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1. WPROWADZENIE

Blastocystis to beztlenowe eukariotyczne mikroorganizmy bytujgce w jelitach ludzi
i wielu gatunkéw zwierzat (naczelne, inne ssaki, ptaki, gady, ptazy, ryby, skorupiaki,
pijawki, owady) (Farah Hazigah iin., 2017; France iin., 2020; Hublin iin., 2021;
Martinez-Barbabosa i in., 2018; Stenzel i Boreham, 1996; Yoshikawa i in., 2016). Liczne
doniesienia pokazujg, ze Blastocystis sg najczeSciej wykrywanymi eukariontami w
prébkach katu ludzi na catym Swiecie z przewagg w krajach/spotecznosciach o niskich
standardach sanitarno-higienicznych. Szacuje sie, ze nawet 1 mld ludzi na swiecie jest
zarazonych Blastocystis (Stensvold i Clark, 2016). Organizmy te wykazujg wysokiego
stopnia zmienno$¢ genetyczng i na podstawie réznic w sekwencji genu kodujgcego
maty podjednostke rRNA (SSU rRNA; ang. small subunit ribosomal RNA) zostaty
podzielone na 25 grup genetycznych zwanych podtypami (ST; ang. subtype) (Maloney
i Santin, 2021; Stensvold i Clark, 2020). Wiele kwestii zwigzanych z Blastocystis miedzy
innymi takich jak cykl zyciowy, sposdb transmisji drobnoustroju czy rola w rozwoju
objawéw chorobowych — pomimo uptywu ponad 100 lat od jego odkrycia — nie zostato
wyjasnionych. Wyzwaniem jest zarédwno diagnostyka, jak i leczenie blastocystozy
(Bogoch iin., 2006; Coyle iin., 2012; Dogruman-Al iin., 2010; Roberts iin., 2014b;
Stensvold iin., 2009). Badania epidemiologiczne nad zarazeniem zwierzat wykazaty
wysoky czestos¢ zarazenia u naczelnych, $win, bydta (w tym udomowionych
przezuwaczy) i ptakdw (Hublin iin., 2021; Nematiiin., 2021). Czesto zwierzeta i majacy
z nimi kontakt ludzie zarazeni sg tymi samymi podtypami, a pojedyncze badania
wykazaty identyczne sekwencje Blastocystis izolowanych od zwierzat i od ludzi, co
zrodzito podejrzenie zoonotycznego charakteru zarazen Blastocystis u ludzi (Greige
iin., 2018; Nagel iin., 2012; Parkar iin., 2010, 2007; Pintong iin., 2018; C. Stensvold
iin., 2009; Thathaisong iin., 2003; Wengi Wang iin., 2014; Yoshikawa iin., 2009).
Jednak nie mozna tez wykluczy¢ odwrotnej transmisji tzn. cztowiek-zwierze (lguchiiin.,
2007; Pakandl iin., 1993).

Blastocystoza ludzi stanowi nierozwigzany problem zdrowotny, w Polsce
potegowany tym, Ze zagadnienia zwigzane z zarazeniem Blastocystis sy czesto

niedoceniane albo wrecz nieznane nawet w srodowisku medycznym (Kottowski, 2012;
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Kurt iin., 2016; Rajamanikam iin., 2019; Roberts i in., 2014a; Subirats i Borrds, 2018).
W Polsce badania zwigzane z Blastocystis i blastocystozg prowadzone byty dotychczas
wyrywkowo i dotyczyty niewielkich grup pacjentéw (Duda iin., 2015; Kaczmarek iin.,
2017; Kottowski, 2012; Lepczynska iin., 2016; Wesotowska i in., 2016), a te dotyczace
kolonizacji zwierzat przez Blastocystis przedstawiane byly przewaznie tylko na
doniesieniach zjazdowych (Kaczmarek i in., 2020, 2019; Lewicki i in., 2016; Wesotowska
iin., 2019). Dostepne dane literaturowe na temat zarazenia ludzi i zwierzat pochodzg
przede wszystkim z innych rejondw geograficznych swiata.

Celem pracy byto poszerzenie wiedzy na temat epidemiologii drobnoustroju
poprzez rozpoznanie wystepowania i zrdinicowania genetycznego Blastocystis

izolowanych od ludzi i wybranych grup zwierzagt w wojewddztwie pomorskim.

1.1 HISTORIA | TAKSONOMIA

Organizmy Blastocystis prawdopodobnie zostaty dostrzezone juz w 1849 roku podczas
epidemii cholery w Londynie (Jeremiah i Parija, 2013). Jako odrebny jednokomdrkowy
organizm obecny w jelitach jaszczurek i pijawek zostaty opisane po raz pierwszy w
1911 roku przez Alexieffa, a 1912 przez Brumpta (niezaleznie), ktérzy w oparciu o
technike mikroskopii Swietlnej zaklasyfikowali je do grzybéw drozdzopodobnych
i nadali nazwy, odpowiednio: Blastocystis enterocola (Zierdt, 1991) i Blastocystis
hominis (ta druga byta skutkiem tego, ze Brumpt badat prébki katu pochodzace od
ludzi) (Dunn iin., 1989). To poczatkowe przypisanie drobnoustroju do grzybdéw
drozdzopodobnych miato uzasadnienie w wyglagdzie komodrek, ktdre w sSwiezych
mikroskopowych rozmazach katu przypominaty komdrki drozdzy, nie posiadaty
pseudopodiéw i nie wykazywaty zadnych oznak poruszania sie, a jadra w
niewybarwionych mokrych preparatach mikroskopowych nie byty widoczne. Ponadto
nie znano formy cysty, a formy ameboidalne takze nie byly rozpoznawane. Podziat
podwadjny komodrek, ktéry btednie uznano za pgczkowanie, odpowiadat sposobowi
rozmnazania grzybéw drozdzopodobnych. Przez innych badaczy Blastocystis byt takze
okreslany jako zdegenerowane postaci lub cysty wiciowcow, takich jak Trichomonas
intestinalis, Chilomastix mesnili czy Endolimax nana lub jako zdegenerowany

materiat/element roslinny (Zierdt iin., 1967). W toku dalszych obserwacji struktury
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morfologicznej i fizjologii Blastocystis okazato sie, ze organizm ten nie posiada wielu
cech wifasciwych organizmom grzybdw, np. nie posiada sciany komodrkowej, ma
natomiast jedno Ilub kilka jader komérkowych, gtadkie i szorstkie retikulum
endoplazmatyczne, kompleks Golgiego i organelle mitochondrialne (MLO; ang:
mitochondrion-like-organelle). Ponadto okazato sie, ze Blastocystis jest niewrazliwy na
srodki przeciwgrzybicze i nie wzrasta na podtozach stosowanych do hodowli grzybdw.
Te i inne morfologiczne i fizjologiczne cechy drobnoustroju odpowiadajgce bardziej
organizmom pierwotniakdw niz grzybdw (tab.1) spowodowaty, ze w roku 1967
Blastocystis zostat przypisany do krélestwa Protozoa (najpierw do podtypu Sporozoa, a
pozniej przeklasyfikowany do podtypu Sarcodina), zas w 1985 roku do krdlestwa

Protista (Zierdt, 1991; Zierdt i in., 1967).

Tabela 1 Morfologiczne ifizjologiczne cechy Blastocystis, ktére spowodowaty, Zze zostat

przeklasyfikowany z krélestwa grzybow do krélestwa Protozoa (Zierdtiin., 1967).

VoL. 4, 1991 BLASTOCYSTIS HOMINIS 63
TABLE 1. Characteristics used to reclassify B. hominis from the fungi to the protozoa
Characteristic Yeast B. hominis
Strict anaerobe No Yes
No growth on fungal or bacteriological media No Yes
Growth on media developed for intestinal protozoa No Yes
No growth on surface of solid media No Yes
Requires presence of bacteria for growth; axenic growth achieved slowly under No Yes
carefully controlled conditions
Capable of ingesting bacteria and other particulate matter No Yes
Cultures die in 2-3 days at 22°C or overnight at 4°C No Yes
No growth below 33°C, but cell death at 30°C No Yes
Optimal growth at 37°C No Yes
Optimal growth at neutral pH No Yes
No growth at pH 5.5 No Yes
Resistant to 400 pg of amphotericin per ml No Yes
Sensitive to drugs effective against intestinal protozoa No Yes
No cell wall No Yes
Reproduction by endodyogony, schizogony, binary fission, and plasmotomy No Yes
(cutting off) individual B. hominis from the ameba form
No budding No Yes
Supports stable bacterial endosymbiont (an obligate mutualism) No Yes
Slow-feeding pseudopods No Yes
Rapid locomotion pseudopods No Yes
Limiting membrane with micropinocytotic vesicles No Yes
Membrane-bound CB, a reproductive organelle, formerly called vacuole No Yes
Mitochondria in all cells; mitochondria show a general morphology similar to that No Yes

in other protozoa, with short saccate cristae when in the resting mode

Dopiero zapoczgtkowany w latach 90. XX w. intensywny rozwdj technik biologii
molekularnej pozwolit na badanie powinowactwa filogenetycznego rézinych
eukariontéw (przez poréwnanie sekwencji genu SSU rRNA). Analiza cze$ciowej
sekwencji SSU rRNA Blastocystis wykazata, ze nie jest on monofiletyczny ani z

drozdzami Saccharomyces, ani grzybami Neurospora, ani z Sarcodina czy Sporozoa, i ze
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prawdopodobnie nalezy go umiescic w zewnetrznej grupie pomiedzy orzeskami
i Apicomplexa. W roku 1996 w oparciu o analize sekwencji w petnym genie SSU rRNA
Blastocystis zostat umieszczony w grupie Stramenopila (nazywanej takze Heteroconta)
w krélestwie Chromista (Silberman iin., 1996) (zgodnie z podziatem S$wiata
organizmdéw na 6 krdlestw: Bacteria, Protozoa, Animalia, Fungi, Plantae i Chromista)
(Cavalier-Smith, 1998), a nastepnie w krélestwie Chromalveolata przedstawionym w
2004 roku przez tego samego badacza jako udoskonalenie krélestwa Chromista
(Cavalier-Smith, 2004). Obecnie, w zrewidowanej klasyfikacji eTolL (ang. eucariotic Tree
of Life) bedacej wynikiem szerokiego stosowania filogenetyki molekularnej,
Stramenopila sg czescig SAR wraz z Alveolata i Rhizaria, stad skrét SAR (ryc. 1) (Burki
iin., 2020).

£ X monas

[f Centrohelida g Mantd

> “ 0 ‘Excavates' W .
Metamonada

W Rhizaria — — :

Ancyromonadida

Hemimasigophaa®)

Trends in Ecology & Evolution

Alveolata
* Original'Supergroup’

@ No molecular data in 2004

Stramenopila

Rycina 1 Pozycja taksonomiczna Stramenopila w zrewidowanej klasyfikacji eToL (Burki i in., 2020).

Grupa Stramenopila obejmuje liczne (okoto 30 tys. gatunkéw) i bardzo réznorodne
organizmy: jednokomérkowe i wielokomérkowe, heterotroficzne i fotosyntetyczne
m.in. $luzowce, okrzemki czy glony. Przedstawiciele rodzaju Blastocystis nie maja
pewnych cech typowych dla wiekszosci Stramenopila, bowiem nie posiadajg wici
pokrytych malenkimi, tréjdzielnymi glikoproteinowymi wyrostkami/wtoskami zwanymi
mastigonemami (lub stramenopili) i sg beztlenowcami, a ponadto jako jedyne sposréd

Stramenopila 2yjag w przewodzie pokarmowym cztowieka oraz wielu zwierzat
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(Silberman iin., 1996; Tan, 2008). Te ztozone przyczyny spowodowaty, ze identyfikacja
afiliacji taksonomicznej Blastocystis trwata tak dtugo. Aktualna klasyfikacja Blastocystis
przedstawiana jest nastepujgco:

Eukaryota; Sar; Stramenopila; Bigyra; Opalozoa; Opalinata; Blastocystidae; Blastocystis

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi).

1.2 NAZEWNICTWO

Zmianom ulegato takze nazewnictwo Blastocystis. Przez prawie 100 lat klasyfikacja
gatunkowa opierata sie na gospodarzu, z ktérego izolowano szczep (stad szczepy
izolowane od ludzi nazywano B. hominis, od szczuréw — B. ratti, drobiu — B. galinae
itd.), co wynikato z silnego przekonania, ze istniejg rézne — choé¢ morfologicznie
identyczne — gatunki odrebne dla ludzi i charakterystyczne dla zwierzat (Tan, 2008).
Zastosowanie do badan technik molekularnych ujawnito, ze organizmy te wykazuja
znaczne zrdéznicowanie genetyczne w obrebie SSU rRNA, ktére wg. Noela jest
wystarczajace, aby uznac je za odrebne gatunki (Noél iin., 2005). W oparciu o te
réznice Blastocystis podzielono na grupy genetyczne dzi$ nazywane podtypami (szerzej
opisane w rozdziale 1.8 Zmiennos¢ genetyczna Blastocystis; podziat na podtypy oraz
rozdziale 1.9 Epidemiologia i zoonotyczny potencjat Blastocystis). Poczgtkowo jednak
badacze, stosujac rézne techniki molekularne, nadawali rézne nazwy tym samym
izolatom (ang: clade, cluster, genotype, group, ribodeme, subgroup, subtype), co
powodowato coraz wiekszy zamet (Clark iin., 2013). Wobec niejednolitego
nazewnictwa, konieczne stato sie jego uporzgdkowanie — i tak, od 2007 roku wszystkie
izolaty Blastocystis pochodzgce od ludzi, innych ssakéw i ptakéw nazywa sie
Blastocystis, po czym nastepuje numer podtypu (np. Blastocystis ST1 itd.) (Stensvold
iin., 2007), o ile podtyp zostat w danym badaniu okreslony.

Jedynie w przypadku Blastocystis izolowanych od gadéw, ptazéw i bezkregowcow
utrzymuja sie nazwy dwumianowe. Dzieje sie tak, poniewaz do tej pory podjeto
niewiele badan nad réznorodnoscia i zakresem zywicieli tych Blastocystis, a zatem nie
byto takiego impulsu do zmiany nomenklatury, jak w przypadku Blastocystis

izolowanych od ptakéw i ssakdéw. By¢ moze w toku dalszych badan nomenklatura
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Blastocystis izolowanych od tych zwierzat bedzie wymagata podobnych zmian

(Stensvold i Clark, 2016).

1.3 PATOGENICZNOSC

Do dzi$ nie zostata ustalona patogenicznosé Blastocystis. Poczatkowo uznawano go za
organizm komensalny. Jeszcze w latach 80. XX w. uwazano, ze inwazje Blastocystis
majg charakter bezobjawowy i nie odgrywajg roli w patogenezie choréb przewodu
pokarmowego. Jednak pozniejsze obserwacje kliniczne o0sob zarazonych, ktore
zgtaszaty dolegliwosci, najczesciej takie jak brak apetytu, nudnosci, luzne stolce i béle
brzucha o réznym nasileniu, a takze nadmierna produkcja gazéw, wzdecia i zaparcia
sugerowaty, ze moze byé on patogenem (Dagci iin., 2014; Dominguez-Marquez i in.,
2009; Jelinek iin., 1997; Jones iin., 2009; Sadaf i in., 2013; Shah iin., 2012; Stensvold
iin.,, 2011). Od lat trwa dyskusja nt. roli tego organizmu w rozwoju nieswoistych
zapalen jelit (IBD; ang. inflamatory bowel disease), a takze zespotu jelita drazliwego
(IBS; ang. irritable bowel syndrom) (Boorom iin., 2008; Jimenez-Gonzalez iin., 2012;
Mirjalali iin., 2017; Poirier iin., 2012; Shirvani iin., 2019; Yakoob iin., 2010, 2004).
Opisywano przypadki wysypki skérnej i/lub uporczywego swigdu skoéry, ktére mogty
by¢ powigzane z obecnoscig Blastocystis (Bahrami iin., 2019; Gupta i Parsi, 2006;
Hameed iin., 2011; Katsarou-Katsari i in., 2008). W literaturze mozna spotkad tez opis
zapalenia stawdw faczony z zarazeniem Blastocystis (Lakhanpal iin., 1991) oraz inne,
pokazujgce jak eradykacja Blastocystis wigzata sie z ustgpieniem przewlektej pokrzywki
i objawdw zapalenia tarczycy (Rajic iin., 2015; Vogelberg iin., 2010). Z drugiej strony
wiadomo, ze wiele o0sd6b zarazonych Blastocystis nie ma zadnych objawéw
chorobowych, i ze takie bezobjawowe nosicielstwo moze trwa¢ miesigcami, a nawet
latami (Scanlan iin., 2014). Fakt, ze infekcje Blastocystis przybierajg skrajne formy od
bezobjawowych do manifestujgcych sie silnymi objawami, poparty odkryciem, ze
morfologicznie identyczne izolaty Blastocystis sg genetycznie wysoce zrdznicowane,
nasungt podejrzenie, ze tylko niektére z podtypdéw majg potencjat patogenny
(podobnie jak to ma miejsce w przypadku morfologicznie identycznych Entamoeba
histolytica i Entamoeba dispar, gdzie patogenicznos¢ zwigzana jest wylgcznie ze

szczepami E. histolytica sensu stricto) (Diamond iClark, 1993). To podejrzenie
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zaowocowato licznymi doniesieniami o niespdjnych wynikach pokazujgcymi, ze te
same podtypy Blastocystis wystepujg zaréwno u o0sob z dolegliwosciami, jak ibez
objawéw chorobowych np. (Alinaghizade iin., 2017; Balint iin., 2014; El Safadi iin.,
2014; Hussein iin., 2008; Nieves-Ramirez iin., 2018; Ozyurt iin., 2008; Soliman iin.,
2014; Souppart iin., 2009; Yowang iin., 2018). Obserwacje postaci ameboidalnej,
bezwodniczkowej i wielowodniczkowej u 0séb z biegunkg zrodzity podejrzenie, ze to te
formy moga odgrywac role w patogenezie (Tan iSuresh, 2006; Zhang iin., 2012).
Jednak danych dokumentujgcych patogennos¢ Blastocystis jest niewiele. Dobrze
znanym mechanizmem, ktory koreluje z wirulencjg pasozyta jest fagocytoza krwinek
czerwonych przez Entamoeba histolytica (Pritt i Clark, 2008). Tylko jedno doniesienie
opisuje to zjawisko u Blastocystis (Dunn iin., 1989). Badania In vitro wykazaty, ze
Blastocystis ST7 moze przylega¢ do btony S$luzowej jelita i wydzielaé proteazy
cysteinowe, co moze nastepnie prowadzi¢ do degradacji wydzielniczej IgA, pobudzenia
wydzielania cytokin zapalnych za posrednictwem NF-kB (jadrowego czynnika
transkrypcyjnego; ang. nuclear factor kappa b) oraz apoptozy komérek gospodarza
(ryc. 2) (Puthiaiin., 2008, 2005; Tan, 2008). W badaniach in vitro proteaza cysteinowa
wytwarzana przez ST7, zostata tez powigzana ze zwiekszong przepuszczalnoscia
jelitowych komdrek nabtonkowych (Nourrisson iin., 2016). O zwiekszonej
przepuszczalnosci jelitowej u pacjentdw zarazonych Blastocystis donosit (Dagci iin.,
2002). Dyskretne zmiany i tagodny stan zapalny w obrebie tkanki jelit opisywano takze
w kilku eksperymentach w odniesieniu do ST4 (lguchi iin., 2009). Co istotne,
dotychczasowa, skgpa wiedza nt. wptywu Blastocystis na komoérki jelitowe opiera sie
gtéwnie na badaniach in vitro i kilku eksperymentalnych badaniach z udziatem gryzoni,
co nie daje pewnosci, ze te same mechanizmy zachodzg w jelicie cztowieka (Deng iin.,

2021a; Stensvold i in., 2020).
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Rycina 2 Model patogenezy Blastocystis in vitro. Zarazenie Blastocystis moze skutkowaé réznymi
patologicznymi nastepstwami, takimi jak degradacja wydzielniczych IgA, uposledzenie funkcji bariery
ochronnej, apoptoza komdrek gospodarza i indukcja cytokin prozapalnych. Degradacja IgA i przerwanie

bariery nabtonka moze sprzyja¢ wzrostowi i inwazji patogendéw towarzyszacych (Tan, 2008).

Podczas badania skrawkow tkanek z biopsji $luzéwki jelit Swin nie dostrzezono
patologicznych zmian. W wycinkach tych Blastocystis znajdowano gtéwnie w Swietle
jelita, w masie katowego debris, tylko nieliczne komorki znajdowaty sie w bliskim
sgsiedztwie nabtonka, a nawet zdawaty sie don przylegaé, ale nie byto komodrek
przenikajacych do nabtonka lub blaszki wiasciwej (Fayer iin., 2014; W. Wang iin.,
2014; Wang, 2014).

Nalezy tez braé¢ pod uwage, ze brak objawdw chorobowych u czesci zarazonych
0s6b nie musi by¢ jednoznaczny z tym, ze Blastocystis nie jest zdolny do indukowania
patogennych zmian. Inwazje obligatoryjnymi patogenami jelitowymi, takimi jak Giardia
intestinalis, Cryptosporidium spp., a nawet Entamoeba histolytica tez mogg przebiegac
bezobjawowo (Adam, 2021; Eiset iin., 2020; Khan iin., 2018; Pritt i Clark, 2008; Sebaa
iin., 2021). Intrygujacych wynikéw dostarczajg coraz liczniejsze badania mikrobiomu
jelitowego ludzi, w ktérych u oséb z Blastocystis czesto obserwuje sie iwyzsze

bogactwo, iwiekszg réwnomiernosé¢ mikrobioty bakteryjnej niz u tych, u ktérych

15



Blastocystis nie wystepuje (Audebert iin., 2016; Even iin., 2021; Kodio iin., 2019;
Scanlan iin., 2014; Tito iin., 2019; Vega iin., 2021). Tylko w pojedynczych badaniach
zaobserwowano, ze obecnosci Blastocystis towarzyszyta eubioza czy dysbioza (lebba
iin., 2016; Yason iin., 2019; Yildiz iin., 2016). Te obserwacje sprawity, iz obecnie jako
jedng z hipotez podaje sig, ze zasiedlenie jelit przez Blastocystis moze by¢ przejawem
zdrowia, a nie choroby, jak dotychczas sadzono. Pewne jest, ze na obecnosc
Blastocystis i towarzyszagce temu dolegliwosci lub ich brak nalezy patrzeé¢ szerzej,
z uwzglednieniem towarzyszacej mikrobioty jelitowej, ale takie statusu
socjoekonomicznego i immunologicznego gospodarza. (Beghini iin., 2017; Laforest-
Lapointe iArrieta, 2018; Mondot iin., 2021). Nie mozna bowiem wykluczyé, ze
Blastocystis jest organizmem oportunistycznym, a zakres i intensywnos$¢ objawdéw
wystepujgcych u osoby zarazonej sg wypadkowg pomiedzy zdolnoscig szczepu do
wywotywania zmian a odpornoscig zarazonego (Clark iin., 2013; Deng iin., 2021a).
W kilku badaniach Blastocystis obserwowany byt z wyziszg czestoscig u pacjentéw
w immunosupresji (osoby z rozpoznaniem choroby nowotworowej, zakazone HIV)
(Mohamed iin., 2017; Poirier i in., 2011; Tan i in., 2009; Wesotowska i in., 2016), cho¢
w innych takiej zaleznosci nie zauwazono (Asghariiin., 2021a; Yersal i in., 2016).
Podsumowujac, pomimo duzej liczby badan obejmujgcych rézine grupy oséb,
ktdre miaty na celu okreslenie roli Blastocystis w zdrowiu i w chorobie, nie przyniosty
one oczekiwanego wyjasnienia, a czynniki wirulencji, patogenicznos¢ i czynniki
osobnicze zywiciela (w tym genetycznie uwarunkowane) zwigzane z manifestacja

choroby sg nadal niejasne.

1.4 WYSTEPOWANIE BLASTOCYSTIS U LUDZI

Liczne doniesienia z wielu rejondw geograficznych sSwiata pokazujg, ze Blastocystis jest
jednym z najczesciej wykrywanych eukariontéw w prdbkach katu ludzi, przy czym
czesto$¢ wystepowania na Swiecie rozni sie znacznie, od utamka do kilku/kilkunastu
procent w krajach rozwinietych, i kilkudziesieciu, a nawet 100% w niektérych
spotecznosciach krajéw rozwijajgcych sie m.in. (Alfellani iin., 2013a; Barbosa iin.,
2018; Barreto iin., 2018; Cinek iin., 2021; EL-Marhoumy iin., 2015; El Safadi iin.,
2014; Greigert iin., 2018; Horiki iin., 1997; Leelayoova iin., 2009; Menu iin., 2019;
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Nemati iin., 2021; Piubelli i in., 2019; Scanlan iin., 2014; Seyer iin., 2017; Villamizar
iin., 2019). Przyczyn tego zréznicowania upatruje sie przede wszystkim w réznym
poziomie infrastruktury sanitarnej i higieny osobistej, transmisji sprzyja bowiem
spozywanie zanieczyszczonej cystami zywnosci i wody (Angeliciiin., 2018; Koloren iin.,
2018; Lee iin., 2012; Noradilah iin., 2016; Suresh iin., 2005) oraz bliski kontakt ze
zwierzetami (Rene iin., 2009; Salim iin., 1999; Yan iin., 2007; Yoshikawa i in., 2009).
Donoszono takze o wptywie sposobu zywienia na zasiedlenie jelit przez Blastocystis
(Lepczynska iin., 2017). To wszystko sprawia, ze czesto$¢ wystepowania drobnoustroju
moze réznié sie znacznie nawet w obrebie populacji pochodzacych z tego samego kraju
np. w spotecznosci wiejskiej i miejskiej, dzieci i dorostych, oséb z dolegliwo$ciami
i bezobjawowych.

Ze wzgledu na znaczny polimorfizm komérek Blastocystis i ich delikatng strukture,
istotng role w okreslaniu czestosci zarazenia odgrywaja takze techniki diagnostyczne
stosowane do wykrywania Blastocystis oraz umiejetnosci i doswiadczenie diagnostéw
(Adiyaman i in., 2015; Dogruman-Al i in., 2010; Roberts i in., 2011; Stensvold i in., 2007;
Suresh i Smith, 2004; Yoshikawa iin., 2011) o czym szerzej w rozdziale 1.6 dotyczagcym

budowy morfologicznej i 1.7 dotyczagcym wykrywania Blastocystis.

1.5 CYKL ZYCIOWY | TRANSMISJA

Cykl zyciowy Blastocystis nie zostat jednoznacznie wyjasniony ze wzgledu na brak
odpowiedniego modelu zwierzecego. Niemniej jednak aktualnie uwaza sie, ze
odpowiada on cyklowi wiekszosci protistdw jelitowych, i przebiega z udziatem
odpornej na trudne warunki sSrodowiskowe formy przypominajacej cyste, ktéra
najprawdopodobniej stuzy do transmisji drobnoustroju oraz formy troficznej, ktéra
rozmnaza sie przez podziat w przewodzie pokarmowym zywiciela (Suresh iin., 1993).
Cysty po spozyciu rozwijajg sie w formy troficzne tylko u odpowiedniego gospodarza,
czyli kontynuacja cyklu zalezy od synergii podtypu z gospodarzem. Po ekscystacji
w jelicie grubym uwalniane sg postaci wakuolarne, ktére rozmnazajg sie przez podziat,
ale mogg tez przeksztatci¢ sie w dowolng inng forme. Po pewnym czasie nastepuje

encystacja form wakuolarnych, a cysty wydalane sg z katem. (ryc. 3).
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Dyskutowano takze bardziej ztozone, alternatywne cykle zyciowe (Tan, 2008), takie jak
paczkowanie, plazmotomia, endodiageneza czy schizogonia. Niemniej jednak
wiekszo$¢ badaczy w chwili obecnej jest zgodna, ze nie ma wystarczajgcych dowoddéw
na jakikolwiek inny niz ten prosty dwuetapowy cykl zycia Blastocystis oraz, ie
transmisja drobnoustroju odbywa sie na drodze fekalno-oralnej przez zanieczyszczone
cystami dfonie, wode, zywnos¢ lub kontakt bezposredni z zarazonym (Jeremiah i Parija,

2013).

QDPDX Blastocystis sp. 9 4

(Infectious stage not confirmed.)

Fecal-oral transmission

Cyst and vacuolar forms
Z2=8 shed in feces.

e @

’ S

,@\
’ )
1 !

\\ ,I
Binary fission /
Mitotic forms

Cyst form Vacuolar form Granular form* Amoeboid form*

*Various forms that may occasionally be seen in human stool samples and in culture.
Their biological significance is not well understood.

Rycina 3 Schemat cyklu zyciowego Blastocystis (https://www.cdc.gov/dpdx/Blastocystis/index.html)
[dostep dn. 11.11.2021].
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1.6 BUDOWA MORFOLOGICZNA

Blastocystis jest organizmem wysoce polimorficznym. Opisano cztery gtéwne formy
morfologiczne drobnoustroju i dodatkowe rdznigce sie nie tylko wygladem, ale
i rozmiarami (przewaznie w granicach 5 - 40um, ale czasem nawet 200 um). S to:
najczesciej rozpoznawana w rozmazach mikroskopowych katu i w hodowlach in vitro
posta¢ wodniczkowa (inaczej wakuolarna) oraz znacznie rzadziej spotykane postaci:
ziarnista, ameboidalna oraz postac przypominajaca cyste (ang. cyst-like-form) (Stenzel
i Boreham, 1996; Zhang iin., 2012) przedstawione na ryc. 3 iryc. 4. Badania in vitro
sugerowaty, ze kazda z postaci wegetatywnych moze swobodnie przeksztatcac sie
w inne postaci wegetatywne z mozliwoscig przyjmowania w trakcie transformacji
roznych form posrednich. Cze$¢ badaczy za takie uznaje postaci wielowodniczkowa
i bezwodniczkowa, a takie formy opisywane np. jako gtowa meduzy czy owoc
kasztanowca (Dunn iin., 1989; Moe iin., 1996; Tan i Suresh, 2006). Wedtug Vdovenki
postaci wodniczkowa i ziarnista mogg nie reprezentowac etapdéw cyklu zyciowego
drobnoustroju lecz by¢ formami zdegenerowanymi powstajgcymi w wyniku ekspozycji
na tlen (Vdovenko, 2000). Sugerowano takze, ze postaci ameboidalne mogg byc
formami patogennymi, o czym miatoby sSwiadczy¢é wykrywanie ich u o0sdéb
z dolegliwosciami (Katsarou-Katsari iin., 2008; Tan i Suresh, 2006). Generalnie nie ma

zgody co do liczby i znaczenia réznych form morfologicznych Blastocystis.

1.7 DIAGNOSTYKA ZARAZEN BLASTOCYSTIS

Brakuje wystandaryzowanych procedur do diagnostyki blastocystozy. Wykrywanie
zarazenia opiera sie na identyfikacji drobnoustroju w prébkach katu badanych
mikroskopowo. Przewaznie wykonuje sie rozmazy w soli fizjologicznej i w ptynie
Lugola, a Centrum Kontroli i Zapobiegania Chorobom (CDC; ang: Center for Disease
Control and Prevention) zaleca takie wykonanie preparatow trwale barwionych np.
trichromem (https://www.cdc.gov/dpdx/Blastocystis/index.html); [dostep
19.09.2021]. Jednak wielo$¢ form morfologicznych Blastocystis oraz delikatna, fatwo

ulegajgca destrukcji struktura powodujg, ze uzycie kazdej z tych metod obarczone jest
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ryzykiem uzyskania btednych wynikéw; fatszywie pozytywnych, gdy inne, podobnie
wygladajgce struktury obecne w kale (np. komérki grzybéw drozdzopodobnych,
leukocyty, komodrki nabtonka jelit, cysty i/lub trofozoity pasozytéw i komensali
jelitowych) zostang mylnie rozpoznane jako Blastocystis; fatszywie negatywnych, gdy
komorki Blastocystis ulegng destrukcji lub nie zostang rozpoznane (Stenzel i Boreham,
1996). Z powodu kruchej, fatwo ulegajgcej zniszczeniu strukturze niektérych form
Blastocystis, nie zaleca sie stosowania w diagnostyce metod zageszczajacych, ktérych
sktadniki i procedury mogg Blastocystis uszkadzaé, a nawet niszczyé. Dostepne metody

hodowlane i molekularne na ogét stosowane sg tylko w celach badawczo-naukowych.

Rycina 4 Cztery gtowne postaci morfologiczne Blastocystis, ktére znajduje sie w rozmazach
mikroskopowych katu i w hodowli in vitro (https://en.wikipedia.org/wiki/Blastocystis) [dostep dn.
03.11.2021].

Dodatkowym problemem w postepowaniu z pacjentem, u ktérego wykryto
Blastocystis jest brak kryteriow pozwalajgcych na odrdznienie kolonizacji od
patologicznej inwazji, a w konsekwencji brak jasnych wytycznych, kiedy podejmowac,
a kiedy nie podejmowac leczenia (Coyle i in., 2012; Jelinek i in., 1997; Markell i Udkow,
1986; Roberts iin., 2014b) Zwigzane z tym dylematy w podejmowaniu decyzji
terapeutycznych poteguje fakt, ze drobnoustrdj bywa obecny tygodniami, miesigcami,
a nawet latami u oséb niezgtaszajgcych zadnych dolegliwosci (Kurt iin., 2016; Scanlan

iin., 2014).
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W publikacji autoréw Rudzinska M., Kowalewska B., Sikorska K. Diagnostyka
laboratoryjna zarazen Blastocystis — wyzwania i kontrowersje wchodzacej w sktad
niniejszej rozprawy doktorskiej, dokonano przeglagdu pi$miennictwa dotyczacego
probleméw zwigzanych z diagnostyka zarazen Blastocystis oraz sformutowano
wskazéwki, ktére moga przyczynic sie do poprawy efektywnosci wykrywania zarazen

ludzi tym drobnoustrojem.

1.8 ZMIENNOSC GENETYCZNA BLASTOCYSTIS; PODZIAt NA PODTYPY

Chociaz Blastocystis izolowane od ludzi i zwierzat sg morfologicznie nierozrdznialne, to
W rzeczywistosci zaréwno izolaty ludzkie, jak i pozyskiwane od zwierzat charakteryzuja
sie duzg zmiennoscig genetyczng (Clark, 1997; Gentekaki in., 2017; Stensvold iin.,
2012). Do jej zbadania i opisania przystuzyto sie szereg technik rybotypowania, takich
jak losowa amplifikacja polimorficznego DNA (RAPD-PCR, ang. random amplified
polymorphic DNA) (Yoshikawa iin., 1996) (Init i in., 1999; Yoshikawa i in., 1998), PCR ze
starterami komplementarnymi do miejsc znakowanych sekwencyjnie (STS-PCR, ang.
sequence-tagged-sites PCR) (Abe iin., 2003a; Yoshikawa iin., 2004a, 2000), badanie
polimorfizmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (PCR-RFLP, ang. restriction fragment
length polymorphism), (Abe iin., 2003b; Bohm-Gloning i in., 1997; Clark, 1997; Kaneda
iin., 2001; Leelayoova iin., 2009; Rivera i Tan, 2005; Snowden iin., 2000; Wong i in.,
2008) czy jednoniciowy polimorfizm konformacyjny (PCR-SSCP, ang. single strand
conformational polymorphism) (Menounos iin., 2008). Te wycinkowg wiedze nt.
zmiennosci genetycznej miedzy izolatami Blastocystis rozszerzyty wyniki badan
filogenetycznych czesciowych sekwencji genu SSU rRNA (Abe, 2004; Arisue N,
Hashimoto T, 2003; Noél i in., 2005, 2003; Ozyurt i in., 2008; Parkar i in., 2007; Santin
iin., 2011; Scicluna iin., 2006; Stensvold iin., 2012). W oparciu o obserwowane
roznice Blastocystis podzielono na grupy genetyczne zwane podtypami. W 2007 roku
uznano istnienie dziewieciu podtypéw (ST1-ST9), a oznaczenia kolejnych nadawane
byty za pomocg numeracji opartej na kolejnosci publikacji (Stensvold i Clark, 2020). Do
roku 2013 opisano osiem nowych podtypdw (ST10-ST17) (Alfellani iin., 2013b; Fayer
iin., 2012; Parkar iin., 2010; Petrdsova iin., 2011; Scicluna i in., 2006; Stensvold i in.,
2009), a w latach 2017-2021 zgtoszono kolejnych dwanascie (ST18-ST29) (Maloney i in.,
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2021, 2020, 2019a, 2019b; Zhao iin., 2017). Jednak nie wszystkie z nowo zgtoszonych
spetniajg obecnie obowigzujgce kryteria niezbedne do uznania nowego podtypu, do
ktorych nalezy: (a) uzyskanie sekwencji o dtugosci 280% z okoto 1800 pz tworzgcych
SSU rRNA); (b) wykazanie, ze sekwencja nowego podtypu rézni sie od sekwencji
ktoregokolwiek istniejgcego podtypu o co najmniej 4%; (c) sprawdzenie sekwencji
nowego podtypu pod katem obecnosci chimer; oraz (d) przeprowadzenie analizy
filogenetycznej, aby upewnic sie, ze nowy podtyp nie taczy sie z wczesniej istniejgcymi
podtypami (Stensvold i Clark, 2020). Sposréd 29 opisanych podtypow Blastocystis te
kryteria spetnia obecnie 25 (ST1-ST17, ST21 i ST23-ST29) podczas gdy pozostate cztery
podtypy (ST18-ST20, ST22) ich nie spetniajg. Aby uzyskaé¢ sekwencje genu SSU rRNA
o petnej dtugosci, trzeba uzyé starterow o nizszej specyficznosci, ktére pozwalaja
uzyskaé dtuzszg sekwencje albo sprébowac potgczyé odczyty sekwencji genu uzyskane
za pomocg wielu zestawéw starteréw. Oba wymienione sposoby niosg ryzyko
generowania sekwencji chimerycznych i/lub artefaktycznych (Maloney i Santin, 2021).
Istniejg zasadne podejrzenia, ze tak wiasnie moze by¢ w przypadku ST18-ST20 i ST22,
dlatego nie zostaly one dotychczas uznane (Maloney iin., 2021; Maloney i Santin,
2021; Stensvold i Clark, 2020). Przeprowadzone w 2020 roku przez Maloney i Santin
badanie wykazato przydatno$¢ metody (ang. Oxford Nanopore MinlON long-read
sequencing) do generowania dokfadnych, petnej dtugosci sekwencji Blastocystis, co
otwiera nowe mozliwosci rozwigzywania niektérych probleméw zwigzanych

z identyfikacjg podtypow Blastocystis (Maloney i Santin, 2021).

1.9 EPIDEMIOLOGIA | ZOONOTYCZNY POTENCJAL BLASTOCYSTIS

Jak przedstawiono w poprzednim rozdziale Blastocystis izolowane od ssakéw i ptakow
nalezg do dwudziestu pieciu podtypdw.

U ludzi stwierdzono wystepowanie dwunastu tj. ST1-ST10, ST12, ST14, ale 90-
95% zarazen powodujg ST1-ST4 z wyrazng dominacjg ST3 i ST1. W nieco mniejszej ilosci
obserwuje sie ST2 i ST4, przy czym ST4 gtdwnie w krajach Europy (w niektérych jest
wrecz podtypem dominujgcym). ST5-ST7 u ludzi stwierdzane s3 rzadziej, a o wykryciu

ST8, ST9, ST10, ST12 i ST14 informujg pojedyncze doniesienia (dwa ostatnie zostaty
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wykryte u ludzi dopiero w 2021 roku) (Alfellaniiin., 2013a; Nemati i in., 2021; Ramirez

iin., 2016; Rauff-Adedotuniin., 2021).

Poréwnanie rozktadu podtypdw wystepujacych u ludzi w Europie i poza

kontynentem europejskim przedstawia rycina 5 (Stensvold iClark, 2016). Bardziej

szczegdtowo rozktad podtypdw wystepujgcych u ludzi w rdznych rejona

geograficznych Swiata pokazuje tabela 2 (Alfellaniiin., 2013a).

Subtype distribution, rest of world Subtype distribution in Europe
(N=2,022) (N=1,149)

sT8 ST9 i
sT6 ST7 Mixed subtypes
1"-..0" [ 4%

Fig. 3. Pie charts of human Blastocystis subtype distributions in Europe (A) and the rest of the world (B). These were produced from the data presented in Alfellani et al. [12]. Of note is the
fact that although ST4 accounted for 10% of the samples across the world (N = 318), 87% of these (278) were from Europe, suggesting that ST4 is more or less geographically restricted to
Europe,

ch

Rycina 5 Wystepowanie podtypow Blastocystis u ludzi w Europie i poza Europg (Stensvold i Clark, 2016).
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Tabela 2 Podtypy Blastocystis identyfikowane u ludzi w réznych rejonach geograficznych

(Alfellaniiin., 2013a).

Swiata

14 M.A. Alfellani et al. / Acta Tropica 126 (2013) 11-18

Table 2

Subtype distribution by country of sample origin.
Country of Technique# No. of subtype Subtype distribution Reference
sample origin observations

ST1  ST2 ST3 ST4 ST5 ST6 ST7 ST8 ST9 Mixed  Unknown
ST ST

Brazil Sequencing 73 33 27 13 - - - - - - 7 - Malheiros et al. (2011)
Colombia Sequencing 13 5 4 4 - - - - - - 1 - Santin et al. (2011)
USA Sequencing 7 1 - 6 - - - - - - - - Jones et al. (2009)
Americas total 93 39 31 23 0 0 0 0 0 0 8 0
Denmark Sequencing 29 1 6 15 7 - - - - - - - Stensvold et al. (2006)
Denmark Sequencing 28 5 9 13 1 - - - - - - - Stensvold et al. (2007)
Denmark Sequencing 92 20 15 39 16 - 1 - it - 7 - Rene et al. (2009)
Denmark Sequencing 143 31 39 42 24 - - 6 - 1 26 - Stensvold et al. (2009)
Denmark Sequencing 25 1 4 1 19 - - - - - Stensvold et al. (2011a)
Denmark Sequencing 24 11 - 13 - - - - 2 - Stensvold et al. (2011b)
France Sequencing 43 1 4 23 4 - - 1 - = 3 - Souppart et al. (2009)
France Sequencing 27 1 1 4 17 - 1 3 - - - - Poirier et al. (2011)
Germany RFLP 171 40 1 118 12 - - - - - - Bohm-Gloning et al. (1997)
Germany STS 12 3 2 5 2 - - - - - - Yoshikawa et al. (2004)
Greece sscp 45 9 6 27 1 - 1 1 - - - - Menounos et al. (2008)
Ireland Sequencing 14 1 6 4 3 - - - - - - - Scanlan and Marchesi (2008)
Italy Sequencing 34 3 7 16 6 - - 1 - 4 - Meloni et al. (2011)
Spain RFLP 51 1 2 - 48 - - - - - - - Dominguez-Marquez et al. (2009)
Sweden Sequencing 63 10 9 30 13 - - 1 - - - - Forsell et al. (2012a,b)
UK RFLP 29 2 1 22 4 - - - - - - - Clark (1997)
UK Sequencing 48 2 8 20 16 - - 1 1 - 1 - Scicluna et al. (2006)
UK Sequencing 271 34 26 114 8 2 1 4 5 - - - Present study
Europe total 1149 186 146 506 278 2 4 18 8 1 51 0
Egypt STS 110 15 - 49 - = 33 i3 = = 10 = Fouad et al. (2011)
Egypt STS 44 8 - 24 - - 8 4 - - - - Hussein et al. (2008)
Egypt Sequencing 21 4 4 13 - - - - - - 1 - Souppart et al. (2010)
Liberia Sequencing 25 7 7 8 3 - - - - - 5 - Present study
Libya Sequencing 38 19 3 15 - = - 1 - = - - Present study
Nigeria Sequencing 22 10 - 9 3 - - - - - 1 - Present study
Tanzania Sequencing 6 1 3 2 - - - - - - - - PetraSova et al. (2011)
Africa total 266 64 17 120 6 0 41 18 0 o0 17 0
Bangladesh STS 26 2 - 24 - - - - - - - - Yoshikawa et al. (2004)
Iran RFLP 40 20 4 16 - - - - - - - 5 Motazedian et al. (2008)
Iran STS 141 48 33 53 - - 7 - - 33 - Moosavi et al. (2012)
Nepal STS 20 4 4 12 - - - - - - - - Yoshikawa et al. (2009)
Nepal STS 101 40 - - - - 8 53 - = 41 8 Lee etal. (2012)
Pakistan STS 10 2 - 7 - - 1 - - - - - Yoshikawa et al. (2004)
Pakistan STS 177 87 10 49 8 7 6 10 - - - 2 Yakoob et al. (2010)
Turkey Sequencing 87 8 12 66 1 - - - - - - - Ozyurt et al. (2008)
Turkey STS 96 19 22 55 - - - - - 4 Dogruman-Al et al. (2008)
Turkey STS 32 20 3 9 - - - - - - - - Eroglu et al. (2009)
Turkey STS 38 3 13 22 - - - - - - 3 - Dogruman-Al et al. (2009a)
Turkey STS 75 19 11 45 - - - - - - 9 - Dogruman-Al et al. (2009b)
Turkey STS 25 9 6 10 - - - - - - - - Eroglu and Koltas (2010)
Central asia 868 281 118 368 9 7 15 7 0 O 90 15
total
China STS 38 17 - 19 = = 2 - = 5 1 Yan et al. (2006)
China STS 194 56 11 125 1 - 1 - = = 10 8 Li et al. (2007a)
China STS 76 18 1 56 1 = - - = = 2 3 Li et al. (2007b)
Japan STS 32 1 - 30 - - 1 - - - - - Yoshikawa et al. (2000)
Japan RFLP 61 11 13 30 7 - - - - - - 3 Kaneda et al. (2001)
Japan STS 50 4 - 26 2 - 11 5 - 2 - - Yoshikawa et al. (2004)
Malaysia STS 20 9 1 10 - - - - - - - - Tan et al. (2008)
Malaysia STS 38 5 - 20 - - 11 2 - - - 2 Tan et al. (2009)
Philippines RFLP 10 10 - - - - - - - - - 2 Rivera and Tan (2005)
Singapore RFLP 9 2 - 7 - - - - - - - - Wong et al. (2008)
Thailand RFLP 159 144 - 13 - - - - - 6 Thathaisong et al. (2003)
Thailand STS 5 2 - 2 - - 1 - - 1 - Yoshikawa et al. (2004)
E & SE-Asia 692 279 26 338 1 0 25 1 0o 2 24 19
Total
Australia Sequencing 12 5. - 4 2 - 1 - - - 1 - Nagel et al. (2012)
Australia Sequencing 91 28 5 40 12 - 3 1 2 - - - Roberts et al. (in press)
Australia total 103 33 5 44 14 0 4 1 2 0 1 0
EARTH Total 3171 882 343 1399 318 9 89 118 10 3 191 34

# STS: Sequence-tagged site; RFLP, restriction fragment length polymorphism; SSCP, single strand conformation polymorphism.
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U zwierzat stwierdzono obecnos¢ wszystkich uznanych, czyli dwudziestu pieciu
podtypow Blastocystis, w tym wszystkich wystepujgcych u ludzi. W 2020 i 2021 roku
ukazato sie kilka publikacji podsumowujgcych ogromng liczbe danych na temat
podtypow wystepujacych u zwierzat z réznych rejondw geograficznych swiata (Hublin
iin., 2021; Nemati i in., 2021; Rauff-Adedotun iin., 2021). Co istotne, pewne podtypy
zdajg sie wykazywac wyzszg swoistos¢ zywicielskg, podczas gdy inne sg bardziej

uniwersalne, i tak:

= ST1-ST3 — wystepujg u wielu gatunkdw zwierzat dzikich i hodowlanych, przede
wszystkim jednak u naczelnych;

= ST4 — wykrywany u zwierzat réznych gatunkdéw, przede wszystkim dzikich
i trzymanych w niewoli gryzoni;

= ST5 — powszechny u $win i w mniejszym stopniu u innych zwierzat
gospodarskich: bydta, owiec i kdéz oraz domowego i dzikiego ptactwa.
W pojedynczych przypadkach stwierdzony u matp (Stensvold iin., 2009).
Ostatnio coraz czesSciej obserwowany u blisko spokrewnionych ze $winiami
dzikdow (Asghari iin., 2021b; Lee iin., 2020; Rivero-Juarez iin., 2020; Russini
iin., 2020; Solaymani-Mohammadi i in., 2004);

= ST6 iST7 — ze wzgledu na fakt izolowania gtéwnie od ptakéw zyskaty miano
,podtypdéw ptasich”, cho¢ bywajg wykrywane, ale zdecydowanie rzadziej takze
u zwierzat gospodarskich: bydfa i kéz oraz sporadycznie u Swin i zwierzat
miesozernych;

= ST8 — generalnie rzadko identyfikowany; odnotowany u niektérych gatunkdw
matp i lemuréw (Cian iin., 2017; Stensvold iin., 2009; Valenca-Barbosa iin.,
2019); ponadto w pojedynczych przypadkach u swini domowej, kapibary,
nektomysa, dydelfa i pancernika (Oliveira-Arbex iin., 2020; Valenga-Barbosa
iin., 2019), a takze u ptakéw: czarnych tabedzi, oharéw i pawi (Deng iin.,
2019);

= ST9 — dotychczas zidentyfikowany tylko u lemuréw (Cian iin., 2017; Ma L, Qiao
H, Wang H, Li S, Zhai P, Huang J, 2020) i kurczat (Noradilah i in., 2016);

= ST10, ST14 — najczesciej identyfikowane u bydta, owiec i kdz oraz innych

Artiodactyla, rzadko stwierdzane byty takie u ptakéw, a w pojedynczych
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przypadkach (tylko ST10) u gryzoni i lemurdw (Deng iin., 2019; Stensvold i in.,
2009) oraz dzikich i udomowionych miesozernych (X. D. Liiin., 2020);

= ST11 - dotychczas odnotowany gtdwnie u stoni (Cian iin., 2017; J. Liiin., 2019;
Parkar iin., 2010; Roberts i in., 2013) oraz w pojedynczych przypadkach u bydta
i szympansow (Maloney iin., 2019a; Roberts i in., 2013);

= ST12 - rzadko wykrywany; niemal wytgcznie u Artiodactyla: bydta, owiec
(Udonsom iin., 2018), zyraf (Parkar iin., 2010; Roberts iin., 2013) takindw,
kobuséw (Zhao i in., 2017) | jakéw (Ren i in., 2019);

= ST13, ST15-ST17 — rzadko wykrywane u ssakéw réznych gatunkéw; ST13 takze
u gotebi i krukow; ST17 jest na drugim miejscu (po ST4) pod wzgledem czestosci
wystepowania u gryzoni (Asghari iin., 2019; Hublin iin., 2021; Nemati iin.,
2021);

= ST21, ST23-ST26 — wykryte u bydta domowego (Maloney i in., 2019b, 2019a);

= ST24, ST27-ST29 — wykryte u ptakdéw (strus, cyraneczka, paw indyjski) (Maloney
iin., 2021, 2019b)

[Szczegbtowe dane zrdodtowe na temat wystepowania podtypdéw przedstawione sg

w czterech pracach oryginalnych oraz zatgczniku zamieszczonym w rozdziale 7].

To nakfadanie sie zakresu gospodarzy pokazuje zréznicowang swoisto$é zywicielskg
podtypow Blastocystis (innymi stowy zréznicowang podatnos¢ réznych zywicieli na
zarazenie poszczegoélnymi podtypami) i jednoczesnie wskazuje na mozliwos¢ tatwego
przenoszenia niektérych podtypéw pomiedzy zwierzetami tego samego i rdznych
gatunkéw. Budzi to takze uzasadnione podejrzenie, ze zwierzeta mogg stanowic
rezerwuar zarazen Blastocystis dla ludzi. Zgromadzone dotychczas dane molekularne
Blastocystis izolowanych od ludzi i zwierzat z jednej strony wykazaty duzg
réoznorodnosé genetyczng wsrdd izolatédw pochodzacych od tych samych zywicieli, ale
z drugiej podobieristwa miedzy izolatami pochodzgcymi od réznych zwierzat oraz ludzi,
co poteguje przypuszczenie o mozliwej transmisji Blastocystis miedzy zwierzetami
a ludzmi (Greige iin., 2018; Nagel iin., 2012; Parkar iin., 2010, 2007; Pintong iin.,
2018; Stensvold i in., 2009; Thathaisong i in., 2003; Wengqi Wang i in., 2014; Yoshikawa
iin., 2009).
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2. CEL PRACY

Celem pracy byto poszerzenie wiedzy na temat epidemiologii Blastocystis poprzez
zbadanie wystepowania i zréznicowania genetycznego Blastocystis izolowanych od
ludzi i wybranych grup zwierzat w wojewddztwie pomorskim. Cel gtéwny realizowany

byt w oparciu o nizej wymienione cele szczegétowe:

CEL 1. Rozpoznanie czestosci zarazen Blastocystis wsréd pacjentéw Przychodni Chordb
Zakaznych, Tropikalnych i Pasozytniczych (PCHZTP) Instytutu Medycyny Morskiej
i Tropikalnej (IMMIT) w Gdyni (obecnie Uniwersyteckie Centrum Medycyny Morskiej
i Tropikalnej GUMed).

CEL 2. Zbadanie czy wystepuja réznice w zasiedleniu przez Blastocystis miedzy osobami

podrdzujacymi do strefy klimatu gorgcego i nieopuszczajgcymi Polski.

CEL 3. Zbadanie czestosci zarazenia i podtypdw Blastocystis wystepujacych u trzody
chlewnej w wojewddztwie pomorskim w celu rozpoznania czy zwierzeta te moga

stanowic¢ rezerwuar zarazenia Blastocystis dla ludzi.

CEL 4. Zbadanie czestosci zarazenia i poréwnanie genotypdéw Blastocystis izolowanych
od zwierzat z Gdanskiego Ogrodu Zoologicznego i ich opiekundw w celu rozpoznania

czy dochodzi do odzwierzecej transmisji drobnoustroju.
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3. MATERIALY | METODY

Ponizej znajduje sie ogdlny opis materiatu i metod uzytych w badaniach, a takze metod
statystycznych wykorzystanych do analizy uzyskanych wynikéw. Szczegdétowe
informacje zamieszczone sg w odpowiednich dziatach poszczegdlnych publikacji

wchodzacych w sktad rozprawy doktorskie;j.
3.1 MATERIAt BADAWCZY STANOWILY:

Cel 1: wyniki parazytologicznych badan koprologicznych pacjentéw PCHZTP IMMIT (n =
52118) uzyskane w latach 1978-2010.

Cel 2: prébki katu pacjentéw PCHZTP IMMIT (n = 122) podrdzujacych do strefy klimatu

gorgcego i nigdy nieopuszczajacych Polski.

Cel 3: prébki katu trzody chlewnej (n = 149) z 14 chlewni zlokalizowanych w woj.

pomorskim.

Cel 4: prébki katu zwierzat z Gdaniskiego Ogrodu Zoologicznego (n = 201) i opiekujgcych

sie nimi pracownikéw (n = 35).
3.2D0 PRZEPROWADZENIA BADAN WYKORZYSTANO:

= Badania mikroskopowe prébek katu (mikroskop $wietlny, powiekszenie 10x
i 40x).

= Badania molekularne: STS-PCR i/lub PCR ze starterami oskrzydlajgcymi tzw.
barcode region, a nastepnie sekwencjonowanie uzyskanych produktéw PCR
(tam, gdzie to byto mozliwe).

= Dodatkowo w pracy dotyczgcej zarazenia Blastocystis u oséb podrdzujgcych
i nieopuszczajacych Polski uzyto metody hodowli na podtozu Jonesa (Jones,
1946), a w pracy dotyczgcej zarazenia Blastocystis u trzody chlewnej
poréwnano przydatnos¢ dwdch wyzej wymienionych, powszechnie uzywanych
metod PCR do identyfikacji Blastocystis w probkach katu.

= Sekwencjonowanie zlecono Laboratorium Technik Biologii Molekularnej UAM

w Poznaniu.
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= W przypadku izolatow Blastocystis od zwierzat i pracownikéw ogrodu
zoologicznego przeprowadzono takze analize filogenetyczng uzyskanych
produktéw amplifikacji DNA.

= Wszystkie uzyskane sekwencje zgtoszono do Banku Gendw.

3.3 METODY STATYSTYCZNE WYKORZYSTANE DO ANALIZY WYNIKOW:

= Analiza opisowa — rozkfad czestosci okreslonych zarazen.

= Test Fishera (sprawdzenie niezaleznosci rozwazanych cech); testy Wilcoxona
(dla dwéch grup) i Kruskala-Wallisa (dla wiecej niz dwéch grup) do analizy
intensywnosci inwazji, podtypdéw Blastocystis, wystepowania dolegliwosci,
podrdzowania i nieopuszczania Polski, dtugosci pobytu poza Polskg oraz wieku
badanych oséb.

= Oprogramowanie ,PERCENTAGE CONFIDENCE LIMITS VS 13” wraz z tabelami
Rolfa i Sokala (do okreslenia wartosci rozpowszechnienia Blastocystis u $win);
test ANOVA (réznice miedzy grupami wiekowymi $win) i t-studenta (réznice
miedzy metodami diagnostycznymi).

= Oprogramowanie MEGA X, metoda najwiekszego prawdopodobienstwa
(Maximum Likelihood), model ewolucji Tamura 3 parametrowy z dystrybucja

gamma i modelem inwarientnym (do konstrukcji drzewa filogenetycznego).
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4. OMOWIENIE PRAC ORYGINALNYCH BEDACYCH PRZEDMIOTEM
ROZPRAWY DOKTORSKIEJ (cel, wyniki, wnioski)

Podczas pracy w charakterze diagnosty laboratoryjnego w IMMIT (obecnie
w strukturze Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego) zauwazytam, ze wsréd osob
zgtaszajacych sie w pierwszej dekadzie XXI w. na parazytologiczne badania
koprologiczne, wzrasta liczba tych, u ktorych zostaje wykryty Blastocystis. Blastocystis
byt wéwczas w Polsce prawie nieznany nawet w srodowisku diagnostéow i lekarzy. Te
dwa fakty stanety u podstaw mojego zainteresowania blastocystozg i kietkujgcej mysli

o eksploracji zagadnienia zarazen Blastocystis w postaci rozprawy doktorskiej.

30



PRACA ,,OCENA CZESTOSCI ZARAZEN PASOZYTAMI JELITOWYMI WSROD
PACJENTOW PRZYCHODNI INSTYTUTU MEDYCYNY MORSKIEJ
| TROPIKALNEJ W GDYNI W OKRESIE OSTATNICH 30 LAT”

Celem tej pracy byfa ocena czestosci zarazenia Blastocystis na tle zarazen innymi
pasozytami przewodu pokarmowego u pacjentéw PCHZTP IMMIT zgtaszajgcych sie na
badania w latach 1978-2010. Analizag objeto wyniki badan koprologicznych 52.118
pacjentéw. Badania wykonywane byty klasycznymi metodami stosowanymi do
wykrywania pasozytow w kale (rozmaz w soli fizjologicznej i ptynie Lugola, gruby
rozmaz wg Kato-Miura oraz metodg zageszczajgcy przy uzyciu formaliny i octanu
etylu). Preparaty ogladane byty pod mikroskopem swietlnym pod powiekszeniem 10x
i 40x.

W badanej populacji pacjentéw zaobserwowano spadek liczby oséb zarazonych
poszczegdlnymi pasozytami (ryc. 6). Blastocystis byt jedynym sposrdd pierwotniakéw
i helmintéw jelitowych, ktérego czestos¢ wystepowania rosta przy — co warto
podkreslic — zmniejszajacej sie liczbie oséb zgtaszajacych sie na parazytologiczne
badania koprologiczne. Na przestrzeni 18 lat liczba osdéb zarazonych Blastocystis
wzrosta 14-krotnie tj. z poziomu 1,34% w roku 1992 (kiedy zaczeto ewidencjonowac
zarazenia Blastocystis w IMMIT) do 18,8% w roku 2010. Ponadto poczawszy od roku
1995 Blastocystis byt najczesciej wykrywanym eukariontem jelitowym.

Nalezy podkreslié, ze w Polsce oprdécz przedstawionych w ww. publikacji

brakuje danych na temat prewalencji Blastocystis u ludzi.
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Rycina 6 Zmiany w czestosci wystepowania najczesciej wykrywanych pierwotniakéw jelitowych na

przestrzeni lat 1978-2010 wsréd pacjentéw PCHZTP IMMIT (opracowanie wtasne).

Wyniki tej pracy zachecity mnie do kontynuacji badan.
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PRACA “BLASTOCYSTIS SUBTYPES ISOLATED FROM TRAVELERS AND NON-
TRAVELERS FROM THE NORTH OF POLAND- A SINGLE CENTER STUDY”

Celem tej pracy byto zbadanie czy wystepujg réznice w zasiedleniu przez Blastocystis
miedzy osobami podrézujacymi do strefy klimatu gorgcego i nigdy nieopuszczajgcymi
Polski.

Grupe badang stanowito 122 pacjentéw PCHZTP IMMIT, u ktérych w trakcie
rutynowych badan katu w kierunku obecnosci pasozytéw jelitowych stwierdzono
obecno$é Blastocystis. Wéréd badanych byty osoby z dolegliwosciami i bez dolegliwosci
ze strony przewodu pokarmowego w tym 92 po powrocie z krajow klimatu gorgcego
oraz 30 osdéb, ktore nigdy nie wyjezdzaty z Polski. Badania wykonywane byty
w Zaktadzie Medycyny Tropikalnej i Epidemiologii (ZMTIiE) GUMed w latach 2012-2013.
Badania wykonywano trzykrotnie w odstepie jedno-dwudniowym klasycznymi
metodami stosowanymi do wykrywania pasozytéw w kale (rozmaz w soli fizjologicznej
i ptynie Lugola, gruby rozmaz wg Kato-Miura oraz metoda zageszczajgcg przy uzyciu
formaliny i octanu etylu). Do oceny intensywnosci inwazji Blastocystis ustalono cztery
poziomy obcigzenia drobnoustrojem (wg systemu opracowanego w ZMTIE) przy uzyciu
obiektywu powiekszajgcego 40x:
| - bardzo niski: pojedyncze komérki w catym preparacie;

I - niski: pojedyncze komdrki w prawie kazdym polu widzenia;

Il - Sredni: 5-10 komérek w kazdym polu widzenia;

IV — wysoki: > 10 komodrek w kazdym polu widzenia.

Poniewaz obcigzenie drobnoustrojem w kolejnych badaniach u poszczegdlnych
pacjentéw nie byto jednakowe, do oceny potencjalnego zwigzku pomiedzy
intensywnoscig inwazji i wystepowaniem objawéw klinicznych postuzyty te prébki
kazdego pacjenta, w ktérych obcigzenie Blastocystis byto najwyzsze.

Wszyscy badani wypetniali kwestionariusz (przygotowany przez doktorantke)
dostarczajgcy informacji nt. ptci, wieku, historii podrézy i ewentualnych dolegliwosci.

Z probek katu, w ktérych wykryto Blastocystis zaktadano hodowle na podtozu
Jonesa wzbogacanym 10% dodatkiem surowicy bydlecej. Po 48 godzinnej inkubacji w

37°C hodowle oglgdano pod katem obecnosci komérek Blastocystis pod mikroskopem
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Swietlnym przy uzyciu obiektywu powiekszajgcego 40x. Hodowle zawierajgce
Blastocystis wirowano, dwukrotnie przemywano solg fizjologiczng, supernatant
odrzucano, a osad zamrazano w -20°C do czasu ekstrakcji DNA.

W celu identyfikacji podtypow Blastocystis przeprowadzono STS-PCR ze
starterami swoistymi dla siedmiu podtypéw (ST1-ST7) (chociaz odnotowano juz
pojedyncze doniesienia o wykryciu u ludzi ST8 i ST9, to zaprojektowane przez
Yoshikawe startery miaty zdolno$é identyfikacji tylko ww. siedmiu (Yoshikawa iin.,
2004b).

W analizowanej grupie pacjentéw badanie ujawnito pie¢ podtypdéw Blastocystis:
ST1, ST2, ST3, ST6 i ST7. Najliczniej wystepowat ST3 (n = 72; 59,0%), a nastepnie ST2 (n
= 24; 19,7%) i ST1 (n = 16; 13,1%). ST6 i ST7 zostaty zidentyfikowane u 4 oséb (3,3%)
kazdy. U dwdch oséb (1,6%) stwierdzono mieszane infekcje ST1/ST3.

Istotng statystycznie réznice (p = 0,0008) stwierdzono jedynie w wystepowaniu
ST1, ktéry zostat wykryty wytgcznie u podrézujacych do strefy klimatu goragcego (Afryki
i Azji), a nie wystepowat u 0sdb nieopuszczajgcych Polski, co sugeruje mozliwosc
przywlekania tego podtypu Blastocystis do Polski z podrézy (ryc. 7). ST2 u w grupie
podrézujacych wystepowat ponad dwa razy czesciej niz u nigdy niewyjezdzajgcych
z Polski, ale rdinica nie byta istotna statystycznie. ST2 dominowat u oséb
powracajgcych z Ameryki Potudniowej i Azji, a najmniejszg liczbe stwierdzono u oséb
powracajgcych z Afryki.

Nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy wystepowaniem poszczegdlnych
podtypdw Blastocystis a dtugoscig pobytu w klimacie gorgcym (p = 0,4732), ptcig (p =
0,134) wiekiem badanych oséb (p = 0,5671) ani obecnoscig lub brakiem dolegliwosci (p
=0,6549).

Nie stwierdzono takze, aby istniata zalezno$¢ pomiedzy nasileniem inwazji
a wystepowaniem dolegliwosci (p = 0,3205), podrézami do strefy klimatu gorgcego (p =
0,4121), dtugoscig takich pobytéw (p = 1), jak réwniez zasiedleniem przez poszczegdlne
podtypy Blastocystis (p = 0,1384) czy wiekiem badanych oséb (wartos¢ p = 0,6136).

We wszystkich analizach za istotny statystycznie uznano poziom istotnosci < 0,05.
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Rycina 7 Podtypy Blastocystis zidentyfikowane u oséb podrdézujgcych do strefy klimatu goracego

i nieopuszczajgcych Polski (opracowanie witasne).

Najwazniejszg wartoscig badan bedacych przedmiotem tej pracy jest obserwacja,
ze nabywaniu zarazen niektérymi podtypami Blastocystis (tu ST2, a zwitaszcza ST1)
mogg sprzyjac¢ podréze do krajow /pobyty w krajach strefy klimatu gorgcego. W obliczu
rosnacej liczby oséb podrdézujacych do réznych rejonéw Swiata, jak i migrujgcych do
lub przez Polske, mozliwos¢ przywlekania Blastocystis przez podrdzujgcych wymaga
dalszych badan, do ktérych niezbedne sg precyzyjne dane dotyczace historii podrézy
z uwzglednieniem obecnosci i okresleniem podtypu Blastocystis u 0oséb podrdzujgcych

zaréwno przed, jak i po zakonczeniu podrézy.
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PRACA “FIRST REPORT ON THE OCCURRENCE AND SUBTYPES OF
BLASTOCYSTIS IN PIGS IN POLAND USING SEQUENCE-TAGGED-SITE PCR
AND BARCODE REGION SEQUENCING”

Poprawa warunkow sanitarno-higienicznych oraz edukacja zdrowotna spowodowaty
istotny spadek liczby zarazed pasozytniczych u ludzi, szczegdlnie w krajach
rozwinietych. Jednak zagrozeniem dla cztowieka wcigz sg pasozyty bytujace u zwierzat,
ale potencjalnie chorobotwodrcze dla ludzi. Rozprzestrzenianiu sie odzwierzecych
inwazji pasozytniczych sprzyja rozwéj agrobiznesu i hodowli zwierzat. Swinia domowa
jest waznym zrédtem niebezpiecznych dla cztowieka choréb odzwierzecych takich jak
wiosnica, tasiemczyca, cysticerkoza, toksoplazmoza, glistnica czy balantydioza. Polska
jest széstym producentem wieprzowiny w Unii Europejskiej z pogtowiem trzody
chlewnej na poziomie ponad 11 min sztuk (w 2018 roku). Wojewédztwo pomorskie
zajmuje pigte miejsce (po wielkopolskim, mazowieckim, tédzkim i kujawsko-
pomorskim) pod wzgledem koncentracji trzody chlewnej. Przeglad literatury pokazuje,
ze prewalencja Blastocystis u trzody chlewnej ksztattuje sie na stosunkowo wysokim
poziomie (nierzadko >70%), a badanie swin i pracownikéow ferm Swinskich w Australii
pokazato, ze moze dochodzi¢ do zarazenia ludzi Blastocystis pochodzagcym od $win
(Songiin., 2017; Wengi Wang i in., 2014).

Sposréd  wielu technik molekularnych stosowanych w dotychczasowych
badaniach zmiennosci genetycznej Blastocystis najczesciej wykorzystywane byty dwie.
Pierwsza tj. STS-PCR, z wykorzystaniem starterow swoistych dla poszczegdlnych
podtypdw Blastocystis (Yoshikawa iin., 2004a), opiera sie na wykonywaniu
oddzielnych reakcji PCR ze wszystkimi dostepnymi parami starteréw STS dla kazdej
probki i umozliwia wykrycie siedmiu podtypow Blastocystis (ST1-ST7) omijajac
potrzebe bardzo do niedawna kosztownego sekwencjonowania. Jej istotng zaletg jest
mozliwos¢ wykrywania infekcji mieszanych. Druga, zwana ,barcodingiem”, obejmuje
analize zmiennosci genu SSU rRNA. Podejscie to zostato opracowane niezaleznie przez
rézne grupy badaczy np. (Parkar iin., 2007; Santin iin., 2011; Scicluna iin., 2006),
z ktorych kazda wykorzystywata jako markery rézne regiony genu kodujgcego SSU

rRNA. Barcoding regionu 600 pz umozliwia wykrycie wszystkich znanych i nowych
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podtypdw Blastocystis, i dalszg analize réznorodnosci genetycznej w oparciu o
sekwencjonowanie uzyskanych produktéw PCR. Ponadto ,barcode region Scicluny”
wyznaczony starterami RD5 i BhRdr zostat zwalidowany jako marker ogélnej
réznorodnosci genetycznej Blastocystis. Metoda zawodzi jednak w przypadkach inwazji
mieszanych.

Celem niniejszej publikacji byto przede wszystkim uzyskanie pierwszych danych
na temat czestosci zarazenia i podtypow Blastocystis wystepujacych u trzody chlewnej
w Polsce. Aby zwiekszy¢ prawdopodobieistwo wykrycia wszystkich podtypéw
Blastocystis do badan wykorzystano obie ww. metody.

Materiat badawczy stanowity prébki katu trzody chlewnej pozyskane z 14 ferm
zlokalizowanych na terenie wojewddztwa pomorskiego w okresie od listopada 2017 do
lutego 2018 roku. Prébki pochodzity od 149 zwierzat, w tym 32 prosigt (<4 tyg.),18
warchlakéw (1-3 mies.), 54 tucznikéw (3—9 mies.) i 45 loch (>12 miesiecy).

Wyniki uzyskane kazdg z zastosowanych metod nie byly zgodne. Blastocystis
wykryto w 57 prébkach (38,25%) testowanych ze starterami STS i 56 (37,58%) za
pomocg barcodingu. Zgodnie obiema zastosowanymi metodami Blastocystis wykryto
w 43 prébkach (28,85%), podczas gdy w 14 (9,39%) wytgcznie przy uzyciu STS-PCR, a w
13 (8,72%) wytacznie przy uzyciu ,barcodingu". Po zsumowaniu wynikéw uzyskanych
kazdg i obiema metodami, rzeczywista liczba prébek wykazujgcych obecnos$é
Blastocystis wyniosta 70 (46,97%). Jednak wszystkie zaobserwowane rdznice nie byty
statystycznie istotne. W 79 prébkach (53,02%) Blastocystis nie zostat wykryty zadng
metoda.

Ogdlna prewalencja Blastocystis (uzyskana dzieki kombinacji obu metod)
w analizowanej grupie swin wyniosta 46,97% (95CL:38,7-55,5%). Odsetek zarazonych
zwierzat w poszczegdlnych grupach wiekowych rdéznit sie, ale nie byly to rdznice
statystycznie istotne (prosieta 50%, warchlaki 44,4%, tuczniki 46,3%, lochy 46,7%).

U swin ze wszystkich grup wiekowych dominowat ST5, a tylko u pojedynczych sztuk

stwierdzono ST1 i infekcje mieszane ST5/ST1, ST5/ST3, ST3/ST1 (ryc.8).
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Rycina 8 Udziat podtypow Blastocystis wystepujgcych w badanej grupie trzody chlewnej (Rudzirska i in.;
2020).

Nalezy podkresli¢, ze badanie to jest pierwszym, ktére ocenia wystepowanie
i podtypy Blastocystis u swin w Polsce. Wyrazna dominacja ST5 w kazdej grupie
wiekowej wskazuje, ze swinie sg naturalnym zywicielem ST5. Obserwacja, ze infekcje
mieszane (ST5/ST1, ST3/ST1) oraz ST1 nie wystepowaty w grupie najmtodszych
zwierzat, lecz u zwierzat starszych budzi podejrzenie, ze ST3 i ST1 mogty by¢ nabywane
przez $winie podczas kontaktu z ludzmi. Wskazuje to na potrzebe dalszych badan
probek pochodzacych od $win i ich opiekundéw, co by¢ moze pozwoli ustali¢ kierunek
transmisji drobnoustroju pomiedzy tymi grupami gospodarzy i ewentualng role swin
w rozprzestrzenianiu tej infekcji na ludzi.

Wyniki pokazaty réwniez, ze przy uzyciu kazdej z zastosowanych metod czes¢
zarazen nie zostaje wykryta, co wskazuje na potrzebe poszukiwania takich technik,
ktore umozliwia wykrywanie wszystkich przypadkéw zarazed Blastocystis, takze

w infekcjach mieszanych.
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PRACA “MOLECULAR CHARACTERIZATION OF BLASTOCYSTIS FROM
ANIMALS AND THEIR CAREGIVERS AT THE GDANSK ZOO (POLAND) AND THE
ASSESSMENT OF ZOONOTIC TRANSMISSION”

W kilku publikacjach wykazano, ze wiele zwierzat zamieszkujgcych ogrody zoologiczne
jest skolonizowanych przez Blastocystis oraz, ze czesty kontakt ludzi ze zwierzetami
stwarza ryzyko odzwierzecej transmisji drobnoustroju (Abe iin., 2002; Cian iin., 2017;
J. Li iin., 2019; X. D. Li iin., 2020; Parkar iin., 2010, 2007). Opiekunowie zwierzat
z ogrodow zoologicznych maja staty i czesty kontakt ze zwierzetami, i co istotne, czesto
jest to wieloletni kontakt z tymi samymi zwierzetami. Dlatego w tej pracy do oceny
potencjalnej odzwierzecej transmisji Blastocystis wybrano witasnie zwierzeta z ogrodu
zoologicznego wraz z ich opiekunami. Analizie poddano czesto$¢ wystepowania oraz
poréwnano sekwencje Blastocystis izolowanych od obu grup gospodarzy.

Materiat badawczy tj. 201 prébek katu od zwierzat i 35 prébek katu ludzkiego
pozyskiwano od listopada 2018 do kwietnia 2019 roku. Produkty PCR uzyskane po
amplifikacji metodg ,barcodingu” zostaty zsekwencjonowane metodg Sangera
w Laboratorium Technik Biologii Molekularnej UAM w Poznaniu. Uzyskane sekwencje
poddano analizie filogenetycznej.

Blastocystis zostat wykryty w 26,86% probek od zwierzat i 17,14% probek
ludzkich. Najwyzszg prewalencje Blastocystis zaobserwowano u dzikow (80%) i pekari
obroznych (90%), a nastepnie 58,97% u matp, 34,78% u kretorogich, 6,66% u torbaczy
i41,66% u gadow. Wsrdd zwierzat zidentyfikowano osiem podtypdéw (ST1-ST3, ST5,
ST8, ST10, ST13, ST14), w tym ST1-ST3 i ST13 tylko u matp, ST5 tylko u dzikéw i pekari,
ST8 tylko u kangura, a ST10 i ST14 tylko u kretorogich (kozy, owce). U opiekundéw
zwierzagt wykryto dwa podtypy (ST1 i ST3), i to te dwa ostatnie byty wspdlne dla ludzi
i niektérych matp (ryc. 9).

Najwazniejsze spostrzezenia ptyngce z tej pracy to obecnosc¢ identycznych
sekwencji ST1 u trzech matp i ich opiekuna, co potwierdza mozliwos¢ transmisji
Blastocystis miedzy tymi zwierzetami a cztowiekiem, chociaz nie mozna ze 100%

pewnoscig okreslié jej kierunku. To, ze ST5, ST8, ST10 iST14 wystepowaty tylko u
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okreslonych grup zwierzat wskazuje na wyzszg swoisto$¢ zywicielskg tych podtypow
oraz, ze ich przenoszenie miedzy zwierzetami a ludzmi jest mniej prawdopodobne.

Warto zaznaczy¢, ze obecnos$¢ ST5 u pekari, ST2 u matp pataséw i ST8 u kangura
rudego stwierdzono u tych zwierzat po raz pierwszy.

Warto tez doda¢, ze wsrdd préobek zwierzecych 12 pochodzito od gaddw, ktdre
generalnie sg bardzo stabo zbadane pod katem Blastocystis. Tylko u zétwi (pieciu
z szeSciu badanych) wykryto Blastocystis, przy czym analiza filogenetyczna sekwencji
tych izolatéw oraz tych, ktére wystepujg u ssakow i ptakow wykazata znaczny obszar
rozbieznosci miedzy nimi, co moze mieé¢ Zrédto w rozbieznosciach ewolucyjnych
miedzy ich gospodarzami, co z pewnoscig wymaga dalszych badan.

Praca wniosta cenny wktad w poszerzenie wiedzy nt. transmisji Blastocystis

miedzy zwierzetami a ludZmi oraz roli réznych zwierzat jako rezerwuardw Blastocystis.

o W

ST1
ST2
ST3

ST13

ST1
ST3

NMA
_.&‘ e “‘ STs

Rycina 9 Podtypy Blastocystis zidentyfikowane wsréd zwierzat Gdanskiego Ogrodu Zoologicznego i ich

opiekundw.
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Diagnostyka laboratoryjna zarazen Blastocystis - wyzwania i kontrowersje

Laboratory diagnostics of Blastocystis infections — challenges and controversies
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Streszczenie

Blastocystis to jednokomaorkowe organizmy jelitowe o nieustalonej patogenicznosci, jedne z najczesciej wystepujacych mikroorganizmoéw
w prébkach katu ludzi na catym swiecie. Niekiedy ich obecno$¢ moze przyczyniac sie do rozwoju blastocystozy manifestujacej sie dole-
gliwosciami ze strony przewodu pokarmowego, takimi jak: béle brzucha, biegunki, wzdecia i nudnosci o réznym nasileniu z okresami
zaostrzen i remisji. Ze wzgledu na znaczny polimorfizm (co najmniej 4 formy morfologiczne i duzy zakres wielkosci) oraz delikatng,
fatwo ulegajaca destrukgji strukture, wykrywanie Blastocystis w mikroskopowych rozmazach katu jest trudne. tatwo je przeoczy¢ lub
pomyli¢ zinnymi mikroorganizmami obecnymi w kale. Brakuje ujednoliconego schematu postepowania w diagnostyce blastocystozy.
W miedzylaboratoryjnych badaniach poréwnawczych Blastocystis jest najbardziej niespéjnie wykrywanym eukariontem jelitowym.
W artykule oméwiono trudnosci w diagnostyce blastocystozy oraz metody wykorzystywane do wykrywania Blastocystis pod wzgledem
ich przydatnosci w medycznym laboratorium diagnostycznym.

Abstract

Blastocystis is a unicellular intestinal organism with undetermined pathogenicity, one of the most commonly detected in human stool
samples around the world. Sometimes their presence may contribute to the development of blastocystosis manifested by gastrointestinal
complaints such as abdominal pain, diarrhea, flatulence, and nausea of varying severity with periods of exacerbation and remission. Due
to the significant polymorphism (at least 4 morphological forms and a large range of sizes), and the delicate, easily degradable structure,
recognition of Blastocystis in microscopic stool smears is difficult. They are easily overlooked or confused with other microorganisms
present in the feces. There is a lack of a standardized procedure for the diagnostics of blastocystosis. In inter-laboratory comparative
studies, Blastocystis is the most inconsistently detected intestinal eukaryote.

The article discusses the difficulties in diagnosing blastocystosis, and the methods used to detect Blastocystis in terms of their usefulness
in a medical diagnostic laboratory.

Stowa kluczowe: Blastocystis, diagnostyka

Keywords: Blastocystis, diagnostics

Wprowadzenie

Taksonomia i nazewnictwo

Organizmy z rodzaju Blastocystis to kosmopolityczne, jednoko-
morkowe, beztlenowe, eukariotyczne organizmy bytujace w je-
litach cztowieka i wielu gatunkéw zwierzat. Postrzegane sg one
jako komensale, ale ich patogenny potencjat jest intensywnie
badany od wielu lat [1]. Kilkukrotnie zmieniano przynaleznosc¢
taksonomiczng Blastocystis. Pierwotnie, wykorzystujac technike
mikroskopii swietlnej, niezaleznie od siebie Alexeieff (w 1911 r.)
i Brumpt (w 1912 r.) zaklasyfikowali te organizmy do grzybdéw.
W roku 1967 zostaty one przeniesione do pierwotniakéw, czyli
krolestwa Protozoa, a w 1985 roku umieszczono je w krélestwie
Protista [2]. W roku 1996, na podstawie badarn molekularnych,

zwtaszcza analizy sekwencji w genie kodujacym ie 18S rRNA,
Blastocistis umieszczono w typie (phylum) Stramenopile (inaczej
Heteroconta) w krolestwie Chromista, zgodnie z podziatem Swiata
organizmoéw na 6 krolestw (Bacteria, Protozoa, Animalia, Fungi,
Plantae i Chromista) zaproponowanym przez Cavalier-Smith [3].
Stramenopile obejmuja bardzo réznorodne organizmy: jednoko-
morkowe i wielokomérkowe, heterotroficzne i fotosyntetyzuja-
ce, w tym $luzowce, okrzemki i glony. Przedstawiciele rodzaju
Blastocystis nie maja cech typowych dla Stramenopile, bowiem
nie posiadaja wici i sa beztlenowcami, ponadto jako jedyne spo-
sréd Stramenopile zyja w dolnej czesci przewodu pokarmowego
cztowieka oraz innych ssakéw, a takze ptakow, gadow, ptazéw
i owadow [4]. Prawdopodobnie z tych wzgledéw identyfikacja
afiliacji taksonomicznej i genetycznej Blastocistis trwa tak diugo
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orazjest przyczyna utrzymujacej sie w pismiennictwie naukowym
niejednorodnej klasyfikacji i nazewnictwa tych organizméw [4, 5.
Nawet w publikacjach z ostatniej dekady mozna znalez¢ takie
anglojezyczne okreslenia (i ich odpowiedniki w pracach polsko-
jezycznych) jak: protist, protozoa, protozoon, parasite, pathogen
i commensal odnoszace sie do Blastocystis i jego dawniejszej
pozycji w biologicznej systematyce oraz ciggle dyskutowanej
klasyfikacji ekologiczno-medycznej.

Na przestrzeni lat zmianie ulegto nazewnictwo Blastocystis. Przez
prawie 100 lat nazwy gatunkowe nawigzywaty do gospodarza,
z ktérego izolowano szczep (np. B. hominis lub B. ratti, szczepy
izolowane odpowiednio od ludzi i szczuréw), co wynikato z silnego
przekonania, ze istnieja odrebne - cho¢ morfologicznie identyczne
- gatunki charakterystyczne dla cztowieka i innych kregowcow.
Zapoczatkowany w latach 90. intensywny rozwoj technik moleku-
larnych oraz ich zastosowanie w taksonomii i medycynie (ludzkiej
i weterynaryjnej) wykazaly, ze w przypadku organizméw z rodzaju
Blastocystis czesto mamy do czynienia z wieloscig form jednego
gatunku, ktéry moze wystepowac u réznych gospodarzy sposréd
kregowcow, w tym cztowieka. Dlatego zasugerowano, aby ludzkie-
go pasozyta dtuzej nie nazywac Blastocystis hominis, lecz stosowac
zapis Blastocystis spp. lub Blastocystis spp. podtyp,n’, gdzie ,n"jest
numerem podtypu zgodnie z klasyfikacja Stensvolda, na przyktad
Blastocystis spp. ST1 lub w krotszej formie Blastocystis ST1 [6, 7].
Zgodnie z obecna wiedza wyrdznia sie co najmniej 17 podtypow,
ktére wykazuja do 7% réznorodnosci genetycznej w genie kodu-
jacym matg podjednostke rybosomalnego RNA (SSU-rRNA; ang.
small sub-unit ribosomal RNA) [8]. Podtypy ST1-ST8 znaleziono
zaréwno u ludzi, jak i zwierzat; ST9 zidentyfikowano tylko u czto-
wieka, a ST10-ST17 wytacznie u zwierzat. Wspotwystepowanie
niektérych podtypow Blastocystis u cztowieka i zwierzat sugeruje
duzy zoonotyczny potencjat zarazen Blastocystis [9, 10, 11].

Cho¢ cykl zyciowy i drogi transmisji Blastocystis nie zostaty osta-
tecznie wyjasnione, to w swietle dostepnych danych na ogo6t
przyjmuje sig, ze do zarazenia najprawdopodobniej dochodzi
na drodze fekalno-oralnej - za posrednictwem zanieczyszczonej
cystami wody i/lub zywnosci badz brudnych rak [12, 13, 14].

Prewalencja

Szacuje sie, ze Blastocystis wystepuje w jelitach okoto miliarda
ludzi na Swiecie i jest on jednym z najczesciej wykrywanych eu-
kariontéw w prébkach katu cztowieka [15 — 19]. Brakuje danych
na temat prewalencji Blastocystis u ludzi w Polsce. Dostepne,
skape dane pochodza z pojedynczych osrodkéw badawczych
iréznia sie znacznie stwierdzanym odsetkiem zarazen Blastocystis
(0 - 12%) [20]. Obserwacje prowadzone od 1992 roku w Zakfa-
dzie Medycyny Tropikalnej i Epidemiologii (obecnie w strukturze
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego) wykazaty, ze wsréd pa-
cjentéw zgtaszajacych sie na badania koproskopowe Blastocy-
stis byt najczesciej wykrywanym organizmem wsréd pasozytow
i komensali jelitowych, a liczba 0s6b nim zarazonych rosnie [21].
Czestotliwos¢ wystepowania Blastocystis u ludzi na Swiecie réz-
ni sie znacznie i waha sie od kilku/kilkunastu procent w krajach
rozwinietych do kilkudziesieciu — a nawet 100% — w niektérych
spotecznosciach krajow rozwijajacych sie [22, 23, 24]. Tumaczy sie
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to réznym poziomem infrastruktury sanitarnej i higieny osobistej
oraz zréznicowaniem badanych populacji (wiejskie, miejskie, dzie-
ci, dorosli, osoby z objawami choroby lub bezobjawowe). Istotny
wplyw na wykrywalnos¢ Blastosystis maja techniki diagnostyczne
stosowane do identyfikacji Blastocystis [25].

Dyskusyjna chorobotwérczosc

Do dzi$ nie zostata jednoznacznie okreslona patogenicznos$¢ Bla-
stocystis. Poczatkowo mikroorganizmy te uznawano za jelitowe
komensale i jeszcze w latach 80. uwazano, ze inwazje Blastocystis
maja charakter bezobjawowy i nie odgrywaja roli w patogenezie
chorob przewodu pokarmowego. Jednak pozniejsze obserwacje
kliniczne oséb z Blastocystis, ktére zgtaszaty dolegliwosci, takie
jak: biegunka i béle brzucha o ré6znym nasileniu, nudnosci, za-
parcia i wzdecia, $wiad odbytu i utrate masy ciata, sugerowaty,
ze moze by¢ uznany za patogen, a dyskusja na temat roli tego
organizmu w rozwoju nieswoistych zapalen jelit trwa od lat [1,
26]. Ponadto opisywano przypadki pokrzywki, ktéra ustepowata
po eradykacji Blastocystis [27]. Wykrycie wielu podtypéw w obre-
bie rodzaju Blastocystis nasuneto podejrzenie, ze tylko niektére
z wielu morfologicznie identycznych podtypéw majg potencjat
patogenny. Jednak liczne préby majace na celu znalezienie po-
wigzania pomiedzy dolegliwosciami a poszczegoélnymi podtypami
nie przyniosty oczekiwanego wyjasnienia. Rdwnie wiele doniesien
przemawia za patogennoscig poszczeg6lnych podtypéw. Czynniki
wirulengji, patogenicznos¢ i cechy osobnicze gospodarza (w tym
genetycznie uwarunkowane) zwigzane z manifestacja choroby sg
nadal niejasne [1, 8, 28]. Ponadto pojawily sie opinie sugerujace, ze
obecnosc Blastocystis moze byc¢ przejawem zdrowia, gdyz u wielu
0s0b, ktorych jelita zostaty skolonizowane przez mikroorganizmy
ztego rodzaju, nie wystepuja zadne dolegliwosci, a ich flora jelito-
wa jest bardziej zréznicowana niz u 0séb bez Blastocystis [23, 29].
Niemniej stwierdzenie obecnosci Blastocystis, przy jednoczesnym
braku innych czynnikéw etiologicznych (pasozytow, bakterii, wi-
ruséw, grzybow), mogacych odpowiadac za utrzymujace sie do-
legliwosci ze strony przewodu pokarmowego, moze upowazniac
do rozpoznania blastocystozy i wdrozenia terapii [28].

Diagnostyka

Do wykrywania parazytoz przewodu pokarmowego wykorzystu-
je sie bezposrednie i posrednie metody diagnostyczne. Metody
bezposrednie obejmuja morfologiczna identyfikacje form rozwo-
jowych pasozytéw (mikroskopia) oraz wykrywanie antygenow
metoda immunofluorescengji (IF) lub immunoenzymatyczna (EIA)
lub rzadziej DNA pasozytow (zazwyczaj metoda PCR). Metody
posrednie opierajg sie na wykrywaniu przeciwciat [30]. Znajdu-
ja one takze zastosowanie w diagnostyce blastocystozy, ale ich
skutecznosc jest zroznicowana.

Diagnostyka mikroskopowa

Obecnos¢ Blastocystis w przewodzie pokarmowym cztowieka
przewaznie wykrywa sie na podstawie badan mikroskopowych
bezposrednich rozmazéw swiezego katu, pomimo niezadawalaja-
cej czutosci diagnostycznej tej metody [31]. Wykrycie Blastocystis
moze stanowi¢ problem diagnostyczny, bowiem organizm ten
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zaliczany jest do polimorficznych. Opisano kilka form morfologicz-
nych (wodniczkowa, ziarnista, ameboidalna, cysta) réznigcych sie
wygladem i wielkoscig od 2 do 200 pm (cho¢ najczesciej w zakre-
sie 6 — 40 pm), co utrudnia identyfikacje Blastocystis [2]. Badanie
poréwnawcze dwoch europejskich laboratoriow referencyjnych
wykazato, ze Blastocystis byt najbardziej niespdjnie wykrywanym
eukariotycznym mikroorganizmem jelitowym. Ze 102 identycz-
nych prébek w jednym laboratorium Blastocystis zidentyfikowano
w 25 (24,5% probek dodatnich), a w drugim w 90 prébkach, czyli
w 88,2% [32]. W podobnym badaniu przeprowadzonym w dwéch
europejskich osrodkach diagnostycznych specjalizujacych sie
w medycynie tropikalnej, sposrod 48 identycznych prébek katu
w jednym Blastocystis wykryto w 28 (58,3%), a w drugim w 38
probkach, a zatem w 79,2% [33].

Bezposrednia obserwacja mikroskopowa rozmazoéw katu w soli
fizjologicznej i ptynie Lugola (pow. 400x) pozwala na wykrycie naj-
czesciej wystepujacej i jednoczesnie najlatwiejszej do rozpoznania
wodniczkowej (wakuolarnej) formy Blastocystis. Cechuje sie ona
duza, centralne potozona wakuola otoczona cienkim pasmem cyto-
plazmy zawierajacym jadra i inne organelle komérkowe. Zdecydo-
wanie rzadziej w kale wykrywana jest forma ziarnista, a najrzadziej
ameboidalna. Forma ziarnista przypomina wodniczkowa z tg réz-
nica, ze centralnie potozong wakuole (a czesto réwniez otaczajaca
ja cytoplazme) wypetniaja liczne ziarnistosci o nieustalonej funkgji.
Forma ameboidalna, nieregularnego ksztattu, nie jest - wbrew temu
co sugeruje nazwa - ruchliwa, ale posiada silne wtasnosci adhezyj-
ne umozliwiajace przywieranie do $ciany jelitowej gospodarza, co
moze ttumaczyc jej sporadyczne obserwowanie w prébkach katu.
Cysty (uwazane za forme transmisyjna), ze wzgledu na mate roz-
miary (2 -5 pm), sg trudne do wykrycia pod mikroskopem, chociaz
wystepuja w kale ponad 20% nosicieli. Majg one do 4 jader i grubg
Sciane, ktéra umozliwia im przetrwanie w Srodowisku zewnetrznym
nawet do miesiaca. Cysty nie posiadajg duzej, centralnej wakuoli,
ale maja liczne, drobne wodniczki, w ktérych magazynowane sg
substancje odzywcze [34, 35]. Te silnie zréznicowane formy wege-
tatywne mogg by¢ mylone (zwlaszcza przez niedoswiadczonych
diagnostow) z kropelkami ttuszczu, leukocytami, pasozytniczymi
pierwotniakami i komensalami przewodu pokarmowego (na przy-
ktad Dientamoeba fragilis lub drozdzopodobnymi grzybami) oraz
innymi strukturami obecnymi w kale [31, 35]. Dlatego poziom wy-
krywalnosci Blastocystis w bardzo duzym stopniu zalezy od umie-
jetnosci i doswiadczenia diagnosty.

W diagnostyce parazytologicznej za wysoce efektywng i zalecang
do wykrywania i identyfikacji pasozytow jelitowych uwaza sie
metode trwatego barwienia trichromem (ewentualnie metoda
Giemsy lub hematoksyling zelazista) wczesniej utrwalonych roz-
mazow $wiezego katu [36]. W przypadku Blastocystis nie zawsze
prowadzi to do zwiekszenia wykrywalnosci, gdyz jakos¢ wybar-
wienia bywa zréznicowana, mimo stosowania odczynnikéw o ta-
kim samym skfadzie i analogicznym czasie barwienia. By¢ moze
ztych powodow wykrywalnosc Blastocystis w preparatach trwale
barwionych na ogét nie przekracza 50%, a przez wielu badaczy
metoda ta uwazana jest za najmniej efektywna [25, 37 - 40].
Czynnikiem istotnie wptywajacym na wykrywalnosc¢ Blastocy-
stis w preparatach mikroskopowych rozmazéw katu jest liczba

wydalanych z organizmu gospodarza komarek drobnoustroju.
Bardzo mata ich liczba w prébce moze skutkowac przeoczeniem
inwazji, a nalezy podkresli¢, ze komorki Blastocystis wydalane
sg nieregularnie i w réznych ilosciach, przy czym sugeruje sie
mozliwos¢ istnienia korelacji miedzy liczebnoscia Blastocystis
a nasileniem dolegliwosci [4, 14, 41, 42, 43]. Z tego powodu
w inwazjach Blastocystis zalecana jest ocena ilosciowa w formie
opisowej (na przyktad: pojedyncze, nieliczne, liczne w preparacie/
polu widzenia) wraz z odpowiednia interpretacjg umieszczona
na wyniku badania. Ze wzgledu na nieréwnomierne wydalanie
komorek Blastocystis, wskazane jest badanie kilku (co najmniej
trzech) prébek katu pobranych od pacjenta w jedno- lub kilku-
dniowych odstepach. Powtdrzenie badania, oprécz doktadniejszej
oceny intensywnosci inwazji, pozwoli tez upewnic sie, czy nie
wystepuja zadne inne czynniki etiologiczne mogace odpowiadac
za dolegliwosci pacjenta [44].

Konwencjonalne metody zageszczajace (sedymentacja/dekan-
tacja) rekomendowane w diagnostyce parazytoz jelitowych nie
zwiekszajg wykrywalnosci Blastocystis, gdyz stosowane w tych
metodach substancje (formalina, octan etylu, eter) i wirowanie
uszkadzajq delikatng strukture komorek Blastocystis, co moze
utrudni¢, a nawet uniemozliwic¢ ich wykrycie [35, 36, 40, 45, 46].

Diagnostyka serologiczna

Oproécz badan mikroskopowych katu, diagnosci laboratoryjni majg
do dyspozycji testy do wykrywania koproantygendw patoge-
noéw. Immunodetekcja antygendw powierzchniowych pasozytéow
za pomoca znakowanych przeciwciat przy uzyciu metody immu-
noenzymatycznej (EIA) (w prébkach katu) lub metody immunoflu-
orescendji (IF) (w rozmazach katu) zapewnia zwigkszona czutosé
i jest szeroko wykorzystywana w diagnostyce kryptosporidiozy,
giardiozy i amebozy [47]. Tego typu testy zostaty takze opraco-
wane do wykrywania Blastocystis. Jednakze tylko pojedyncze
doniesienia potwierdzaja ich praktyczng uzytecznosc (25, 43, 48].
W badaniach swiezych i utrwalonych formaling rozmazéw katu
czutos¢ i swoistos¢ metody IF oceniono odpowiednio na 86,7%
197,3%, a metody ELISA na 82 - 92% i 86 — 87%, przy czym utrwa-
lanie formaling nie powodowato utraty czutosci [25, 48]. Jednakze
w czesci probek, ktére uznano za dodatnie (na podstawie stwier-
dzenia obecnosci Blastocystis w hodowlach z katu) w badaniu
metoda IF uzyskano wynik ujemny [25].

Ze wzgledu na wcigz zbyt matg wiedze na temat odpowiedzi
immunologicznej gospodarza na zarazenie Blastocystis, wyko-
rzystanie oznaczania swoistych przeciwciat do oceny klinicznej
zarazenia u ludzi nie zostato wystarczajgco poznane i pozostaje
w fazie badan [49, 50].

Metody hodowlane

Doniesienia wielu autoréw sugeruja, ze metoda gwarantujaca
znacznie wiekszg wykrywalno$¢ Blastocystis niz preparaty mi-
kroskopowe jest hodowla in vitro z katu dzieki zwielokrotnieniu
liczby komorek poczatkowo obecnych w prébce.

Stworzono i opisano wiele podtozy (ptynnych i dwufazowych)
zapewniajacych dobry wzrost Blastocystis, m.in. podtoze Jonesa,
Ringera, Boeck-Drbohlava, Robinsona, Locka (LE), Iscove’s Modified

29

44



www.diagnostykalaboratoryjna.eu

Dulbecco’s Medium (IMDM) [14, 25, 38, 42, 51, 52, 53]. Rdzniq sie
one sktadem chemicznym, czaso- i pracochtonnoscia, okresem
przydatnosci do uzycia oraz ceng. Podtoze ptynne Jonesa jest czesto
wybierane przez badaczy ze wzgledu na fatwosc przygotowania,
mozliwos¢ przechowania w lodéwce bez widocznych zmian na-
wet przez 6 miesiecy oraz niewielki koszt [1, 37]. Wadg hodowli
Blastocystis z probek katu jest wydtuzenie czasu uzyskania wyniku
02 -3dni,ale rekompensuje to jej wigeksza czuto$¢ w poréwnaniu
do klasycznych metod mikroskopowych, chociaz zdarza sie czasem,
ze hodowle obumieraja z niewyjasnionych przyczyn [38, 42, 54].
W metodzie hodowlanejistotna role odgrywa pierwotna liczba ko-
morek Blastocystis w badanej probce katu, bowiemim wiecej jestich
w inokulacie, tym wczesniej uzyskuje sie maksymalny wzrost i wiek-
szg liczbe komarek Blastocyctis w fazie ich maksymalnego wzrostu.
Za minimalng liczbe komérek w inokulacie, niezbedna do uzyskania
wzrostu hodowli, uwaza sie 10°- 10° ml"' [2, 39, 52]. Ponadto nalezy
pamietac, ze przedstawiciele Blastocystis sa beztlenowcami, zatem
niezapewnienie podczas inkubacji warunkéw beztlenowych (lub
przynajmniej o obnizonej zawartosci tlenu) wptywa niekorzystnie
na ich rozwdj. Czynnikiem, ktory takze moze wspotdecydowac
o powodzeniu hodowli jest odczyn pH. Obserwowano przypadki
degradacji hodowli, gdy pH podtoza obnizato sie < 6, a jej obfity
wzrost, gdy pH byto obojetne lub lekko alkaliczne (pH 7 - 8) [2,
39]. Niektére izolaty Blastocystis wymagaty do przezycia obecnosci
bakterii, a w przypadku ich braku obumieraty [2].

Badania molekularne

Co najmniej od dwdch dekad obserwuje sie intensywny rozwoj
technik molekularnych i korzysci ptynace z ich stosowania, m.in.
w diagnostyce zarazen pasozytniczych oraz Blastocystis [54, 55].
Najczesciej wykorzystuje sie dwie rézne techniki PCR (ang. Po-
lymerase Chain Reaction). Jedna z nich opiera sie na amplifikacji
fragmentu genu kodujacego podjednostke 18S rRNA (znanego
jako ,barcode region”), a nastepnie sekwencjonowaniu uzyska-
nego produktu amplifikacji DNA [56]. Druga polega na uzyciu
starterow komplementarnych do miejsc znakowanych sekwen-
cyjnie (STS; ang. sequence tagged sites), czyli krétkich, tatwych do
rozpoznania pojedynczych sekwencji DNA, swoistych dla poszcze-
golnych podtypow Blastocyctis [57]. Jej wada jest koniecznosé
przeprowadzenia 9 odrebnych reakgji (z 9 parami starteréw), aby
nie przeoczy¢ zadnego z 9 podtypow Blastocystis wystepujacych
u ludzi. W metodzie ,barcodingu” wykonuje sie tylko jedna reak-
cje amplifikacji, a uzyskany produkt poddaje sekwencjonowaniu
iza pomocg dostepnych online programéw (http: //pubmist.org/
blastocystis/) identyfikuje sie podtyp Blastocystis. W literaturze
opisano przypadki, gdy uzyskane w wyniku,barcodingu” produkty
po sekwencjonowaniu okazaly sie naleze¢ do Cryptosporidium
spp. lub grzybéw z rodzaju Mucor lub Rhizomucor [58]. Dlatego
sekwencjonowanie wszystkich uzyskanych produktéw amplifi-
kacji jest konieczne, aby unikna¢ wynikéw fatszywie dodatnich
(otrzymywanych z powodu duzego podobieristwa regionu, bar-
code” roznych eukariontéw).

Obiecujace sg proby wykorzystania PCR w czasie rzeczywistym
(ang. real-time PCR) do wykrywania zarazenia Blastocystis. Me-
toda real-time PCR, dzieki zastosowaniu specyficznej sondy
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i starteréw ukierunkowanych na wysoce zmienny, ale wzglednie
maty fragment genu kodujacego 18S rRNA, zyskuje zaréwno
na czutosci, jak i swoistosci. Pierwsze proby wykazaty 95% [54]
i 100% [59] swoistosc¢ i zdolnos¢ wykrywania wszystkich dzie-
wieciu podtypéw Blastocystis zidentyfikowanych dotychczas
u ludzi. Nie wykryto DNA bakteryjnego ani grzyboéw z rodzajéw
Candida, Geotrichum i Saccharomyces, ktére sg powszechnymi
skfadnikami mikrobioty jelitowej, a od Blastocystis roznia sie
sekwencja nukleotydéw w obrebie genu kodujacego 18S rRNA
jedynie o okoto 20%. Nie stwierdzono fatszywie dodatnich wyni-
koéw w prébkach zawierajacych patogeny z rodzaju Entamoeba,
Dientamoeba, Giardia i Cryptosporidium [54, 59, 60]. Dodatkowg
zaletg tej metody jest mozliwos¢ oceny ilosciowej swoistego
DNA w badanej prébce poprzez analize wartosci punktu Ct (ang.
cycle threshold) okreslajacego liczbe cykli, po ktérych reakcja
wchodzi w faze wykfadnicza oraz wartosci fluorescencji propor-
cjonalnej do przyrostu ilosci produktu amplifikacji w poréwna-
niu do krzywej standardowej lub kalibratora [59]. Gdyby dzieki
zastosowaniu real-time PCR w badaniach na duza skale udato
sie ustali¢, ze istnieje zaleznos¢ pomiedzy obrazem klinicznym
aintensywnoscig inwazji, metoda ta mogtaby stac sie cennym na-
rzedziem w diagnostyce i leczeniu pacjentéw z Blastocystis. Wada
wszystkich metod molekularnych jest mozliwos¢ otrzymania
wynikow fatszywie ujemnych z powodu obecnych w niektérych
préobkach katu inhibitoréw PCR [61].

Powstaly juz pierwsze, oparte na technikach molekularnych, ko-
mercyjne testy do diagnostyki patogenéw przewodu pokarmo-
wego obejmujace wykrywanie DNA Blastocystis [np. EasyScreen™
Enteric Parasite Detection Kit (Genetic Signatures, Sydney, Au-
stralia), NanoChip® (Savyon Diagnostics, Izrael)]. Pomimo duzego
kosztu (cykler, zestawy do izolacji DNA, primery, nukleotydy, po-
limerazy, szkolenia personelu) ograniczajacego ich powszechng
dostepnos¢, nalezy sie spodziewac, ze zaczna sie one stopniowo
pojawiac w ofercie laboratoriéw diagnostycznych.

Kontrowersje diagnostyczno-kliniczne

Diagnostyka blastocystozy nierozerwalnie wigze sie z klinicznym
problemem interpretacji wynikéw badan. Wykrycie drobnoustroju
(lub potwierdzenie jego eradykacji po leczeniu) nie stanowi gwa-
rancji dla jednoznacznych, stusznych decyzji terapeutycznych,
do ktérych podjecia konieczne jest rozréznienie kolonizacji od
patologicznej, chorobotwdrczej inwazji. Wiadomo, ze stwierdze-
nie obecnosci tego mikroorganizmu nie musi by¢ réwnoznaczne
z choroba, gdyz kolonizacja przewodu pokarmowego cztowieka
przez Blastocystis moze utrzymywac sie miesigcami lub nawet
latami i nie wywotywac zadnych objawow [23, 62], moze tez uste-
powac samoistnie [63]. Niektorzy badacze sugeruja istnienie za-
leznosci miedzy obrazem klinicznym a intensywnoscia inwazji
Blastocystis jako kryterium patogenicznosci, przyjmujac stwierdze-
nie powyzej 5 organizméw w polu widzenia [4, 14, 43]. Jednakze
obserwacje innych (w tym wiasne) zaprzeczaja istnieniu takiej
zaleznosci [54, 65, 66]. Sugerowany jest takze zwigzek wystepo-
wania objawéw chorobowych z funkcjonowaniem mechanizméw
odpornosciowych zarazonej osoby oraz ze zmienng patogenicz-
noscia roznych podtypéw Blastocystis. Kwestia potencjalnego
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wptywu wymienionych czynnikéw na przebieg kliniczny tego
zarazenia wymaga dalszych badan.

Stwierdzenie obecnosci Blastocystis u czesci os6b moze wywotac
niepotrzebny niepokdj i proby wymuszenia leczenia lub - gdy
to sie nie powiedzie — samoleczenia, poniewaz nieuzasadnione
leczenie moze powaznie naruszyc¢ prawidtowy sktad mikrobioty
jelitowej. Dodatkowa komplikacje stanowi brak efektywnych,
w petni swoistych i skutecznych strategii terapeutycznych. Przy-
jeto, ze wskazaniem do leczenia przeciwpasozytniczego zarazenia
Blastocystis sq zgtaszane przez chorego dolegliwosci ze strony
przewodu pokarmowego pod warunkiem wykluczenia innych
mozliwych inwazji przewodu pokarmowego oraz niezakaznych
przyczyn stwierdzanych objawéw. Leczenie bywa dtugotrwate
i bywa nieskuteczne [4, 67, 68].

Z tych wzgleddw, uzasadnione sa postulaty badaczy, aby: (1) wy-
krywania DNA Blastocystis nie umieszcza¢ w panelu wraz z bez-
wzglednymi patogenami, takimi jak Entamoeba histolytica, Giardia
spp. i Cryptosporidium spp.; (2) badanie wykonywane byto tylko
w uzasadnionych przypadkach, tzn. przy utrzymujacych sie dole-
gliwosciach i braku innych czynnikéw etiologicznych mogacych
je wywotag; (3) do interpretacji wyniku (i decyzji terapeutycznych)
podchodzi¢ ostroznie, gdyz nie zawsze stwierdzenie obecnosci
Blastocystis w kale jest rownoznaczne z chorobg i nie zawsze wy-
maga leczenia [1, 68].

Podsumowanie

Trudnosci w diagnostyce i ocenie klinicznej blastocystozy maja
wieloczynnikowe podtoze. Polimorficzna natura i nieregularne wy-
dalanie drobnoustroju powoduja trudnosci i znaczne rozbieznosci
w wykrywaniu Blastocystis w zaleznosci od stosowanych metod
diagnostycznych. Z tego wzgledu diagnostyka blastocystozy wy-
maga ujednolicenia. W $wietle dostepnych danych bezposrednie
rozmazy katu badane mikroskopowo wzbogacone o hodowle wy-
daja sie wystarczajace do prawidtowego i skutecznego wykrycia
Blastocystis. Niestety, nawet skuteczne wykrycie mikroorganizmu
nie rozwiagzuje problemu braku kryteriéw odrézniajacych kolo-
nizacje od patologicznej inwazji i zwigzanych z tym trudnosci
w podejmowaniu decyzji terapeutycznych.
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Streszczenie

Zarazenia pasozytami jelitowymi stanowigq wcigz istotny problem zdrowotny. Celem pracy byta ocena dynamiki zmian w cze-
stodci zarazen pasozytami jelitowymi w okresie ostatnich 30 lat. Przebadano tacznie 52118 pacjentéw. Do badan katu wy-
korzystano klasyczne metody parazytologicznych badan koprologicznych. IntensywnoSc zarazenia pasozytami jelitowymi
w badanej populacji wykazata tendencje spadkowaq. Najcze$ciej wykrywanym pasozytem byt Blastocystis sp. - jedyny pasozyt,
ktérego czestos¢ wystepowania ma tendencje wzrostowq. Zaobserwowano spadek liczby oséb zgtaszajgcych sie na koprolo-
giczne badania parazytologiczne.

Summary

Infections with intestinal parasites are still a major health problem. The aim of the study was the evaluation of the dynamics of
changes in the frequency of parasitic infections in the last 30 years. 52118 patients were examined. Stool samples were tested
with the use of classic coprologic methods. Intensity of infection of human intestinal parasites has been decreasing. The most
frequently detected was Blastocystis sp, which is the only parasite incidence of which is increasing. There has been a decline

in the number of people attending to parasitological stool examination.

Stowa kluczowe: epidemiologia, parazytozy przewodu pokarmowego, pasozyty jelitowe

Key words: epidemiology, gastrointestinal parasitic diseases, intestinal parasites

Wstep

Zarazenia pasozytami jelitowymi stanowig wcigz istotny
problem zdrowotny. Ryzyko zarazenia zalezy od warunkéw
$rodowiskowych, sanitarnych, socjalno-ekonomicznych i kli-
matycznych. Istotng role odgrywa $wiadomos$¢ zdrowotna
osob narazonych. Celem pracy byta ocena czestosci wyste-
powania pasozytéw jelitowych w badanej populacji w ciagu
ostatnich 30 lat.

Materiat i metody

Oceniono czesto$¢ wystgpowania pasozytéw jelitowych
cztowieka w oparciu o wyniki badan koprologicznych pacjen-
téw Wojewodzkiej Przychodni Choréb Tropikalnych i Paso-
zytniczych, a od 2003 roku Przychodni Medycyny Morskiej,
Tropikalnej i Choréb Zawodowych Uniwersyteckiego Cen-

trum Medycyny Morskiej i Tropikalnej (UCMMIT). Badania
obejmowaty osoby wyjezdzajace w celach zawodowych i tu-
rystycznych do réznych stref klimatycznych, jak i nieopusz-
czajace granic Polski.

Badania katu przeprowadzono wykorzystujac klasyczne
metody koproskopowe: rozmaz w soli fizjologicznej, rozmaz
w ptynie Lugola, gruby rozmaz wg Kato-Miury oraz techni-
ki dekantacji i flotacji wg Fulleborna. Ponadto wykonywano
wymazy okotoodbytnicze metodg NIH w celu wykrycia Ente-
robius vermicularis. U os6b powracajacych z rejonéw tropi-
kalnych i subtropikalnych dodatkowo prowadzono hodowle
w kierunku obecnosci larw nicieni. Ponadto wykonywano
badania komercyjnymi zestawami testowymi na obecnos$¢
koproantygenow Giardia intestinalis i Entamoeba histolyti-
ca. Kazdy pacjent badany byt trzykrotnie w odstepach kil-
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kudniowych. W przypadku os6b powracajacych z rejonéw
tropikalnych oraz osob, u ktérych uzyskano wyniki ujemne
stosowane byto dodatkowe badanie po podaniu $rodkéw
przeczyszczajacych. Rozmazy ogladano w mikroskopie
Swietlnym przy uzyciu obiektywu powiekszajacego 10x
i 40x. Do badan uzywano $wiezego, nieutrwalonego katu.
W opracowaniu pominieto helminty i pierwotniaki wystepuja-
ce sporadycznie w badanym materiale.

Uzyskane wyniki badan poddano analizie statystycznej przy
pomocy oprogramowania Statistica (Statsoft 9,0). Dla kaz-
dego okresu badan wyliczono wskaznik struktury zarazen
w stosunku do liczby przebadanych oséb. Wyliczen dokona-
no dla wszystkich opisywanych pierwotniakéw i helmintéw.
Do weryfikacji istotnos$ci wskaznikéw struktury wykorzystano
test Fishera-Snedecora (F).

Wyniki

tacznie przebadano 52118 pacjentéw. Zaobserwowano
wyrazny spadek liczby oséb zgtaszajacych sie na badania
w drugiej i trzeciej dekadzie omawianego okresu. Cigg ana-
lizowanych danych podzielono na 3 okresy:

1.1978-1989

2.1990-1999

3.2000-2010

Ze wzgledu na niekompletne dane z analizy wyeliminowano
lata: 1983, 1984, 1994, 1995 oraz rok 2000 i 2003.

W tabeli | przedstawiono liczbe i odsetek osob z dodatnimi
wynikami badan parazytologicznych w poszczegoélnych la-
tach z podziatem na trzy okresy. W pierwszym okresie badan
odsetek osob, u ktérych wykryto pasozyty jelitowe wynosit
$rednio 19,3%. Wida¢ jednak wyrazng réznice w odsetku
zarazonych os6b w pierwszej i drugiej potowie tego okresu,
odpowiednio: 20,7% i 17,9%. W drugim okresie, poczawszy
od roku 1992 badania rozszerzono o wykrywanie Blastocy-
stis sp., czego nie czyni sie w wiekszosci laboratoriow, stad
w drugim i trzecim analizowanym okresie podano czgsto$¢
zarazenia tacznie z Blastocystis sp. i bez tego pasozyta dla
utatwienia poréwnania z wynikami z innych placéwek. Przy

uwzglednieniu Blastocystis sp. $redni odsetek zarazonych
w drugim i trzecim okresie byt taki sam i wynosit 22,9%,
a wskaznik struktury zarazen pasozytami jelitowymi w prze-
ciggu badanych lat wykazat lekkg tendencje rosnaca, co byto
znamienne statystycznie. Jesli nie uwzgledni sie Blastocy-
stis sp. widoczny jest wyrazny spadek czestosci zarazen:
srednio 17,4% w drugim i 7,9% w ostatnim dziesiecioleciu,
co przedstawia ryc.1.

&

Rycina 1. Odsetek oso6b, u ktorych wykryto pasozyty z uwzglednie-
niem i bez uwzglednienia zarazen Blastocystis sp

W tabelach Il i Il zestawiono liczbe wykrytych pasozytow,
ktora w czesci przypadkow przewyzsza liczbe pacjentéw ze
stwierdzonymi pasozytami, gdyz u czesci badanych wykry-
wano po kilka gatunkéw pasozytéw.

Tabela Il przedstawia czesto$¢ wystepowania pierwotnia-
koéw jelitowych. W pierwszym okresie badan (1978-1989)
wykryto najwiecej zarazen G. intestinalis (od 1,98% do
5,19%), a nastepnie D. fragilis (od 1,21% do 3,89%). Za-
razenia E. histolytica i J. biitschli przez wigkszo$¢ lat oma-
wianego okresu utrzymywaty si¢ na poziomie ponizej 1%.
W tym okresie nie rejestrowano jeszcze zarazen Blastocy-
stis sp. W drugim okresie (1990-1999) najczesciej stwier-
dzanym pierwotniakiem byt Blastocystis sp. (od 1,34% do
10,15%). Kolejne pozycje pod wzgledem wielkosci zarazen
zajety D. fragilis (od 2,48% do 4,98%) i G. intestinalis (od

Tabela |. Czesto$¢ wystepowania pasozytéw jelitowych w badanej grupie pacjentéw w latach 1978-2010.

| okres Il okres 11l okres
rok L.zb L(+) % rok L.zb L(+) % rok L.zb L(+) %
bez B.sp zB.sp bezB.sp zB.sp bezB.sp

1978 2679 496 18,5 1990 1984 464 23,3 2001 925 210 22,7 12,3
1979 3233 630 19,5 1991 1742 418 23,9 2002 1028 224 21,7 13,2
1980 3770 760 20,2 1992 1409 293 20,7 19,4 2004 1334 306 22,9 8,3
1981 3424 700 20,4 1993 1314 298 22,6 18,5 2005 1456 315 21,6 7,6
1982 2857 706 247 1996 1330 347 26 15,9 2006 1170 287 245 7
1985 2714 371 13,6 1997 1355 284 20,9 10,9 2007 1515 303 20 4.6
1986 2285 625 27,3 1998 1505 318 211 12,8 2008 1571 376 23,9 59
1987 3428 506 14,7 1999 854 204 23,8 14,6 2009 1351 317 234 58
1988 2567 410 15,9 2010 1164 295 253 6,6
1989 2154 392 18,1

B.sp. — Blastocystis sp.; L.zb - liczba os6b zbadanych; L(+) - liczba os6b z wynikiem dodatnim
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Tabela Il. Wystepowanie pierwotniakéw jelitowych w badanej grupie pacjentow w latach 1978-2010.

Entamoeba Entamoeba Entamoeba Endolimax  Dientamoeba Jodamoeba  Giardia inte-  Blastocystis
histolytica coli hartmani nana fragilis butschli stinalis sp.
L(+) % L(+) % L(+) % L(+) % L(+) % L(+) % L(+) % L(+) %
| okres
1978 22 0,82 98 3,65 20 0,74 128 477 47 1,75 14 052 111 4,14 nw
1979 19 058 113 3,49 48 148 203 6,27 65 2,01 4 0,12 114 352 nw
1980 22 058 133 3,52 41 1,08 169 448 62 1,64 11 029 112 297 nw
1981 1 032 127 371 51 148 210 6,13 47 1,37 6 0,17 178 519 nw
1982 17 0,59 140 4,9 42 147 159 556 104 3,64 5 0,17 108 3,78 nw
1985 12 0,44 85 3,13 25 092 100 3,68 33 1,21 4 0,14 57 2:1 nw
1986 36 157 126 551 32 14 172 7,52 89 3,89 15 0,65 63 2,75 nw
1987 32 093 104 3,03 64 1,86 117 341 65 1,89 21 0,61 71 2,07 nw
1988 35 1,36 101 3,93 63 245 114 444 65 2,53 4 0,15 51 1,98 nw
1989 15 0,69 93 4,31 56 259 1M1 5,15 62 2,87 6 0,27 59 2,73 nw
Il okres
1990 19 095 125 6,3 39 1,96 99 4,98 99 4,98 3 0,15 41 2,06 nw
1991 8 0,46 88 5,05 11 0,63 72 4,13 71 4,07 3 0,17 41 235 nw
1992 1 0,78 65 4,61 12 0,85 23 1,63 35 2,48 0 0 25 1,77 19 1,34
1993 22 1,67 68 5,17 8 0,6 29 22 43 3,27 3 0,22 22 1,67 55 4,18
1996 6 0,45 67 5,03 1 0,07 45 3,38 56 4,21 2 0,15 19 143 135 10,15
1997 9 0,66 59 4,35 2 0,14 32 2,36 34 2,51 3 0,22 13 096 136 10,0
1998 9 0,6 77 5,12 8 0,53 38 2,52 45 2,99 2 0,13 20 133 126 8,37
1999 6 0,7 41 4,8 1 0,11 22 2,57 35 4,09 6 0,7 18 2,1 79 9,25
11l okres
2001 2 0,21 50 54 0 0 28 3,02 15 1,62 1 0,1 10 1,08 96 10,37
2002 6 0,58 57 5,54 4 0,39 29 2,82 30 2,91 1 0,09 17 1,65 88 8,56
2004 9 0,67 46 3,44 1 0,07 36 2,69 42 3,14 2 0,15 13 097 195 14,06
2005 3 0,2 59 4,05 0 0 36 2,47 21 1,44 2 0,13 13 0,89 205 14,07
2006 4 0,34 48 4.1 0 0 46 3,93 28 2,39 3 0,25 10 085 205 17,52
2007 6 0,39 49 3,23 0 0 48 3,16 25 1,65 2 0,13 19 125 234 154
2008 5 0,31 60 3,82 2 0,12 39 2,48 26 1,65 1 0,06 15 095 284 18,0
2009 7 0,51 62 4,59 0 0 48 3,55 12 0,88 4 0,29 12 0,88 239 17,69
2010 4 0,34 52 4,46 1 0,08 44 3,78 18 1,54 4 0,34 17 146 219 188

L(+) — liczba wynikéw dodatnich; nw - badan nie wykonywano

0,96% do 2,35%). Zarazenia E. histolytica i J. biitschli po-
zostajg na poziomie z poprzedniego okresu tj. ponizej 1%.
W trzecim okresie badan (2001-2010) daje sie zauwazy¢
wyrazng dominacje oraz wzrost zarazen Blastocystis sp.
(od 8,56% do 18,8%). llo$¢ zarazen D. fragilis w poréwna-
niu z poprzednim okresem wyraznie spadta (wahajac sie
w réznych latach od 0,88% do 3,14%), ale mimo to byta
nieznacznie wyzsza od G. intestinalis, ktérej odsetek nie-
znacznie spadt w poréwnaniu z poprzednim okresem (od
0,85% do 1,65%). Zarazenia E. histolytica i J. biitschli
utrzymywaly sie na poziomie ponizej 1%, przy czym liczba
pacjentéw zarazonych E. histolytica byta dwukrotnie mniej-
sza niz w obu poprzednich okresach. Sposréd pierwotnia-
kéw niepatogenicznych najczesciej notowano obecno$c
E. coli - wielko$¢ zarazenia w catym badanym okresie byta
zrownowazona i ksztattowata sie na poziomie od 3,91%
w pierwszym okresie badan, poprzez wzrost do 5,05%

w drugim i spadek do 4,29% w ostatnim 10-leciu. Sredni
poziom zarazenia E. nana byt nieznacznie nizszy od E. coli
i wynosit 5,14% w pierwszym badanym okresie, a nastep-
nie obnizyt sie do ok. 3% w drugim i trzecim okresie badan.
Odsetek zarazen E. hartmani byt najnizszy i wykazywat
statg tendencje spadkowa od $rednio 1,54% w pierwszym
do 0,07% w trzecim okresie badan.

W tabeli Ill zestawiono czesto$¢ zarazen czterema najlicz-
niej wykrywanymi helmintami jelitowymi. Wsréd zbadanych
pacjentow w ciggu 30 lat w kazdym analizowanym okresie
dominowato zarazenie Taenia sp. od $rednio 2,32% w pierw-
szym okresie, poprzez wzrost do 4,27% w drugim i spadek
do 1,47% w trzecim. Na drugim miejscu bylo zarazenie
E. vermicularis od $rednio 1,81% w pierwszym okresie, po-
przez wzrost do 2,41% w drugim i spadek do 0,93% w trze-
cim okresie. Zarazenia T. trichiura i A. lumbricoides w kaz-
dym badanym okresie wynosity srednio mniej niz 1%, przy
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Tabela Ill. Wystepowanie robakéw jelitowych w badanej grupie pacjentéw w latach 1978-2010.

Enterobius vermicularis Ascaris lumbricoides Trichuris trichiura Taenia sp
L(+) % L(+) % L(+) % L(+) %
| okres
1978 78 2,91 1 0,03 45 1,67 0 0
1979 34 1,05 7 0,21 49 1,51 3 0,09
1980 52 1,37 3 0,07 43 1,14 164 4,35
1981 25 0,73 6 0,17 46 1,34 88 2,57
1982 171 5,98 18 0,63 21 0,73 102 3,57
1985 23 0,84 7 0,25 30 14 56 2,06
1986 41 1,79 8 0,35 32 1.4 122 5,33
1987 49 1,42 3 0,08 12 0,35 71 2,07
1988 42 1,63 3 0,11 8 0,31 27 1,05
1989 9 0,41 2 0,09 6 0,27 45 2,08
Il okres
1990 50 2,52 1 0,05 5 0,25 69 3,47
1991 48 2,75 1 0,05 8 0,46 122 7
1992 47 3,33 9 0,63 12 0,85 85 6,03
1993 20 1,52 3 0,22 10 0,76 68 517
1996 40 3 12 0,09 12 0,9 41 3,08
1997 31 2,28 9 0,66 12 0,88 35 2,58
1998 23 1,53 6 0,4 13 0,86 45 2,99
1999 20 2,34 1 0,11 2 0,23 33 3,86
Il okres
2001 22 2,37 2 0,21 2 0,21 33 3,56
2002 1 1,07 4 0,39 4 0,39 30 2,91
2004 18 1,35 2 0,15 0 0 24 1,8
2005 16 1,09 0 0 0 0 25 1,71
2006 8 0,68 0 0 1 0,08 13 1,1
2007 5 0,33 4 0,26 1 0,06 10 0,66
2008 8 0,51 1 0,06 0 0 0,57
2009 7 0,51 1 0,07 0 0 0,44
2010 5 0,43 2 0,17 1 0,08 0,51
2002 22 2,37 2 0,21 2 0,21 33 3,56

L(+) liczba wynikéw dodatnich

czy w pierwszym i drugim wykrywano wiecej T. trichiura.
W ostatnim dziesiecioleciu $redni odsetek zarazen tym paso-
zytem znaczaco zmalat do 0,02% i byt mniejszy od czestosci
zarazen A. lumbricoides - 0,14%. W tabeli nie uwzgledniono
helmintéw, ktére wykrywane byly sporadycznie: Ancylosto-
ma duodenale/Necator americanus — 26, Diphyllobotrium
latum — 8, Hymenolepis nana — 7, Strongyloides stercoralis
— 7, Schistosoma mansoni — 3 i Trichostrongylus sp — 2 przy-
padki w catym badanym okresie.

Ro6znice w poziomie wskaznikow struktury zarazen wszystki-
mi pasozytami wymienionymi w tabeli | i Il w poszczegdlnych
okresach byly statystycznie znamienne.

Dyskusja

Z danych pismiennictwa wynika, ze rutynowe badania ko-
prologiczne w kierunku obecnosci pasozytéw jelitowych pro-
wadzone sa w wielu laboratoriach, zaréwno przyszpitalnych,
stacjach sanitarno-epidemiologicznych, jak i laboratoriach
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prywatnych. Uzyskiwane wyniki czesto réznig si¢ znacznie
w zaleznosci od regionu, badanej populacji (dzieci, dorosli,
po powrocie z tropiku, z dolegliwosciami lub bez), a takze od
stosowanych metod diagnostycznych np. dodatkowo stoso-
wane wyciery w kierunku E. vermicularis powodujg wzrost
wykrywalnosci tego nicienia. W laboratorium IMMIT badane
byty przewaznie osoby doroste, w tym takze powracajace
z réznych stref klimatycznych.

Wigkszo$¢ badan dotyczacych zarazen pasozytami jelito-
wymi ludzi dotyczy krétkich, co najwyzej kilkuletnich okre-
soéw [1, 2-6]. Wyniki podobne do naszych obejmujace 30
letni okres badan przedstawit Grzybek i wsp [7]. Wynika
z nich, ze ilo$¢ zarazen pasozytami jelitowymi spadata
sukcesywnie od $rednio 15,4% w latach 60-tych do 6,7%
w latach 80-tych. Podobnie, spadek zarazen zaobserwowa-
ta Zarédzka [8] poréwnujac wyniki badan z terenu Wroctawia
z lat 60-tych, gdzie odsetek zarazonych ksztattowat sie na
poziomie 11,6% z wiasnymi badaniami prowadzonymi w la-
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tach 80-tych, w ktérych czestos¢ zarazenia wynosita 8,8%.
Dtugoletnie obserwacje dotyczace wystepowania pierwot-
niakéw wsrdd ludnosci Wielkopolski opisuje Kasprzak [9].
W badaniach tych prowadzonych w latach 1963-1986 autor
stwierdzit wyrazny spadek czestosci zarazenia wszystki-
mi pierwotniakami jelitowymi. W badaniach autoréw wida¢
utrzymujacy sie poziom czestosci zarazen pasozytniczych
w ciggu badanych 30 lat, a w ostatnich latach nawet lekka
tendencje wzrostowa. Jednakze w naszym os$rodku od roku
1992 badania rozszerzono o wykrywanie Blastocystis sp.,
czego nie czyni si¢ w wiekszosci laboratoriow. Stad wtasnie
w drugim i trzecim analizowanym okresie widoczna jest lek-
ka tendencja wzrostowa. Jezeli nie uwzgledni sig Blastocy-
stis sp., to widoczny jest wyrazny spadek czestosci zarazen
pasozytniczych: srednio 17,4% w drugim i 7,9% w trzecim
dziesigcioleciu, co jest zgodne z doniesieniami innych pol-
skich autoréw.

Blastocystoza stanowi trudny diagnostycznie i klinicznie pro-
blem niedoceniany nie tylko przez gastroenterologéw, ale
réwniez w gronie parazytologéw klinicznych. Ma to swoje
zrodio w trudnosciach diagnostycznych wynikajacych z réz-
norodnosci form rozwojowych pasozyta i jego nietrwatosci.
Zarazenie tym pierwotniakiem charakteryzuje sie¢ niezwykle
zréznicowanym obrazem klinicznym od bezobjawowych in-
wazji do réznego nasilenia objawéw ogoéinych i zaburzen
przewodu pokarmowego. Wystepowanie wielu genotypow
Blastocystis sp. o réoznym stopniu patogenicznosci dodat-
kowo sprzyja niedoszacowaniu jego znaczenia kliniczne-
go. Niektérzy badacze uwazali do niedawna Blastocystis
za komensala lub organizm oportunistyczny, stad wiele la-
boratoriéw wcigz nie uwzglednia tego pasozyta w swoich
badaniach [10]. Od lat 90-tych XX wieku zaczat przewazac¢
poglad, ze blastocystoza moze by¢ przyczyng szeregu do-
legliwosci zaréwno ze strony przewodu pokarmowego, jak
i pozajelitowych [11, 12, 13]. Od momentu kiedy autorzy za-
czeli diagnozowac i rejestrowac zarazenia Blastocystis sp.
obserwuje sie staty wzrost liczby pacjentéw z tym pierwot-
niakiem, co przedstawiono na ryc. 2.

Podobnie jak Blastocystis sp., czgsto nie uwzglednianym
w badaniach pierwotniakiem jest D. fragilis. Jego znaczenie
w wywotywaniu m.in. zespotu jelita drazliwego znajduje po-
twierdzenie w coraz wigkszej ilosci badan [13, 14]. Czeste
trudnosci w wykryciu D. fragilis w niektérych laboratoriach
moga wynika¢ z faktu wystepowania tego pierwotniaka tyl-
ko w nietrwatej formie trofozoitu i mylenia go na przyktad
z leukocytami. Z tych powodoéw stwierdzany jest w niewiel-
kich ilosciach i w wigekszosci opracowan zostaje zakwa-
lifkowany do wspélnej grupy zarazen innymi petzakami.
W naszych badaniach zarazenie D. fragilis ksztattowato sie
na podobnym poziomie jak zarazenie G. intestinalis i podob-
nie wykazywato tendencje spadkowa. Z dostepnych polskich
doniesien jedynie u Kasprzaka znajdujg si¢ dane dotyczace
tych zarazen i wskazujace na znaczny spadek wystepowa-
nia D. fragilis - od kilkunastu procent na poczatku lat 60-tych
do mniej niz 1% w latach 80-tych [9].
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Rycina 2. Zmiany w czestosci wystepowania najczesciej wykrywa-
nych pasozytéw jelitowych na przestrzeni lat 1978-2010

Jedng z czesciej wystepujacych na $wiecie choréb paso-
zytniczych przewodu pokarmowego jest giardioza. W Pol-
sce rozpowszechnienie zarazenia G. intestinalis jest bar-
dzo zréznicowane, zaleznie od regionu, badanej populaciji,
zastosowanych metod badawczych i ksztattuje sie od war-
tosci ponizej 1% [3, 4] do nawet kilkunastu procent [1, 2].
W naszych badaniach daje sig¢ zauwazy¢ spadek zarazen G.
intestinalis: w pierwszym okresie badan $rednie zarazenie
wynosito 3,12%, w drugim 1,71% i 1,1% w ostatnim dzie-
siecioleciu. Zaobserwowana tendencja spadkowa pozostaje
w zgodzie z wynikami Grzybka [7] i Zarodzkiej [8].

E. histolytica jest chorobotwdrczym petzakiem wywotujgcym
ameboze. Mimo, ze uwazany jest za pierwotniaka o zasie-
gu ogolnoswiatowym, to wiekszos$¢ przypadkéw petzakowi-
cy notuje sie na obszarach tropikalnych i subtropikalnych.
Zarazenia objawowe wywolywane sg inwazjg E. histolytica
sensu stricto, natomiast zarazenia bezobjawowe sg wyni-
kiem inwazji pierwotniakiem E. dispar (E. histolytica sensu
lato — morfologicznie nieodréznialnym od E. histolytica sen-
su stricto). W Polsce zarazenie tym pasozytem jest niskie [2,
3, 6, 7]. Wedtug dostepnych danych waha sie od 0,01% do
0,1% i dotyka gtéwnie oséb wyjezdzajacych do krajow tropi-
kalnych. Uzyskane przez nas wyniki byty wyzsze, cho¢ sred-
nio tez nie przekraczaty 1%. Moze to wynikac z faktu, iz spe-
cyfikq naszego osrodka jest badanie oséb powracajacych
z roznych stref klimatycznych. Niektérzy autorzy wydzielajg
osoby powracajgce z tropiku jako osobng grupe. Wyliczony
w ten sposéb odsetek osob zarazonych E. histolytica osig-
ga wielkosci rzedu nawet kilku procent, jednakze wynika to
z faktu, ze grupy te obejmuja niewiele oséb - od kilkunastu
do maksymalnie kilkudziesieciu w przeciagu roku - to spra-
wia ze wykrycie pasozyta nawet w kilku przypadkach w tak
matej grupie daje wysoki odsetek zarazenia [3, 6]. W na-
szych badaniach do poczatku lat 90-tych stwierdzano od kil-
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kunastu do kilkudziesigciu przypadkéw w roku, a w ostatnim
10-leciu po kilka takich zarazen rocznie. W wielu o$rodkach
sg to catkowicie pojedyncze przypadki [2, 3, 6].

Sposréd pierwotniakéw niechorobotwérczych autorzy naj-
czesciej wykrywali E. coli ze $rednim zarazeniem utrzymuja-
cym sie na ustabilizowanym poziomie w kolejnych badanych
okresach (3,91%, 5,05% i 4,29%). Nastepnym dos$¢ licznie
stwierdzanym pierwotniakiem, na poziomie zblizonym do
E. coli, byta E. nana, ale w tym przypadku zaobserwowa-
no lekka tendencje spadkowq czestosci zarazen. Wyraz-
ny spadek zarazen w kolejnych okresach wida¢ natomiast
w przypadku E. hartmani od $rednio 1,54% w pierwszym
10-leciu do 0,07% w ostatnich latach. Wigkszos¢ auto-
réw nie uwzglednia pierwotniakéw niechorobotwoérczych
w przedstawianych zestawieniach. Sposréd niewielu do-
stepnych prac najczesciej znalez¢ mozna dane dotyczace
obecnosci E. coli. Jedynie w danych przytoczonych przez
Grzybka [7] z lat 70 i 80. czesto$¢ wystepowania E. coli
ma podobnie wysoki poziom jak u autoréw. W pozostatych
pracach [2, 3, 6] ilo$¢ stwierdzanych przypadkéw zarazen
pierwotniakami niepatogenicznymi nie przekracza 1% (wa-
hajac sie od 0 do 0,89%). Najczesciej wykrywanym byt row-
niez E. coli.

W Polsce istotne znaczenie epidemiologiczne majg zara-
zenia Enterobius i Taenia. W naszym laboratorium najcze-
$ciej wykrywano jaja Taenia sp., a w nastepnej kolejnosci E.
vermicularis. Stoi to w sprzecznosci z doniesieniami innych
autoréw, gdzie najwyzsza czesto$¢ zarazenia wystepuje
w przypadku owsicy [1, 2, 3, 6]. Ten stosunkowo duzy odse-
tek zarazen tasiemcem prawdopodobnie wynikat z tego, iz
w naszej placéwce przez wiele lat funkcjonowata dzienna
izba kuracji p/tasiemcowej, stad wiecej pacjentéw kiero-
wanych z podejrzeniem tasiemczycy i wigcej wykry¢ tego
pasozyta. Tak, jak we wszystkich doniesieniach obserwu-
je sie jednak staty spadek czestos$ci zarazen tasiemcami,
a potwierdzeniem obserwowanej tendencji sa dane PZH
z lat 1997-2006, z ktérych niezbicie wynika, ze w Polsce
z roku na rok maleje liczba zgtaszanych oséb zarazonych
tasiemcem nieuzbrojonym od 634 przypadkéw w roku 1997
do 97 w 2006 [15].

Czestos$¢ zarazenia E. vermicularis w Polsce waha sig od
kilku do kilkudziesieciu procent. Najwyzsze wartosci, rzedu
kilkunastu, a nawet kilkudziesieciu procent przedstawiajg
autorzy badan obejmujacych gtéwnie dzieci: Lonc [2] 34,7 %,
Kopczynska [1] 25%, Biadun [16] ponad 40% w latach 80-
tych i 29,8% w latach 90-tych. Odsetek zarazonych doro-
stych réwniez wykazuje duze wahania w zaleznosci od re-
gionu i badanej grupy od ponizej 0,5% do ponad 7% [1, 3, 7,
8]. W naszych obserwacjach widoczny byt spadek czegstosci
zarazenia tym pasozytem od $rednio ponad 2% w latach 80
i 90-tych do zaledwie 0,5% w latach 2006-2010. Podobng
tendencje spadkowa przedstawia Bitkowska [17] w bada-
niach u dzieci: z 18% zarazonych w latach 1992/93 do 12%
w latach 2002/03. Stosunkowo niska czesto$¢ wystepowa-
nia E. vermicularis w badaniach autorow moze by¢ spowo-
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dowana mniejsza liczbg dzieci w badanej populacji.
Zarazenia T. trichuris i A. lumbricoides rzadko byty obser-
wowane wsérod naszych pacjentéw. W obu zwraca uwage
niski stopien zarazen (ponizej 1%) przy czym liczba przy-
padkow askariozy nie zmieniata sie istotnie w poszczegol-
nych latach pierwszej i drugiej dekady badan, kiedy noto-
wano od kilku do kilkunastu przypadkéw w roku, a dopiero
w ostatnim dziesigcioleciu nastapit wyrazny spadek (od 0
do 4 przypadkéw w roku). Liczba przypadkéw trichurio-
zy wykazywata za$ wyrazny spadek w badanym okresie.
W latach 1978-1986 wykrywano 30-40 przypadkéw w cia-
gu roku, nastepnie - do konca lat 90-tych notowano kilka
do kilkunastu przypadkéw rocznie (od 5 do 13), natomiast
w ostatniej dekadzie byly to juz tylko pojedyncze zaraze-
nia lub ich brak. Doniesienia innych autoréw dotyczace
zarazenia T. trichiura sg zbiezne — odsetek wykrywanych
rocznie zarazen nie przekracza 0,2%. Doniesienia na te-
mat askariozy wykazujgq wieksza rozbieznos¢: od 0,03%
[3, 4] do nawet 3% [2], ale wszyscy autorzy sg zgodni co
do statej tendencji spadkowe;j liczby zarazen tym pasozy-
tem. Duza rozbiezno$¢ w ilosci wykrywanych przypadkow
A. lumbricoides moze by¢é spowodowana tym, ze rozpo-
znawanie niezaptodnionych jaj A. lumbricoides jest trudne
i nierzadkie sg btedy diagnostyczne bedace przyczyng
nadwykrywalnosci zarazen tym helmintem.

Podsumowujac przedstawione dane daje sie zauwazyc¢ spa-
dek czestosci wystepowania pasozytow jelitowych wsrod
zgtaszajacych sie na badania. Wyjatek stanowi Blastocystis
sp., w przypadku ktérego ilos¢ diagnozowanych zarazen ma
wyrazng tendencje wzrostowg. Obecnie jest to najczesciej
wykrywany pasozyt.

Ze wzgledu na zmniejszajacq sie liczbe oséb kierowanych
na badania koprologiczne mozna podejrzewaé, ze dane
dotyczace czestosci wystgpowania pasozytéw jelitowych
u ludzi moga by¢ niedoszacowane.

Whioski

1.Czestos¢ zarazenia pasozytami jelitowymi w badanej po-
pulacji wykazuje tendencje spadkowa w obserwowanym
okresie.

2.0becnie najczesciej wykrywanym pasozytem jest Blasto-
cystis sp. Byt to jedyny pasozyt, ktorego czegstos¢ wyste-
powania wykazata tendencje wzrostowa.

3.Z powodu spadku liczby osoéb kierowanych na koprosko-
powe badania parazytologiczne stwierdzana czestos$c
zarazen pasozytami przewodu pokarmowego moze by¢
niedoszacowana.

4.0Obnizajaca sig liczba pacjentéw, u ktérych wykrywane sg
pasozyty jelitowe nie zwalnia lekarzy od poszukiwania pa-
sozytéw jako czynnikéw etiologicznych dolegliwosci ukta-
du pokarmowego.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Blastocystis is a common, enteric protist of humans and animals with a worldwide distribution and unclear
Blastocystis clinical relevance. Nine out of 17 genetically diverse subtypes occur in humans. We analysed the distribution of
Sequence tagged sites (STS) PCR Blastocystis subtypes and the intensity of invasion in relation to the gastrointestinal tract disorders and travels to
S“P[yp‘?g different continents. 122 Blastocystis stool cultures were subtyped via polymerase chain reaction (PCR) with
ggllgsglmlogy seven pairs of subtype-specific, sequence-tagged-site (STS) primers. Five subtypes of Blastocystis were detected:

ST3 (59%), ST2 (19.7%), ST1 (13.1%), ST6 (3.3%), ST7 (3.3%), and two mixed infections with ST1/ST3 (1.6%).
ST1 was detected exclusively in travelers to hot climate zones and ST2 was found more frequently in people
visiting other continents compared to those who never left Poland. We found no correlation between gastro-
intestinal tract disorders, Blastocystis STs, and parasite load. There was no age predisposition to the Blastocystis
infection. We established the distribution of Blastocystis STs among Poles traveling to different continents and
never leaving Poland. Our study sheds more light on the problem of importing Blastocystis infection. It shows that
certain subtypes detected in Europe can be imported due to travel or migration. Collecting data on the travel

history of the surveyed persons is necessary to clarify this matter.

1. Introduction

Blastocystis is a unicellular, anaerobic, eukaryotic protist occurring
in the intestines of humans and a variety of animals, including primates,
mammals, birds, reptiles, amphibians and even insects (Wawrzyniak
et al., 2013; Stensvold and Clark, 2016). Its prevalence in humans
ranges from 2.5% to 56% in developed countries and up to 100% in
developing countries and differs within geographical regions, countries,
and communities (Yoshikawa et al., 2004; Scanlan et al., 2014; El
Safadi et al., 2014; Seyer et al., 2017). This divergence is primarily
explained by the varying levels of sanitation infrastructure and hygiene
habits, as well as by the diversity of the studied populations such as age
group (children/adults), health status (symptomatic/asymptomatic),
residence (village/town) (Yoshikawa et al., 2004; Javanmard et al.,
2018)

Until 2007, the name Blastocystis hominis was used because it was
firmly believed that Blastocystis in humans was a different species than
those occurring in animals. Further genetic diversity studies have led to
the identification of 17 subtypes of Blastocystis and have shown that
some subtypes can occur both in humans and animals (Wawrzyniak
et al.,, 2013). This led to changes in the nomenclature: Blastocystis

hominis was replaced by Blastocystis, followed by a subtype number
(e.g., ST1) (Stensvold et al., 2007). Ten STs (ST1-ST9, ST12) were
identified in humans, but the majority of human infections (90-95%)
are caused by ST1-ST4 (Clark et al., 2013)(Ramirez et al., 2016)(Forsell
et al., 2017).

Subtypes (morphologically indistinguishable) identified in humans
are also found in mammals: pets, livestock, wilds, and birds (except for
ST9 that was detected so far only in people). High similarity or even
identity of DNA sequences of Blastocystis STs from humans and animals
suggest the potential of zoonotic transmission (Thathaisong et al., 2003;
Tanizaki et al., 2005; Fathy, 2011; Wang et al., 2014; Wang et al.,
2018). The most likely way of infection is a faecal-oral route through
contaminated water or food (Leelayoova et al., 2008; Fathy, 2011;
Plutzer and Karanis, 2016).

The pathogenicity of Blastocystis has not been unequivocally proven.
Many researchers have point out a wide range of clinical manifestations
in people with Blastocystis from acute watery diarrhoea through mild
chronic abdominal discomfort (abdominal pain, nausea, bloating, con-
stipation, flatulence), to a total lack of symptoms (Dogruman-Al et al.,
2010). The contribution of Blastocystis in irritable bowel syndrome (IBS)
and irritation bowel disease (IBD) development is also ongoing debate
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(Yakoob et al., 2010; Fouad et al., 2011; Poirier et al., 2012). Extra-
intestinal symptoms such as a headache, chronic fatigue, itching and
skin rash, and even depression have been described as well (Tan, 2008).
The extent and severity of symptoms may be the result of the patho-
genicity of the strain and the immunological status of the infected
person (Clark et al., 2013; Alinaghizade et al., 2017; Seyer et al., 2017).
The opportunistic potential of Blastocystis cannot be ruled out because it
is frequently found in immunocompromised patients (cancer patients or
HIV positive individuals) (Tan et al., 2009; Poirier et al., 2011).

Molecular epidemiology studies of Blastocystis infections have been
conducted in many regions of the world, showing geographic variation
in the prevalence and distribution of STs as well as conflicting data on
the association of particular STs with clinical symptoms (Clark et al.,
2013). In Poland, knowledge about the distribution of Blastocystis STs is
very scarce. To date, there are only a few reports describing small
groups of Blastocystis-positive subjects (Wesolowska et al., 2016;
Lepczynska et al., 2016; Salamatin et al., 2016; Kaczmarek et al., 2017).

In this study, we aimed to investigate the distribution of Blastocystis
STs among Polish citizens in relation to symptoms of the gastro-
intestinal tract (GIT) and history of travels to the warm zone. We hope
it will help to enrich knowledge about the geographical distribution,
transmission and the potential correlation between Blastocystis STs and
disease.

2. Material and methods

A total of 122 Blastocystis positive stool samples collected from
patients of the Tropical Medicine and Epidemiology Department (TM&
ED) of the Medical University in Gdaiisk in 2012-2013 were analysed.
The study group consisted of people after returning from the tropics
(n = 92), and people who had never left Poland (n = 30) independently
of clinical symptoms. All samples were obtained during routine mi-
croscopic stool examination for ova and cysts (saline and iodine wet
mounts, Kato-Katz and formol-ethyl-acetate-concentration methods)
performed three times at a one — two-day interval. In the microscopic
assessment of the intensity of Blastocystis invasion (using a 40 X ob-
jective), four levels of parasite load (according to system developed in
the TM&ED) were used: I - very low: single cells in a whole preparation;
1I - low: single cells in almost every field of vision; III - medium: 5-10
cells in every field of vision; IV — high: > 10 cells in every field of vi-
sion. The parasite load varied in individual patients in subsequent stool
examinations. To assess accurately the potential association between
the intensity of invasion and the occurrence of clinical symptoms, the
sample with the highest level of parasite for each patient were used for
examination. A standardized questionnaire was designed to collect in-
formation about each participating subject including sex, age, history of
travels and presence of digestive disorders.

Stool samples were cultured in Jones' medium (Jones, 1946) sup-
plemented with 10% cattle serum (Sigma-Aldrich Biomed, Poland) at
37 °C. After 48, each culture was screened for the presence of Blas-
tocystis cells with a light microscope using a 40 X objective and then
centrifuged at 500 x g for 5 min. The pellet was washed two times with
0.9% saline. The supernatant was discarded, and the pellet was frozen
at —20 °C. DNA was extracted from the pellet using the Genomic Mini
Kit (A&A Biotechnology, Gdynia, Poland) according to the manufac-
turer's instruction. Subtyping was performed by polymerase chain re-
action (PCR) with seven pairs of subtype-specific sequence-tagged-site
(STS) primers (SB83, SB155, SB227, SB332, SB340, SB336, and SB337)
described by Yoshikawa et al. (2004). The nomenclature of the subtypes
used in this report is according to the consensus terminology for Blas-
tocystis STs described by Stensvold et al. (2007) (Table 1). DNA am-
plification was carried out in 50 pl reaction mixtures consisting of 5 pl
of PCR buffer (10X concentration), 5ul of dNTP mixture (the con-
centration of each dNTP was 2.5mM), 1yl of each primer (a con-
centration 10 pM each), 1 U of RUN polymerase (A&A Biotechnology,
Poland), 2 pl of genomic DNA, and 35yl of distilled water. The PCR

Infection, Genetics and Evolution 75 (2019) 103926

Table 1
Primers used in our study.”

Subtypes STS primer Sequences of forward (F) and reverse (R) primers
names sets (5" to 3)
ST1 SB83 F - GAAGGACTCTCTGACGATGA
R - GTCCAAATGAAAGGCAGC
ST2 SB340 F - TGTTCTTGTGTCTTCTCAGCTC
R - TTCTTTCACACTCCCGTCAT
ST3 SB 227 F - TAGGATTTGGTGTTTGGAGA
R - TTAGAAGTGAAGGAGATGGAAG
ST4 SB 337 F - GTCTTTCCCTGTCTATTCTGCA
R - AATTCGGTCTGCTTCTTCTG
STS SB336 F - GTGGGTAGAGGAAGGAAAACA
R - AGAACAAGTCGATGAAGTGAGAT
ST6 SB 332 F - GCATCCAGACTACTATCAACATT
R - CCATTTTCAGACAACCACTTA
ST7 SB 155 F - ATCAGCCTACAATCTCCTC

R - ATCGCCACTTCTCCAAT

? According to consensus nomenclature by Stensvold et al. (2007) which is
different from that in the original primer description by Yoshikawa et al.
(2004).

conditions were all the same for all primer sets and consisted of the
following steps: initial activation for 3 min at 94 °C; 30 cycles of dena-
turation for 30s at 94 °C, annealing 30 s at 59 °C, elongation 1 min at
72°C, followed by a final elongation step for 5min at 72°C and a hold
step at 4 °C in a thermal cycler (Mastercycler, Eppendorf, Germany).
The PCR products and molecular marker (100 base-pair ladder, Fer-
mentas, USA) were electrophoresed on a 1.5% agarose gel (Sigma, St.
Louis, Missouri) at 150V for 40 min with Tris-borate-EDTA buffer.
Bands were visualized by ethidium bromide using an ultraviolet gel
documentation system GelDoc-It.

Statistical analysis and mathematical modelling were performed
using the R programme (R Core Team, 2015). The procedures and
functions for creation frequency and contingency tables, a graphical
representation of the results, and independence tests have been taken
from the “vcdExtra” package of this software. In all analyses, a sig-
nificance level < 0.05 was regarded as statistically significant. The
Fisher's Exact Test for count data for “n” given in Tables 2-6 was used
to check the independence of the considered characteristics. The Wil-
coxon rank sum test (for two groups) and Kruskal-Wallis test (for more
groups) were used to examine the intensity of invasion with respect to
disorders, traveling and non-leaving Poland, and Blastocystis STs, the
length of stay abroad as well as the age of individuals.

All procedures performed in this study were in accordance with the
ethical standards of the institutional research committee and with the
1964 Declaration of Helsinki, and its later amendments or comparable

Table 2
The occurrence of Blastocystis STs depending on sex, and travels outside the
borders of Poland.

Blastocystis STs p-value®
ST1 ST2 ST3 ST6 ST7 ST1/ST3 Total
Female n 3 5 20 2 2 2 34 0.134
%r 88 147 588 59 59 59 100
Male n 13 19 52 2 2 0 88
%r 148 216 59.1 23 23 0 100
Not-leaving n 0 3 21 3 3 0 30 0.0008
Poland %r 0 100 70 10 10 0 100
Travelers n 16 21 51 1 1 2 92
%r 17.4 228 554 11 11 22 100
Total n 16 24 72 4 4 2 122
%r 131 197 59 33 33 16 100

n - number of elements in subgroups, %r - percentage of the number relative to
the sum of counts for the given row.
 Fisher's exact test.
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Table 3
The occurrence of Blastocystis STs in travelers depending on the length of stay abroad.
Blastocystis STs p-value®
ST1 ST2 ST3 ST6 ST7 ST1/ST3 Total
Stay abroad Long n 13 14 39 0 1 2 69 0.4732
%r 18.8 20.3 56.5 0 1.4 29 100
Travelers Short n 3 7 12 i 0 0 23
Y%r 13 30.4 52.2 4.3 0 0 100
Total n 16 21 51 1 1 2 92
Y%r 17.4 228 55.4 1.1 1.1 2.2 100
n - number of elements in subgroups, %r - percentage of the number relative to the sum of counts for the given row.
@ Fisher's exact test.
Table 4 Table 6
Blastocystis STs detected in individuals after returning from different continents. The occurrence of Blastocystis STs depending on the age.
Continent Blastocystis STs p-value® Age groups Blastocystis STs p-value®
ST1 ST2 ST3 ST6 ST7 ST1/ST3 Total ST1 ST2 ST3 ST6 ST7 ST1/ST3 Total
Asia” n 9 14 31 0 1 1 56 0.8642 <20-30> n 9 7 19 0 1 1 37 0.5671
%r 16.1 25 55.4 0 1.8 18 100 %r 243 189 514 0 27 27 100
Africa n 6 4 14 1 0 1 26 <31-40> n 2 7 20 1 2 0 32
%r 231 154 538 38 0 38 100 %r 6.25 21.88 62.5 3.13 6.25 0 100
South America n 0 2 3 0 0 0 S <41-50> n 3 3 14 0 0 0 20
%r 0 40 60 0 0 0 100 %r 15 15 70 0 0 0 100
All above n 1 1 3 0 0 0 5 > 51 n 2 7 19 3 1 1 33
continents ~ %r 20 20 60 0 0 0 100 %r 6.1 212 576 9.1 3 3 100
Total n 16 21 51 1 il 2 92 Total n 16 24 72 4 4 2 122
%r 17.4 228 554 11 11 22 100 %r 131 19.7 59 33 33 1.6 100

n - number of elements in subgroups, %r - percentage of the number relative to
the sum of counts for the given row.

@ Fisher's exact test.

b Stays in south-eastern Asia, mainly India.

Table 5
The occurrence of Blastocystis STs depending on presence or absence of dis-
orders.

Blastocystis STs p-value®
ST1 ST2 ST3 ST6  ST7  Total
Symptomatic™* n 8 9 23 1 2 43 0.6549
%r 18.6 209 535 23 4.7 100
Asymptomatic®  n 8 11 46 3 2 70
Y%or 11.4 15.7 65.7 4.3 29 100
Total n 16 20 69 4 4 113
%r 142 17.7 611 3.5 3.5 100

n - number of elements in subgroups, %r - percentage of the number relative to
the sum of counts for the given row.

? Fisher's exact test.

" Not included seven individuals with symptoms of GIT who apart from
Blastocystis had other parasitic protozoa (including one with E. histolytica sensu
lato).

© Not included one individual with mixed infection.

ethical standards. This study had the approval of the Independent
Bioethics Commission for research at the Medical University of Gdansk.
All participants provided written consent.

3. Results

The study group (n = 122) included 34 female and 88 male sub-
jects; 30 had never left Poland, and 92 had had an experience of tra-
veling to various zones with hot climates, with 23 and 69 having < 1
month’ (tourists) and > 5months' (occupational activity) stay time
(respectively). 71 were asymptomatic, and 51 complained of a variety
of symptoms mainly of the GIT. Gastrointestinal protozoa were detected

n - number of elements in subgroups, %r - percentage of the number relative to
the sum of counts for the given row.
@ Fisher's exact test.

microscopically in 24 individuals: 15 of them had pathogenic species
(Dientamoeba fragilis, Giardia intestinalis), while eight had non-
pathogenic ones (Ei ba coli, Endolimax nana). E ba histolytica
/dispar /moshkovski (microscopically indistinguishable) was found in
one person. Seven individuals with symptoms of the GIT who had
parasitic protozoa (including one with suspicion of pathogenic E. his-
tolytica) were not included in the clinical assessment. Similarly, to avoid
possible disturbance of mixed Blastocystis STs, two patients co-infected
with ST1 and ST3 were excluded from the clinical assessment. Thus, the
clinical evaluation was based on 113 subjects (70 symptomatic, 43
asymptomatic). The patients were divided into age groups: 20-30,
31-40, 41-50 and over 50 years old. The mean age of participants was
40 years (the age range was 20 to 80 years).

Screening of the 122 Blastocystis-positive stool cultures with the
seven pairs of STS primers revealed five STs: ST1, ST2, ST3, ST6, ST7.
ST3 was the most abundant (n = 72, 59.0%) followed by ST2 (n = 24,
19.7%) and ST1 (n = 16, 13.1%). ST6 and ST7 were identified in 4
patients (3.3%) each. Two patients revealed mixed infections with ST1/
ST3 (1.6%) (Fig. 1). The occurrence of particular STs depending on sex
and travel outside the borders of Poland was summarized in Table 2. A
statistically significant difference was found only in the occurrence of
ST1 between the group of travelers and people not leaving Poland
(p = .0008). No association was found between the length of stay
abroad and Blastocystis STs detected in travelers (p-value = .4732)
(Table 3). Table 4 shows the Blastocystis STs detected in individuals
after returning from different continents. There was no association (p-
value = .6549) between Blastocystis STs and the presence or absence of
disorders (Table 5).

No statistically significant differences were found between the in-
tensity of Blastocystis invasion and symptoms (p-value = .3205), travels
(p-value = .4121), the length of stay abroad (p-value = 1), Blastocystis
STs (p-value = .1384), and the age of participants (p-value = .6136)
(Supplementary Figs. 1-5). Similarly, no significant differences were
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Fig. 1. Blastocystis STs distribution in the surveyed group.

found between the age of the patients and Blastocystis STs (p-
value = .5671) (Table 6).

4. Discussion

Numerous reports from different world regions show that
Blastocystis is one of the most frequently reported parasite in human
intestines (Stensvold and Clark, 2016). This is in line with the ob-
servations being conducted in our department since 1992, which have
shown that Blastocystis is the most commonly observed parasite in the
stool samples of our patients. The number of patients with Blastocystis
has increased 14-fold during that time — from 1.34% to 18.8% — while
the incidence of other reported gastrointestinal parasites such as En-
tamoeba histolytica/dispar, Giardia intestinalis, Dientamoeba fragilis, As-
caris lumbricoides, Enterobius vermicularis, Trichuris trichiura and Taenia
sp. has shown a marked downward trend (Kowalewska et al., 2013). Up
to now reports on the distribution of Blastocystis STs in Poland have
been scarce. ST1, ST2, ST3, ST4, ST6, ST7 were reported in small
groups of subjects (from 6 to 31) (Lepczyniska et al., 2016; Satamatin
et al., 2016; Kaczmarek et al., 2017). ST3 was the most numerous in all
these reports, followed by ST1, and rarely ST6 and ST7. Wesolowska
et al. (2016) identified only ST3.

4.1. STs distribution in travelers and non-travelers

In our study, five Blastocystis STs were identified: ST3, followed by
ST2 and ST1. The least numerous were ST6 and ST7 (Fig. 1) which is in
line with the worldwide STs distribution (Alfellani et al., 2013). ST3
was predominant in both groups: travelers and those who never left
Poland. This subtype is probably of human origin and its predominance
in humans was explained by large-scale human-to-human transmission
(Tan, 2008; Kaneda et al., 2001; Souppart et al., 2010). Our study has
shown that ST2 in travelers was over twice as likely as in people never
leaving Poland, but the difference was not statistically significant
(Table 2). ST2 prevailed in individuals returning from South America
and Asia, and the lowest number was found in those returning from
Africa (Table 4). A literature review on the prevalence of ST2 shows
that the distribution of this subtype in different continents is very di-
verse. Usually it occurs less often than ST3 and ST1, but in many reports
it was not detected (Alfellani et al., 2013; Piubelli et al., 2019). On the
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other hand, in some countries of South America it was as frequent as
ST3 (Ramirez et al., 2016). Therefore, the question of ST2 import re-
quires further investigation. It is intriguing in our study that ST1 was
only found in travelers (17.4%) after returning from Africa and Asia,
suggesting a possibility of ST1 being imported to Poland from these
continents. However, we cannot draw a definitive conclusion, for the
participants were not examined before their stay in the tropics. Simi-
larly, Bart et al. (2013) observed a more frequent occurrence of ST1 in
patients of the Tropical Disease Department than other clinical de-
partments of the Academic Medical Centre in Amsterdam. The report of
Alfellani et al. (2013), who gathered data about subtype distribution all
over the world, shows that ST1 generally is less frequent in Europe than
in other continents, although in single reports from Germany, Greece
and Denmark it was second in terms of frequency. However, the
shortcoming of majority of reports from Europe is the lack of data on
the travel history of Blastocystis-positive individuals, which does not
allow to conclude on the geographical origin of ST1 in Europe. The only
report containing data on the pre-and post-travel occurrence of Blas-
tocystis shows that Blastocystis carriage in travelers is highly dynamic
(van Hattem et al., 2018). In this study ST1 was the most frequently
acquired subtype after travel to Africa but it also occurred in many
patients before travel, however there is no information whether the
travel was the first or subsequent of a given traveler. ST6 and ST7 are
rarely met in humans, slightly more in Asia than Europe (Alfellani et al.,
2013; Forsell et al., 2012). They are considered to be of bird origin
(Stensvold and Clark, 2016; Alfellani et al., 2013; Ramirez et al., 2014;
Cian et al., 2017) but they were also detected in Bovidae, less frequently
in carnivores, and ST7 in non-human primates (Cian et al., 2017).
Therefore, to explain whether human infections caused by ST6 and ST7
are the result of zoonotic transmission, more research is needed com-
paring ST6 and ST7 obtained from humans and animals. The lack of ST5
in the present study was not a surprise since ST5 has mostly been re-
ported in livestock. In humans all over the world, ST5 is detected
sporadically, mainly in Asia in people living near farms (Yan et al.,
2007). The low transmission of ST5 from animals to humans in frequent
and close contact with each other may suggest high host-specificity for
ST5 and it needs further research. We were most surprised by the ab-
sence of ST4 in the surveyed group, since ST4 has been reported in all
European countries where such studies have been conducted. In single
reports from Denmark, France, and Spain, it was the most numerous
while outside of Europe ST4 is rarely detected (Alfellani et al., 2013). In
the abovementioned Polish studies on Blastocystis STs, ST4 was identi-
fied only in one of four reports in small percentage of samples
(Lepczynska et al., 2016).

To sum up, the STs distribution in our surveyed group was more like
the STs from outside Europe than those from Europe, suggesting that
Blastocystis infection was probably acquired during the stay out of
Poland The STs distribution was not affected by the length of stay
abroad (Table 3).

4.2. Blastocystis STs and clinical symptoms

To date, the pathogenicity of Blastocystis and blastocystosis related
to STs still remains unclear. There are as many reports showing the
connection between Blastocystis STs and the occurrence of disorders, as
well as those denying these findings. In our study, there were no dif-
ferences in STs distribution in patients with and without disorders.
(Table 5). Similar results were found by Yoshikawa et al. (2004),
Alinaghizade et al. (2017), Seyer et al. (2017), Souppart et al. (2009),
Souppart et al. (2010), Ozyurt et al. (2008), Motazedian et al. (2008).
On the other hand Kaneda et al. (2001), Yan et al. (2006) and Hussein
et al. (2008) reported the occurrence of symptoms in individuals co-
lonized by ST1, and Abdel-Hameed and Hassanin (2011), Hameed et al.
(2011) and Mohamed et al. (2017) in those colonized by ST3. Kaneda
et al. (2001) in turn suggested a relation of ST2 and ST4 with disorders
of the GIT. The ST4 association with bowel disorders and diarrhoea was
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also noted by Dominguez-Marquez et al. (2009) and Stensvold et al.
(2011). The latter believes ST4 as the only subtype associated with the
occurrence of diarrhoea and IBS.

Seeking the causes of differential clinical symptoms or their absence
in infected patients, the development of disorders depending on the
parasite load has been suggested. Fathy (2011), Tan (2008) and EL-
Marhoumy et al. (2015) noticed a positive correlation between the in-
tensity of invasion and the clinical presentation, accepting the intensity
of above 5 organisms per field of vision as a pathogenic criterion. On
the other hand Poirier et al. (2011) Ozyurt et al. (2008), and Doyle et al.
(1990) did not find such a correlation between them. Statistical analysis
of our data did not show any significant differences between the
parasite load and the presence of disorders, history of travels, the length
of stay abroad or Blastocystis STs (Supplementary Figs. 1-4). The issue
of the potential relationship between the above factors requires further
research.

We did not find an age predisposition for the Blastocystis infection.
The average age of our patients was 40 years (ranged 20-80 years) in
both (symptomatic and asymptomatic) groups. The same conclusion
was drawn by Scanlan et al. (2014) in analysing asymptomatic carriers,
and by Yakoob et al. (2010) in analysing patients with Blastocystis and
IBS. In contrast, Doyle et al. (1990) observed the highest infection rate
in patients who were 33-34 years old. Children seem to be less infected;
however, the highest presence of Blastocystis ever observed worldwide
(100%) was in a group of 93 children in the Senegal River Basin (El
Safadi et al., 2014). In our study the intensity of invasion and infection
with particular STs did not depend on the age of patients (Supple-
mentary Fig. 5).

Some researchers tried to connect the occurrence of symptoms in
Blastocystis infected individuals with the morphological form of the
parasite. Tan (2008), Tan and Suresh (2006), Katsarou-Katsari et al.
(2008) and Vassalos et al. (2010) noted that amoeboid form occurred
only in people with symptoms, thus this form may be responsible for the
development of disorders. In the microscopic examination of our pa-
tients' samples both with and without symptoms, we observed only
vacuolar forms. Therefore, we cannot support the above hypothesis.

5. Conclusion

We established the distribution of Blastocystis STs among Poles
traveling to different continents and never leaving Poland. Five
Blastocystis STs were identified, with a predominance of ST3 in both
groups. ST1 was identified only in the group of travelers to hot climate
zones, and ST2 occurred twice as often in this group than in non-tra-
velers. Our results showed norassociation between particular STsrand
clini oms. The crucial value of our research is the observation
that certain Blastocysus STs (here ST2, and especially ST1) might have
been acquired during stays outside of Europe which sheds more light on
the issue of Blastocystis infection import. These data may be the first
step to decipher and explain the origin of Blastocystis STs in Europe,
and show that transmission of the parasite requires further research
especially in the context of the increasing number of people traveling to
hot climate zones. Accurate data on the travel history as well as pre-
and post-travel Blastocystis carriage of the persons surveyed are ne-
cessary for clarification of which STs detected in Europe are indigenous
and which ones could be imported due to travel or migration.
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Abstract: Blastocystis is an enteric microorganism commonly found in humans and animals worldwide.
Its pathogenic role in humans and transmission patterns has not been fully explained. However, nine
subtypes (ST1-8, ST12) are considered as potentially zoonotic. Studies from various regions of the world
show that pigs are mainly infected with ST5. Although pigs are important farmed animals in Poland,
the question of Blastocystis infection in these animals has not yet been investigated. Herein, 149 pig stool
samples from 10 Polish pig farms were analyzed using sequence-tagged-site PCR and barcode region
sequencing. The percentage of samples in which Blastocystis was identified using each method separately
was similar: 38.25% and 37.58%, respectively. However, the percentage of positive results obtained by
combining both methods was 46.97%, which means that, depending on the method used, the number of
undetected samples varied between 8.72% and 9.39%. This shows the methodological limitations of
up-to-date molecular approaches commonly used in Blastocystis research. A moderate infection rate
(44.4-50%) observed in different pig age groups with a vital predominance of ST5 (94.28%) in every age
group shows that pigs are a likely natural host of ST5. A small percentage of mixed infections, namely
ST5/ST1 (5.26%), ST5/ST3 (1.75%), and ST3/ST1 (1.75%), was observed only in animals of older age,
suggesting that ST3 and ST1 can be acquired by pigs during contact with humans. This study provides
the first data on the prevalence and Blastocystis subtypes (STs) distribution in pigs in Poland. The results
also highlight the need for the development of new methods capable of detecting highly genetically
diverse Blastocystis isolates and mixed infections.

Keywords: Blastocystis; pigs; Poland; molecular methods; epidemiology

1. Introduction

Blastocystis is a common enteric eukaryotic microorganism distributed worldwide, colonizing
probably more than one billion people and a wide variety of mammals (wild, farm, and companion
animals) as well as birds and insects [1-3]. Blastocystis pathogenicity and importance to public health
is controversial since the organism is found in both asymptomatic and symptomatic individuals [4].
In the latter group, Blastocystis has been linked to gastrointestinal disorders (such as nausea, abdominal
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pain, diarrhoea, constipation, flatulence) as well a contribution to the development of irritable bowel
syndrome (IBS) and irritation bowel disease (IBD), or rarely to skin reactions (urticaria, pruritus) [5-7].
Blastocystis exhibits extensive genetic diversity within the small subunit of ribosomal RNA (SSU rDNA)
gene [8]. Studies on the sequence similarity within the SSU rDNA led to the identification of at least
17 microscopically indistinguishable subtypes named ST1-ST17 [9]. Nine of them (ST1-ST8, ST12) are
found in both humans and animals [1,10], hence the suspicion that these subtypes may have zoonotic
potential. However, neither the contribution of the animal reservoir to human infection nor the way of
transmission has been fully clarified [11]. Contact with animals, their faeces, or water contaminated
with cysts probably promote transmission, which presumably takes place via the faecal-oral route [12].
These pathways of infection have been confirmed by a higher frequency of Blastocystis infection in
animal handlers [13,14] as well as by numerous reports showing that humans and animals remaining in
close contact with each other were hosts of the same Blastocystis STs [15-19]. Identification of Blastocystis
in pig manure slurry [20], sewage [21], and untreated drinking water [22,23] also indicate the possibility
of being infected this way. Pigs, among many animal hosts, are often colonized by Blastocystis (from
7.5% to 100% in different world regions), and the most common subtype found in pigs is ST5 (for review
see [24]). In some locations in Asia, this subtype (generally rare in humans) has been detected in people
who had contact with pigs, suggesting a possible pattern of zoonosis [15,25-27]. In Poland, which is the
fifth-largest producer of pork in Europe (with a pig population over 11 million heads) [28], Blastocystis
is the most frequently detected eukaryotic organism in human stool samples [29]. Six Blastocystis
subtypes (ST1-5T4, ST6, and ST7) have been reported in Poles by various authors [30-33] whereas
large-scale animal testing has not been yet carried out.

Blastocystis is a highly polymorphic organism. At least4 morphological forms differing in appearance
and body size range were described [12,34]. Due to this, as well as a delicate, easily destructive structure,
the detection of Blastocystis in routine microscopic stool smears is difficult and often unreliable since
Blastocystis cells are easily overlooked or confused with other microorganisms present in faeces. The use
of molecular methods significantly improved the sensitivity and specificity of Blastocystis detection in
stool samples [14,17,35]. Of the several PCR-based methods, two techniques are most commonly used by
Blastocystis researchers. The first involves the use of primers complementary to sequence-tagged-sites
(STS), i.e., short, easy-to-recognize single DNA sequences specific for individual Blastocystis subtypes [36].
The vital drawback of the “STS method” is the necessity of performing separate PCR reactions with all
available STS primer pairs for each sample and the ability to detect only seven Blastocystis subtypes, but its
advantage is the ability for detecting mixed infections. The second is based on the amplification of a
gene fragment encoding the 18S rRNA subunit (known as the barcode region), followed by sequencing
of the resulting DNA amplification product [37]. In the “barcode method”, it is sufficient to perform
only one amplification reaction for each sample, then the PCR product is sequenced and the subtype of
Blastocystis can be further identified using programs available online (e.g., http://publmst.org/blastocystis/).
This method allows detection of all the 17 so far identified Blastocystis subtypes as well as potentially
novel ones, but it fails in case of mixed infections.

The study aimed to obtain the first data on the prevalence and subtypes of Blastocystis in pigs in
Poland to better understand the host specificity and epidemiology of Blastocystis infection. In order not
to miss any Blastocystis subtype (particularly in mixed infections), we used both the above-mentioned
PCR methods in our study.

2. Results

After testing 149 pig stool samples for Blastocystis using two PCR research methods, the results
obtained by each method were not completely consistent. Blastocystis DNA was detected in 57 samples
(38.25%) tested with STS primers and 56 (37.58%) samples tested with barcode region analysis.
In 43 samples (28.85%), Blastocystis was detected consistently with both methods used, whereas in
14 samples (9.39%), Blastocystis was found using only STS PCR, and in 13 (8.72%) using only “barcode
method”. After adding up the results obtained with one or both of these methods, the actual number
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of Blastocystis-positive samples was 70 (46.97%). There were no statistical differences neither between
the results obtained by two methods used in our study nor between each of these methods and the
results obtained by the combination of both (p > 0.05). In 79 samples (53.02%), Blastocystis was not
detected with any method (Figure 1).

n = 149 stool samples

/ Barcode method \

positive samples
n =56 (37.58%)

AN
N
n=43 n=13 n=79
28.85 % 8.72% 53.02%
~
STS PCR .Y
positive samples negative samples
W n =57 (38.25%) Y by both methods
Y

positive samples n = 70 (46.97%)
combining both methods

Figure 1. Comparison of Blastocystis detection results by STS PCR and barcode sequencing analysis.

2.1. Results of STS PCR

Among all Blastocystis positive samples detected with STS PCR, 51 out of 57 samples (89.47%)
represented ST5 and one in 57 (1.75%) with ST1. Five mixed infections were also detected: ST5/ST1
(three in 57, 5.26%), ST5/ST3 (one in 57, 1.75%), ST3/ST1 (one in 57, 1.75%). Summarizing the above,
ST5 was found in 55 out of 57 (96.49%), ST1 in five out of 57 (8.77%), and ST3 in two out of 57 (3.51%)
of samples (the sum of the percentages does not add up to 100% because of mixed infections) (Table 1).

Table 1. Results obtained with STS PCR and barcode sequence analysis.

Barcode Sequence Analysis

iy ;fzsiz‘gples Product of Barcode PCR Identification Based on Nucleotide (Possiziel) S I: 57)
(Positive n = 66) Sequence (Positive n = 56 **)

37 + ST5 ST5

1 + ST1 ST1

3 + ST5 ST5/ST1
1 + ST5 ST5/ST3
1 + ST1 ST3/ST1
11 + ST5 -

2 + ST-In *** -

3 + fungus ST5

3 + unreadable ST5

8 - - ST5
1% + fungus =

3* + unreadable -

75 - - -

* were included in Blastocystis negative giving the total number of 79 negative samples. ** nucleotide sequence
corresponding to Blastocystis. *** subtype indeterminate.
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2.2. Results of Barcode Region Analysis

Out of 66 samples that gave the product using barcode PCR, in 56 of them, obtained sequences
corresponded to Blastocystis. Analysis of barcode region PCR products revealed ST5 in 52 out of
56 samples (92.85%) and ST1 in two of 56 samples (3.57%). The DNA sequences of these samples
showed mostly high similarity (97-100%) to Blastocystis sequences deposited in GenBank. Sequences of
the remaining two out of 56 samples (3.57%) (which gave no product with STS primers) had 87% and
76% similarity with Blastocystis sequences but not with a specific subtype. The sequence query facility
recognized ST17 as the closest match to these sequences. However, due to low-quality of the DNA
products the allocation remains highly uncertain. Hence, we classified these samples as Blastocystis
ST indeterminate. In four cases the obtained sequences instead to Blastocystis corresponded to fungi
of the genus Galactomyces, Picchia, and Yarrowia, while in six cases, the sequences were unreadable
due to sequences overlapping and numerous gaps in the alignment. In all samples in which mixed
infection was detected by STS primers, direct sequencing of the barcode region allowed to identify only
one subtype: ST1 in a mixed sample of ST1/ST3, and ST5 in samples containing ST5/ST1 and ST5/ST3.
In the case of 27 samples, the methods used gave inconsistent results. Details are presented in Table 1
and Figure 1.

In summary, analysis of the results of all 70 positive samples obtained with one of the two methods
described above, or the combination of both, showed ST5 in 94.28% (66/70) of Blastocystis positive
samples, ST1 in 7.14% (5/70), and ST3 in 2.85% (2/70). In two of 70 samples (2.85%), subtypes could not
be identified.

2.3. Prevalence of Blastocystis and Subtypes Distribution within Pig Age Groups

The overall prevalence of Blastocystis for all analyzed animals (n = 149) was 46.97% (95CL:
38.7-55.5%). Blastocystis colonized pigs from all age groups however, there was no significant difference
in the prevalence between age groups (F3 145 = 0.57, p = 0.98). The percentage of infected animals was
as follows: 50% in piglets aged <4 weeks, 44.4% in 1-3-month-old weaners, 46.3% in 3-9-month-old
porkers, and 46.7% in >12-month-old sows (Figure 2).

Prevalence (%) +/- 95%CL
'S
o
8
1
—_

Piglets Weaners Porkers Sows

Age group

Figure 2. Prevalence of Blastocystis within pig age groups.
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ST5 was predominant in all age groups of pigs, with ST1 and mixed infections only found in
isolated cases (Table 2).

Table 2. Blastocystis subtypes distribution within pig age groups.

Age Group No. of Examined/Infected Pigs Blastocystis ST (n)
Piglets
<4 weeks 32/16 ST5 (16)
Weaners
1-3 months 18/8 ST5 (7), ST5/ST3 (1)
Porkers .
3-9 months 54/25 ST5 (21), ST1 (1), ST5/ST1 (2), ST-In * (1)
Sows .
>12 months 45/21 ST5 (18), ST5/ST1 (1), ST3/ST1 (1), ST-In * (1)

* subtype indeterminate.

3. Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study providing information about Blastocystis
prevalence and subtypes in pigs in Poland. Blastocystis has been reported as a common gut eukaryote
in domestic pigs in several geographical regions of the world with the prevalence ranging from 7.5% to
100% [24].

In our study, the prevalence of Blastocystis in pigs was 46.97% which is similar to that obtained
(also by PCR methods) in Spain (44.5%), Japan (44.1%), and Cambodia (45.2%), but lower than in most
reports from Asian countries where infection rate often exceeds 70%, and in some of these countries
it can even reach 100% [11,24-26,38,39]. These differences may be affected by the age of animals
tested, the season of sampling for testing, the manner of animal keeping or environmental or sanitary
conditions [25,39]. In comparison to abundant data from Asia on the prevalence of Blastocystis in pigs,
data from European countries are scarce and highly diverse. In contrast to the mentioned study from
Spain showing 44.5% of Blastocystis carriage in pigs, Alfelani et al. [11] reported 28.5% of infected pigs
in the UK while Suli et al. [40] reported 81.2% in Serbia. These varied results do not allow a conclusion
about the real Blastocystis prevalence in pigs in Europe and indicate the need for further research in
this field.

Some authors noted the age of animals as a factor that could affect their susceptibility to Blastocystis
infection. Pakandl et al. [41] noticed for the first time that colonization of Blastocystis had already
begun in three-day-old piglets, reaching 90% in one-week-old piglets, and persisted at slightly varying
levels (84-93%) for the rest of the animals’ life. The highest prevalence of Blastocystis in the youngest
animals was observed by Navarro et al. [39] who explained this by the fact that very young animals
without prior contact with Blastocystis are more susceptible to infection since they lack their sufficient
immune response. On the contrary, the lowest prevalence observed in the youngest group of pigs was
explained by effective immune protection due to the presence of maternal antibodies [42]. In our study,
there was no significant difference between the age groups. The assessment of Blastocystis prevalence
in pig age groups based on results obtained by different authors is not fully possible since age groups
are defined differently in different studies.

To date, Blastocystis ST1-ST3 and ST5-ST7 have been reported in pigs worldwide with a definite
predominance of ST5 followed by ST1 and ST3 [15,26,27,42-44]. ST10 was also reported, but only in
one piglet in one study only [24]. Recently, ST15 was also identified in pig faecal samples [45]. In our
study, ST5 was the most frequent subtype identified. However, apart from detecting ST5 and ST1,
barcode region analysis also revealed two Blastocystis-positive samples which subtypes could not be
determined probably because of the poor quality of the PCR products. It cannot be excluded that
they contained Blastocystis subtypes other than ST1-ST7, which would explain the negative results
obtained for these samples using STS primers. In addition to ST5 and ST1, ST3 was detected in two
samples tested using STS primers. However, this subtype was present exclusively in a mixed infection
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together with ST5 or ST1. The ST3 was not detected in these samples using barcode method because
direct sequencing of PCR product in mixed infections allows for detection of only the subtype whose
DNA is predominant in the sample (here ST5 or ST1) [46]. For this reason, and because of the RD5
primer’s cross-reactivity with species other than Blastocystis [37], in three samples, sequencing revealed
fungi of the genus Galactomyces, Pichia, and Yarrowia that are often present in the stool. Their detection,
however, does not exclude the presence of Blastocystis in these samples, since ST5 was found in these
samples using STS primers.

Despite our considerable effort, we failed to obtain PCR products in eleven samples using STS
primers, although barcode region sequencing confirmed the presence of Blastocystis ST5 in these
samples. Similar discrepancies about ST1-ST3 were observed by Stensvold [47]. STS primers were
designed based on sequence data generated from randomly amplified polymorphic DNAs and still little
is known about genetic diversity both between and within STS targets [46,48,49]. Therefore, it cannot
be excluded that PCR products were not obtained because STS primers were not fully complementary
to the binding sites in our DNA templates.

This plight has also occurred in the opposite direction, i.e., eight samples identified as Blastocystis
ST5 with STS primers were negative with barcode PCR. Possibly, the worse quality of DNA templates
of these samples caused that shorter DNA fragments (approximately ~300 bp) were successfully
amplified (with STS primers) while amplification of the longer ~600 bp region failed, or it could be a
sensitivity issue. Similar problems were encountered by Yoshikawa [50] when some samples positive
with STS primers were negative in PCR with a 1.1 kbp SSU rDNA fragment.

Ultimately, the results of the study showed that, although the percentage of samples in which
Blastocystis was identified using each method separately was almost identical, some samples determined
as positive by one method remained undetected by the other one and vice versa. This shows that the
use of anyone of these commonly adopted approaches separately may potentially lead to false-negative
results in some samples. In our study, the underestimation of positive samples was 8.72% with
STS PCR and 9.39% with barcode PCR and sequencing concerning the actual number of samples
containing Blastocystis (Figure 1). However, the differences were not statistically significant (p > 0.05).
This inconsistency in the results obtained using each method also highlighted what a challenge is to
design Blastocystis specific primers [46,51].

In the recent decade, Blastocystis prevalence and subtypes in pigs have been studied mainly in
countries of Southeast Asia [15,24-27,42,43] and a lesser extent in Australia [25,51] and USA [52,53].
To date, the most common subtype reported in pigs in these regions was ST5. In our study, ST5 was
also the most frequently identified subtype, which suggests that there is no geographic restriction in
the occurrence of ST5 in pigs. However, more research from Europe as well as other world regions are
needed to confirm this observation. Scarce data from Europe showed the predominance of ST5 in pigs
in Denmark [16] while ST1 was the most prevalent subtype in France [54] and Spain [39]. These data
are difficult to assess and compare since they are mostly from before 2013 and apply to small groups of
animals (<20). The largest examined group (from Spain) consisted of 395 pigs. However, only eight of
122 Blastocystis-positive samples were randomly selected for sequencing [39]. In turn, authors from
Serbia [40] who examined a group of 48 animals did not determine Blastocystis subtypes but focused
on the frequency of Blastocystis in this group.

Apart of pigs, ST5 was also identified in other livestock animals including cattle [11,16,55,56],
goats [57,58], sheep [44,59], and poultry [60]. However, in these groups of animals, ST5 was less
common than in pigs. On the other hand, some authors did not found ST5 in these animals [11,43,44,61].
This suggests that pigs are the main host of ST5 and probable source of Blastocystis infection for other
livestock animals which are often kept together or have contact with each other on farms. The sporadic
detection of ST6 and ST7 in pigs (subtypes mostly found in birds, including domestic birds [16,62])
can denote that these subtypes, although specific for birds, could have been acquired by pigs through
faecal-oral route [26]. This shows the probability of easy transmission of Blastocystis between different
animal species.
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Humans have been shown to harbour ten Blastocystis STs (ST1-ST9, ST12) but the majority of
infections (~90%) are caused by four subtypes with a predominance of ST3 followed by ST1, ST2,
and ST4, with proportions varying by geographical region. To date, ST5 has been sporadically reported
in humans [63]. A handful of reports suggest that humans could have acquired this subtype by contact
with pigs [15,25,27,38]. On the other hand, Blastocystis transmission in the opposite direction, i.e., from
humans to pigs, seems to occur as well [26,27]. The following examples best describe different variants
of this probably two-way transmission.

In a study in pigs and their in-contact humans, performed by Wang et al. [25], all Blastocystis
positive pigs had ST5. Additionally, ST1 and ST3 were found in a small percentage of samples,
and exclusively in mixed infection with ST5. Inversely, piggery workers harboured mainly ST3 and
ST1, although mixed infection with ST5/ST3 or ST5 alone was found in some of them. Moreover,
a comparison of the sequences of ST1, ST3, and ST5 obtained from pigs and their in-contact humans
revealed 100% identity in the case of ST1 and ST3, as well as almost 100% (with a single nucleotide
polymorphism) in the case of ST5, suggesting possible cross-infection with these subtypes between
pigs and their caregivers.

Similarly, Pintong et al. [27] noticed that some sequences of ST5 and ST1 found in pigs and
people working on or living near pig farms were highly similar (98-99%) to each other as well as to
sequences of ST5 and ST1 derived from humans, pigs and cattle, previously reported in GenBank,
which suggest the possibility of multi-directional transmission of these subtypes between livestock
animals and people.

In another study, apart from ST5 that was found in all pigs in the study group, the authors also
found ST1 in 16.4% and ST2 in 11% of animals. These two subtypes were common in children living in
an area where the study was conducted. Interestingly, none of the children harboured ST5 despite the
poor hygiene conditions prevailing in this village [26]. However, Udonsom et al. [43] reported that
people living around the pig farms did not host ST5, which was found in pigs, and vice-versa-ST1, ST2,
or ST3, although present in these people, were not detected in pigs. When compared to the GenBank
database, only one ST5 isolated from a pig was closely related to Blastocystis sequence derived from a
human, which shows that transmission between humans and animals does not always occur.

These examples show that, although pigs seem to be a natural host for ST5, this subtype can
adapt to a human host, and can be transmitted from pigs to humans, which may be favoured by poor
sanitation, improper waste management in pig farms, lack of personal hygiene, or no access to clean
potable water [25,27]. Although, as shown above, contact or sharing living space with pigs does not
always result in such a transmission.

On the other hand, the presence of ST3 (which predominates in humans) and ST1 (also common
in humans) in pigs indefinitely smaller quantities than ST5, and often in mixed infection together with
ST5 (as took place in our own and some of the mentioned studies), suggests that pigs probably acquire
these subtypes by contact with humans. The ability of Blastocystis to be transmitted from humans
to pigs was noticed for the first time in 1993 by Pakandl et al. [64] who performed the successful
experimental transfer of a human Blastocystis isolate (of unknown ST) to a gnotobiotic piglet (although
only one of 16 piglets became infected).

An interesting observation in our study is that ST5 was the only subtype found in the youngest
group of pigs (piglets up to four weeks old). In older groups, in addition to the presence of ST5, other
Blastocystis subtypes were also detected either in mixed or homogenous infections. This suggests that
older animals, i.e., those that have had longer contact with people, have acquired subtypes usually
harboured by humans (Table 2).

To date, there is no Polish publication about the occurrence of Blastocystis in animals. Only a
few conference reports are available regarding small groups of birds [65,66] and animals from the
Wroctaw Zoo [67]. Among them, ST5 was found in chickens and among zoo animals but the authors
did not provide any information in what animal species. Livestock has not been examined so far.
When it comes to humans, ST5 was not detected in any of the human samples tested in a few regions
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of Poland. However, no information is available on whether these people have had any contact with
animals [30-33,68].

4. Materials and Methods

4.1. Stool Sampling and Processing

Between November 2017 and February 2018, 149 pig stool samples including 32 piglets (<4 weeks old),
18 weaners (1-3 months old), 54 porkers (3-9 months old) and 45 sows (>12 months old) were collected
from 15 piggeries in the Pomerania Province. Then, ten samples were taken from each of 14 piggeries and
nine samples from one piggery. One stool sample was taken from each animal pen.

Stool samples were collected from the ground after animal defecation (from the top of droppings
to minimize contamination), placed into plastic stool collection containers, transported to the
Department of Tropical Medicine and Epidemiology (Medical University of Gdarisk) under cool
conditions, then suspended in 70% ethanol and stored at 4 °C until DNA extraction.

4.2. DNA Extraction and PCR Amplification

Immediately before DNA extraction, alcohol was washed off the stool samples with phosphate-buffered
saline (PBS) two times and then one time with sterile distilled water by centrifugation at 2000x g for
10 min. Each time the supernatant was discarded carefully with a pipette.

Genomic DNA was extracted from washed samples using Genomic Mini AX Stool Kit (A&A
Biotechnology, Gdynia, Poland) according to the manufacturer’s instruction. All PCR templates were
additionally treated with an Anti-Inhibitor Kit (A&A Biotechnology, Gdynia, Poland) to remove PCR
inhibitors that could disturb reaction. Extracted DNAs were stored at —20 °C before PCR amplification.

For specific detection of Blastocystis two conventional PCR methods were performed:

(i) PCR with subtype-specific sequence-tagged-site (STS) diagnostic primers described by
Yoshikawa et al. [36] (Table 3). DNA amplification was carried out in 25 uL reaction mixtures
consisting of 12.5 uL. PCR Mix HGC Plus (ready-to-use PCR mixture containing Taqg DNA
polymerase, PCR buffer, MgCl2, and dNTPs; A&A Biotechnology), 1 pL of each primer
(concentration 10 uM), 2 uL of genomic DNA, supplemented with deionized water up to 25 pL.
The PCR conditions were the same for all primer sets and consisted of the following steps:
3 min at 94 °C (initial denaturation) followed by 35 cycles of 30 s at 94 °C, 30 s at 59 °C, 1 min
at 72 °C, and a final extension step of 5 min at 72 °C. STS PCR results were considered positive
if a specific band was visible in the gel.

(ii) Amplification and sequencing of a ~600 bp fragment of the SSU rDNA gene (called barcode region)
with the Blastocystis-specific BARDr and the broad-eukaryote-specific RD5 primers described by
Scicluna et al. [37] (Table 3). The reaction mixture was as above. The PCR conditions were as
follows: 4 min at 94 °C (initial denaturation) followed by 35 cycles of 15 s at 95 °C, 15 s at 60 °C,
30 s at 72 °C, and a final extension step of 5 min at 72 °C.

Negative (water instead of extracted DNA) and positive (a sample successfully sequenced for
Blastocystis before this study) control was placed in each amplification batch. PCRs were conducted in a
thermal cycler (Mastercycler, Eppendorf, Hamburg, Germany). The PCR products were electrophoresed
on a 1.5% agarose gel (Sigma, St. Louis, MO, USA) at 150 V for 40 min with Tris-borate-EDTA buffer.
Bands were visualized by Midori Green DNA Stain (Nippon Genetics Europe, Duren, Germany) using
an ultraviolet gel documentation system Gel Doc-It (UVP LLC, Upland, CA, USA).

69



Pathogens 2020, 9, 595 90f13

Table 3. Primers used in this study.

Sequences of Forward (F) and Reverse (R)
Primers (5’ to 3')

F: GAAGGACTCTCTGACGATGA

Target Blastocystis ST Primer Sets

a
STl 2h88 R: GTCCAAATGAAAGGCAGC
F: TGTTCTTGTGTCTTCTCAGCTC
a
SIZ SB40. RTTCTTTCACACTCCCGTCAAT
- 58227 F: TAGGATTTGGTGTTTGGAGA
R: TTAGAAGTGAAGGAGATGGAAG
F: GICTTTCCCTGTCTATTCTTGCA
a
ST4 SB 337 R: AATTCGGTCTGCTTCTTCTG
s15e SB3se F: GIGGGTAGAGGAAGGAAAACA
R: AGAACAAGTCGATGAAGTGAGAT
ST6 @ SB 332 F: GCATCCAGACTACTATCAACATT
R: CCATTTTCAGACAACCACTTA
F: ATCAGCCTACAATCTCCTC
a
aal abilist R: ATCGCCACTTCTCCAAT
Al RD5 ATCTGGTTGATCCTGCCAGT
BRRDr GAGCTTTTTAACTGCAACAACG

@ according to consensus nomenclature by Stensvold et al. [69] which is different from that in the original primer
description by Yoshikawa et al. [36].

4.3. Barcode Sequence Analysis

Direct sequencing of barcode region PCR products was performed in both directions by standard
procedure with the primers used for amplification. The obtained sequences were then analyzed using
GeneStudio Pro Software (GeneStudio Inc., Suwanee, GA, USA) and compared with sequences available
in GenBank using NCBI BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Barcode PCR results were
considered positive if direct sequencing of the products confirmed Blastocystis. The chosen Blastocystis
sequences identified in this study have been deposited in the GenBank database under accession numbers
of MT373829 to MT373878. Blastocystis subtypes affiliation was determined using the sequence query
facility at www.pubmlst.org/blastocystis recommended by Stensvold [47], which is under the consensus
terminology for Blastocystis subtypes established in 2007 [69].

4.4. Statistical Analysis

Prevalence values (percentage of positive samples) are given with 95% confidence limits in
parenthesis (CL95) or error bars on figures, calculated using bespoke software “PERCENTAGE
CONFIDENCE LIMITS VS 13” (courtesy of Prof. ES. Gilbert and Prof. ].M. Behnke, University of
Nottingham) based on the tables of Rolf and Sokal [70,71]. Differences between age groups were
analyzed using ANOVA. Differences between diagnostic methods were analyzed using Student’s t-test.
Descriptive analysis (percentages) was used to recognize Blastocystis STs distribution.

5. Conclusions

To the best of our knowledge, this study is the first to evaluate the colonization and Blastocystis
subtypes’ distribution in pigs in Poland. A moderate Blastocystis infection rate (44.4-50%) was observed
in different age groups of pigs with a vital predominance of ST5 in every age group, suggesting that
pigs are natural host of ST5. The observation that, in animals, mixed infections (ST5/ST1, ST3/ST1)
appear with age may indicate that ST3 and ST1 could have been acquired by pigs during contact
with humans. This shows clearly the need for further research in pigs and their in-contact humans
from multiple world regions to understand the specificity and relationship of different Blastocystis STs
within and between individual host groups. This will help to establish whether pigs are a reservoir of
Blastocystis and determine their role in spreading this infection to humans.
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The results also highlighted methodological limitations of up-to-date molecular approaches used
commonly in Blastocystis identification, i.e., the possibility of missing some infections during diagnostics.
Consequently, it also demonstrated the need to include in the assessment molecular methods less
frequently used by researchers to identify Blastocystis in order to select and use a PCR method capable
of detecting the highly genetically diverse Blastocystis isolates as well as mixed infections at one go.
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Simple Summary: Blastocystis is one of the most common microorganisms living in the intestines
of humans and various animals worldwide. Although the presence of this microorganism does not
cause any ailments in many people, in some others Blastocystis is a source of various gastrointestinal
disorders, such as abdominal pain, nausea, diarrhea, constipation, flatulence, or lack of appetite,
as well as extraintestinal complaints, such as itching and skin rash. Transmission of Blastocystis
is possible by direct contact with contaminated individuals, and by consuming water or food
contaminated with cysts. It has been suggested that contact between animals and humans may pose a
risk of human Blastocystis infection. In our study, we compared Blastocystis isolated from zoo animals
and their keepers. The detection of identical sequences of Blastocystis in three monkeys and the
man who looked after them showed that transmission of this microorganism between non-human
primates (NHPs) and humans is possible under favorable conditions. Our research has shown that
further investigation of animals and their in-contact humans is needed to better understand the
transmission of Blastocystis betw een animals and humans and to find out which animals pose arisk
of human infection, and to what extent.

Abstract Blastocystis is a highly genetically diverse gut protist commonly found in humans and
various animals. The role of animals in human infection is only partly understood. The aim of
this study was to determine the host specificity and possibility of zoonotic transmission of this
microorganism. Subty pes of Blastocystis isolated from 201 zoo animals and their 35 caregivers were
identified by sequencing of the SSU rRNA gene. Blastocystis was found in 26.86% ofanimal and 17.14%
of human samples. Both mammalian (ST1-ST3, ST5, ST8, ST10, ST13, ST14) and norr-mammalian
subty pes were detected. Of the subtypes found in non-human primates (ST1, ST2, ST3, and ST13),
two subtypes (ST1 and ST3) were also detected in humans The presence of identical ST1 sequences
in three monkeys and their caregiver indicates the possibility of direct transmission of Blastocysfis
between these animals and humans. Detection of ST5 only in wild boars and peccaries, STS only
in Marsupial, ST10 and ST14 only in Bovidae, and non-mammalian subtypes in reptiles suggests
higher host specificity for these subtypes, and indicates that their transmission between animals and
humans is unlikely. Additionally, this was probably the first time that ST5 was found in peccaries,
ST2 in patas monkeys, and ST8 in red kangaroce.

Keywords: Blastocystis; subtypes; genetic diversity; molecular phylogeny; animals; humans; Poland
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1. Introduction

Blastocystis is a cosmopolitan micro-eukaryote living in the intestines of humans and a
wide range of animal species. Blastocystis probably infects over 1 billion people worldwide,
and the reports on the influence of the organism on human health are contradictory [1]. On
the one hand, human Blastocystis infection has been linked with the occurrence of intestinal
complaints, such as nausea, abdominal pain, diarrhea, and flatulence; possible contribution
of Blastocystis to the development of irritable bowel syndrome and/or cutaneous lesions
has also been noted [2,3]. On the other hand, long-term asymptomatic Blastocystis carriage
has been documented [4]. Others noted that colonization by Blastocystis was associated
with the presence of more diverse and healthy gut microbiota than gut dysbiosis, hence
Blastocystis carriage should not be viewed in isolation from the accompanying intestinal
microbiome [5-7].

The mode of transmission of Blastocystis has not been fully elucidated; however, infec-
tion by the fecal-oral route via cyst-like forms, as well as by water and food contaminated
with cysts, is considered the most probable means of infection [8].

Apart from humans, Blastocystis has been widely reported in various animal hosts
including livestock, pets and wild animals, and animals living inzoos. Although Blastocystis
isolates are indistinguishable morphologically, they show high genetic diversity. Based
on variability within the small subunit of ribosomal RNA (SSU rRNA) genes, mammalian
and avian Blastocystis isolates has been divided into 17-25 subtypes (STs) [9,10]. All of
them (apart from ST9 sporadically found in humans) have been reported in different
proportions in non-human primates (NHPs), other mammals, and birds [11-17]. Some
subtypes found in animals with which humans come into frequent, but also less frequent,
contact (e.g., ST5 most common in pigs, ST6 and ST7 in birds, and ST4 in rodents) are
also reported in humans, while others (such as ST10 and ST14 common in cattle) are not
found in humans [17-19]. The majority of human infections are caused by ST1-ST4, with
a remarkable predominance of ST3, considered as a subtype of human origin. All this
suggests diverse host specificity in Blastocystis subty pes and a possible zoonotic source for
some human Blastocystis infections [20]. The evidence supporting the zoonotic potential
of some Blastocystis subtypes includes the detection of very similar, or even identical,
sequences of ST5 isolates in pigs or ST6 isolates in poultry, and in people who had contact
with these animals [17,21], or the detection of ST2 isolates in both children and rhesus
monkeys living in the same area [22]. Such a suspicion is also raised by the identification
of ST8 in NHPs from a zoo along with their caregivers, or ST1, ST3, and ST4 in both pet
animals and their owners [12,23]. The possibility of the human-to-animal transmission of
Blastocystis has also been documented by successful attempts to infect rats, chickens, and
gnotobiotic piglets with human Blastocystis isolates [24,25].

Further extensive molecular epidemiological research carried out on animals and their
in-contact humans is needed to better understand the transmission of Blastocystis between
animals and humans, and to find out which animals pose a risk of human infection, and to
what extent.

In this study, we analyzed Blastocystis isolates from 201 animals representing 62 species
kept in the zoological garden in Gdarisk (Poland), and from their caregivers, in order to
better understand the host specificity of subtypes and the transmission of Blastocystis
between animals and humans.

2. Materials and Methods
2.1. Sample Collection

Sampling was performed from November 2018 to April 2019 in the zoological garden
located in northern Poland in Gdarisk, which covers an area of 125 hectares of landscaped
park. The Gdarisk Zoo has almost 900 animals belonging to 164 species, and is visited by
approximately 500,000 people a year. The animals are housed in large spaces in conditions
as similar as possible to the natural habitat of each species. Some of the animals live alone in
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single cages, while others live in groups (for the map of locations of animals in the Gdansk
Zoo see this link: https://zoo.gda.pl/en/visit/ zoo-map /) (assessed on 25 August 2021).
A total of 201 stool samples were gathered from different animals—mammals, birds
and reptiles—as well as 35 stool samples from the humans who took care of them (Table 1).
Prevalence values (percentage of animals infected), which are given with 95% confidence
limits in parentheses (+CLgs) were calculated by bespoke software “PERCENTAGE CON-
FIDENCE LIMITS VS 13" (courtesy of Dr. ES. Gilbert and Prof. ].M. Behnke, University

of Nottingham).

Table 1. The total number of human and animal stool samples collected for this study and the percentage of positive
samples obtained by the PCR method.

Host Name

Human

NHPs total
Rhesus macaque
Bornean orangutan
Black howler
Chimpanzee
Patas monkey
Mandrill
Javan lutung
Guereza
Buff-cheeked gibbon
White-cheeked gibbon

Emperor tamarin

Camivora total

Canidae
European grey wolf
Maned wolf
Fennec fox
Ursidae
Brown bear
Felidae
African lion
Amur tiger
Persian leopard
Serval
Procyonidae
Brown-nosed coati

Artiodactyla total
Suidae
Wild boar
Tayassuidae
Collared peccary
Hippopotamidae
Pigmy hippopotamus
Hippopotamus
Bovidae
European wisent
Yak
Mishmi takin
Domestic goat
Polish heath sheep

. No. of .
Scientific Name No. Examined Positives % Positives (=CLgs)
6 17.14 (8.2-31.3)
58.97 (43.0-73.7)

Homo sapiens

Macaca mulatta

Pongo pygmaeus
Alouatta caraya

Pan troglodytes
Erythrocebus patas
Mandrillus sphinx
Trachypithecus auratus
Colobus guereza kikuyuensis
Nomascus gabriellae
Nomascus leucogenys
Saguinus imperator
subgrisescens

B w sk unen =385
S O =ReRukkwoo =

Canis lupus 2
Chrysocyon brachyurus 2
Vulpeszerda 1

o oo

o

Ursus arctos 1

Panthera leo bleyenberghi 6
Panthera tigris altaica 2
Panthera pardus saxicolor 2
Leptailurus serval 2

cooo

Nasua nasua 2
77 25 32.46 (22.1-44.6)

Sus scrofa 10 8
Pecari tajacu 10 9

Choeropsis liberiensis
Hippopotanus amphi lius
3478 (17.8-56.7)
Bison bonasus bonasus
Bos grunniens
Budorcas taxicolor
Capra hircus

Ouis aries polish_heath

[SE-NREREN 5 A
=NSocowoo
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Table 1. Cont.
Host Name Scientific Name No. Examined p?; h::s % Positives (+CLas)
Camelidae total 29 0
Alpaca Vicugna pacos 8 0
Llama Lama glama 12 0
Dromedary Camdus dromedarius 5 0
Bactrian camel Camdus bactrianus 4 0
Perissodactyla
South American tapir Tapirus terrestris 2 0
Metatheria total 15 1 6.66 (0,4-30.2)
Red-necked wallaby Macropus rufogriseus 10 0
Red kangaroo Macropus rufus 5 1
Leporidae

European rabbit Oryctolagus cuniculus 3 0
Rodentia
Capybara Hydrochoerus hydrochaeris 6 0
Common gundi Ctenodactylus gundi 1 0

Aves total 25 0
Eurasian eagle owl Bubo bubo 1 0
Great hornet owl Bubo wirginianus 1 0
Greater thea Rhea Americana 5 o
Violet turaco Musophaga violacea 1 0
Salmon-crested cockatoo Cacatua mduccensis 1 0
Military macaw Ara militaris mexicana 2 0

Amazona ochrocephala
Yellow-crowned amazon achrocephala 1 0
Greater flamingo Phoenicopt erus roseus 5 0
Creat curassow Crax rulbra rubra 2 0
Southern ground hombill  Bucorvus leadbeateri 3 0
Andean condor Vultur gryphus 3 0
Reptilia total 12 5 41.66 (18.1-70.6)
Nile crocedile Crocodylus niloticus 1 0
Reticulate Gila monster Z‘m Sapecam 1 0
African rock python Python sebae 1 0
Cuban tree boa Chilabothrus angulifer 1 0
Boa constrictor Boa constrictor 1 0
Yellow anaconda Eunectes notaeus 1 0
Leopard tortoise Stigmochelys pardalis 1 1
Spur-thighed tortoise
(Greek tortoise) Testudo graeca 1 1
Giant Asian pond turtle Heosemys grandis 1 1
Radiated tortoise Astrochelys radiata 1 1
African spurred tortoise Centrochelys sulcata 1 1
e g pon Oriitia borneensis 1 0
Animals total 201 54 26.86 (23.1-31.0)

Animal stool samples (only fresh and after spontaneous defecation) were collected by
their caregivers according to the zoo veterinarian’s guidelines during the daily morning
cleaning of animals’ enclosures. Stool samples (placed into clean plastic containers) were
transported to the laboratory a maximum of two hours later, and then stored in —20 °C

until DNA extraction.

2.2. DNA Extraction and Amplification

Genomic DNA was extracted from animal and human stool samples, thawed immedi-
ately before extraction using the Genomic Mini AX Stool Kit (A&A Biotechnology, Gdynia,
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Poland) according to the manufacturer’s recommendation, and then stored at —20 °C until
further processing,

The obtained DNA templates were examined for the presence of Blastocystis by am-
plification of an approximately ~620bp fragment of 185 rRNA gene (called barcode re-
gion) using the forward RD5 (5'-ATCTGGTTGATCCTGCCAGT-3) and reverse BhRDr
(5-GAGCTTTTTAACTGCAACAACG-3') primers [26] as described in [27].

2.3. Nucdleotide Sequencing and Phylogenetic Analysis

The PCR products were sequenced in both directions using a standard procedure
with the primers used for amplification. The obtained sequences were assembled and
aligned with the most similar Blastocystis sequences available at GenBank (in November
2020) using the MUSCLE algorithm with the default settings in Geneious Pro 9.1.8R
(www.geneious.com, (assessed on 25 August 2021)). The alignment was edited manually
to remove regions of ambiguity.

The phylogenetic analyses were performed with MEGA7 software (www.megasoftware.
net, (assessed on 25 August 2021)) [28] using a maximum likelihood (ML) algorithm based
on the Hasegawa-Kishino-Yano model [29] with 1000 bootstrap replicates. The best-fit
model of nucleotide substitution was determined using the Akaike information crite-
rion in Modeltest version 3.7 software [30]. The gene sequences of Proteromonas lacertae
LA (NGBS01001136) were used as an outgroup. In order to classify the obtained se-
quences into STs, the open database for the classification of STs Blastocystis typing database
(https:// pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef) (assessed on 25 August
2021) was used.

3. Results and Discussion
3.1. Infection Rate of Blastocystis

Of the 35 and 201 stool samples from humans and animals, respectively, six (17.14%)
and 58 (28.43%) yielded PCR products congruent with Blastocystis. PCR products of
Blastocystis isolates of four animals (two takins, a condor, and a rhea) were excluded from
the phylogenetic analysis because of short length and poor quality despite the repetition of
PCR, which ultimately yielded 54 (26.86%) animal representative sequences of Blastocystis.
The percentage of infected animals in concerned host groups varied and was as follows:
80% in wild boars (Suidae), 90% in peccaries (Tayassuidae), 58.97% in NHPs, 34.78% in
Bovidae, and 6.66% in Marsupials. Among reptiles, Blastocystis was detected in five of six
turtles while in crocodiles, snakes and a Hdoderma it was not found, resulting in a total
of 41.66% of reptiles infected. No positive sample was found among carnivores and Aves
(Table 1).

3.2, Detected Subtypes of Blastocystis

Among the six positive human samples, two subtypes, namely ST1 and ST3, were
identified, each in three samples (50% each). In 49 out of 54 positive animal samples,
eight subtypes were detected: ST1 (7.4%; 4/54;), ST2 (13%; 7 /54), ST3 (11.1%; 6/54;),
with ST13 (11.1%; 6/54) found only in NHPs, ST5 (31.5%; 17/54) only in wild boars and
peccaries, ST10 (3.7%; 2/54) and ST14 (11.1%; 6/54) only in Bovidae, and ST8 (1.9%; 1/54)
in a kangaroo. Blastocystis detected in five samples from turtles (9.3%) did not belong
to any of the known mammalian and avian subtypes. The classification of the obtained
sequences into STs based on the phylogenetic analysis was in agreement with the results
of ST identification with the application of the open access bacterial population genomics:
BIGSdDb software, available on the PubMLST.org website. Detailed information on subtype
distribution by the host is depicted in Table 2. Five of the eight subtypes detected in
the zoo animals of Gdansk (ST1, ST2, ST3, ST5, STS; altogether 64.8%) are considered
potentially zoonotic.
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Table 2. Subtypes of Blastocystis dete cted in individual hosts. The ST are numbeted according to ST designation in the

PubMIST.org.
NG STI ST2 ST3 STs ST8 STI0 STI3 STI4 NMA
Brnpiid Flont Mentified ) W W W @ @ @ @ STE
quences
6CZ, 7CZ,
10CZ,
2CzZ, Human 6 3 - 3 - - S = S %
23CZ, 33CZ
NHPs total 23 4 7 6 - - - 6 - -
135R Rhesus macaque 1 - 1 - - - E - -
25,45 55 Chimpanzee 3 - 3 - = 5 5 5 a <
1B 3B 4B
24p Patas monkey 4 1 1 2 - - - 2 = %
aM, 5M,
25M, 27M Mandrill 4 3 1 - - & < - .
1L-5L Javan lutung 5 - - - = 2 - 5 2 _
14CE-17GE Guereza 4 - - = > o 1 S =
18CI Buff-cheeked gibbon 1 - 1 - = - - - -
19GI  White-cheeked gibbon 1 2 2 1 i i L : i 2
Suidae
171DZ-
173DZ
L] Wild boar 8 e S 5 2 > ’
179DZ
Tayassuidae
161PE-
164PE
166PE- Collared peccary 9 - - - 9 - = 2 A 55
170PE
Bovidae total 8 - - - - - 2 - 6 =
181-186KO
188KO Domestic goat 7 - - - - - 2 2 5 2
1890W Polish heath sheep 1 - - - - - - - 1 -
Metatheria
86KA Red kangaroo 1 - - - % 1 = = - _
Reptilia total 5 - - - - - - - - 5
2Z Leopard tortoise 1 Z z z - - 2 : i 1
2 Spur-thighed tortoise ; i i ) ) ] ] ] ) ;
(Greek tortoise)
Giant Asian pond
Sz turtle . - - - 5 g g 3 ? 1
47 Radiated tortoise 1 - - - - - - - - 1
African spurred
A tortoise A - - - 3 = 3 3 3 1
Animals total 54 4 7 6 17 1 2 6 6 5

3.3. Genetic Diversity of Detected Blastocystis

The results of phylogenetic analysis (Figure 1) showed that in the case of Blastocystis
isolated from humans, only two subtypes, i.e., ST1 and ST3, were identified. Blastocystis of
both of these subtypes found in humans were also detected in Old World monkeys, ie.,
mandrills and patas (ST1) as well as in rhesus and gibbons (ST3).
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MES)1417 Blasiocysds sp. LO106S (STS Gemary) b
MT 114488 Slasiocyshis sp. GE20347 (ST5 peg, Spain}
MF 185700 Slasiocysiis sp. ELE WW (ST5 wild boar, LK}
4v | 17302 {wild boar)
(103PE 106PE (2 Isolates,
MT373535 MT373876 Blasiocysds sp. (ST5 pig, Poland)
161PE 102PE 104PE 168PE-170PE (0 Isolates,
167PE (peccary)

17202 17702 (2 Isolates, wikd s

wild boar)
MFS74615 Sastocysts ap. HLI-EHS (STS sheep, China)
mw‘maﬂnsuum South Keeea)
KYE10170 BlasioCysis sp. BFS (2 isckites pig, Philppnes)

, 171DZ 17602 17002 178DZ 17002 (5 Isofates, wild boar)
- hominis HCOS-28 (STS husan, Ching)
z = Slastocystis sp. 53 (STS cstrich, Chna)

1 Blasiocysds sp. 84 (STS pig, Polend) P
@ 181K0-183KO186K 0 (4 Isclates, goat) 1
188K0 (goat)
MF 186555 Blasocysis sp. ELE WW Bl1 (ST14 el LK)
MNS26814 Slastocyslis sp. 67 (ST14 b, Ux)
MNS26008 Blastocysts sp. 161 (ET14 hynx, UK)
1800W (sheep) 1
MHBOT184 Eastocysts sp. 118 (shesp, United Arsb Emirates) aT13,
KP253738 Blastocyst's sp. B127 RM(ST*M?-L Phyilppines) ‘8T14
Siastocysts sp. Mousedesr (ST13 Java mouse-deer)
MTE72637 . 180 (ST13 Whits. China)
MNZ3B0EE BNastoCysHs sp. ZP-184 (ST13 vervel monhay, Bangladesh)
1E0E (guereza)
, L-6L (6 isolates, Javan lutung) -
U445487 Smastocystis sp. P11 (ST2 pig, Philippines) 1
EUL45401 Slastocystis ap. M24 (ST2 moskey, Philipioss)
1(8T2 Weoly mankay, UK)
ST2 human, L) aT2
hominis HUI06 (ST2 human, Jagan) i
1P (patas monkey)

140€ 160E 170E (3 isolates, guereza)

28 43 63 (3 Isolates, J
MF326108 Slastocyst's ap. 358 (ST1 husan, Com d haire Imparie) -2
MT373863 Eiastocyst's sp. 96 (ET1 pig. Poland)

KY920102 Bastocyshs sp. J20 (ST1 macegue, Philppines)

34F (patas

#1/3M 5 (2 Isolates, mancrill)

¥ '+ 22CZ (human)

mnuczmsom—n-)

L JOO74025 S@stocysts ap. 3 (ST1 human, Crech Republic)

MNS26878 S@siocyst's sp. 131 (ST1 Javan gbbon, UK)
IMTE61540 Sastocysts sp. (ST1 greanmcnbay, Chisa) o |

N
9
»

——— NGES01001136 Froferomonas acermae LA
005

0,

(ractated tortolse) R
102 Blvatecysts s Unitee,
reek Somoins)
! ‘22 (leopard
A28 Jagart) |1
NH3T 195 Af (Abécan Unind Aru> Evratist)
EF200017 30. GERAS (radkated turtise, C2ech Reputiic)
10Z (Atrican

spurred tortolse)
MF 185608 Slastocysis sp. ELE WW goan2 (ET10 geae UK)
mum‘ 171 (8T10 bengo, LK)
C148207 BUsioCysys sp. CAS (ST10 camel)
mm
MWQ ZP-184 (STH0 wambuck, Banglndesh) 'ST10

MFMWQ ELE WW Biscn1 (ET10 bison, LK)

1 IMF195£68 Exastocysns ap. ELB WW deart (ST10 e desr, LK)
MF185708 EXasmcysts sp. ELS WW wallaby (ST10 wallaby, LK) J
. - 0v2 Ching) 3
e A (kangaroo) Jjare
Biastocystis sp. MASOS (ST3 baboce) 3
530 Blasiocyss an. (ST3 mcabey, Chins)
ubolnﬂﬂn
7 18011901 2 Isoiates, gibbon)
#23CZ (human)
135R (rhesus macague) 8T3
j# §CZ 7CZ (2 Isolaties, human)
V610764 SRsiOcys¥s ap. H3Z00 (ST3 husan, Phylisines)

801350 p. LOOT21 (ST3 pig, Geerrany)

o AYsoonzm Singapore)
433T13-KT438715 BRscysts up. (Sig-teaded wrde, Japan)
m1muwmzot,w1 (ewied bex wrde, Pl

MTIT4000 ». -
AY2E6471 Basiocysds pem (ses srabe, Singapore)
Amnsmmk.mw

—3‘| B2 (glant turtie)
AY266472 Blastocysiis python! (pythan, Singapcre) "
{pythan.

Figure 1. Molecular phylogenetic relationships of Blastocystis isolated from various animals and their caregivers from the
Gdarisk Zoo. The phylogenetic analyses were performed with MEGA7 software using the maximum likelihcod method and
Proteromonas lacertae as an outgroup. Bootstrap values > 50% from 1000 replicates are shown on the nodes. The reference
SSU rRNA Blastocystis sequences available at GenBank (in November 2020) are labeled with accession numbers, subtype
number, the host, and locality if available. The Blasfocystis sequences from this study with their host designations are shown
in bold font. The sequences of Blastocystis ST1 and ST3 obtained from humans in this study are indicated by a dot and a

triangle shape, respectively.
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The ST1 sequence of a human (id. 22CZ) was identical with the sequences from two
mandrills (id. 3M, 5M) and one patas (id. 34F). All of the four sequences had two single
point mutations in the analyzed 574bp fragment of the 185 rRNA gene in comparison
to Blastocystis sequences from GenBank, i.e., A-T transversion at the 207bp position and
C-G transversion at 240bp, counting from the beginning of the alignment (Figure 2). The
above-mentioned sequences are unique and have not been described hitherto in any other
Blastocystis isolate apart from this study.

Figure 2. Sequence alignment of the 185 rRNA gene fragment of Blastocystis ST1 isolates. Nucleotides in bold represent SNPs
at positions 207 and 240bp that are unique to Polish Blastocystis isolates 22CZ (from a human), 3M, 5M (from mandrills),

and 34P (from a patas).

The sequence analysis showed that the sequences of ST3 were variable. Among
them, a total of 17 polymorphic positions were observed (Figure 3). Among ST3 sequences
detected in zoo workers in Gdansk (id. 6CZ, 7CZ, 23CZ), five different SNPs were observed.
They were clustered together with other Blastocystis sequences originating from humans
from different countries and with the sequences obtained in this study from mandrill
(27M), thesus (135R), gibbons (18GI, 19GlI), and patas monkeys (3P and 4P). However,
the characteristic insertion of three nucleotides ATA at the 515-517bp positions, counting
from the beginning of alignment, was observed only in the Blastocystis isolate originated
from rhesus (Figure 3). In addition, nine polymorphic positions were noted in the gibbons’
Blastocystis sequences, which may be the result of infection with different genetic variants
of Blastocystis, as was reported by Vega et al. [31]. However, this hypothesis must be
confirmed by cloning and separating different types of sequences.
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Figure 3. Sequence alignment of the 185 rRNA gene fragment of Blastocystis ST3 isolates. Nucleotides in bold represent

unique mi

tches with the refs sequences and insertions in the 185 rRNA gene sequence 135R of Blasfocystis isolated
from rhesus monkey.

Available data indicate that the infection rate of Blastocystis observed in both humans
and animals varies depending on the study group, geographical region, and methods used
in research. Since Blastocystis is a highly polymorphic organism and its cells are fragile and
susceptible to damage, the use of molecular methods instead of microscopy provides more
sensitive and accurate results, especially in low-intensity infections [1,32,33]. In the present
study, the highest rate of Blastocystis infection, i.e,, 80% and 90%, was observed respectively
in wild boars and peccaries, followed by 58.97% in NHPs, and 34.78% in Bovidae (Table 1).
Available reports on the occurrence of Blastocystis in wild boars recorded infection rates of
25% and 44% by microscopy [34,35] and 10.4%, 61.9%, and 76.9% when molecular methods
were used [36-38]. A high infection rate for this protist (occasionally reaching 100%) has
been described in the majority of reports concerning domestic pigs (closely related to wild
boars) in various geographic regions of the world [21,27,39-43].

As for Bovidae, our study revealed Blastocystis in goats and sheep. In both cases, the
observed infection rates of 87.5% (£CLgs 50.0-99.4) for goats and 50% (+CLes 2.5-97.5) for
sheep were in the upper range of Blastocystis prevalence previously recorded by different
methods for these animals (0.3-94.7% for goats and 3.16-63.6% for sheep) [13,1540,42,44-49],
The frequency of Blastocystis in NHPs in this study was in line with the data of many
authors indicating that the percentage of infected individuals often exceeded 50% and even
reached 100% [14,15,50-53].

As above-mentioned, ST5 was the only subtype detected in wild boars and peccaries
in our study (Table 2). Similarly, STS was only observed in wild boars by Lee at al [36],
while Russini et al. [37], apart from ST5, recorded ST15 and a small number of ST3 in these
animals. Hitherto ST5 was found mainly in pigs, and to a much lesser extent in other
farm animals, such as cattle, goats, and sheep, which suggests that these animals arwe also
sensitive to ST5S and may acquire this subtype from pigs when they live together or in close
vicinity [11,19,45]. Occasionally, ST5 was also identified in humans working on pig farms
with pigs harboring this subtype, indicating the possible transmission of ST5 from pigs to
humans [21].

In our study, the sequences of all nine Blastocystis isolates obtained from peccaries
and three isolates from wild boars were part of one clade. Along with these sequences,
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this clade included two sequences of Blastocystis isolates from pigs reared in Poland and
from wild boars from Germany, Spain, and Great Britain. Blastocystis sequences from the
remaining five wild boars from the Gdafisk Zoo clustered in the second clade along with
Blastocystis sequences from a pig reared in Poland, and human and ostrich sequences from
China (Figure 1). Of note, captive animals eat and defecate in the same relatively small
space, so if one animal becomes infected, the rest of the animals in the herd can easily
acquire the infection. This seemed to occur in the herds of wild boars and peccaries in our
study, as the enclosures for peccaries and wild boars were adjacent to each other. Both
the species enjoy foraging in the mud, which may have favored the spread of Blastocystis
within and between herds. To our knowledge, only one study has reported the occurrence
of Blastocystis in a peccary’s stool sample derived from the Center for the Conservation
of Wild Fauna in Brazil. The sequence analysis confirmed the presence of Blastocystis in
this sample; however, subty ping was unsuccessful [54]. Thus, our study was probably the
first to identify the subtype of Blastocystis, namely ST5, in peccaries. It is worth noting
that neither the people caring for wild boars and peccaries in the Gdarsk Zoo, nor other
animals in the zoo, had ST5, which seems to confirm the high host specificity of this subtype.
The obtained results confirmed that Suidae are the main hosts of ST5, and showed that
peccaries, which belong to suborder Suina, like wild boars and pigs, are also susceptible
to ST5.

ST10 and ST14 were detected in two and five goats tested, respectively. ST14 was
also identified in one of the two sheep (Table 2). This is in line with other reports showing
these subtypes as predominant in goats and sheep, and generally in wild and domesti-
cated ruminants. Additionally, in previous studies, ST1, ST3-ST7, ST12, ST14, and ST15
were detected in these ruminants, but each of them much less frequently than ST10 and
ST14[15,19,44-47,49]. Importantly, goats and sheep from our survey stayed in the so-called
“Little Zoo"—a separate enclosure where children can feed and touch tame animals, such
as sheep, goats, and rabbits. Despite frequent contact with high numbers of zoo visitors,
the goats and sheep did not acquire any subtype common in humans. Similarly, the results
did not reveal any transfer of ST10 and ST14 from goats and sheep to their caregivers. This
points out that ST10 and ST14 support a predilection for Bovidae while humans are not
susceptible to these subtypes.

The sequence congruent to ST8 we identified only once—in one of the five red
kangaroos sampled (Table 2). So far, a few kangaroos have been tested for Blastocys-
tis, and different subtypes (ST4, ST10, ST12, ST13, and ST16) were identified in these
animals [13,14,47,55,55]. To the best of our knowledge, this study was the first to identify
ST8 in a red kangaroo. It follows that kangaroos are susceptible to infection with different
subtypes and may constitute a reservoir of Blastocystis.

ST13 was detected in only two monkey species: in all five lutungs and in one of
four guerezas (Table 2). Moreover, all six sequences were 100% identical (Figure 1). ST13
was observed in lutungs also by Li et al. [56] and in guerezas by Petrasova et al. [S0].
Additionally, this subtype was also reported in golden snub-nosed monkeys [53] and vervet
monkeys [50]. Originally ST13 was recognized in Australia in quokka (Marsupial) [55],
followed by Western grey kangaroo [14], Java mouse-deer [15], and recently also in reindeer
in China [48]. This shows that ST13, although rarely reported in animals, might have a
wider host range. However, in the Gdansk Zoo, this subtype was not detected in any of
the animals, except for the mentioned species of monkeys. The presence of the identical
sequences of ST13 in all tested lutungs and in only one of four guerezas (the remaining
three had ST2) raises the question of whether the guereza acquired this subtype from the
lutungs. Importantly, the enclosures of guerezas and lutungs in the Gdafisk Zoo are not
adjacent to each other and are separated by the enclosures of patas and howler monkeys, in
which ST13 did not occur. None of these species of monkeys had contact with each other in
the zoo. Thus, itis highly likely that the ST13 was transferred from the yard of the lutungs
to the yard of the guerezas by people caring for the monkeys, e.g,, on their shoes.
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Among the animals tested in this study, ST1, ST2, and ST3 were only detected in NHPs:
ST1 in two species, ST2 in three species, and ST3 in four species (Table 2). To visualize the
available data on Blastocystis STs in NHPs, we present the results obtained in monkeys
from the Gdansk Zoo and data reported for the same species by other authors in Table 3.
These data show that among the eight subtypes reported hitherto in these species, STI-ST3
clearly predominated, followed by ST5, while the remaining ST8, ST11, ST13, and ST15
occurred less frequently, or episodically.

Table 3. Comparison of Blastocystis subtypes identified in NHPs in this study with data obtained by other authors;
A—monkeys native to Africa, As—monkeys native to Asia

Host

Chimpanzee (A)
Pan troglodytes

Buff-cheecked gibbon (As)
Nomascus gabriellae

White-cheecked gibbon (As)
Nomascus leucogenys

Mandrill (A)
Mandrillus sphinx

Rhesus macaque (As)
Macaca mulatta

Guereza (A)
Colobus guereza

Patas monkey (A)
Erythrocebus patas

Javan lutung (As)
Trachypithecus auratus

Blastocystis STs Reference

- ST2 - - - - - - This study

- ST2 ST3 ST5 - - S ST15 [57]

- ST2 - ST5 - - P - [15]

- ST2 - - - - - - [28]
ST1 - - - - ST11 = - [14]

- s - - - = ows o= [52]
ST1 - - ST5 - - - - [58]
ST1 - - - - - = - [59]
ST1 - - - - - P - [11]
ST1 - - - - - - - [50]
ST1 ST2 ST3 STS - - - [12]

- - ST3 - - - E - This study
ST1 - ST3 = = - 7 S [57]
ST1 ST2 St3 - - ST15 [16]
ST1 - - ST5 ST8 - i - [15]
ST1 - - - - - 7 - [55]
ST1 - ST3 - - - - - [12]

- - ST3 - - - - - This study

- ST2 ST3 - - - - - [60]
s - - - - - - - [7]
ST1 - ST3 - - - - - This study
st - - - - - - (7]
ST1 - - - - - i - [15)

- - sm - - - T = [7]
ST1 - ST3 - - - - - [58]

- - sm . - - E [4]

- - ST3 - - - N - This study
ST1 ST2 ST3 - - - I - [53]
ST1 - - - - - - - [60]
ST1 ST2 ST3 - - - - - [61)
ST1 ST2 ST3 - - - i - [56]

- ST2 ST3 - ST8 - - - [35]

- ST2 ST3 - - - - - [58]

- - - ST5 - - i - [11)
ST1 ST2 - - - - - - [22]

- sz .- : : - STB . Thisstudy
ST1 ST2 - - - - - - [15]
ST1 ST2 ST3 = - - ST13 = [50]
ST1 ST2 ST3 - - - - - This study
ST1 - ST3 - - - - - [57)

3 5 - P - - ST13 - This study

- - ST3 ST5 - - = - 57
sn 1 T T o1 em &
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It is worth noting that in our study in patas monkeys, three subtypes: ST1, ST2, and
ST3 were identified, while in the only other study in which patas were tested, ST1 and ST3
alone were detected [57]. We found no other data on the occurrence of Blastocystis in patas,
hence it appears that this study is the first to detect ST2 in patas

Of the eight Blastocystis subtypes identified in this study, only STl and ST3 were
present in both humans and animals (specifically monkeys) while the remaining subtypes
were only detected in animals. The presence of ST1 and ST3 in NHPs and humans suggests
that these hosts are susceptible to infection with the same subtypes and therefore mutual
contagion is possible. However, the mere presence of the same STs in animals and humans
cannot be sufficient evidence for zoonotic transmission of Blastocystis. Stensvold et al.
noted that the ST3 found in NHPs were more genetically diverse than the ST3 isolated from
humans [62]. Evidently, in nature, as humans usually are not in contact with monkeys, the
human and monkey Blastocystis gene pools do not mix and evolve separately. However, in
one case of our study, we observed that not only the same subtype, namely ST1, but also
the sequences of that subtype obtained from two mandrills and one patas, were identical
to the sequence of ST1 isolated from the man who had contact with the monkeys (Figure 1).
The highly probable transmission of Blastocystis from monkeys to humans was described
by Stensvold et al. who identified ST8 (normally very rare in humans) in four out of
sixteen animal handlers who had contacts with monkeys harboring this subtype [12]. In
another study, the comparison of the 150bp variable region of the SSU rRNA gene of
ST2 isolated from four children and rhesus monkeys living in the same area showed that
the sequences were identical [22]. Our own and cited observations indicate that under
favorable conditions, Blastocystis can spread between NHPs and humans, but it may be
difficult or impossible to determine the direction of the transmission.

It is also worth noting that mandrills and patas monkeys (as is the case with lutungs
and guerezas) have no contact with each other in the Gdafisk Zoo, and their enclosures are
not adjacent to each other. This raises the suspicion that ST1 may have been transferred
from the mandrill herd to the patas monkey by the humans caring for them, and confirms
that related species are open to infection with the same subtypes. The relatively close
relationship between monkeys and humans may explain the fact that the same subtypes
(ST1, ST2, and ST3) were dominant in both of these hosts.

In this study, Blastocystis was not detected in any of the wild carnivores tested (Table 1).
This is in concordance with several other reports [13,40,53,55,63]. In a few other studies
this microorganism was found in wild carnivores, although the number of positive results
in relation to the number of examined samples was always low, e.g., 4 of 213 Arctic foxes, 4
of 181 red foxes [64], 3 of 40 raccoon dogs [48], 1 of 7 African wild dogs [65], 1 of 4 grey
wolves [15], 2 of 23 red pandas, and 10 of 81 giant pandas [66]. A similar low percentage
of infected individuals were observed among wild felids, such as Scottish wildcats (1 of
13), lynxes (2 of 9) [16], white Bengal tigers (1 of 9), Siberian tigers (1 of 13) [65] and snow
leopards (1 of 6) [14] as well as in carnivorous common genets (1 of 11) belonging to the
Viverridae [64]. Our study included only single individuals of carnivores of different
species, and this could have been the reason why Blastocystis was not detected in these
animals. According to Farah Haziqahetal. [67], the factor responsible for the low frequency
of Blastocystis in this group of animals may be the highly acidic pH in the gastrointestinal
tract of camivores (that may adversely affect the viability of Blastocystis cells). Although
numerous subtypes of Blastocystis (ST1-ST6, ST8, ST10, ST14, and ST17) have been recorded
in carnivores so far, none of them is specifically assigned to this group of animals. However,
itis worth noting that in domestic dogs and cats, ST1-5T4 are predominant [68-71], which
seems to suggest the possibility of Blastocystis transmission from humans to household
dogs and cats. In the study of Nagel et al. [68] concerning people with gastrointestinal
disorders and their dogs and cats, at least one common Blastocystis ST was observed ina
pair: an animal and its owner.

As for birds, similar to camivores, only single individuals of various bird species
were tested in our study. Among them two samples (from a condor and a rhea) yielded
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products congruent with Blastocystis; however, their subtypes could not be determined
due to unrecognized sequence data (Table 1). Until now, studies involved mainly chickens
(Gallus gallus domesticus), while other domestic fowl and wild birds were examined less
frequently. Among numerous subtypes recorded in birds (ST1, ST2, ST4-ST8, ST10, ST13,
ST14, ST24, ST27, ST28), the vast majority were ST6 and ST7, considered therefore as “avian
subtypes” [11,17,19,65,72-74]. Notably, the ST3, one of the most common subtypes in
humans, has not been recorded in birds as yet, while ST6 and ST7, which are most common
in birds, are rarely seen in humans [75,76]. Regarding wild and zoo birds, attention has
been drawn by reports on the results of studies on ostriches, in which the ST5 was most
often identified, but ST6é, ST4 and ST10 were also observed sporadically [14,15,40,53,65,74].
Inastudy by Cianetal. [15] involving a group of over 70 birds of different families from
two French zoos, Blastocystis was found in only seven samples. Similarly, from 109 samples
of birds of different species, Maloney et al. found Blastocystis only in 16 of them [74]. This
may suggest that Blastocystis in birds is either sparse or, for unknown reason, difficult
to detect, and therefore may not have been detected in our group consisting of merely
25 individuals. To complete the picture of birds as a potential reservoir of Blastocystis,
it should be added that the possibility of transmission of this microorganism between
domestic birds (chickens, quails, and geese) as well as the infection of birds with human
Blastocystis isolates has been documented [25,77].

Of the 12 reptile samples (each of a different species) tested in this study, Blastocystis
was detected in five out of six turtles, resulting in 83.33% (+ClLgs 41.1-99.1) of the infection
rate in the Testudinate group (Tables 1 and 2). Reptiles are a poorly studied group for
Blastocystis. In the only report that included a larger group of turtles, i.e,, 21 individuals, the
percentage of infected animals was 28.5% [49]. Although the data on Blastocystis in reptiles
are limited, they show a significant area of discrepancy between mammalian and avian
Blastocystis sequences and those from reptiles, which may reflect evolutionary discrepancies
between their respective hosts [15,49,78-80]. This discrepancy is also seen in our study in
which Blastocystis isolated from turtles formed two independent clades, both distinct from
those of mammals (Figure 1). The sequences of leopard, Greek, and radiated tortoises were
identical and 99.49-99.66% concordant with the MH807192 sequence of a tortoise from
the United Arab Emirates [49] with 7 SNPs. There is a high possibility of transmission of
Blastocystis between these three tortoises in the Gdarisk Zoo, as they remain in full contact
with each other during summer, when they are exposed together in the same outdoor
enclosure and are fed with the same plant food (dandelion, iceberg lettuce, romaine lettuce,
bananas, tomatoes, apples, beetroots, and parsley). Interestingly, the sequence of Blastocystis
in the spurred tortoise, which also shares the enclosure with the above-mentioned tortoises
in summer and eats the same food, differed significantly from their sequences and was only
85-91% concordant with other sequences of terrestrial herbivorous reptiles from GenBank
(Figure 1). To explain the intriguing finding that the spurred tortoise maintained its own
Blastocystis despite a similar lifestyle and sharing an enclosure with leopard, Greek, and
radiated tortoises, further research on samples taken from turtles is needed. Another
puzzling observation is that the sequence of Blastocystis in the giant Asian pond turtle
was the only one that clustered separately together with the camivorous aquatic reptile
sequences: AY266472, AY590112 from pythons, KT438713-KT438715 from big-headed
turtles, and KU146575 from keeled box turtle, with 100% bootstrap support (Figure 1). The
giant turtle in the Gdansk Zoo does not come into contact with other tortoises, and its
diet, apart from above-mentioned plant food, includes beef. Under natural conditions, the
diet of this turtle consists of worms, larvae, insects, snails, deceased animals, and aquatic
and terrestrial plants [81]. It is highly probable that this omnivorous turtle kept in the
Gdansk Zoo hunts some of the invertebrates in its outdoor enclosure, which includes a
pond, during the summer season. Therefore, it cannot be ruled out that this turtle became
colonized by Blastocystis strains harbored by their victims. Hence, it would be worth
examining the role of invertebrates in the transmission of Blastocystis. This supposition is
supported by a recent study of cockroaches and golden monkeys living in the same area, in
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which in 82.8% of cockroaches tested, only the ST2 was found, while among three subtypes
(ST1, ST2, ST3) detected in monkeys, ST2 was predominant [58].

4. Conclusions

Our study confirmed the occurrence of different Blastocystis STs in different hosts. The
lower host specificity was observed in the cases of ST1 and ST3, which were detected in
both humans and NHPs, show ing that both humans and NHPs are susceptible to these
subtypes. Additionally, the detection of the identical sequences of ST1 in three monkeys
and the human who had contact with them demonstrated that under favorable conditions,
direct transmission of Blastocystis between NHPs and humans is almost certainly possible.
The detection of ST5 only in Suina, ST8 only in a marsupial, and ST10 and ST14 only in
Bovidae indicates a higher host specificity for these subtypes, and a lower probability of
infecting humans with them.

The shortcoming of our study is that for carnivores, birds, and reptiles, we had samples
only from single animals of each species, which did not allow us to draw conclusions in
relation to these groups of animals. Despite this, some interesting observations emerged
from this study, making a valuable contribution to the full understanding of the circulation
of Blastocystis between animals and humans, and the role of various animals as reservoirs
for human infection. Future research should be expanded to free and captive reptiles
(derived from zoos, reptile breeders, and reptile hobbyists) to improve the understanding
of the genetic diversity, host specificity, and transmission patterns of Blastocystis in this
poorly studied group of animals. Furthermore, in the search for sources of Blastocystis
infection, research of invertebrates should be considered, as they may be a potential
reservoir and/ or a vector of Blastocystis infection for animals and humans.
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6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

PRACA ,DIAGNOSTYKA LABORATORYJNA ZARAZEN BLASTOCYSTIS -
WYZWANIA | KONTROWERSJE”

Ze wzgledu na znaczny polimorfizm oraz delikatng, fatwo ulegajacg uszkodzeniu
strukture komodrek Blastocystis, rozpoznanie zarazenia jest trudne i w duzym stopniu
zalezy od stosowanych metod diagnostycznych. W miedzylaboratoryjnych badaniach
poréwnawczych Blastocystis jest najbardziej niespdjnie wykrywanym eukariontem
jelitowym. Dodatkowym problemem w rozpoznaniu blastocystozy jest brak kryteriow

odrdézniajgcych kolonizacje od patologicznej inwazji.
WNIOSEK

Potrzebny jest ujednolicony schemat postepowania w diagnostyce blastocystozy.

PRACA ,OCENA CZESTOSCI ZARAZEN PASOZYTAMI JELITOWYMI
WSROD PACJENTOW PRZYCHODNI INSTYTUTU MEDYCYNY MORSKIEJ
| TROPIKALNEJ W GDYNI W OKRESIE OSTATNICH 30 LAT”

W badanej grupie pacjentéw PCHZTP IMMIT w parazytologicznych badaniach
koprologicznych Blastocystis byt najczesciej wykrywanym eukariontom jelitowym,

a w latach 1992-2010 czestos¢ zarazenia nim ludzi wzrosta 14-krotnie.
WNIOSEK

Moze to sugerowal, ze w Polsce wzrasta liczba o0sob zarazonych Blastocystis
i wskazane bytoby poszukiwanie przyczyn tego zjawiska (np. zwigzku z podrézowaniem
czy identyfikacja ewentualnych rezerwuaréw zwierzecych zarazenia Blastocystis u

ludzi).
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PRACA "BLASTOCYSTIS SUBTYPES ISOLATED FROM TRAVELERS AND
NON-TRAVELERS FROM THE NORTH OF POLAND - A SINGLE CENTER
STUDY”

Na podstawie wynikéw badan oséb wyjezdzajgcych i nigdy nieopuszczajacych Polski
stwierdzono, ze niektére podtypy Blastocystis (tu: ST2, a zwtaszcza ST1) mogg by¢
nabywane przez ludzi podczas pobytéw w krajach strefy klimatu gorgcego.

Nie stwierdzono zwigzku pomiedzy wystepowaniem poszczegdlnych podtypdw
Blastocystis a wiekiem, ptcig, dtugoscia pobytu w strefie klimatu gorgcego ani
obecnoscig lub brakiem dolegliwosci.

Nie stwierdzono zwigzku pomiedzy zasiedleniem przez poszczegdlne podtypy
Blastocystis a nasileniem inwazji.

Nie stwierdzono zwigzku pomiedzy nasileniem inwazji Blastocystis
a podrézowaniem do strefy klimatu gorgcego, dtugoscig takich pobytéw, wiekiem ani

wystepowaniem dolegliwosci u badanych oséb.

WNIOSEK

W obliczu rosnacej liczby osob podrdzujgcych do réznych stref klimatycznych swiata,
jak i migrujgcych do lub przez Polske, mozliwo$é przywlekania Blastocystis z podrdzy
wymaga dalszych badan, do ktérych niezbedne sg precyzyjne dane dotyczace historii
podrézy z uwzglednieniem obecnosci i okresleniem podtypu Blastocystis u oséb
podrdzujacych zaréwno po, jak i przed rozpoczeciem podrozy.

Nadal nierozpoznany pozostaje zwigzek pomiedzy zasiedleniem przewodu
pokarmowego przez Blastocystis a rozwojem objawow chorobowych. Kwestia ta

wymaga dalszych pogtebionych badan.
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PRACA “FIRST REPORT ON THE OCCURRENCE AND SUBTYPES OF
BLASTOCYSTIS IN PIGS IN POLAND USING SEQUENCE-TAGGED-SITE PCR
AND BARCODE REGION SEQUENCING”

W badanej grupie trzody chlewnej Blastocystis wystepowat u prawie pofowy zwierzat
z wyrazng dominacjg ST5 we wszystkich grupach wiekowych. ST3 i ST1 obecne byly
tylko u pojedynczych zwierzat i tylko w starszych grupach wiekowych.

Metody STS-PCR i barcodingu stosowane osobno nie pozwolity na wykrycie wszystkich

przypadkdw zarazen Blastocystis.

WNIOSEK

Trzoda chlewna jest prawdopodobnie naturalnym zywicielem ST5, a ST1 i ST3 mogty
zosta¢ nabyte przez swinie podczas kontaktu z ludzmi. W celu wyjasnienia czy Swinie
moga by¢ rezerwuarem zarazenia Blastocystis dla ludzi, czy transmisja zachodzi
w odwrotnym kierunku nalezy kontynuowac badania tych zwierzat i ich opiekundéw.
Nalezy poszukiwaé takich metod wykrywania i identyfikacji Blastocystis, ktore
potacza zalety metody STS-PCR oraz metody barcodingu tzn. umozliwig wykrywanie

wszystkich przypadkéw zarazen Blastocystis, takze w infekcjach mieszanych.
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PRACA “MOLECULAR CHARACTERIZATION OF BLASTOCYSTIS FROM
ANIMALS AND THEIR CAREGIVERS AT THE GDANSK ZOO (POLAND) AND THE
ASSESSMENT OF ZOONOTIC TRANSMISSION”

W badanej grupie ssakow wykryto osiem podtypdéw Blastocystis: ST1, ST2, ST3 i ST13
tylko u matp, ST5 tylko u dzikow i pekari, ST8 tylko u kangura, a ST10 i ST14 tylko u
owiec i kdz podczas gdy u oséb opiekujgcych sie zwierzetami dwa tj. ST1 i ST3.

Dwie sekwencje ST1 pochodzgce od mandryli i jedna od patasa byly identyczne

z sekwencjg ST1 izolowanego od osoby, ktora sprawowata opieke nad tymi matpami.

WNIOSEK

ST1 i ST3 wykazujg niskg swoistos¢ zywicielska. Na zarazenie nimi podatni sg zaréwno
ludzie, jak i zwierzeta naczelne, a w sprzyjajagcych warunkach moze dochodzi¢ do
transmisji Blastocystis ST1 pomiedzy matpami i ludZmi, jednak trudno jest ustalié
z pewnoscig rzeczywisty kierunek transmisji.

ST5, ST8, ST10 i ST14 wykazujg wyzszg swoisto$¢ zywicielskg. Uzyskane wyniki
wraz z danymi literaturowymi wskazujg, ze ryzyko przeniesienia tych podtypéw ze

zwierzat na ludzi jest mniejsze.
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7. ZALACZNIK — ,WYSTEPOWANIE BLASTOCYSTIS U ZWIERZAT
TOWARZYSZACYCH | ICH W&tASCICIELI” (manuskrypt w

przygotowaniu)

7.1 WPROWADZENIE

Zwierzeta towarzyszgce cztowiekowi, takie jak psy i koty moga by¢ zrédtem wielu
infekcji pasozytniczych dla ludzi (np. Toxocara canis/catti, Diphylidium caninum,
Giardia intestinalis, Cryptosporidium spp, Sarcocystis spp, Toxoplasma gondii). Ludzie
ulegajg zarazeniu per os przez bezposredni kontakt ze zwierzetami lub poprzez wode,
zywnos$¢ czy Srodowisko zanieczyszczone odchodami zwierzat zawierajgcymi formy
rozwojowe pasozytow (Bajer iin., 2011; Esch i Petersen, 2013; W. Liiin., 2019; Lépez D
iin., 2006; Riggio iin., 2013). Wedtug aktualnej wiedzy do transmisji Blastocystis
dochodzi w ten sam sposdb (Angelici iin., 2018; Koloren iin., 2018; Lee iin., 2012;
Noradilah iin., 2016). Dlatego warto zwréci¢ uwage na potencjat zoonotyczny tzw. pet
animals jako rezerwuaru zarazenia Blastocystis dla ludzi. Celem tego badania
pilotazowego byto zbadanie wystepowania i (w przypadku stwierdzenia obecnosci)
poréwnanie genotypdw Blastocystis izolowanych od zwierzat towarzyszacych i ich

opiekundéw w celu rozpoznania czy dochodzi do odzwierzecej transmisji drobnoustroju.
7.2 MATERIAL | METODY

Przedmiotem analizy byto 145 probek katu pobranych od rdéinych zwierzat
towarzyszacych oraz 67 od ich wiascicieli. Prébki pobierano od maja 2018 do maja
2020 w aglomeracji tréjmiejskiej (woj. pomorskie, Polska) liczacej okoto 800.000
mieszkancow (file:/// C:/Users/brodw/Downloads/Pomorskie%20w%20liczbach.pdf)
[dostep 27.09.2021]. Wiasciciele zwierzat wypetniali ankiete zawierajgcg dane o rasie,
wieku i warunkach bytowych zwierzat. Grupa zwierzat obejmowata gtéwnie psy i koty
(odpowiednio n = 64 i n = 54) oraz niewielka liczbe innych zwierzat, takich jak agamy

brodate (n=6), kréliki (n=4), $winki morskie (n=4), gekony lamparcie (n=3), szczury

97



(n=3), matpy o nieustalonej rasie (n=2), szynszyle (n=2), koszatniczka (n=1), chomik
syryjski (n=1) i z6tw grecki (n=1).

Ze wzgledu na ograniczenia finansowe, w przypadku zwierzat, ktérymi
opiekowato sie kilku cztonkéw rodziny, probke katu pobierano od tej osoby, ktéra
miata najwiekszy kontakt ze zwierzeciem. Nie wszyscy wiasciciele zwierzat dostarczyli
wtasne probki katu do badan, stad duza réznica miedzy liczebnoscig grupy zwierzat i
wtascicieli. W kilku przypadkach ten sam wtasciciel posiadat kilka zwierzat np. (szes¢
pséw, dwa psy, dwa koty, pies i kot, trzy gekony). Tylko osiem psow mieszkato na
podwodrku, a pozostatych 56 przebywato z wtascicielami w warunkach domowych. 34
koty byty trzymane wytgcznie w warunkach domowych, a 20 byto wypuszczanych na
zewnatrz. Wedtug ankietowanych wszystkie zwierzeta byty zadbane, wiasciwie
zywione, a w razie problemdw zdrowotnych otoczone opiekg weterynaryjng. Wszystkie
psy i koty byty regularnie odrobaczane.

Wiasciciele zwierzat otrzymali krétkg instrukcje poboru materiatu (prébki katu).
Prébki pobierane byly zaraz po wyprdznieniu do plastikowych, jednorazowych
pojemnikéw zawierajgcych 70% etanol, a nastepnie przechowywane w temp. 4-5°C do
czasu izolacji DNA.

Do izolacji materiatu genetycznego z pozyskanych prébek katu wykorzystano
komercyjny zestaw Genomic Mini AX Stool Kit (A&A Biotechnology, Gdynia, Polska).
Procedure izolacji przeprowadzono zgodnie z instrukcjg producenta. Uzyskany materiat
genetyczny zabezpieczono w -20°C, a nastepnie przeprowadzono PCR ze starterami
pan-Blastocystis: RD5 (5'-ATCTGGTTGATCCTGCCCAGT-3') i BhRDr  (5'-
GAGCTTTTTAACTGCAACAACG-3') - umozliwiajgcymi wykrycie wszystkich
zidentyfikowanych, a takie nowych podtypow Blastocystis (Scicluna iin., 2006).
Reakcje zostaty przeprowadzane zgodnie z opisem zamieszczonym w publikacji
(Rudzinska iin., 2020).

Produkty PCR poddano sekwencjonowaniu w obu kierunkach w Laboratorium
Technik Biologii Molekularnej UAM w Poznaniu stosujgc standardowg procedure ze
starterami uzytymi do amplifikacji. Uzyskane sekwencje SSU-rRNA zostaty poréwnane z
55 sekwencjami referencyjnymi reprezentujgcymi najpopularniejsze podtypy

Blastocystis, tj. ST1, ST2, ST3, ST4, ST4a, ST5, ST6, ST6a, ST7, ST8, ST9, ST10, ST12,
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ST13, ST14, ST15, ST16, ST17 pobranymi z bazy danych GenBank. Sekwencje przycieto
i ztozono przy uzyciu oprogramowania MEGA X. Analize populacyjng przeprowadzono
w programie MEGA X przy wykorzystaniu metody najwiekszej wiarygodnosci z uzyciem
1000 powtdrzen bootstrap w celu okreslenia doktadnej pozycji i tozsamosci izolatow
Blastocystis (Kumar iin., 2016). Przynalezno$é¢ Blastocystis do podtypdéw zostata
dodatkowo zweryfikowana za pomoca otwartej bazy danych typowania sekwencji
PubMLST dostepnej na stronie internetowej (www.pubmlst.org/Blastocystis), [dostep
25 sierpnia 2021], (Jolley i in., 2018; Stensvold i in., 2012).

W pracy dodatkowo przeanalizowano dane 1z literatury dotyczgce
wystepowania Blastocystis u pséw bytujacych w réznych warunkach (psy domowe,
z terendw wiejskich, przebywajace w schroniskach i bezpanskie) (tab. 3). Analize
statystyczng przeprowadzono za pomocg ilorazu szans. Ponadto dokonano poréwnania
wystepowania Blastocystis u psow z réznych srodowisk za pomocg analizy Chi-square

(Chi Square Calculator - socscistatistics.com).

Tabela 3 Czestosc¢ zarazenia i podtypy Blastocystis identyfikowane u pséw z réznych krajow (w porzadku
alfabetycznym), pogrupowane wedtug warunkéw zycia zwierzat (w tabeli nie uwzgledniono danych

pochodzacych z badan grup zwierzat liczacych <5 osobnikéw).

Kraj Liczba Liczba (%) Zidentyfikowane PiSmiennictwo
zwierzat  zwierzat podtypy (n)
zbadany zarazon
ch ych

Psy domowe

Australia 11 0 - - (Robertsiin., 2013)

Australia 80 2 2,5 ST1(2) (Wangiin., 2013)

Brazylia 20 0 - - (Oliveira-Arbex i in., 2018a)
Brazylia 78 2 2,6 n.d. (Mouraiin., 2018)

Chiny 199 0 - - (Liao i in., 2020)

Chiny 315 6 1,9 ST1, ST2 (Li WC, Wang K, Qin M, Liu ZH,

Yuan G, Liu DY, 2016
(liczby nie podano) )

Filipiny 145 20 13,8 ST2(1), ST3(2) (Belleza i in., 2016)
ST4(2), ST5(2)
ST1/3(1), ST2/3(1)
ST4/5(1), STnz(10)

Francja 116 4 3,4 ST2(2), ST10(2) (Osmaniin., 2015)
Grecja 30 0 - - (Spanakosiin., 2011)
Hiszpania 55 0 - - (Paulosiin., 2018)
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Iran 120 22 18,3 n.d. (Mohaghegh iin., 2018)
Iran 154 29 18,8 ST2(8), ST3(11), (Mohammadpour i in., 2020)

ST4(3), ST7(3),

ST8(2), ST10(2)
Japonia 27 0 - - (Abeiin., 2002)
Kolumbia 175 32 18,3 n.d. (Gonzalez i Giraldo, 2015)
Kolumbia 8 1 12,5 ST1(1) (Villamizariin., 2019)
Polska 31 1 3,2 ST7 (Kaczmarek i in., 2020)
Tajlandia 13 1 7,7 ST3 (Udonsom iin., 2018)
USA 51 0 - - (Ruaux i Stang, 2014)

Psy z terenéw wiejskich*
Australia 5 0 - - (Parkariin., 2007)
Australia 45 0 - - (Robertsiin., 2013)
Brazylia 11 0 - - (David i in., 2015)
Brazylia 38 0 - - j.w.
Chile 30 1 3 n.d. (Opazoiin., 2019)
Kambodza 80 1 1,3 ST2 (Wangiin., 2013)
Psy ze schronisk

Australia 72 51 70,8 n.d. (Dudaiin., 1998)
Australia 5 0 - - (Parkariin., 2007)
Chiny 149 35 5,4 ST1(6), ST3(28) (Liao i in., 2020)

ST10(1)
USA 103 10 9,7 ST1, ST10 (Ruaux i Stang, 2014)
Wtochy 99 21 21,2 ST3 (Gazzonis iin., 2019)

Psy bezpanskie

Grecja 42 0 - - (Spanakosiin., 2011)
Indie 80 19 23,8 ST1(9), ST4(2) (Wang i in., 2013)

ST5(1), ST6(7)
Iran 181 37 20,4 n.d. (Mohaghegh iin., 2018)
Japonia 27 0 - n.d. (Abe i in., 2002)

Inne psy**

Australia 300 10 3 n.d. (Gillespie i Bradbury, 2017)
(rézne psy)
Australia 10 2 20 ST1(1), STnz(1) (Parkar iin., 2007)
(rézne psy)
Argentyna 139 4 2,9 n.d. (La Salaiin., 2015)
(brak danych)
Chiny 136 4 2,9 ST1(3), ST4(1) (Wang i in., 2018)
(rézne psy)
Turcja (domowe 200 0 - - (Onderiin., 2021)
i wiejskie)
Chiny 237 0 - - (Liao i in., 2020)

(z hodowli)




Chiny (z targu) 60 0 - - j.w.

Chile 972 351 36,1 n.d. (Lopez D iin., 2006)
(z biegunka)

Kolumbia 40 15 37,5 ST2 (Ramireziin., 2014)
(brak danych)

* w doniesieniach nie sprecyzowano czy byly to psy tzw. podwdrkowe czy mieszkajace z wiascicielami w warunkach
domowych

** psy niekwalifikujgce sie do zadnej z powyiszych grup ze wzgledu na brak lub niepetne dane dotyczace

warunkéw bytowych i liczby zwierzat

n.d. — nie dotyczy; badanie wykonano przy uzyciu mikroskopu lub mikroskopu i hodowli in vitro

STnz — podtypu nie oznaczono

7.3 WYNIKI | DYSKUSJA

tacznie w kierunku wykrycia Blastocystis przebadano prébki katu 145 zwierzat i 67 ich
wiascicieli. Tylko w 3 ze 145 (2,1%) probek od zwierzat uzyskano produkty PCR
wielkos$cig odpowiadajgce Blastocystis, co potwierdzito sekwencjonowanie. Pozytywne
préobki pochodzity od dwu agam brodatych i jednego gekona lamparciego, podczas gdy
nie wykryto Blastocystis w zadnej z prébek katu pséw, kotéw ani pozostatych matych
ssakow i zotwia.

Podobnie w przypadku wtascicieli zwierzat, tylko w trzech z 67 (4,5%) probek
stwierdzono obecnos¢ Blastocystis. Sekwencjonowanie ujawnito, ze byty to ST4 i ST7,
a podtypu Blastocystis z trzeciej probki nie okreslono z powodu zbyt krétkiej sekwencji
(z tego powodu nie zostata ona réwniez wykorzystana w analizie populacyjnej).

Sekwencje Blastocystis uzyskane od gadéw w tym badaniu réznity sie znacznie
od sekwencji referencyjnych Blastocystis z GenBank pochodzgcych od ludzi i ptakdéw
(ryc. 10). Podobny uktad obserwowano w innych badaniach z udziatem gadéw

(AbuOdeh iin., 2019; Rudzinska i in., 2021; Yoshikawa i in., 2016).
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U51152 1 guinea-pig ST4
AY244620.1 human ST4
71 | MWS564233.1 human

MF737395 1 sewage

MN836841.1 human

AB091251.1 brown norway rat ST4

’— AB107965.1 cattle ST3
E

AB091233.1 human ST3

AY266474.1 iguana

99 | AB107970.1 Black-and-white ruffed lemur ST4a
AB107971.1 great argus (bird) ST8
MW858900.1 cattle ST10

MK357785.1 deer ST10

@

a4  AY135405.1 pig ST1

AY135404.1 pig ST1

AB107988.1 grivet (monkey)
AB070997 1 japanese monkey ST2
ABO70887 1 human ST2

EF209020.1 leopard tortoise

MHB807192.1 African spurred tortoise
EF209019.1 Bell hinge-back tortoise
KC148208 1 mouse-deer ST13

KC148206.1 european mouflon ST14

KC148205.1 cattle ST14

AB070999 1 pig ST5

AB107964.1 pig STS

72 - AY268469.1 toad

4? AY266471.1 sea snake
% KT:

4387121 snnaping turtle

86 — AY135411.1 turkey

AB091236.1 human ST8

AB107972.1 Chinese bamboo partridge (bird) ST6
MH358367 1 yak ST12

AF408425.2 human ST9

AF408426.2 human ST6a

72 | MT661534.1 turkey

DQ366343 1 human

38Bh human,

KY984529.1 duck

AB070991.1 human ST7
AY590108 1 human ST7
AF408427 1 human ST7

AY590106.1 human ST7

EU427512.1 red kangaroo ST16

100 ' EU427514.1 red kangaroo ST16

4&3,7 KC148211.1 gibbon ST15

AY266468 1 bullfrog

DQ186644 1 cockroach

DQ186647 1 cockroach

KC148208.1 common gundi ST17

MK251248.1 rodent
MK251247 1 rodent
MW785821 1 rabbit
MW785820.1 rabbit

KT438716.1 green tree python

100 ' KT438718.1 red tailed boa

0050

Rycina 10 Analiza populacyjna izolatow
Blastocystis wykonana z wykorzystaniem
metody najwiekszej wiarygodnosci (ang.
maximum likelihood method) z 1000
powtdrzen;

Kolor zielony — izolaty pochodzgce od gaddéw.
Kolor niebieski — izolaty pochodzgce od ludzi.
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Dotychczas sposréd gadéw najczesciej badane byly z6twie i weze, i to wsrdd tych
zwierzagt uzyskano najwiecej wynikéw pozytywnych (Cian iin., 2017; Noél iin., 2005;
Teow i in., 1992, 1991; Yoshikawa iin., 2016). Tylko jedno doniesienie wspomina
o dwu badanych gekonach i jednej agamie brodatej, u ktérych Blastocystis nie wykryto
(AbuOdeh iin., 2019). Sekwencje Blastocystis izolowanych od gadéw w obecnym
badaniu umiejscowity sie na tej samej gatezi, co sekwencje Blastocystis z GenBank
pochodzace od kroélikdéw, gundii pospolitych i gryzoni. Ich poréwnanie z sekwencjami
referencyjnymi wykazato 99% podobienstwo do sekwencji ST17 (KC148208.1). ST17
jest drugim najczesciej identyfikowanym podtypem u gryzoni (m.in. w Meksyku
(Martinez-Barbabosa iin., 2018), Libii (Alfellani iin., 2013b), Zjednoczonych Emiratach
Arabskich (AbuOdeh iin., 2019), Chinach (Chai iin., 2020; Deng iin., 2021b). Chociaz
gady coraz chetniej i czesciej trzymane sg w domach jako tzw. pet animals to fakt, ze sg
one nosicielami zupetnie innych Blastocystis niz te, ktére identyfikowane sg u ludzi,
pozwala sgdzi¢, ze ryzyko transmisji drobnoustroju pomiedzy nimi i ich opiekunami jest
niewielkie. Jednak, aby potwierdzi¢ to przypuszczenie, potrzebne sg dalsze badania.
Sekwencje Blastocystis uzyskane od gadéw w obecnym badaniu byly réwniez
w znacznym stopniu (odpowiednio 91% i 89%) zgodne z sekwencjami DQ1866441 oraz
DQ186647.1 Blastocystis z GenBank pochodzgcymi od owaddéw (karaluchéw)
(Yoshikawa iin., 2007). By¢ moze wyjasnieniem podobieidstwa Blastocystis
izolowanych od gaddéw i karaluchow jest fakt, ze owady te — ktére z duzym
prawdopodobieistwem moga przyczynia¢ sie do przenoszenia Blastocystis (Ma iin.,
2020) — czesto sg pokarmem gaddéw. Jednak, aby potwierdzi¢ te teze konieczne sg
dalsze badania Blastocystis pochodzgcych od obu tych grup zywicieli.

Wiekszo$¢ danych literaturowych na temat Blastocystis u zwierzat
towarzyszacych dotyczy pséw i w znacznie mniejszym stopniu kotéw. W tabeli 3.
zebrano dane nt. czestosci wystepowania Blastocystis u pséw, zgtaszane przez autoréw
z réznych krajow, pogrupowane wedtug warunkéw zycia zwierzat (psy domowe,
wiejskie, ze schronisk i bezpanskie). Analiza statystyczna z wykorzystaniem testu
nieparametrycznego Chi-kwadrat pozwolita na poréwnanie wystepowania Blastocystis
w ww. grupach pséw. Poréwnanie tych grup wykazato rdéznice statystycznie istotne

(tab.4).
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Tabela 4 Wartosci p-value dla analizy chi-kwadrat porédwnujgcej wystepowanie Blastocystis u psow

bytujacych w réznych warunkach obliczone na podstawie danych z tabeli 3.

psy domowe wiejskie ze schronisk bezpanskie
domowe 1 0,000455 <0,00001 <0,00001
wiejskie* 0,000455 1 <0,00001 <0,00001
ze schronisk <0,00001 <0,00001 1 0,00054
bezpanskie <0,00001 <0,00001 0,00054 1

Analiza wykazata, ze u pséw ze schronisk Blastocystis wykrywa sie istotnie statystycznie
czesciej niz u pséw domowych, wiejskich i bezpanskich. U pséw bezpanskich istotnie
czesciej niz u pséw domowych i wiejskich. Analiza wykazata réwniez, ze u pséw
pochodzacych z terendw wiejskich Blastocystis wystepuje istotnie statystycznie
rzadziej niz w przypadku pozostatych trzech grup. Na tej podstawie mozna
wnioskowaé, ze najczedciej zarazone sg psy przebywajgce w schroniskach, a w
nastepnej kolejnosci psy bezpanskie. lloraz szans pokazat, ze szansa wykrycia obecnosci
Blastocystis u pséw trzymanych w schronisku jest odpowiednio 28,81; 3,75 i 1,35 razy
wieksza niz u pséw pochodzacych z terendw wiejskich, pséw domowych i pséw
bezpanskich. Szansa wykrycia obecnosci Blastocystis u bezpanskich psow jest
odpowiednio 21,29 i 2,77 razy wieksza niz u psow z terendw wiejskich i pséw
domowych.

W obecnym badaniu Blastocystis nie zostat wykryty w zadnej prébce katu
pochodzacej od psow i kotdw. Podobnie zarazenia Blastocystis nie stwierdzono u pséw
w Hiszpanii (Paulos iin., 2018), Grecji (Spanakos iin., 2011), Japonii (Abe iin., 2002),
Chinach (Liao iin., 2020), Australii (Parkar iin., 2010; Roberts iin., 2013), USA (Ruaux
i Stang, 2014) | Brazylii (David iin., 2015; Oliveira-Arbex iin., 2018b). W kilkunastu
innych badaniach Blastocystis u pséw wykryto w szerokim zakresie czestosci od 1,9%
do 70,8% (tab. 3), a niekiedy nawet 100% pséw byto zarazonych, jednak w tych
przypadkach byty to mate grupy liczagce od 3 do 5 zwierzat (Eroglu i Koltas, 2010; Nagel
iin., 2012; Parkar iin., 2007). Analiza wynikéw tych badan pochodzgcych z wielu

krajow pokazuje, ze czesto$¢ infekcji moze mieé zwigzek z warunkami zyciowymi
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zwierzat. Chociaz w kazdej grupie obserwowano psy zarazone i niezarazone, to
najczesciej zarazone byty psy ze schronisk, a nastepnie psy bezpanskie, domowe
i wiejskie. Do transmisji Blastocystis dochodzi przez wode, zywnos¢ lub srodowisko
zanieczyszczone cystami, ponadto psy wykazujg zachowanie koprofagiczne. Oznacza
to, ze psy znajdujgce sie w schroniskach na ograniczonym obszarze wybiegéw, ktére
czesto zamieszkiwane sg przez kilka a nawet kilkanascie osobnikéw czesciej maja
kontakt z katem i powierzchniami zanieczyszczonymi cystami niz psy z innych grup. To
prawdopodobnie wyjasnia wysokag czestos¢ zarazenia u pséw ze schronisk. Wszystkie
psy z obecnego badania byly zadbane, dobrze odzywione, wyprowadzane na spacery
wytgcznie pod opiekg wtascicieli, regularnie odrobaczane oraz otrzymywaty opieke
weterynaryjng w razie problemoéw zdrowotnych. To moze wyjasnia¢, dlaczego nie byty
zarazone.

Literatura przedmiotu pokazuje, ze wsrdd kotéw, podobnie jak wsrdod pséw,
odsetek zarazonych zwierzat waha sie znacznie tj. od 0 do 67,3%, a w matych grupach
(liczacych 3 osobniki) siegat 100%. (Badparva i Kheirandish, 2020; Belleza iin., 2016;
Dudaiin., 1998; Khademvatan i in., 2014; Kwak D, 2020; W. Liiin., 2019; Lépez D i in.,
2006; Mohammadpour iin., 2020; Moura iin., 2018; Paulos iin., 2018; Roberts i in.,
2013). Na podstawie dostepnych danych wydaje sie, ze w przypadku kotéw — podobnie
jak u pséw — zarazeniu sprzyja pobyt w schronisku, jednak dostepne dane sg zbyt
skgpe, aby mozna je byto ocenié statystycznie. Mogtoby sie réwniez wydawac, ze koty
wychodzgce na zewnatrz sg bardziej narazone na zarazenie, jednak w obecnym
badaniu ani koty ktére nie wychodzity z domu, ani te ktérym pozwolono wychodzi¢ na
zewnatrz nie byty zarazone.

W dotychczasowych badaniach u pséw ujawniono dziewie¢ podtypow
Blastocystis, mianowicie ST1-ST8 i ST10 (Tab.3), natomiast u kotéw szes¢, tj. ST1-ST4,
ST10i ST14 (Kwak D, 2020; Mohammadpour iin., 2020; Ruaux i Stang, 2014). Te same
podtypy, z wyjatkiem ST14, wystepuja u ludzi. Co wiecej, u pséw, podobnie jak u ludzi,
ST1-ST4 notowane sg czesciej niz pozostate podtypy, a w przypadku kotdw nieznacznie
czesciej obserwowano ST1 i ST3. Moze to sugerowaé, ze psy i koty mogg stuzy¢ jako
rezerwuary zarazenia Blastocystis dla ludzi, jednak rownie prawdopodobny jest

odwrotny kierunek transmisji. Warto zauwazy¢, ze witasciciele pséw z naszego badania,
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tak jak ich psy, nie byli zarazeni Blastocystis, natomiast wsrdd wtascicieli kotéw trzech
byto zarazonych (kazdy innym podtypem: ST4, ST7 i jeden niemozliwy do okreslenia),
jednak nie mogli oni zarazi¢ sie od swoich kotdéw, poniewaz wszystkie koty byty ujemne
pod wzgledem Blastocystis.

Wsréd badan nad wystepowaniem Blastocystis u psow i kotéw tylko nieliczne
obejmowaty zaréwno te zwierzeta, jak i zwigzanych z nimi ludzi. W niewielkiej
spotecznosci miejskiej Filipin te same podtypy ST1-ST5 odnotowano u psow i ludzi
(czes¢ z nich byta witascicielami pséw), jednak udziat poszczegdlnych podtypdw u ludzi
i psow byt inny. ST3 byt najbardziej rozpowszechniony zaréwno u ludzi, jak i u pséw,
jednak u ludzi wystepowat ponad dwukrotnie czesciej niz u psow (41,4% vs 17,4%). ST1
byt drugim pod wzgledem czestosci wystepowania u ludzi, a u pséw wystepowat
najrzadziej (22,6% vs 4,3%). Odwrotnie ST5 i ST1, ktére u psdw wystepowaty okoto trzy
razy czesciej niz u ludzi (odpowiednio 13% vs 4,1% i 8,7% vs 3,1%). Najbardziej zblizone
wartosci w obu grupach zywicieli reprezentowat ST4 (14,8% - ludzie i 13% - psy)
(Belleza iin., 2016). Zastanawiajgce jest, ze podtypy ST1, ST2, ST3, ST4 i ST7 wykryte u
0sob z dolegliwosciami jelitowymi wystepowaty réwniez u ich psow i kotow (Eroglu
i Koltas, 2010; Kaczmarek iin., 2020; Nagel iin., 2012), a sekwencja Blastocystis
wyizolowanego od cztowieka z Tajlandii byta w 100% zgodna z sekwencjg izolatu
pochodzacego od psa z tej samej spotecznosci (Parkar i in., 2007). Powyzsze dane, choé
cenne, to nie upowazniajg do wnioskowania jaki byt kierunek transmisji drobnoustroju.

W obecnym badaniu Blastocystis nie zostat wykryty w zadnej prdbce
pochodzacej od krélikow i gryzoni. W przypadku krélikdw nieliczni autorzy
obserwowali niski odsetek zarazonych zwierzat (1% i 3%), u ktorych stwierdzono ST4,
a w pojedynczym przypadku ST14 (AbuOdeh iin., 2019; T. Li iin., 2020; Wang iin.,
2018). W przypadku gryzoni odnotowano dziesie¢ podtypoéw Blastocystis (ST1-ST5, ST7,
ST8, ST10, ST13, ST17) z wyrazng przewagg ST4, zwiaszcza u szczuréw, a odsetek
zarazen przyjmuje szeroki zakres od 0% do 100% (Betts iin., 2017; Chai iin., 2020;
Katsumata iin., 2018; J. Li iin., 2020; Mohammadpour iin., 2020; Noél iin., 2003;
Premaalatha iin., 2017; Wang iin., 2018; Yoshikawa i lwamasa, 2016). W obecnym
badaniu byto tylko 11 gryzoni, i wtasnie ta niewielka liczba zbadanych zwierzat mogta

byé przyczyng niewykrycia Blastocystis. Poniewaz gryzonie sg dos$¢ popularnymi
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zwierzetami towarzyszacymi i — jak wynika z literatury — wydajg sie stanowic gtéwny
rezerwuar zwierzecy ST4 (Chai iin., 2020), podtypu, ktéry byt zgtaszany jako
prawdopodobna przyczyna ucigzliwej biegunki u ludzi (Dominguez-Marquez i in., 2009;
Stensvold iin., 2011), pozadane jest kontynuowanie badan Blastocystis w tej grupie

zwierzat.

7.4 PODSUMOWANIE | WSTEPNE WNIOSKI

Podsumowujgc, badanie to jest najprawdopodobniej pierwszym, w ktdrym Blastocystis
wykryto u agam brodatych i gekona lamparciego. Zidentyfikowane u tych zwierzat
genotypy Blastocystis sg odmienne od stwierdzanych u ludzi, dlatego wydaje sig, ze nie
powinno dochodzi¢ do zarazenia nimi ludzi. Zwazywszy jednak, ze zarazone gady
stanowity 30% niewielkiej liczby gadéw objetych badaniem oraz, ze zwierzeta te coraz
czesciej hodowane sg jako tzw. pet animals, a takze ze wzgledu na znikoma wiedze na
temat ,gadzich” Blastocystis, badania drobnoustroju w tej grupie zwierzgt powinny by¢
kontynuowane.

Niewykrycie Blastocystis u zadnego z pozostatych zwierzagt moze wyptywac z faktu,
ze wszystkie prébki pochodzity od zdrowych i zadbanych zwierzat. Ponadto,
niewykrycie Blastocystis u zadnego z krélikdw i gryzoni, mogto by¢ spowodowane
niewielky liczbe zwierzat, od ktérych pobrano prébki.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze dalsze badania Blastocystis izolowanych od zwierzat
iich opiekunéw sg niezbedne do petnego poznania Zrédet i kierunku transmisji

drobnoustroju miedzy zwierzetami i ludzmi.
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8. STRESZCZENIE W J. POLSKIM

Blastocystis jest prawdopodobnie najbardziej rozpowszechnionym
mikroeukariotycznym organizmem zasiedlajgcym jelito grube u wielu gatunkéw
zwierzat i co najmniej miliarda ludzi Swiecie. Patogenicznos¢ drobnoustroju jest
dyskusyjna, wiele oséb zarazonych nie ma zadnych objawdéw chorobowych, podczas
gdy cze$é skarzy sie na dolegliwosci, gtéwnie ze strony przewodu pokarmowego.
Blastocystis izolowane od ludzi i zwierzat wykazujg rozlegta zmiennos¢ genetyczng —w
oparciu o metody biologii molekularnej ustalono 25 podtypdw drobnoustroju, z
ktdrych dwanascie (ST1-ST10, ST12, ST14) jest wspdlnych dla ludzi oraz innych ssakow
i ptakow. To wskazuje na mozliwos¢ transmisji odzwierzecej i/lub antroponotycznej, a
podobienstwa miedzy izolatami pochodzgcymi od niektérych zwierzat i ludzi poteguja
to przypuszczenie. Transmisja Blastocystis zachodzi najprawdopodobniej drogg
fekalno-oralng przez kontakt z zarazonym lub woda, Zzywnoscig czy przedmiotami
zanieczyszczonymi katem zawierajgcym cysty Blastocystis.

Niniejsza rozprawa miata na celu uzupetnienie wiedzy dotyczacej epidemiologii
Blastocystis na podstawie badan ludzi i wybranych grup zwierzat z wojewddztwa
pomorskiego.

Pierwszym etapem pracy byto okreslenie czestosci zarazen Blastocystis wsréd
pacjentéw PCHZTP IMMIT. Analiza wynikéw parazytologicznych badan koprologicznych
52818 pacjentéw wykazata, ze liczba oséb zarazonych Blastocystis na przestrzeni 18 lat
wzrosta 14-krotnie oraz ze poczgwszy od roku 1995 Blastocystis byt najczesciej
wykrywanym organizmem sposrdéd pierwotniakow i helmintdw  bytujgcych
w przewodzie pokarmowym ludzi. To pokazato, ze warto szukaé zrédet zarazenia
Blastocystis u ludzi.

W nastepnym etapie pracy badano wptyw podrdzowania do strefy klimatu
gorgcego na zasiedlenie przewodu pokarmowego ludzi przez Blastocystis. Na
podstawie badain molekularnych préobek katu oséb podrdézujgcych w celach
zawodowych i turystycznych do krajéow klimatu gorgcego oraz oséb nigdy
nieopuszczajgcych Polski stwierdzono, ze ST2, a szczegdlnie ST1 mogty byé nabywane

podczas podrézy. Jednak do petnego wyjasnienia mozliwosci przywlekania zarazen
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Blastocystis z podrdzy niezbedna jest kontynuacja badan z analizg danych dotyczacych
historii podrdzy z uwzglednieniem obecnosci i okresleniem podtypu Blastocystis u oséb
podrdzujacych zaréwno przed, jak i po zakonczeniu podrézy.

W kolejnych etapach pracy oceniano mozliwosé transmisji Blastocystis pomiedzy
zwierzetami i ludzmi.

W badaniu trzody chlewnej czestos$é zarazenia Blastocystis ksztattowata sie na

poziomie 44,4% - 50%, a podtypem dominujacym w kazdej grupie wiekowej zwierzat
byt ST5, co wraz z danymi literaturowymi wskazuje, ze sSwinie sg najprawdopodobniej
naturalnym rezerwuarem ST5. Pozostate dwa wykryte podtypy tj. ST3 i ST1 obecne
byty tylko u pojedynczych sztuk zwierzat, przewaznie w formie infekcji mieszanych
z ST5, i tylko w starszych grupach wiekowych (tj. z wyjgtkiem prosiat), co budzi
podejrzenie o mozliwg antroponotyczng transmisje tych podtypow bedacy efektem
coraz dtuzszego kontaktu swin z ludZmi. Kwestia ta wymaga dalszych badan prébek
pochodzacych zaréwno od $win, jak i od oséb sprawujacych nad nimi opieke.
W tej pracy dodatkowo porédwnano efektywnos¢ dwdch metod molekularnych
najczesciej wykorzystywanych przez badaczy do wykrywania i identyfikacji podtypow
Blastocystis w probkach katu. Wyniki uzyskane kazdg z metod rdznity sie i chociaz nie
byty to réznice statystycznie istotne, to badanie pokazato, ze przy uzyciu kazdej
z metod czesc¢ zarazen Blastocystis pozostaje niewykryta (STS-PCR —9,39%, barcoding —
8,72%).

Kolejnym krokiem w poszukiwaniu mozliwosci transmisji Blastocystis pomiedzy
zwierzetami i ludZmi byto badanie zwierzat z Gdanskiego Ogrodu Zoologicznego i ich
opiekundw. Obecno$é¢ Blastocystis stwierdzono u 26,86% zwierzat i 17,14% ich
opiekundw. Jedynie dwa podtypy tj. ST1 i ST3 obecne byly i u zwierzat (matp), i u ludzi.
Co wiecej, dwie sekwencje ST1 pochodzace od mandryli i jedna od patasa byty
identyczne z sekwencjg ST1 izolowanego od osoby sprawujgcej opieke nad tymi
matpami. To wskazuje na bardzo prawdopodobng transmisje ST1 pomiedzy matpami
a ich opiekunem, chociaz ze 100% pewnoscig kierunku transmisji okresli¢ nie mozna.
Fakt, ze ST5 wystepowat tylko u dzikédw i spokrewnionych z nimi pekari obroznych, ST8

tylko u kangura rudego, a ST10 i ST14 tylko u kdz i owiec pokazuje, ze te podtypy
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Blastocystis charakteryzuja sie wyzszg swoistoscia i prawdopodobienstwo
przeniesienia ich ze zwierzat na ludzi jest znacznie mniejsze.

W zataczniku do rozprawy przedstawiono wyniki pilotazowych badan
dotyczacych wystepowania Blastocystis u zwierzat towarzyszgcych oraz ich wiascicieli.
Blastocystis nie zostat wykryty u zadnego psa ani kota mimo tego, ze prébek od tych
zwierzat byto najwiecej. Blastocystis nie zostat réwniez wykryty u tzw. pet rodents, co
moze byc¢ skutkiem niewielkiej liczby zbadanych prébek. Blastocystis wykryto u jednej
trzeciej zbadanych gadéw (dwu agam brodatych i jednego gekona lamparciego),
a sekwencje tych izolatéw byly odmienne od sekwencji referencyjnych z GenBank
pochodzacych od ludzi. Blastocystis obecny byt takze u trojga wiascicieli zwierzat,
jednak nie byli to wtasciciele gaddéw, lecz kotdéw, co oznacza, ze te zwierzeta nie mogty
by¢ zrodtem zarazenia Blastocystis dla swoich opiekundw. Mimo, ze zarazenie ludzi
przez Blastocystis bytujgce u gadéw wydaje sie mato prawdopodobne, to ze wzgledu
na rosngcy popularnos¢ hodowli gadéw oraz fakt, ze gady pod katem Blastocystis sg
bardzo stabo zbadane, badania drobnoustroju w tej grupie zwierzat powinny by¢
kontynuowane.

Kazdy z celéw badawczych rozprawy poszerzyt wiedze na temat epidemiologii
Blastocystis. Jest to najwieksze molekularne badanie epidemiologiczne,
przeprowadzone pod katem Blastocystis u ludzi i zwierzat w Polsce.

W swietle uzyskanych wynikéw dalsze badania Blastocystis izolowanych od
zwierzat i opiekujgcych sie nimi oséb sg niezbedne do petnego poznania zrddet

i kierunku transmisji drobnoustroju pomiedzy zwierzetami i ludZmi.
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9. STRESZCZENIE W J. ANGIELSKIM

Blastocystis is one the most widespread microeukaryote in the intestines of numerous
animal species and at least a billion people in the world. The pathogenicity of the
microorganism is debatable since lots of infected people do not have any symptoms of
the disease, while some complaint about problems mainly from the gastrointestinal
tract. Blastocystis isolated from humans and animals show extensive genetic
variability. Based on molecular biology methods, 25 subtypes of Blastocystis have been
established, twelve of which (ST1-ST10, ST12, ST14) are shared by humans and other
mammals and birds. This indicates the possibility of zoonotic and/or anthroponotic
transmission of Blastocystis, moreover, the high similarities between isolates from
some animals and humans reinforce this assumption. Transmission of Blastocystis
occurs via the fecal-oral route through contact with the infected individual or through
water, food, or items contaminated with feces containing Blastocystis cysts.

The aim of this dissertation was to supplement the knowledge on the
epidemiology of Blastocystis based on studies of humans and selected groups of
animals from the Pomeranian Voivodeship in Poland.

The first stage of the work was to determine the frequency of Blastocystis
infection among PCHZTP IMMIT patients. The analysis of the results of parasitological
coprological examinations of 52,818 patients showed that the number of people
infected with Blastocystis over 18 years (from 1992 to 2010) increased 14-fold, and
that from 1995 Blastocystis was the most frequently detected microeukaryote among
protozoa and helminths inhabiting the human gastrointestinal tract. This showed that
it would be advisable to look for the causes of Blastocystis infection in humans.

In the next stage of the work, the influence of traveling to the hot climate zone
on the colonization of the human gastrointestinal tract by Blastocystis was
investigated. Based on molecular studies of stool samples of people traveling for
business and tourist purposes to hot climate countries and people who have never left
Poland, it was found that ST2, and especially ST1, could have been acquired during
travels. However, to fully explain the possibility of importing Blastocystis infections

from travel, it is necessary to continue research with an analysis of travel history data
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including the presence and subtypes of Blastocystis in travelers both before and after
the trip.

In the further stages of the work, the possibility of transmission of Blastocystis
between animals and humans was assessed.

In the pig study, the prevalence of Blastocystis was 44.4% - 50%, and the
dominant subtype in each age group of animals was ST5, which, together with
literature data, indicates that pigs are most likely a natural reservoir of ST5. The other
two detected subtypes, i.e., ST3 and ST1, were present only in individual animals,
mostly in the form of mixed infections with ST5, and only in older age groups (i.e.,
except for piglets). This raises the suspicion of possible anthroponotic transmission of
these subtypes because of the longer and longer contact between pigs and humans.
This issue requires further testing of samples from both the pigs and their caregivers.
This work additionally compared the effectiveness of two molecular methods most
used by researchers to detect and identify Blastocystis subtypes in stool samples. The
results obtained with each method differed, and although the difference was not
statistically significant, the study showed that with each method, some of the
Blastocystis infections remain undetected (STS-PCR - 9.39%, barcoding - 8.72%).

The next step in the search for the possibility of transmitting Blastocystis
between animals and humans was the study of animals from the Gdansk Zoo and their
caregivers. The presence of Blastocystis was found in 26.86% of animals and 17.14% of
their keepers. Only two subtypes, i.e., ST1 and ST3, were present in both animals
(monkeys) and humans. Moreover, two ST1 sequences from the mandrills and one
from the patas were identical to the ST1 sequence isolated from the caregiver of the
monkeys. This indicates a highly likely transmission of ST1 between the monkeys and
their caregiver, although the direction of transmission cannot be determined with
100% certainty. The fact that ST5 was found only in wild boar and related to them
peccaries, ST8 in a red kangaroo only, and ST10 and ST14 only in goats and sheep
shows that these subtypes of Blastocystis are more specific and that their transmission
from animals to humans is much less likely.

The appendix to the dissertation presents the results of a pilot study on the

occurrence of Blastocystis in companion animals and their keepers. Blastocystis has
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not been detected in any dog or cat, despite the highest number of samples from
these animals. Blastocystis also was not detected in pet rodents, which may be due to
the small number of tested samples. Contrarily, Blastocystis was detected in one third
of the reptiles tested (two bearded agamas and one leopard gecko) but the sequences
of these isolates differed remarkably from the human reference sequences from
GenBank. Blastocystis was also present in three animal owners, however, they were
not reptile but cat owners, which means that cats from this study could not be the
source of Blastocystis infection for their keepers. Infection of humans by reptile-
derived Blastocystis seems unlikely, however, due to the growing popularity of reptile
breeding and the fact that reptile-derived Blastocystis is very poorly studied, research
on Blastocystis met in this group of animals should be continued.

Each of the research objectives of the presented dissertation broadened the
knowledge about the epidemiology of Blastocystis. It is the largest molecular
epidemiological study conducted on Blastocystis in humans and animals in Poland.

In the light of the results obtained, further studies of Blastocystis isolated from
animals and their caregivers are needed to fully understand the sources and direction

of the microbial transmission between animals and humans.
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