Streszczenie

Tritrichomonas foetus to pasozytniczy pierwotniak, nalezacy do rodziny
Trichomonadidae, rz¢du Trichomonadorida, typu Sarcomastigophora. W przesztosci w Polsce
rzgsistek byt identyfikowany u bydia z wysoka prewalencja, zas rz¢sistkowica byta jednym z
glownych powoddéw bezptodnosci i ronien u krow. Ponadto choroba ta stanowita istotny
problem ekonomiczny dla hodowcow ze wzgledu na straty finansowe ponoszone w celu
zwalczania inwazji pasozyta. Obecnie nasz kraj jest wolny od zarazy rzesistkowej bydta ze
wzgledu na wprowadzenie sztucznej inseminacji jako podstawowego sposobu rozmnazania
tych zwierzat. Niemniej badania w kierunku rzgsistkowicy sag w Polsce obowigzkowe a
rzesistkowica znajduje sie na liscie chordb zakaznych notyfikowanych przez Swiatowa
Organizacj¢ Zdrowia Zwierzat (O.1.E.), a takze w wykazie chorob zakaznych podlegajacych
obowigzkowi rejestracji na terenie kraju (Zatacznik nr 3 do Ustawy z dnia 11 marca 2004 r. o
ochronie zdrowia zwierzat oraz zwalczaniu chorob zakaznych zwierzat). Ponadto, T. foetus jest
komensalem wystgpujacym u $§win. Jednak u tych zwierzat nie powoduje zadnych objawow
chorobowych i nie istnieje obowiazek badania trzody chlewnej w kierunku rzesistkowicy. W
ciggu ostatnich kilkunastu lat pierwotniak jest stwierdzany rowniez u kotow, u ktérych moze
by¢ przyczyna trudnych do leczenia uporczywych, chronicznych biegunek. W zwigzku z tym,
zwierzeta te wydaja sie¢ by¢é obecnie jedynym znanym rezerwuarem pasozyta w Polsce.
Wzmozenie zainteresowania tematyka rzgsistkowicy kotow wsréd hodowcoéOw oraz lekarzy
weterynarii sktonitlo do opracowania czulego, skutecznego i szybkiego testu stuzacego do
identyfikacji materiatu genetycznego T. foetus z katu kotow.

W toku prowadzonych badan opracowano dwa nowe testy tj. TF- ftub-LAMP oraz rt-
TF-rDNA-2-PCR. Przy projektowaniu starterow do metody TF-fBtub-LAMP po raz pierwszy
na $wiecie uzyto do tego celu nowego markera genetycznego tj. genu kodujacego biatko -
tubuling, ktory okazatl si¢ by¢ przydatny w diagnostyce molekularnej rzgsistkowicy. Ponadto
analiza wynikow z przeprowadzonych testow walidacji metody wskazywata na wysokg czutosé
amplifikacji rowng 1 komorce T. foetus w badanej probee (zarowno z katu jak 1 bezposrednio
z hodowli komorkowej). W pracach nad nowymi metodami molekularnymi stuzacymi do
wykrywania T. foetus dostrzezono réwniez problem wystepowania fatszywie dodatnich
wynikoéw w reakcji z DNA Simplicimonas sp. we wczesniej opracowanym rt-TF-rDNA-1-PCR
wg Frey (Frey i wsp., 2017) i w zwigzku z tym Stworzono jego nowa wersj¢ nazwang It-TF-
rDNA-2-PCR. Dodatkowo, przydatnos¢ nowo opracowanych metod biologii molekularnej
poréwnano z wczesniej istniejacymi tj.: C-TF-rDNA-PCR wg Felleisen (Felleisen i wsp., 1997),
rt--TF-rDNA-1-PCR (Frey et al., 2017) oraz TF-elflal-LAMP wg Oyhenart (Oyhenart i wsp.,



2018). Otrzymane wyniki wskazywaty jednoznacznie, ze najwyzsza czuto$¢ wykazat test rt-
TF-rDNA-2-PCR (<1 komorki rzesistka w probce katu jak i hodowli komorkowej). W celu
oceny diagnostycznej porownywanych testow do badan poréwnawczych wiaczono rowniez
materiat biologiczny pobrany od 20 kotéw z podejrzeniem rzgsistkowicy. Analizy wynikow
ujawnity, ze najwyzszg skutecznoscig w wykrywaniu DNA rzgsistka charakteryzowaty si¢ dwa
nowo opracowane testy tj. rt-TF-rDNA-2-PCR i TF-Btub-LAMP oraz wczesniej istniejacy TF-
elflal-LAMP wg Oyhenart (Oyhenart i wsp., 2018). Biorac pod uwagg zalety dwoch nowych
technik amplifikacji tj. wysoka czutos¢ i specyficzno$¢ oraz przydatnos¢ do identyfikacji
rzesistkow z trudnych matryc (kat) nalezy podkresli¢, iz oba testy mogg by¢ uzytecznymi
narzgdziami do badan diagnostycznych rzgsistkowicy i moga stanowi¢ alternatywe dla
stosowanych obecnie metod.

Zgodnie z celem rozprawy doktorskiej czgs¢ badan dotyczyta analizy genetycznej
szczepow rzgsistka pochodzacych od trzech gospodarzy. Nalezy podkreslié, ze kwestia
odrebnosci genetycznej T. foetus pochodzacego od bydta, kotow i1 $win stanowi jedng z
najbardziej intrygujacych zagadek z dziedziny parazytologii. Ponadto nieznane sg formy
przetrwalnikowe umozliwiajace przezycie pierwotniakowi w Srodowisku zewnetrznym.
Eksperymentalnie potwierdzono, ze istnieje mozliwo$¢ zarazania si¢ bydta pasozytem
izolowanym od kotow i $win. W zwigzku z tym przeniesienie tych blisko spokrewnionych
genotypéw z jednego gatunku gospodarza na drugi uznano za realistyczny scenariusz.
Jednakze, w aktualnej literaturze nie ma bezposrednich dowoddéw na migdzygatunkowa
transmisje T. foetus w srodowisku naturalnym. Dotychczas przeprowadzone doswiadczenia z
zastosowaniem narzg¢dzi biologii molekularnej tj. genotypowania wybranych fragmentoéw DNA
przy uzyciu réznych markerow wskazywaly na jedynie niewielkie réznice mig¢dzy szczepami
rzesistka od bydta, kotow i $win. Dlatego w celu blizszego poznania struktury catych genomow
T. foetus oraz wskazania potencjalnych podobienstw i roznic migdzy szczepami W niniejszej
pracy doktorskiej uzyto metody sekwencjonowania nowej generacji (NGS) z zastosowaniem
technologii Ilumina HiSeq 3000. W odniesieniu do wczesniej zsekwencjonowanego przez
Benchimol (Benchimol i wsp., 2017) genomu rzgsistka bydlecego zidentyfikowano
polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNP) oraz insercje i delecje (InDels) miedzy 3
szczepami. Najwicksza liczbe roznic definiowang jako InDel i SNP rowng 338 803 stwierdzono
miedzy TF1 (genom T. foetus od bydta) a TF2 (genom T. foetus od kota) oraz miedzy TF2 a
TF3 (genom T. foetus od $wini) - 338 916. Natomiast ilos¢ roznic genetycznych miedzy TF1 a
TF3 byla wyjatkowo mata i wyniosta 392. Podobng tendencje stwierdzono po analizie

wariantow (InDel i SNP) majacych wpltyw na funkcje biatka. W celu potwierdzenia



doswiadczalnie uzyskanych wynikow na podstawie sekwencji wyselekcjonowanych in silico z
wyznaczonych miejsc z InDel i SNP w genomie T. foetus od kota opracowano 25 reakcji
amplifikacji. Otrzymane produkty PCR rdznity si¢ miedzy soba dlugoscia co potwierdzito
roznorodnos$¢ genetyczng szczepoéw rzesistkow od bydta i kota. Nalezy podkresli¢, ze
przeprowadzone analizy dostarczyly nowej wiedzy na temat genetycznej struktury genomow
T. foetus od bydta, kota i $wini, ktére moga by¢ przydatne w przysztych badaniach nad
transmisjg rzesistka w obrgbie réznych gospodarzy. Ponadto, wyniki badan WGS moga
rowniez postuzy¢ jako cenna podstawa do zastosowania nowoczesnych technologii z
wykorzystaniem nauk ,,omicznych” do poznania relacji pasozyt-gospodarz.

Prowadzone badania obejmowaly takze ocene wystepowania rzgsistka u zwierzat
wrazliwych (bydta, kotow, §win oraz dzikow) z Polski. Analizy nad wystgpowaniem T. foetus
w probkach od kotow i $§win nie byly jak dotad udokumentowane w naszym kraju, za$ ostatni
przypadek rzgsistkowicy u bydta odnotowano w 1997. Ponadto do badan wigczono probki od
dzikéw 1 wg dostepnej wiedzy byta to pierwsza proba identyfikacji T. foetus u tych zwierzat.
W celu lepszej skutecznosci detekeji pasozyta, w diagnostyce wykorzystano dwa testy: PCR
wg Felleisen (Felleisen i wsp., 1997) oraz nowo opracowany test TF-ftub-LAMP. Wyniki
badan wykazaty 20.51% wynikoéw dodatnich u kotow oraz 16.28% u §win. W probkach od
bydta i dzikéw nie stwierdzono obecnosci rzesistka. Uzyskane wyniki wskazuja na wysoki
odsetek wystepowania T. foetus u kotéw i $win co moze stanowi¢ potencjalne zagrozenie
réwniez dla bydfa, dlatego monitoring wystepowania pierwotniaka w populacji zwierzat
wrazliwych wydaje si¢ by¢ bardzo istotny.

Podsumowujac, nowo opracowane metody molekularne okazaty si¢ skuteczne w
identyfikacji T. foetus. Dzieki zastosowaniu nowych metod wykazano wystepowanie T. foetus
u stosunkowo wysokiego odsetka kotow i1 §win w wybranych populacjach w Polsce. Analiza
porownawcza genomow T. foetus ujawnila duze rdéznice genetyczne miedzy izolatami
pochodzacymi od kotow a izolatami pochodzacymi od bydta i s$win. Jednocze$nie stwierdzono
duze podobienstwo DNA T. foetus pochodzacego od swin i bydta. Otrzymane wyniki moga
stanowi¢ baz¢ dla dalszych badan nad relacja pasozyt-zywiciel, a takze nad mozliwoscia

transmisji rzgsistka pomigdzy ré6znymi gatunkami zywicieli.



Summary

Tritrichomonas foetus is a protozoan parasite belonging to Trichomonadidae family,
Trichomonadorida order, Sarcomastigophora phylum. In the past, tritrichomonosis was
identified in Polish cattle population with high prevalence and presence of T. foetus was one of
the main causes of infertility and abortion in cows. Moreover, the disease causes a significant
economic problem for breeders due to financial losses incurred to combat parasite infection. At
the present, our country is free of bovine tritrichomonosis- because of using artificial
insemination as a main method of cattle reproduction. Nevertheless, examining cattle for the
presence of parasite and reporting bovine tritrichomonosis is mandatory in Poland. Moreover,
tritrichomonosis is on the list of diseases notified by the World Organization for Animal Health
(OIE), as well as on the list of infectious diseases subjected for registration within the country
(Annex 3 to the Act of 11 March 2004 on the protection of animal health and combating
infectious animal diseases). T. foetus is a commensal of pigs and porcine infection in the most
cases manifests any symptoms. Therefore there is no duty for testing tritrichomonosis in pigs.
During the last few decades T. foetus has been also detected among cats. Feline tritrichomonosis
leads to chronic diarrhoea, which is also difficult for treatment. Therefore, these animals act as
the main reservoir of the disease in Poland. Nowadays feline tritrichomonosis became one of
the most interesting parasitological problem among cat breeders and veterinarians which
prompted development of a sensitive, effective and rapid test for DNA of T. foetus identification
from feline fecal samples.

Our research involved the development of two new molecular methods, i.e. TF-ptub-
LAMP and rt-TF-rDNA-2-PCR. For design TF-Btub-LAMP a new genetic marker was used for
the first time. i.e. the gene encoding the B-tubulin protein, which proved to be useful in the
molecular diagnosis of tritrichomonosis. Moreover, analysis of the results with validation tests
shows high sensitivity of amplification with 1 trichomonad cell in the tested sample (both from
feaces and from cell culture). In previous investigations on molecular tests for the detection of
T. foetus, false positive results in the reaction with Simplicimonas sp. was noted in rt-TF-rDNA-
1-PCR (Frey et al., 2017). Therefore, in the current study new version of rt-TF-rDNA-1-PCR
with the modification (3'truncated derivatives of primers) called rt-TF-rDNA-2-PCR was
developed. Additionally, methodical sensitivities of TF-ftub-LAMP and rt-TF-rDNA-2-PCR
was compared with previously published i.e.: c-TF-rDNA-PCR according to Felleisen et al.
(1997), rt-TF-rDNA-1-PCR (Frey et al., 2017) and TF-elflal-LAMP according to Oyhenart et
al. (2018). The obtained results clearly showed that the highest sensitivity was demonstrated by



the rt-TF-rDNA-2-PCR test (<1 parasite from faecal sample as well as cell culture). For the
determination of diagnostic sensitivities of the all molecular methods, amplification reactions
were performed in duplicates with DNA extractions from the faecal samples representing 20
suspected feline tritrichomonosis cases. Analysis of the results revealed that two newly
developed tests, i.e. rt-TF-rDNA-2-PCR and TF-Btub-LAMP and the previously known TF-
elflal-LAMP according to Oyhenart et al. (2018) equally performed the best sensitivity with
8 positive results among 20 tested samples. Considering the advantages of two new
amplification techniques, i.e. high sensitivity and specificity, and usefulness for T. foetus
detection in difficult matrices (feaces), all evaluated tests are basically suited to perform a
specific diagnosis of tritrichomonosis in different hosts. Moreover, both methods TF-ptub-
LAMP and rt-TF-rDNA-2-PCR may be a diagnostic alternative for currently used techniques.

According to the purpose of the doctoral dissertation, part of the study was focused on
genetic analysis of T. foetus from cattle, cat and pig. It should be noticed that genetic identity
of T. foetus from cattle, cats and pigs still causes one of the most intriguing gap of knowledge
in the field of parasitology. Although it is currently assumed that T. foetus pseudocyst formation
is reversible and that it represents a response to stressful conditions, there are no reports
showing the presence of this form in vivo. Experimental cross-infection of cats inoculated with
T. foetus from cattle and pigs and vice versa gave positive results (Stockdale et al., 2009).
Therefore, the transfer of these closely related genotypes from one species host to another
should be considered as a realistic scenario. However, there is no direct evidence on interspecies
T. foetus transmission in natural conditions. So far, T. foetus genotypes were characterized with
only very few genetic markers i.e. genotyping selected DNA fragments and respective studies
showed small differences between strains. Therefore, next generation sequencing approach was
used to learn more about the genetic structure of T. foetus and to assess the genetic differences
between bovine, feline and porcine isolates. In particular, we identified single nucleotide
polymorphisms (SNPs) and the insertion-deletion (InDel) variations within the genomes of the
different strains. Interestingly, only a low degree of polymorphism (68 SNPs and indels) was
found between the bovine and the porcine strains in terms of variants with a predicted impact
of moderate or high and where one species is homozygous for one allele and the other
homozygous for the other allele. Conversely, however, a 964 times higher number of such
differences was detected by comparing the feline with either the bovine (65,569) or the porcine
(65,615) strain. These data clearly indicated a close phylogenetic relationship between bovine
and porcine T. foetus but a remarkable genetic distinctness of these two strains from the feline

strain. The latter observation was confirmed by PCR-based sequencing of 20 in silico-selected



indel markers and 5 in silico-selected SNPs markers that uniformly demonstrated a relatively
distant phylogenetic relationship of three independent feline T. foetus isolates in comparison to
the bovine and porcine strains investigated. It should be emphasized that comparative genome
sequencing approach provided new knowledge about the genetic structure of T. foetus from
cattle, cat and pig. Furthermore, our study may be useful in the future investigations on parasite
transmission between hosts and also serve as a valuable basis for the application of all methods
using the omics technologies for the parasite-host relationship investigations.

The study also included estimation of the T. foetus prevalence in animal hosts (cattle,
cats, pigs and wild boars) from Poland. Studies on occurrence of T. foetus in samples from cats
and pigs have not been documented in our country so far, and the last case of tritrichomonosis
in cattle was recorded in 1997. In addition, samples from wild boars were included in the study
and according to available knowledge it was the first identification of T. foetus in these animals.
For better efficacy, two tests, i.e. PCR according to Felleisen (Felleisen et al., 1997) and the
newly developed TF-Btub-LAMP test were used as diagnostic methods in the studies. The study
indicated that the percentage of positive samples in cats was 20.51% and 16.28% in pigs,
whereas samples from cattle and wild boars were negative. The obtained results indicate a high
percentage of T. foetus in cats and pigs, which may pose a potential threat to cattle, therefore
monitoring of the presence of protozoa in the population of sensitive animals seems to be very
important.

Summarizing, it should be mentioned that newly developed molecular methods have
high efficacy in T. foetus identification. Thus, with using new molecular tools relatively high
prevalence of T. foetus infection was found among selected populations of cats and pigs in
Poland. . Whole genome sequencing of a feline strain of Tritrichomonas foetus reveals massive
genetic differences to bovine and porcine isolates. Moreover high amount of similarities was
found between T. foetus strains from pigs and cattle. The obtained results of WGS data may
also serve as a valuable basis to the investigations on the parasite-host relationship, as well as

on the possible transmission between different host species.



