Dermacentor reticulatus and Ixodes ricinus ticks collected in eastern
Poland.  Ticks Tick Borne Dis. 2015, 6, 253-257. (Open  access:
doi:10.1016/j.ttbdis.2015.01.005)

6. Wojcik-Fatla A, Cisak E, Zajac V, Sroka J, Sawczyn A, Dutkiewicz J. Study on tick-borne
rickettsiae in eastern Poland. 1. Prevalence in Dermacentor reticulatus (Acari:
Amblyommidae). Ann Agric Environ Med. 2013, 20, 276-279.

7. Wojcik-Fatla A, Zajac V, Wasinski B, Sroka J, Cisak E, Sawczyn A, Dutkiewicz J.
Occurrence of Leptospira DNA in water and soil samples collected in eastern Poland. Ann
Agric Environ Med. 2014, 21, 730-732.
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Prevalence of tick-borne encephalitis virus antibodies in domestic and game animals from
eastern Poland. Bull Vet Inst Pulawy. 2012, 56, 275-278.

9. Wojcik-Fatla A, Zajac V, Knap JP, Sroka J, Cisak E, Sawczyn A, Dutkiewicz J. A small-
scale survey of hantavirus in mammals from eastern Poland. Ann Agric Environ Med. 2013a,
20, 283-286.

10.Wojcik-Fatla A, Zajac V, Sroka J., Piskorski M, Cisak E, Sawczyn A, Dutkiewicz J. A small
scale survey of Leptospira in mammals from eastern Poland. Ann Agric Environ Med. 2013b,
20, 705-707.

11.Cisak E, Wojcik-Fatla A, Zajac V, Sroka J, Buczek A, Dutkiewicz J. Prevalence of tick-borne
encephalitis virus (TBEV) in the samples of raw milk taken randomly from cows, goats and
sheep in eastern Poland. Ann Agric Envion Med. 2010, 17, 283-286.
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pathogenic Rickettsiae and protozoan in samples of raw milk from cows, goats, and sheep.
Foodborne Pathog Dis. 2017, 14, 189-194 doi: 10.1089/fpd.2016.2203.

Diagnostyka zarazenia T. gondii u kobiet w cigzy. Toksoplazmoza wrodzona u
ptodu jest zwykle wynikiem pierwotnej inwazji T. gondii u kobiety podczas cigzy. Stad
ustalenie statusu immunologicznego kobiety w ciazy, a tym samym okre$lenie fazy
zarazenia, ma istotne znaczenie w ewentualnym postepowaniu terapeutycznym. W oparciu
0 stwierdzony na podstawie badan serologicznych obraz immunologiczny (obecno$é lub
brak swoistych przeciwciat klasy IgM, IgG, ocena awidnosci p-ciat IgG) okreslana jest
faza inwazji. Postgpowanie terapeutyczne moze by¢ skuteczne jedynie w poczatkowej
fazie inwazji. Markerami ostrej fazy zarazenia T. gondii s3 m.in. swoiste przeciwciata
klasy IgM, jak rowniez niska awidno$¢ przeciwcial klasy IgG. Rutynowo stosowany w
laboratoriach test do oceny awidnosci IgG (ELFA IgG Avidity, bioMerieux) pozwala z
duzym prawdopodobienstwem potwierdzi¢ przewlekta faze inwazji (wysoka awidno$¢) i
Ze znacznie mniejsza pewnoscig - ostra faze (niska awidnos¢). Ponadto, istnieje mozliwos¢

zafalszowania obrazu immunologicznego np. poprzez obecno$¢ przetrwatych p-cial klasy
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IgM, stad okreslenie fazy inwazji w oparciu o rutynowo stosowane techniki moze
prowadzi¢ do falszywych wnioskow. Dlatego istotne jest stosowanie w diagnostyce
toksoplazmozy uznanych metod referencyjnych jak np. metody Western blot, w ktorej,
dzigki jednoczesnemu zastosowaniu szeregu rekombinowanych antygenow, zwieksza si¢

wiarygodno$¢ oceny statusu immunologicznego pacjenta.

Celem badan wlasnych byla ocena przydatnosci do rutynowej diagnostyki
toksoplazmozy metody Western blot (WB), ktéra moze pozwoli¢ na bardziej doktadna
oceng¢ fazy zarazenia w oparciu o specyfike wigzania si¢ poszczegdlnych klas przeciwciat z
réoznymi antygenami eksponowanymi w kolejnych fazach inwazji. W celu okreslenia
statusu immunologicznego badanych osob w kierunku T. gondii probki surowic badano na
obecno$¢ przeciwcial anty-T. gondii klasy IgM i IgG przy uzyciu testow ELFA Vidas
Toxo IgM i Vidas Toxo IgG oraz aparatu miniVidas, firmy bioMerieux. Dla surowic
dodatnich w kierunku IgG T. gondii wykonano badanie na awidno$¢ przeciwciat IgG T.
gondii przy uzyciu zestawu Vidas Toxo avidity IgG i aparatu miniVidas (bioMerieux).
Nastepnie te same probki surowic badano na obecno$¢ przeciwcial anty-T. gondii klasy
IgM i IgG przy uzyciu techniki WB (zestawy komercyjne: recomLine Toxoplasma IgG i
recomLine Toxoplasma IgM firmy Mikrogen). Wykonano réwniez badania awidnosci
przeciwciat klasy IgG przy uzyciu testu recomLine Toxoplasma 1gG (Avidity) firmy
Mikrogen. Po wykonaniu badan przeprowadzono analize¢ porownawcza wynikow
uzyskanych w WB (ocena wigzania si¢ poszczegolnych klas przeciwcial z okre§lonymi
antygenami charakterystycznymi dla faz zarazenia: ROP1 (66 kDa), MAG1 (65 kDa),
SAGL1 (30 kDa), GRA7 (29 kDa), GRAS8 (35 kDa) z wynikami metody ELFA (IgM, IgG,
awidnos¢ IgG). Na podstawie przeprowadzonej analizy, stwierdzono wysoka zgodno$é
jakosciowa (97,5%) wynikéw pozytywnych w klasie p-ciat IgG uzyskanych w testach
ELFA i WB. Wykazano jednocze$nie znaczne réznice w wynikach badania na obecnos$¢ p-
ciat klasy IgM przy zastosowaniu obydwu technik. Uzyskane wyniki badan wtasnych
moga wskazywac¢ na wyzsza czutos¢ 1 specyficznos¢ metody ELFA w detekcji przeciwciat
anty T. gondii klasy IgM w poréwnaniu do WB. Natomiast, wigksze mozliwosci techniki
WB w poréwnaniu do techniki ELFA wykazano w zakresie oceny awidno$ci przeciwciat

klasy IgG i tym samym wigkszg precyzyjno§¢ WB w okresleniu fazy zarazenia.
Ponizej przedstawiono publikacje dotyczace tego kierunku badan:
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phase of Toxoplasma gondii infection in pregnant women. Ann Agric Environ Med. 2016, 23, 570-
575.
doi: 10.5604/12321966.1226848.

Pozostale kierunki badan

W ramach pracy w Zaktadzie Parazytologii i Chorob Inwazyjnych uczestniczytem
w badaniach nad wystepowaniem tasiemcow E. multilocularis u lisow w Polsce, ktore
wykazaly zréznicowang w zaleznosci od rejonu kraju prewalencje tego pasozyta, od kilku
procent w zachodnich wojewodztwach do nawet 50% na niektérych terenach Polski
wschodniej (Karamon i wsp., 2014). W ramach badanh nad wystgpowaniem
E. multilocularis, po raz pierwszy w Polsce wykazano inwazje tego pasozyta u psow oraz
obecnos¢ form larwalnych E. multilocularis u §win (Karamon i wsp., 2012; Karamon i
wsp., 2016) Innym Kkierunkiem badan, w ktorych uczestniczytem, byty prace nad
wyznaczeniem  granicy wykrywalnosci w  metodach sedymentacyjnych: SCT
(sedimentation and counting technique) i IST (intestinal scraping technique), stuzacych do
detekcji E. multilocularis w tresci jelit. Pomimo powszechnos$ci stosowania tych metod w
badaniach monitoringowych liséw, dotychczas czutos¢ tych metod byta okreslana jedynie
na podstawie teoretycznych zatozen. W oparciu o wyniki przeprowadzonych badan granica
wykrywalnosci (LDsg) metody SCT i IST zostata ustalona odpowiednio na poziomie 10 i
50 tasiemcOw na probke, potwierdzajagc wysoka skutecznos¢ zwlaszcza metody SCT
(Karamon i wsp., 2010; Karamon i wsp., 2012). W ramach pracy, uczestniczytem takze w
badaniach dotyczacych wykorzystania czytnika ELISA do odczytu wynikow OWD
(Cencek i wsp., 2008). Bratem ponadto udziat w pracach, ktoérych celem byta ocena
wystepowania Trichinella spp. u dzikow. W badaniach tych, po raz pierwszy w Polsce
stwierdzono przypadki inwazji Trichinella nativa jak réwniez T. pseudospiralis u dzikow
(Bilska-Zajac i wsp., 2016a; 2017). Uczestniczytem takze w badaniach dot. wystgpowania
Anisakis simplex w tososiach (Bilska-Zajac i wsp., 2016b). Bratem rowniez udziat w
pracach dotyczacych diagnostyki serologicznej gzawicy bydta (Hypoderma bovis) oraz
analizy struktury enzymow larw tego pasozyta (Cencek wsp., 2009; Cencek i wsp., 2012).
Bytem zaangazowany w badaniach dotyczacych opornosci ptaszyncow (Dermanyssus
galline) na rézne rodzaje akarycydow, a takze w opracowaniu metody stuzacej ocenie in
vitro skutecznos$ci tych srodkow (Cencek i wsp., 2011). Uczestniczytem w optymalizacji
metod PCR do identyfikacji form rozwojowych tasiemcow Taenia solium. Jak wykazano,
najlepsza czulo$cia i specyficznos$cig charakteryzowata si¢ metoda nested PCR, oparta na
amplifikacji genu kodujacego biatko Tso3 (Karamon i wsp., 2013).

Ponizej lista wybranych publikacji zwigzanych z opisang w tym akapicie tematyka
badawcza:

1. Karamon J, Kochanowski M, Sroka J, Cencek T, Rozycki M, Chmurzynska E, Bilska-
Zajac E. The prevalence of Echinococcus multilocularis in red foxes in Poland-current
results (2009-2013). Parasitol Res. 2014, 113, 317-322
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6. Podsumowanie dorobku naukowego (Szczegotowy wykaz prac naukowych oraz
informacji o osiaggnigciach dydaktycznych, wykonanych recenzjach, wspotpracy naukowej
I popularyzacji nauki znajduje si¢ w zalgczniku nr 3 do wniosku 0 przeprowadzenie

postepowania habilitacyjnego)

Liczba publikacji w czasopismach z listy JCR 69
- w tym: opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora 65
- w tym: stanowiacych osiagnigcie habilitacyjne 9
Liczba pu_blikacji w czasopismach spoza listy JCR oraz autorstwa w 46
monografiach
Liczba komunikatow konferencyjnych 95
Sumaryczny wspdtczynnik wptywu (Impact Factor, IF) 84,39
- w tym dla publikacji po uzyskaniu stopnia doktora 82,74
- w tym dla publikacji stanowiacych osiagnigcie habilitacyjne 12,64
Suma punktow MNiSW 1464
- w tym: dla publikacji po uzyskaniu stopnia doktora 1440
- w tym: dla publikacji stanowigcych osiagnigcie habilitacyjne 212
Liczba cytowan wg. Web of Science Core Collection 579
- w tym: bez autocytowan 485
Indeks Hirscha wg. Web of Science Core Collection 12
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Zestawienie liczby publikacji w poszczegolnych czasopismach z listy JCR

. Liczba publikacji
Czasopismo . .
(w tym jako pierwszy autor)
Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy /Journal of
: 17 (4)
Veterinary Research
Medycyna Weterynaryjna -Veterinary Medicine-Science 1
and Practice
Annals of Agricultural and Environmental Medicine 30 (12)
Veterinary Parasitology 2
Experimental Parasitology 1
Folia Parasitologica 5(@)
Polish Journal of Veterinary Sciences 2
Acta Parasitologica 1
Parasitology Research 2
Parasites and Vectors 1
Food Control 1
Eurosurveillance 1
Experimental and Applied Acarology 1
Foodborne Pathogens and Disease 2 (1)
Polish Journal of Microbiology 1
Ticks and Tick-Borne Diseases 1
Liczba publikacji razem (w tym jako pierwszy autor) 69 (18)
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