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Streszczenie

Blastocystis u ludzi i zwierzat statlocieplnych w Polsce: roZnorodnos¢
genetyczna i potencjal zoonotyczny

Blastocystis cf. Blastocystis hominis to jeden z najczesciej wykrywanych pierwot-
niakow w jelicie grubym cztowieka oraz zwierzat. Zarazenie Blastocystis na ogoét
przebiega bezobjawowo, w niektérych przypadkach blastocystozie towarzysza:
biegunka, bole brzucha, wzdecia, zaparcia, nudnosci. Na $wiecie czestos¢ wystepo-
wania Blastocystis spp. u ludzi waha sie w przedziale od 1,5-10% w krajach rozwi-
nietych do 30-50% w krajach rozwijajgcych sie. Blastocystis cf. Blastocystis hominis
stanowi kompleks gatunkéw, w ktérym dotychczas wyrozniono 28 subtypéw (ST),
w tym co najmniej 9 wyizolowanych od cztowieka. Przypuszcza sig, ze subtyp ST1
jest najbardziej wirulentnym sposrod dotychczas zbadanych subtypow. Wykazano
takze, ze struktura subtypow ludzkich izolatow Blastocystis moze wskazywa¢ na
rezerwuar i zrodlo zarazenia.
Przebadano material pochodzgcy od cztowieka i 73 gatunkéw zwierzat, w tym 33
gatunkow ssakow nalezgcych do 7 rzedow i 41 gatunkow ptakow nalezacych do
6 rzedow —tgcznie 1413 probek (784 probki od cztowieka oraz 629 probek od zwie-
rzat). Do wykrywania Blastocystis wykonywano mikroskopowe badanie probek
kalu oraz hodowle. Metodg PCR amplifikowano fragment genu kodujgcego rRNA
matej podjednostki rybosomu. Produkty PCR sekwencjonowano, otrzymane se-
kwencje porownywano z sekwencjami zdeponowanymi w bazie GenBank. Wyko-
nano analize filogenetyczng z uzyciem wnioskowania bayesowskiego. Po raz
pierwszy w Polsce zbadano réznorodnosc alleli genu kodujgcego rRNA matej pod-
jednostki rybosomu.
Wyniki. Obecnosc¢ Blastocystis wykryto w 156 probkach (86 dodatnich probek po-
chodzito od czlowieka, 70 — od zwierzat).
Stwierdzono:
— wystepowanie Blastocystis spp. u cztowieka, 20 gatunkéw innych ssakéw oraz
u 13 gatunkow ptakow;
— po raz pierwszy w Polsce wystepowanie Blastocystis spp. u 18 gatunkéw ssakow

i 12 gatunkow ptakow,



— duzg roznorodnos¢ subtypow wystepujgcych u ludzi i zwierzat statocieplnych
w Polsce (11 subtypow, w tym 8 subtypow wykryto u cztowieka).

Opisano 7 nowych alleli genu kodujgcego rRNA matej podjednostki rybosomu.

Najwieksze podobienstwo wykazujg struktury subtypow czlowieka i innych ssa-

kow, najmniejsze zas struktury subtypow ptakow i ssakow. Wiekszos¢ wykrytych

subtypow (7 z 11) stanowig subtypy zoonotyczne.

Nalezy spodziewac sie wykrycia w przysztosci w Polsce jeszcze innych subtypow,

niz stwierdzone dotychczas.
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Summary

Blastocystis in Humans and Warm-Blooded Animals in Poland: Genetic

Diversity and Zoonotic Potential

Blastocystis cf. Blastocystis hominis is one of the most frequently detected protozoa
in the large intestines of humans and animals. Infection with Blastocystis is gen-
erally asymptomatic, but in some cases, blastocystosis is accompanied by diarrhea,
abdominal pain, flatulence, constipation, and nausea. The worldwide prevalence
of Blastocystis spp. in humans ranges from 1.5 to 10% in developed countries, and
from 30 to 50% in developing countries. Blastocystis cf. Blastocystis hominis is a
complex of species in which 28 subtypes (ST) have been distinguished so far, in-
cluding at least nine isolated from humans. It is assumed that the ST1 subtype is
the most virulent of the subtypes studied so far. It has also been shown that the
subtype structure of human Blastocystis isolates may indicate a reservoir and a
source of infection.

Material from humans and 73 animal species were tested, including 33 species of
mammals belonging to seven orders, and 41 species of birds belonging to six or-
ders: a total of 1,413 samples (784 samples from humans and 629 samples from
animals). Microscopic examination of fecal samples and cultures was performed
in order to detect Blastocystis. PCR was used to amplify a fragment of a gene that
encodes the rRNA of a small subunit of the ribosome. The PCR products were se-
quenced; the obtained sequences were then compared with the sequences depos-
ited in the GenBank database. Phylogenetic analysis using Bayesian inference was
performed next. For the first time in Poland, the diversity of alleles of the gene that
encodes the rRNA of a small subunit of the ribosome has been studied.

Results. The presence of Blastocystis was detected in 156 samples (86 positive sam-

ples were from humans, 70 from animals).
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Found:

—the occurrence of Blastocystis spp.in humans, 20 species of other mammals, and
13 species of birds;

— Blastocystis spp. was found in 18 species of mammals and 12 species of birds in
which the protozoa had not been detected before in Poland,

—a large variety of subtypes were found in humans and warm-blooded animals in
Poland (11 subtypes, including eight subtypes detected in humans).

Seven new alleles of the gene that encodes the rRNA of a small subunit of the ribo-

some have been described.

When comparing subtypes, the most similar are the structures of the subtypes of

man and other mammals, while the smallest are the structures of the subtypes of

birds and mammals. Most of the subtypes detected (7 out of 11) are zoonotic sub-

types.

It should be expected that in Poland more subtype variants will be detected in the

future than those found so far.
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I. Wstep

Blastocystis jest beztlenowym jednokomorkowym endosymbiontem, czesto wyste-
pujacym w przewodzie pokarmowym ludzi i zwierzat [1]. Historia jego odkrycia
i opisania jest niezwyklta i obejmuje poczgtkowy okres badan z przed ponad 100
lat, lata zapomnienia oraz okres intensywnych badan w obecnych czasach [2].

Zeby lepiej zrozumieé i ocenié¢ wydarzenia prowadzace do ustalenia pozycji
taksonomicznej Blastocystis oraz pozwalajgce postrzegac Blastocystis jako wazny
symbiont cztowieka warto dokladnie przesledzic historie jego odkrycia i dalszych
badan.

[.1. PRZEGLAD HISTORYCZNY

[.1.1. HISTORIA ODKRYCIA I USTALENIA POZYCJI TAKSONOMICZNEJ

[.1.1.1. OPISANIE NOWEGO GATUNKU I RODZAJU

Pierwsze rzetelne doniesienie na temat Blastocystis autorstwa Aleksieja ALEKSIE-
JEWA pojawilto sie w 1911 roku w czasopismie Comptes Rendus Hebdomadaires des
Séances et Mémoires de la Société de Biologie [3]. W tej pracy zaproponowat on nazwe
Blastocystis enterocola dla organizmow wyizolowanych, m. in., z jelita traszek, opi-
sujgc w ten sposob nowy gatunek ,enterocola” i jednocze$nie nowy rodzaj ,Blasto-
cystis”.

Francuski parazytolog E. Brumpt na tamach czasopisma Bulletin de la So-
ciété de Pathologie Exotique zaproponowal uzycie stosowanej do dzisiaj nazwy Bla-
stocystis hominis dla nowego gatunku wyizolowanego od ludzi. W 1912 roku uka-
zala sie praca, w ktorej przedstawiono rysunki i opisy form morfologicznych tego
pierwotniaka' (Rys. 1 a, b) [4].

W tej pracy Brumpt zaproponowat rowniez nazwy dla kilku innych gatun-
kow Blastocystis wyizolowanych od: koczkodana (Cercopithecus ruber) — Blastocystis
cercopitheci, ropuchy szarej (Bufo vulgaris, = Bufo bufo) — Blastocystis bufonis oraz
pijawki konskiej (Haemopis sanguisuga) — Blastocystis sanguisugae. Niestety nie po-

danoich opisow aniilustracji, dlatego na podstawie Art. 12 Kodeksu Nomenklatury

! Tuidalej uzywamy historycznego okreslenia ,pierwotniaki” dla nazwania cudzozywnych (hetero-
troficznych) protistow [278].
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Zoologicznej nazwy te powinno sie traktowac jako nomen nudum (lac. "naganazwa”)
[5].

W roku 1932 wloski badacz Ettore Micheletti [6] zaproponowal stosowanie
nazwy Blastocystis jalinus (Perroncitto, 1901) powotujgc sie na domniemane wcze-
$niejsze odkrycie gatunku przez E. Perroncitto. Propozycja E. Micheletti pozostata

bez odzewu.

Rysunek 1. Formy morfologiczne Blastocystis hominis

a — liczne formy w trakcie podziatu (kat biegunkowy); b — formy wykrywane u tego samego pacjenta
w stolcu uformowanym kilka dni pognie;.

Zrodto: [4].
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[.1.1.2. PIERWSZE PROBY OKRESLENIA POZYCJI TAKSONOMICZNEJ BLASTOCYSTIS

Ustalenie pozycji taksonomicznej Blastocystis od samego poczgtku sprawiato trud-
nosci. Pierwsi badacze zajmujgcy sie tematem, czyli A. Alexeieff i E. Brumpt zakla-
syfikowali go do grzybow (drozdzakow) — odpowiednie do rodzajow Schizosaccha-
romyces i Saccharomyces. Jednak W. Bensen i S. von Prowasek zaobserwowali, ze
Blastocystis hominis wytwarza spory roznigce sie od tych wytwarzanych przez
grzyby. Pomimo iz pdzniej proponowano aby umiesci¢ Blastocystis w rodzaju Pro-
totheca nalezgcego do alg [7], to w wiekszosci publikacji Blastocystis nadal byt opi-
sywany jako drozdzak. Istniaty ku temu powody. Morfologicznie Blastocystis przy-
pomina drozdzaki: uwazalo sie¢ wtedy, ze nie ma nibynozek, nie porusza sie aktyw-
nie, zmiennos¢ wielkosci jest duzo wieksza niz oczekiwana u pierwotniakow, po-
dobnie jak i duza réznorodnosc form morfologicznych. Podzial binarny tatwo byto
btednie interpretowac jako pgczkowanie. Nieznane wtedy byly formy cyst, a formy
pelzakowate nie byly rozpoznawane jako B. hominis. Brak widocznego jgdra w ja-
snym polu na preparatach niebarwionych rowniez sugerowat ze Blastocystis na-
lezy klasyfikowac¢ jako gatunek grzyba [2].

Dopiero postep w technologii i nowe mozliwosci obrazowania pozwolily na
doktadniejszg ocene tego mikroorganizmu. W 1967 roku Zierdt i wspdtpracownicy
przeprowadzili badania ultrastrukturalne przy pomocy mikroskopii elektronowej
[8]. Uzyskane w ten sposdb wyniki upewnity ich, ze B. hominis zdecydowanie nie
nalezy do grzybéw. Wobec powyzszego mikroorganizm zostatl zreklasyfikowany do
pierwotniakéw. Pojawilo sie wowczas pytanie ojego przynaleznosc¢ taksono-
miczng wsrod pierwotniakow. Poczgtkowo Blastocystis zaliczano do sporowcow.
Zaproponowano nawet odrebng gromade Blastocystea i odrebny rzgad Blastocy-

stida [9]. Systematyka wyglgdata nastepujgco:

Krélestwo Protozoa Goldfuss 1818 emend. von Liebold, 1845
Typ Protozoa Goldfuss 1818
Podtyp Sporozoa Leuckart, 1879 emend. Levine 1963
Gromada Blastocystea Zierdt, 1978
Rzad Blastocystida Zierdt, 1978
Rodzaj Blastocystis Alexeieff, 1911
Gatunek B. hominis Brumpt, 1912.
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Ch. H. Zierdt zaznaczy!l przy tym, ze do sporowcow Blastocystis jest zaklasy-
fikowany wstepnie i Ze mogg nastgpi¢ pdzniejsze zmiany [9]. Dziesiec¢ lat pdzniej
autor stwierdzil, ze, poniewaz niektore z form Blastocystis wyksztalcajg nibynézki
oraz ze komorki Blastocystis nie majg kompleksu apikalnego, to pierwotniak ten
powinien mies$ci¢ sie¢ w podtypie Sarcodina. Przy czym rzad Blastocystida zostat
obnizony do rangi podrzedu Blastocystina Zierd, 1988 w granicach rzedu Amoe-

bida [10]:

Krélestwo Protista
Podkrolestwo Protozoa
Typ Sarcomastigophora
Podtyp Sarcodina
Nadgromada Rizopoda
Gromada Lobosea
Podgromada Gymnamoeba
Rzad Amoebida
Podrzad Blastocystina Zierdt, 1988.

1.1.1.3. PIERWSZE BADANIA MOLEKULARNE

Juz w nastepnym roku zostaty opublikowane wyniki badan molekularnych rRNA
malej podjednostki rybosomu z aksenicznego szczepu Blastocystis, ktore pokazaly,
ze Blastocystis nie tworzy monofiletycznej grupy z Saccharomyces, Neurospora, Na-
egleria, Acanthamoeba, Dictyostelium, Trypanosoma czy Euglena (Rys. 2) [11]. Ponie-
waz wyniki badan sugerowaly, ze B. hominis nie jest blisko spokrewniony ani
z drozdzakami, ani z grzybami, petzakami czy sporowcami [11,12], zaproponowano

dla Blastocystis status incertae sedis (lat. ,0 niepewnej pozycji”).
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lasmodium Tetrahynema
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rorocentrum arcocystis
arcocystis Toxoplasma

Toxoplasma acharomyces
acharomyces Blastocystis
lastocystis Zea

Zea Acanthamoeba
canthamoeba Artemia
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omo Dictyostelium
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uglena Trypanosoma

Vairimorpha Vairimorpha
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Plasmodium
Blastocystis
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Dictyostelium

Trypanosoma
Naegleria
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Rysunek 2. Drzewa filogenetyczne z badan Johnson et al. 1989

a — drzewo zbudowane metodq maksymalnej parsymonii; b — drzewo konsensusu dla trzech drzew zbu-
dowanych metodqg maksymalnej parsymonii; ¢ — drzewo zbudowane metodq Fitch’a-Margoliash’a.

Zrodlo: opracowanie whasne na podstawie [11].

Kilka lat pdzniej, chinscy badacze Jiang i He [13] uznali, ze jezeli Blastocystis nie
pasuje do sporowcow ani petzakow, to moze warto wyodrebnic dla Blastocystis spe-

cjalny takson rangi podtypu (!) i zaproponowali nastepny uktad:
jalny g1 podtyp prop epny
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Krélestwo Protista
Podkrolestwo Protozoa
Typ Sarcomastigophora
Podtyp Blastocystida Jiang & He, 1993
Gromada Blastocystea Jiang & He, 1993
Rzad Blastocystida Jiang & He, 1993
Rodzina Blastocystodae Jiang & He, 1993
Rodzaj Blastocystis
Gatunek B. hominis.

W krotkim czasie pomyst ten zostal skrytykowany, uznano bowiem, ze sam
fakt, iz Blastocystis nie pasuje do owczesnej klasyfikacji Protista to zbyt malo zeby
tworzy¢ takson tak wysokiego szczebla [14-17]. Pozniejsze badania molekularne
oparte na sekwencji genu czynnika elongacyjnego 1o (EF-1a) rowniez nie pozwo-
lity jednoznacznie ustali¢ pozycji taksonomicznej Blastocystis [18]; padta sugestia
odniesienia Blastocystis do podtypu Conosa (typ Amoebozoa Liihe, 1913, infrakro-

lestwo Sarcomastigota) [19].

1.1.1.4. PRZELOMOWE BADANIA MOLEKULARNE

W roku 1996 w Nature zostal opublikowany artykut pod tytutem ,Human parasite
finds taxonomic home” [20]. Autorzy otrzymali sekwencje genu rRNA matej pod-
jednostki rybosomu dwdch gatunkow Blastocystis (B. hominis oraz Blastocystis wyi-
zolowany od swinki morskiej) i porownali je z homologicznymi sekwencjami
przedstawicieli gldéwnych grup eukariontow. Rekonstrukcja filogenetyczna wyko-
nana z uzyciem réznych metod, w tym: metody najwiekszej wiarygodnosci (maxi-
mum-likelihood), metody Fitch-Margoliash, metody przytgczenia sgsiada (neigh-
bour-joining), metody parsymonii, jednoznacznie wykazala, ze Blastocystis nalezy
do grupy Stramenopile (Rys. 3). Przynaleznosc¢ Blastocystis do Stramenopile byta
potwierdzona wynikami pozniejszych badan molekularnych, w ktorych oprocz

genu matej podjednostki rRNA przeanalizowano rowniez kilka innych genow [21].
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Rysunek 3. Pozycja filogenetyczna Blastocystis hominis na podstawie analizy mo-
lekularnej sekwencji genu rRNA matej podjednostki rybosomu

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie [20].

[.1.1.5. KROTKA CHARAKTERYSTYKA STRAMENOPILE I ICH POZYCJA WSROD EUKARIONTOW

Straminopile stanowig niejednorodng grupe obejmujgcg jednokomorkowe i wie-
lokomoérkowe protisty, zarowno heterotroficzne jak i fotosyntetyczne. Przedstawi-
cielami tej grupy sa, m.in., brunatnice, okrzemki, labiryntulorosla, legniowce.

Stramenopile wraz z roslinami zielonymi, czerwonymi algami, zwierzetami,
grzybami ialweolatami wyodrebnily sie prawie jednoczesnie miliard lat temu
[20][22]. W przeciwienstwie do wszystkich innych eukariontéw, Straminopile
maja trojdzielne rurkowe wloski na powierzchni komorki lub na dtugiej przedniej
witce (tzw. mastigonemy), a ich mitochondria posiadajg tabularne grzebienie.

Juz na samym poczatku zauwazono [20], ze Blastocystis jest bardzo nietypo-

wym przedstawicielem Stramenopile. Wprawdzie, ,mitochondria” Blastocystis
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majg tabularne grzebienie, jednak Blastocystis jest organizmem beztlenowym,
wiec funkcje metaboliczne tych ,mitochondriow” stajg sie niejasne (,mitochon-
dria” nie majg wielu elementow klasycznego szlaku mitochondrialnego). Blastocy-
stis nie ma ,wloskow na witkach” (ang. ,flagellar hairs”) ani tez wici. Prawdopodob-
nie wynika to z wtérnej utraty tych cech, poniewaz przedstawiciele spokrewnionej
z Blastocystis grupy Proteromonadidae majg wici oraz ,flagellar hairs”. Poniewaz
Proteromonadidae nalezg do podtypu Opalinata, a Blastocystis jest jedyng grupg
posrod Opalinata ktore nie majg na powierzchni rzesek, to powstato pytanie czy
mozna Blastocystis odnies¢ do gromady Opalinea?

Pod koniec XX wieku, w trakcje przegladu ,Systemu Szesciu Krolestw” (Six-
Kingdom System of Life) wybitny brytyjski biolog ewolucyjny Thomas Cavalier-
Smith zaproponowal wyrdézni¢ w granicach podtypu (subphylio) Opalinata od-
rebng gromade (classis) Blastocystea, uzasadniajgc decyzje tym, ze na powierzchni
komorek Blastocystis brak rzesek (lat. sine ciliis). Jednoczes$nie postulowalo sie
przeniesienie Opalinata z krolestwa Protozoa do krolestwa Chromista (infrakrole-
stwo Heterokonta), gdzie Opalinata razem z Pseudofungi i Bigyromonada utwo-
rzyly nows botaniczng gromade (phylum) Bigyra [23]. Grupe Stamenopiles Cava-
lier-Smith uznat za identyczng z infrakrélewstwem Heterokonta [24]. Systema-

tyka wygladata nastepujgco:

Krélestwo Chromista
Podkrélestwo Chromobiota Cavalier-Smith, 1991
Infrakrélestwo Heterokonta Cavalier-Smith, 1986
Nadgromada/Nadtyp Gyrista Cavalier-Smith, 1998
Gromada/Typ Bigyra Cavalier-Smith, 1998
Podgromada/Podtyp Opalinata Wenyon, 1926
Klasa/Gromada Blastocystea Cavalier-Smith, 1998
Rodzina Blastocystaceae/Blastocystidae’.

1.1.1.6. WSPOLCZESNE POGLADY MA MIEJSCE BLASTOCYSTIS WSROD ORGANIZMOW ZYWYCH

W XXI wieku ukazaly sie trzy rewizje klasyfikacji eukariontow, ktéra dotyczyta tak-
sonow wysokiej rangi, wydane pod auspicjami Miedzynarodowego Towarzystwa

Protistologow (International Society of Protistologist; ISP) [25-27].

2 Nazwa rodziny Blastocystaceae jest zgodna z wymogami ,Kodeksu nomenklatury botanicznej”,
zgodnie z ,Kodeksem nomenklatury zoologicznej” powinno by¢ Blastocystidae.
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Publikacja z roku 2005 byta pierwszg od 25 lat klasyfikacjg zaproponowang
przez ISP [28]. Wszystkie Eucariota podzielono w niej na 6 duzych grup — Amoebo-
zoa, Opisthokonta, Rhizaria, Archaeplastida, Excavata — oraz grupe Chromalveo-
lata obejmujgcg: Cryptopycea, Haptophyta, Stramenopiles, Alveolata. Poniewaz
zrezygnowano wtedy z formalnego okreslenia nazw rang (nd. phylum, class, order),

to miejsce Blastocystis mozemy okresli¢ w nastepujgcy sposob:

Chromalveolata Adl et al., 2005 / Stramenopiles Patterson, 1989 / Opalinata Wenyon, 1926 /
Blastocystis Alexieff, 1911.

Weczesniej wysunieto hipoteze, wedtug ktérej grupa Chromalveolata
(= Chromista sensu Cavalier-Smith, 1998), powstata w nastepstwie symbiozy fago-
troficznych heterotroficznych eukariontow zfotosyntezujgcymi eukariontami-
krasnorostami. Mozna wiec przyjaé, ze dotyczy to tez Blastocystis.

Rewizja z 2012 roku [26] jest ciekawa z tego wzgledu, ze grupe Chromalveo-
lata uznano jako prawdopodobnie polifiletyczng. Pokazano zwigzek pomiedzy
Alveolata, Stramenopile a Rhizaria i stworzono nowy takson: ribogrupe (ang. ribo-
group) Sar (czyli Stramenopile-Alveolata-Rhizaria). Wszystkie Eukaryota zostatly
podzielone na 2 duze grupy: Diaphoretickes oraz Amorphea (Rys. 4). Pozycje Bla-

stocystis wsrod innych eukariontow okreslono wowczas nastepujgco:

Eukaryota / Diaphoretickes / SAR/ Stramenopiles Patterson 1989/ Opalinata Wenyon,
1926 / Blastocystis Alexieff, 1911.
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Rysunek 4. Drzewo filogenetyczne eukariontéw

Zrédlo: opracowanie whasne na podstawie [26]

W lutym 2019 r. opublikowano zaktualizowang edycje klasyfikacji eukarion-
tow [27]. Zostala ona okreslona jako ,ztoty standard” dla szerokiego przegladu kla-
syfikacji biologicznej gatunkow oraz klasyfikacji nowo odkrytych organizmow.
Wspoltczesna klasyfikacja nie operuje juz takimi formalnymi okresleniami jak:
pierwotniaki, zwierzeta i rosliny. Jednak sg one nadal czesto uzywane, poniewaz
dzieki nim bardziej zrozumiale sg powigzania pomiedzy zwierzetami, grzybami,
roslinami, glonami i pierwotniakami. Ze wzgledu na to, ze obecna edycja zawiera
nieformalng sugestie co do rangi niektorych taksonow idla grupy Blastocystis

przewiduje takson rangi nizszej niz Rzad, grupe Blastocystis mozna uwzglednic
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w randze rodziny Blastocystidae. Podsumowujgc, potozenie Blastocystis wsrod zy-

wych organizmow na dzien dzisiejszy jest nastepujgce:

Eukaryota/ Domena Diaphoretickes/ Sar/ Typ Stramenopiles/ Gromada Bigyra/
Opalozoa / Rzad Opalinata / Rodzina Blastocystidae / Rodzaj Blastocystis.
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[.1.2. GATUNKI OPISANE W OBREBIE RODZAJU BLASTOCYSTIS

Lacznie opisano co najmniej 22 odrebne gatunki w granicach rodzaju Blastocystis
— 13 gatunkow czlowieka i zwierzat stalocieplnych (ptakéw i ssakow) i 9 gatunkow

u zwierzat zmiennocieplnych.
1.1.2.1. GATUNKI BLASTOCYSTIS OPISANE U ORGANIZMOW STALOCIEPLNYCH

Pasozyty ptakéw

Blastocystis anatis Belova, 1991
Gatunek opisano na podstawie badania materialu uzyskanego od kaczki domowej
(Anas platyrhynchos f. domestica) z obwodu kaliningradzkiego Rosji [29]. Gatunek

ten byl takze odnotowany w Baszkortostani (Federacja Rosyjska) [30].

Blastocystis anseri Belova, 1992
Gatunek opisano na podstawie badania materialu uzyskanego od gesi domowej

(Anser anser f. domestica) z obwodu kaliningradzkiego Rosji [31].

Blastocystis galli Belova & Kostenko, 1990
Gatunek opisano na podstawie badania materiatlu uzyskanego od kury domowej
(Gallus gallus) z obwodu leningradzkiego Rosji. Gatunek byt odnotowywany takze
na Biatorusi, na Ukrainie i na Kaukazie Potudniowym [32]. Wg L. Bietowej [33] do

tego gatunku nalezg réwniez pierwotniaki opisane przez M. Kuczynskiego [34].

Blastocystis meleagridis Belova, 1992
Gatunek opisano na podstawie badania materiatu uzyskanego od indyka zwyczaj-

nego (Meleagris gallopavo) z Uzbekistanu (wilajet kaszkadaryjski) [33].

Blastocystis numidae Belova, 1992
Gatunek opisano na podstawie badania materiatu uzyskanego od perlicy zwyczaj-

nej (Numida meleagris) z Uzbekistanu (wilajet kaszkadaryjski) [33].
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Pasozyty ssakow

Blastocystis bovis Belova, 1992
Gatunek opisano na podstawie badania materiatu uzyskanego od bydta domowego

(Bos taurus) z obwodu kaliningradzkiego Rosji [33].

Blastocystis cercopitheci Brumpt, 1912 — nomen nudum
Gatunek opisano na podstawie badania materiatu uzyskanego od koczkodana (Cer-
copithecus ruber). Oryginalna publikacja [4] nie zawiera zadnych cech morfologicz-
nych i, zgodnie z Art. 12 Kodeksu nomenklatury zoologicznej [5], nazwe uznajemy

za nomen nudum.

Blastocystis equi Belova, 1992
Gatunek opisano na podstawie badania materiatu uzyskanego od konia domowego

(Equus caballus) z obwodu kaliningradzkiego Rosji [33].

Blastocystis felis Brumpt, 1924
Nie udato sie nam dotrze¢ do oryginalnej publikacji. Informacje o opisaniu tego

gatunku podaje Belova [33].

Blastocystis hominis Brumpt, 1912
Gatunek opisano na podstawie badania materiatu uzyskanego od cztowieka (Homo
sapiens), prawdopodobnie z Francji [4]. Wielokrotnie odnotowywany od ludzi

i zwierzat na catym $wiecie.

Blastocystis lemuri Krylov & Belova, 1997
Gatunek opisano na podstawie badania materiatu uzyskanego od lemura katta (Le-

mur catta) z Zoo w Sankt-Petersburgu (Rosja) [35].

Blastocystis ovis Belova, 1992
Gatunek opisano na podstawie badania materialu uzyskanego od owcy domowej

(Ovis aries) z obwodu kaliningradzkiego Rosji [33].
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Blastocystis ratti Chen, Singh, Ho, Tan, Ng, Moe, Yap, 1997
Gatunek opisano na podstawie badania materialu uzyskanego od szczura labora-
toryjnego szczepu Wistar (Rattus norvegicus) z Singapuru. Uwaza sie, ze B. ratti od-

powiada subtypowi ST4 wg aktualnego nazewnictwa [36].

Blastocystis suis Belova, 1992
Gatunek opisano na podstawie badania materialu uzyskanego od swini domowej
(Sus domesticus) z obwodu kaliningradzkiego Rosji [33]. Autorka [33] wykryla ten
gatunek rowniez u dzika (Sus scrofa). Byl odnotowany tez w Baszkortostani (Fede-

racja Rosyjska) [30].

1.1 2.2. GATUNKI BLASTOCYSTIS OPISANE U ZWIERZAT ZMIENNOCIEPLNYCH

Pasozyty ptazow

Blastocystis bufonis Brumpt, 1912 — nomen nudum
Gatunek opisano na podstawie materiatu od ropuchy szarej (Bufo vulgaris = Bufo
bufo). Oryginalna publikacja [4] nie zawiera opisu gatunku, dlatego zgodnie z Art.

12 Kodeksu nomenklatury zoologicznej [5] uznajemy te nazwe jako nomen nudum.

Blastocystis enterocola Alexeieff, 1911
Gatunek opisano na podstawie badania materiatu uzyskanego od traszki grzebie-

niastej (Triturus cristatus) [3].

Blastocystis lessonae Belova, 1992
Gatunek opisano na podstawie badania materiatu uzyskanego od zaby jeziorkowej

(Rana lessonae, = Pelophylax lessonae) z obwodu kaliningradzkiego Rosji [33].
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Pasozyty gadow

Blastocystis agrionemidis Belova, 1997
Gatunek opisano na podstawie badania materialu uzyskanego od zoétwia stepo-

wego (Agrionemis horsfieldi) z Petersburskiego Zoo, Rosja [37].

Blastocystis cycluri Singh, Ho, Yap, Ng, Tan, Moe, Yap, 1996
Gatunek opisano na podstawie badania materiatu uzyskanego od legwana nosoro-

giego (Cyclura cornuta) z Zoo w Singapurze [38].

Blastocystis geocheloni Singh, Ho, Yap, Ng, Tan, Moe, Yap, 1996
Gatunek opisano na podstawie badania materialu uzyskanego od zabuti czarnego

(Geochelone carbonaria) z Zoo w Singapurze [38].

Blastocystis lapemi Teow, Zaman, Ng, Chan, Yap, Howe, Gopalkrishnakone,
Singh, 1991
Gatunek opisano na podstawie badania materialu uzyskanego od morskiego weza

(Lapemis hardwickii = Hydrophis hardwickii) z Morza Poludniowochinskiego [39].

Blastocystis pythoni Singh, Ho, Yap, Ng, Tan, Moe, Yap, 1996
Gatunek opisano na podstawie badania materialu uzyskanego od pytona siatko-
wego (Python reticulatus) z Zoo w Singapurze [38]. W Polsce byl odnotowany przez
Satamatina i zespot u zoétwia (Cuora mouhotii) ze sklepu zoologicznego w Warsza-

wie [40].

1.1.2.3. PASOZYTY BEZKREGOWCOW

Blastocystis sanguisugae Brumpt, 1912 — nomen nudum
Gatunek opisano na podstawie badania materiatu uzyskanego od pijawki konskiej
(Haemopis sanguisuga). Oryginalna publikacja [4] nie zawiera zadnych cech mor-
fologicznych i, zgodnie z Art. 12 Kodeksu nomenklatury zoologicznej [5], nazwe

uznajemy za nomen nudum.

27



1.1.3. HISTORIA BADAN BLASTOCYSTIS SP. W POLSCE

W 1955 roku pojawia sie w literaturze polskiej pierwsza praca na temat Blastocy-
stis®. Autorzy opisali w niej wykrycie tego pierwotniaka u dzieci z okolic Lublina
[41]. Kolejna praca pojawita sie kilkanascie lat pozniej, w 1972 roku. W pracy tej
opisano Blastocystis wwymazach okoloodbytniczych pobranych od kobiet
réwniez z okolic Lublina [42].

Po tej publikacji przez okolo 20 lat nie ukazala si¢ zadna praca na temat bla-
stocystozy w Polsce. Dopiero w 1990 i 1991 roku prof. E. Sinski i zespot wykryli
Blastocystis u dzieci z Warszawy i okolic [43,44]. W 1995 roku pojawita sie praca
pogladowa zatytutowana ,Blastocystis hominis —nowy patogen jelitowy?”, opubliko-
wana w czasopismie Diagnostyka Laboratoryjna [45].

W roku 1997 prof. P. Myjak i zespot [46] wykryli Blastocystis metodg PCR
u probkach kalu pochodzgcych od pacjentow. Byty to de facto pierwsze badania
molekularne w kraju dotyczgce Blastocystis.

Na 18. zjezdzie Polskiego Towarzystwa Parazytologicznego (PTP) zaprezen-
towano doniesienie ,Opportunistic infections caused by Protozoa”, w ktorym po
raz pierwszy w naszym kraju rozwazano mozliwe zagrozenia Blastocystis hominis
dla os6b z niedoborem odpornosci, spowodowanym zakazeniem wirusem HIV
[47]. Na tym samym zjezdzie PTP swojg prace, dotyczgcg Blastocystis, zaprezento-
wal rowniez A. Kottowski [48].

W 2001 r. ukazata sie kolejna praca przeglgdowa, w ktorej poza weryfikacjg
dotychczasowej wiedzy na temat Blastocystis przedstawiono rowniez diagnostyke
laboratoryjng tego pierwotniaka [49]. W 2005 r. na polskim rynku pojawila sie
ksigzka pod redakcjg D. Prokopowicz pt. ,Zagrozenia oportunistyczne”, w ktorej
znalazl sie podrozdziat autorstwa A. Grzeszczuk [50], opisujgcy B. hominis.

W 2007 r. ukazatly sie dwie prace, jedna opisujgca Blastocystis u dzieci z oko-
lic Poznania [51], oraz praca P. Nowaka i zespotu, ktora z punktu widzenia aktual-
nej na tamten czas wiedzy wydaje sie by¢ zastanawiajgca, poniewaz wsrod 5 tys.

przebadanych osob z okolic Krakowa u zadnej nie wykryto Blastocystis [52].

3 Wg L. Bielowej [33] pierwszego odnotowania Blastocystis na terenie Polski dokonal M. Kuczynski
ponad 100 lat temu, wykrywajac tego pierwotniaka u kur [34]. Nam nie udalo sie odnalez¢ potwier-
dzenia tego faktu we wspomnianej pracy M. Kuczynskiego.
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W cyklu artykulow szkoleniowych biuletynu ,Farmacja Krakowska”
w 2010 r. ukazal sie artykul zatytulowany ,Blastocystis hominis — enigmatyczny
pierwotniak przewodu pokarmowego czlowieka”, w ktorym autorzy przyblizyli
farmaceutom ten mikroorganizm [53].

Dwa lata pdzniej wydano pierwszg i dotychczas jedyng monografie catkowi-
cie poswiecong tematyce blastocystozy autorstwa A. Kotlowskiego [54]. Przypadki
blastocystozy Autor poddal badaniom koprologicznym, hodowlanym, molekular-
nym, epidemiologicznym i klinicznym. Wykonano tgcznie 147 badan, ustalajgc ge-
notyp Blastocystis sp. u 134 oséb, natomiast w 13 przypadkach genotypu nie udato
sie okresli¢. Ustalono, ze w badanym materiale dominowal genotyp ST3 (u 57,2%),
wykryto rowniez genotypy ST1, ST2, ST4 oraz mieszang inwazje ST1+ST3. Byly to
pierwsze w Polsce badania okreslajgce genotypy Blastocystis. Badania wykonano
metodg w oparciu o uzycie starterow specyficznych dla poszczegdlnych subtypow
(PCR with subtype-specific sequence-tagged-site (STS) diagnostic primer).

Rok pozniej B. Kowalewska i zespot podsumowujg wyniki badan pacjentow
przychodni Instytutu Medycyny Morskiej i Tropikalnej w Gdyni z okresu ponad 30
lat (1978-2010) [55]. Ciekawym jest fakt, ze w latach 1978-1991 w laboratorium nie
identyfikowalo sie Blastocystis; prawdopodobnie organizmy te traktowano jako
grzyby (drozdzaki). Natomiast w latach 1992-2010 obserwujemy wzrost prewalen-
cjiz 1,34% w roku 1978 do 10,15% w 1996 r., a pozniej nawet do 18,8% w roku 2010.

W tym samym czasie pojawila sie pierwsza informacja o odnotowaniu Bla-
stocystis u zwierzat z terenu Polski. Angielski badacz M. Alfellani i zespo6t [56] zba-
dali ponad 500 probek pochodzgcych od zwierzat z réoznych regionow Europy,
Afryki i Azji, w tym 8 probek pochodzacych od zwierzat z Polski. W jednej z tych 8
probek, pochodzgcej od myszarki lesnej (Apodemus flavicollis) badacze wykryli
subtyp ST3 Blastocystis sp. Odpowiednia sekwencja nie zostala zgloszona do bazy
danych GenBank.

W Polsce pierwszg identyfikacje Blastocystis u zwierzat (,kur reprodukcyj-
nych miesnych” oraz ,indykoéw rzeznych”) dokonaty K. Bobusia i A. Gawel z Uni-
wersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Badania wykonano metodg PCR z wyko-
rzystaniem starteréw specyficznych do Blastocystis. Nie okreslono wowczas sub-

typu (-ow) [57].
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W tym samym roku w Rocznikach Akademii Medycznej w Szczecinie uka-
zala sie kolejna praca przeglgdowa dotyczgca epidemiologii, diagnostyki i leczenia
zarazen B. hominis [58]. Nastepnie opublikowano trzy przeglagdowe artykuty: ig-
czgce B. hominis z objawami chorobowymi przewodu pokarmowego (zespot draz-
liwego jelita) i chorobami skory (pokrzywka) [59,60] oraz praca poruszajgca temat
infekcji oportunistycznych [61].

W tym samym okresie Salamatin i zespot opisali B. pythoni u zoétwia kaset-
kowego, jest to pierwsze i, jak dotychczas, jedyne odnotowanie Blastocystis
u zmiennocieplnego zywiciela w Polsce [40)].

Pierwsza w Polsce identyfikacja subtypu B. hominis sensu lato, oparta na se-
kwencjonowaniu produktu PCR (SSU-rDNA Sequence-Based Identification) byta
przeprowadzona rowniez przez nasz zespot [62]. Zostaty wykryte subtyp ST3, wcze-
$niej odnotowany w naszym kraju przez A. Kotlowskiego metodg ,Sequence Ta-
gged Site Technique”, oraz subtyp ST6. Przy tym subtyp ST6 byt odnotowany w Pol-
sce po raz pierwszy, jest on stosunkowo rzadko wykrywany u ludzi, czesciej nato-
miast wystepuje u ptakéw. W krotkim czasie, jeszcze w tym samym roku, rowniez
nasz zespol wykryt ten sam subtyp ST6 u kur domowych (Gallus gallus f. domestica)
z okolic Warszawy [63]. Subtyp ST6 byt wowczas uznany za nowy zoonotyczny
czynnik w Polsce.

W 2016 roku K. Korzeniewski z Zakladu Epidemiologii i Medycyny Tropikal-
nej Wojskowego Instytutu Medycznego opublikowal na tamach Forum Medycyny
Rodzinnej artykul ,Choroby pasozytnicze przewodu pokarmowego w Polsce”,
w ktorym ujgl miedzy innymi zagadnienia dotyczace zarazen B. hominis [64] oraz
na tamach Family Medicine and Primary Care Review prace ,Inwazje pasozytami
jelitowymi w srodowisku dzieciecym Warszawy” [65].

Natomiast w roku 2017 opublikowano dwie prace, w tym dotyczgcg mozli-
wosci terapeutycznych diety jako alternatywy dla chemioterapeutykéw w leczeniu
blastocystozy [66] oraz naszg prace prezentujgcg wyniki badan roznorodnosci ge-
netycznej B. hominis na terenie Polski [67].

W 2018 roku na 14 Miedzynarodowym Kongresie Parazytologicznym w Ko-
rei zostal zaprezentowany przez nas pierwszy przypadek wykrycia Blastocystis

u jeza europejskiego [68] oraz okreslone ich subtypy.

30



Rudzinska i zespot w 2019 opisujg roznice w rozktadzie subtypow Blastocy-
stis u 0so6b podrézujgcych i niepodrozujgcych do stref tropikalnych [69]

Kolejne doniesienia polskich autorow to rok 2020: opublikowano wyniki ba-
dan dotyczacych blastocystozy swin, prowadzone przez M. Rudzinsksg i zespot [70]
oraz wyniki naszych badan nad blastocystozg u psow i ich witascicieli [71].

W roku 2021 pojawiajg sie 3 prace réwniez wczes$niej wspomnianych auto-
row:

(1) nasza praca, opisujgca nowg metode pobierania i przechowywania pro-
bek kalu w celu dalszego badania w laboratorium z wykorzystaniem wymazowek
bakteriologicznych [72];

(2) réwniez nasza praca dotyczgca blastocystozy dziko zyjgcych zwierzat na
terenie Bialowieskiego Parku Narodowego [73]

oraz

(3) praca zawierajgca wyniki badan nad réznorodnoscig genetyczng zwie-

rzgt w Gdanskim ogrodzie zoologicznym [74].
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[.2. BIOLOGIA

Blastocystis jest wykrywany w przewodach pokarmowych plazow, gadow, ptakow
i ssakow oraz niektérych bezkregowcodw [75]. Ten bezwzglednie beztlenowy jedno-
komoérkowy organizm posiada wewngtrzkomorkowe organella przypominajgce
mitochondria, jednak pozbawione calkowicie enzyméw cytochromu. Organella
biorg udziat w wielu szlakach metabolicznych, takich jak: tworzenie kwasow nu-
kleinowych, dystrybucja zelaza lub siarki czy cykl kwasow trdéjkarboksylowych
[76]. Blastocystis jest zdolny do syntezy niezbednych fosfolipidow, ktére magazy-
nuje w wakuolach [77].

Czas pomiedzy podziatami komorki obserwowany w warunkach in vitro
w kulturach ksenicznych wynosi 9-22 h [78]. W hodowlach aksenicznych czas
miedzy podziatami komorki skraca sie do 7-12 h [79]. Stwierdzono takze, ze czas
generacji dla réoznych subtypow moze by¢ rozny [78]. W przypadku zaistnienia nie-
korzystnych dla rozwoju warunkow Blastocystis moze przej$s¢ w stan anabiozy.
W hodowlach zjawisko to zaobserwowano w sytuacjach pojawienia si¢ w srodowi-
sku warunkow tlenowych lub obecnosci substancji o dzialaniu przeciwpierwot-
niakowym, takich jak na przyklad metronidazol [80].

Dotychczas opisano 32 wariantow molekularnych, czyli subtypéw (STs) Bla-
stocystis spp. z grupy Blastocystis hominis, oznaczanych kolejnymi numerami (tj. od
ST1 do ST32) [81,82]*. Niektore subtypy sg wykrywane u réznych zywicieli, nato-
miast inne sg specyficzne dla konkretnego zywiciela.

Czlowiek moze by¢ zywicielem dla co najmniej dziesieciu subtypow: ST1,
ST2,ST3, ST4, ST5, ST6, ST7, STS, ST oraz ST12.

Subtypy ST1,ST2, ST5i ST8 wykrywano takze u innych ssakéw —naczelnych,
$win, bydta. Subtyp ST4 wykrywano rowniez u gryzoni, natomiast subtypy ST6, ST7
i ST8 wykrywano rowniez u ptakow.

Subtypy ST10, ST11, oraz ST13-ST32 prawdopodobnie nie wystepujg u czto-
wieka, dotychczas wykrywano je tylko uinnych zwierzat, w tym: u naczelnych —
ST10, ST13 i ST15, parzystokopytnych — ST10 i ST14, trgbowcoéw - ST11, torbaczy —
ST131 ST16, gryzoni — ST17 [56,81-86].

1 Odrebnos¢ niektorych subtypow jest podwazana (vide: [212]).
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1.2.1. MORFOLOGIA

Blastocystis jest organizmem polimorficznym. Dotychczas na podstawie badan ko-
prologicznych oraz prob z hodowli opisano cztery formy, w tym inwazyjng cyste
oraz trzy formy wegetatywne: wodniczkowg (inaczej wakuolarng), ziarnistg (ina-
czej granularng), petzakowg (inaczej ameboidalng) [87]. Przy uzyciu mikroskopii
elektronowej opisano takze inne formy (bezwakuolarne, wielowakuolarne, mikro-

formy) ktore sg jednak rzadko spotykane [76].

1.2.1.1. FORMA WAKUOLARNA

Jest to sferyczna forma Blastocystis zawierajgca cialo centralne (central body)
w postaci duzej wakuoli, zajmujgcej nawet 90% objetosci komodrki. Wakuola oto-
czona jest cienkg warstwg cytoplazmy, znajdujgcej sie bezposrednio pod btong ko-
morkows. Jgdra komorkowe najczesciej wystepujg peryferyjnie w cytoplazmie.
Maksymalnie wystepuje do 7 jader, jednak z reguly sg to dwa jgdra, rozmieszczone
na przeciwleglych biegunach komorki [88]. Organelle podobne do mitochondriéw
(mitochondria-like organelle, MLO) oraz aparat Golgiego rowniez umieszczone
peryferyjnie w cytoplazmie. MLO tworzg uklady rozetowe wokot jader, moga tez
wystawac¢ do wewnatrz ciata centralnego [89]. Cialo centralne jest wakuolg zawie-
rajgcg weglowodany, thuszcze i biatka. Substancje te sg magazynowane wewnatrz
wakuoli dzieki dzialalnosci aparatu Golgiego oraz endocytozy klatrynozaleznej
[87]. Formy wakuolarne osiggajg rozmiary w granicach od 3 um do 200 pm, ale naj-
czesciej spotykane sg komorki o $rednicy 5-15 um. Powszechnie przyjmuje sie, ze

forma wakuolarna wystepuje u bezobjawowych nosicieli B. hominis [76,87].
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Rysunek 5. Formy wakuolarne Blastocystis wykrywane w rutynowym badaniu
kalu (barwienie ptynem Lugola)

a—c, e-qg —ciato centralne niezabarwione; d —zabarwione cialo centralne; f —komorka w stadium podziatu.
1 - ciato centralne, 2 - jogdra; 3 — cytoplazma.

Zrédto: opracowanie whasne na podstawie [90].

Zdjecie 1. Forma wakuolarna w hodowli ksenicznej

Zrodto: opracowanie wiasne.
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1.2.1.2. FORMA GRANULARNA

Forma ta jest bardzo podobna do formy wakuolarnej, ale zawiera ziarnistosci w cy-
toplazmie usytuowanej centralnie. Ziarnistosci mogg pelnic¢ funkcje metaboliczne,
reprodukcyjne albo pelic¢ funkcje magazynujgcg, na przyktad zawiera¢ materiat
zapasowy w postaci kropli ttuszczu [89]. W cytoplazmie komorki wystepujg najcze-
Sciej dwa jadra, rzadko 3-4. Formy granularne sg mniejsze niz formy wakuolarne:
ich $rednica miesci sie w przedziale 9-28 pm [88]. Formy granularne spotykane sg
czesciej w starszych hodowlach, oraz w hodowlach z dodatkiem antybiotykow. Ist-

nieje hipoteza, ze ich pojawianie si¢ ma zwigzek ze $miercig komorek [76].

Zdjecie 2. Forma granularna w hodowli ksenicznej

Zrodlo: opracowanie wiasne.

1.2.1.3. FORMA AMEBOIDALNA

Forma ameboidalna jest najrzadszg ze spotykanych postaci Blastocystis. Jest ona
nieregularnego ksztattu, z jednym lub dwoma pseudopodiami, z duzymi zdolno-
$ciami adhezyjnymi, umozliwiajgcymi sprawne przywieranie do btony sluzowej

jelita [76]. W centrum cytoplazmy komorki znajduje sie duza wakuola. Forma
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ameboidalna stanowi forme przejsciowsa przed przeksztalceniem sie komorki
w cyste. Z powodu duzego podobienstwa do makrofagdéw i neutrofili posta¢ ame-

boidalna tatwo moze zosta¢ przeoczona w rutynowym badaniu katu.

Zdjecie 3. Forma ameboidalna w hodowli ksenicznej

Zrodlo: opracowanie wiasne.

1.2.1.4.CyYSTY

Forma cysty Blastocystis zostala opisana dopiero pod koniec XX wieku [91]. Cysty
o ksztalcie owalnym bagdz okraglym sg najmniejsze ze wszystkich postaci pierwot-
niaka, ich $rednica miesci sie w przedziale 3-6 pum [89]. Wykazano, ze u zwierzgt
cysty majg nieco wieksze rozmiary [92]. Cysty posiadajg cienks, wielowarstwowsg,
Sciane pokryta wyrazng btong lub pozostalosciami blony (membrane trace) [88].
Wnetrze zawiera skondensowang cytoplazme, kilka wakuoli oraz od jednego do
czterech jader. Cysty sg odporne na niekorzystne warunki — w temperaturze 25°C

mogg zachowac zywotnos¢ i inwazyjnosc do jednego miesigca [93].
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Zdjecie 4. Komorki Blastocystis obrazowane réznymi metodami

1 — formy wakuolarne w rozmazie katu (a—f — ptyn Lugola, g—h — barwnik trichromowy wg Massona);
2 — cysty Blastocystis (a—b — plyn Lugola, c-d — kontast fazowy); 3 — formy wakuolarne z hodowli (a—e —
barwnik trichromowy wg Massona); 4 — roznorodnosé form wakuolarne z hodowli (a—d — ptyn Lugola);
5 —formy wakuolarne z hodowli (a—d — kontrast fazowy); 6 — komdrka Blastocystis w stanie degeneracji
(?) (kontast fazowy); 7 — olbrzymia komorka Blastocystis z hodowli (ptyn Lugola).

Wszystkie zdjecia sq w tej samej skali. Skala na zdjeciach — 10 pm.

Zrodlo: opracowanie wiasne.
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1.2.2. CYKL ZYCIOWY

Ze wzgledu na brak odpowiedniego modelu zwierzecego cykl zyciowy Blastocystis
nie zostal do tej pory jednoznacznie wyjasniony, a dotychczasowe zatozenia poczy-
nione na obserwacjach nie zostaly wlasciwie udokumentowane.

Badania nad zakaznoscig przeprowadzone na myszach BALB/c oraz szczu-
rach Wistar wykazaly, ze jedyng formg morfologiczng zdolng do zarazenia sg cysty
przenoszone drogg fekalno-oralng [94,95]. Badania wykazaly, ze odpowiedni zywi-
ciele mogg zarazi¢ sie Blastocystis pijgc nieoczyszczong wode, bgdz spozywajgc ro-
sliny wodne z cystami [96,97].

Badania pokazujg rowniez wystepowanie drogi zarazenia cztowieka Blasto-
cystis poprzez ,brudne rece” — bezposrednio od osobnika zarazonego (zwierze,
badz cztowiek) lub z gleby zanieczyszczonej fekaliami [98]. Po spozyciu cysty moga
rozwing¢ sie do form wegetatywnych tylko w przewodzie pokarmowym wtasci-
wego zywiciela. Cysta ulega ekcystacji w jelicie grubym, uwalniajgc formy waku-
larne, ktore moga sie przeksztatci¢ w kazdg inng forme morfologiczng [95]. Formy
ameboidalne, bezwakuolarne i wielowakuolarne sg czesto obserwowane w bie-
gunkach, co moze sugerowac ich role w patogenezie [99]. Formy wakuolarne
w swietle jelita otaczajg sie Sciang tworzgc cysty, ktore tuz po wydaleniu z katem sg
zdolne do zarazenia kolejnych zywicieli [77].

Autorzy opisujg obserwacje roznych typow rozmnazania Blastocystis, takich
jak: podziat binarny, podziat wielokrotny, endodiogenia, plazmotomia, pgczkowa-
nie czy schizogonia [100][101].

Podzial binarny jest czesto obserwowanym i dobrze opisanym mechani-
zmem rozmnazania u Blastocystis [102]. Liczne badania potwierdzily, ze pgczko-
wanie i plazmotomia sg jeszcze innymi mechanizmami reprodukcji tego organi-
zmu [99]. Nie potwierdzono natomiast wystepowania wczesniej opisywanych wie-

lokrotnych podzialow cysty z powstawaniem wielu cyst potomnych [93].
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Zdjecie 5. Podzial binarny formy wakuolarnej, hodowla kseniczna

Zrodlo: opracowanie wiasne.
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Rysunek 6. Cykl rozwojowy oraz drogi transmisji Blastocystis spp.

Czlowiek zarazony Blastocystis wydala wraz z katem cysty (1), ktére trafiajg do srodowiska zewnetrz-
nego (2). Cysty w srodowisku zanieczyszczajg wode pitng (3) lub mogq zanieczyscic produkty spozywane
przez ludzi i zwierzeta. Po przedostaniu sig do jelita grubego z cysty uwalnia sig trofozoit wystepujqcy
w régnych formach morfologicznych (forma wodniczkowa moze przeksztalcié sie w forme granularng,
bezwodniczkowq, ameboidalng bqds cyste) [77].

Zrédto: opracowanie wlasne na podstawie: [103]
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1.2.3. WODA JAKO NOSNIK ORAZ REKOMENDACJE WHO

W 2010 roku na Zgromadzeniu Ogélnym Organizacji Narodéw Zjednoczonych
przyjeto rezolucje A/RES/64/292 w ktorej uznano prawo do bezpiecznej i czystej
wody pitnej, oraz dostep do urzadzen sanitarnych za prawo cztowieka niezbedne
do pelnego korzystania z zycia i wszystkich praw cztowieka [104]. Miedzynaro-
dowy Program Hydrologiczny (Intergovernmental Hydrological Programme) po-
wolal projekt zajmujacy sie stanem sanitarnym wody pitnej The Global Water Pa-
thogen Project. W ramach tego projektu opublikowano Sanitation and Disease in
the 21% Century — kluczowg rekomendacje, na podstawie ktorej opracowywane sg
wytyczne dotyczgce wlasciwych praktyk sanitarnych. Zaktualizowana wersja tych
rekomendacji zawiera rowniez informacje na temat Blastocystis jako wskaznika
zanieczyszczenia wody pitnej fekaliami [105]. Opisano badania wod powierzchnio-
wych Nepalu oraz Malezji, w wodach tych wykazano obecnos¢ Blastocystis i, co cie-
kawe, sg to te same subtypy, ktére wykrywano u okolicznych mieszkancow orazich
zwierzgt. Mogloby to wskazywac¢ na istotny wplyw wody w cyrkulacji Blastocystis
w srodowisku.

W innych badaniach tez wykazano pozytywng korelacjg pomiedzy obecno-
Scig bakterii E. coli oraz wystepowania w wodach Blastocystis spp. [106]. Powadzono
rowniez badania wod gruntowych oraz wod pitnych i rowniez tu wykazano obec-
nos¢ form dyspersyjnych Blastocystis. Cysty Blastocystis wykrywane w 1% prob
wody pobranych w Egipcie i az w 10% prob wody pobranej na terenach wiejskich
Argentyny. Cysty byly rowniez wykrywane w wodach morskich oraz ciatach sko-
rupiakéw w Polsce [107].

Opisywano rowniez metody redukcji pasozytow poprzez réznego rodzaju
postepowania sanizacyjne. Zwrocono uwage, ze oczyszczanie wody ma znaczgcy
wplyw na ograniczenie szerzenia sie¢ chorob pasozytniczych, rowniez blastocy-
stozy. Badano wptyw na cysty poprzez chlorowania i ozonowania wody. Wykazano,
ze ozonowanie inaktywuje cysty Giardia oraz oocysty Cryptosporidum i mikrospo-
ridia, natomiast czes¢ cyst Blastocystis przetrwalo proces ozonowania.

Stosowanie standardowych stezen chloru, uzywanych do dezynfekcji wody,
tj. 0,51 ppm nie wptynelo negatywnie na zywotnosc form Blastocystis. Zwigkszenie
stezenia chloru do 2.2 ppm w dalszym ciggu nie zabijalto cyst, co wskazuje na ich

wysokg odpornosc¢ na ten czynnik chemiczny [108].
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Rowniez Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) w publikacji Guidelines for
drinking-water quality opublikowata podobne wnioski na temat wody jako czyn-
nika w szerzeniu sie infekcji Blastocystis oraz braku skutecznosci w stosunku do

cyst Blastocystis stosowanych aktualnie metod oczyszczania wody [109].
1.2.4. GENOM

Dotychczas poznano sekwencje calego genomu trzech subtypow Blastocystis (ST1,
ST4 i ST7) [110-112]. Stwierdzono, ze pomimo braku roznic morfologicznych, ge-
nomy poszczegolnych subtypow wykazujg znaczng réoznorodnosé [112]. Stwier-
dzono, ze liczba genow kodujgcych biatka Blastocystis wynosi 6544, 6020 i 5713
odpowiednio w ST1, ST7 i ST4. Srednie podobienstwo pomiedzy dopasowanymi
homologicznymi genami pomiedzy trzema zbadanymi subtypami waha sie w gra-
nicach 59-61%. Taka odmiennos¢ genotypowa potwierdza teze, iz subtypy te de

facto sg odrebnymi gatunkami [113-115].
1.2.5. MIKROBIOM JELITA

Mikrobiom jelita sklada sie z bakterii, wirusow, archeonow i eukariontéw. Oszaco-
wano, ze lgczna liczba komodrek wchodzacych w sklad mikrobiomu cztowieka
moze byc¢ dziesieciokrotnie wieksza niz liczba komorek tworzgcych cialo czto-
wieka. Ogromna ilos¢ réznych gatunkéw mikroorganizmow zasiedlajgcych jelito
czlowieka i zwierzat bierze udziat w produkcji sktadnikow odzywczych, witamin,
neuroprzekaznikow, stymuluje uktad odpornosciowy, oraz stanowi zywg bariere
przed patogenami z zewnatrz [116].

Od dawna wiadomo, ze dobrze dzialajgcy mikrobiom to ten, w ktorym za-
chowane sg odpowiednie stosunki wzajemne skladu gatunkowego. Zaburzeniailo-
Sciowe, lub brak jednego z gatunkéw moze powodowa¢ nadmierne namnazanie
sie innego gatunku, ato w konsekwencji prowadzi do utraty zdolnosci mikro-
biomu do wspierania organizmu oraz powoduje zaburzenia w jego funkcjonowa-
niu [117).

Komorki nablonkowe jelita sg w stalym kontakcie z ksenobiotykami mogg-
cymi aktywowac¢ iwyzwala¢ odpowiedz ukladu odpornosciowego gospodarza
[118,119]. W trakcie ewolucji wyksztalcily sie r6zne mechanizmy zapewniajgce ho-

meostaze jelita, takie jak bariera sluzowa, bariera nablonkowa oraz prozapalne
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szlaki sygnalizacyjne [120]. Wyksztalcenie takich mechanizmow pozwala na utrzy-
manie stabilnej populacji gatunkow mikroorganizméw korzystnych dla wlasci-
wego funkcjonowania jelita i jednoczes$nie zapobiega nadmiernemu namnazaniu
sie gatunkow patogenicznych [121].

Kolejnym mechanizmem strzeggcym homeostazy jelita sg wyspecjalizo-
wane komorki wydzielnicze, takie jak komorki plazmatyczne, kubkowe i komorki
Panetha. Ich zadaniem jest wydzielanie przeciwcial klasy IgA, sluzu oraz biatek
przeciwbakteryjnych. Sluz, powlekajacy nabtonek, zawierajacy taki arsenal, sta-
nowi doskonatg linie obrony przed niepozgdanym przedostawaniem sie mikroor-
ganizmow poza swiatlo jelita (Ryc. 7) [122].

Za trzeci mechanizm wplywajgcy na stalos¢ skladu gatunkowego mikro-
biomu uznawane sg szlaki biotyczne pomiedzy gatunkami drobnoustrojow, w kto-
rych wykorzystywane sg wlasne metabolity i produkowane przez organizm sub-
stancje w celu ograniczenia rozwoju innego gatunku. W ten sposob mikroorgani-
zmy wytwarzajg substancje bakteriobdjcze lub bakteriostatyczne, ograniczajgce
rozwoj populacji innych gatunkow [123].

Czwartym poznanym zjawiskiem jest stan, w ktérym bakterie komensalne
przenikajgc przez bariere nablonkows aktywujg uktad odpornosciowy, mogacy
wyeliminowa¢ mikroflore. Indukowany przez mikroflore komensalng uktad im-
munologiczny moze redukowac¢ mikroflore, utrzymujgc dynamiczng rownowage

pomiedzy mikrobiomem a uktadem odpornosciowym [124].
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Rysunek 7. Immunomechanizm bariery jelitowej

Zrédlo: opracowanie whasne na podstawie [125]

1.2.5.1. BLASTOCYSTIS A MIKROBIOM

Protista sg naturalnym sktadnikiem ekosystemu jelit ssakow, zyjac obok mikro-
flory bakteryjneji wchodzgc z nig w interakcje [126]. Rola Blastocystis w mikrobio-
mie cztowieka i zwierzat nie jest wyjasniona, jak rowniez nie jest wyjasniony jego
potencjat chorobotwdrczy. Pierwotniak ten wystepuje zarowno u osob z dolegliwo-
Sciami jelitowymi, jak i u 0s6b nie wykazujgcych zaburzen ze strony uktadu pokar-

mowego [127].
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Pojawily sie doniesienia, méwigce o tym, ze u osob bedgcych zywicielami dla
Blastocystis wystepuje wyzsza roznorodnos¢ gatunkowa bakterii wystepujgcych
w jelitach [128] (Ryc. 8).

Brak | Bogactwo Obecnosé 1 Bogactwo
Blastocystis sp. | Réwnowaga Blastocystis sp. 1 Réwnowaga

70174\ :

Rysunek 8. Proponowany model ekologiczny mikrobiomu u osob niebedacych
i bedacych nosicielami Blastocystis spp.

Zrodlo: opracowanie wlasne na podstawie [127].

W jelicie, jak i w kazdym innym ekosystemie, zaleznosci miedzygatunkowe
majg istotne znaczenie i sg kontrolowane poprzez liczebnos$¢ mikroorganizmow,
oraz dostepnosc¢ pozywienia i pojemnos¢ srodowiska. Komorki Blastocystis pobie-
rajg na drodze endocytozy komorki bakterii, znajdujg sie one w wakuolach i stuzg
jako material odzywczy pierwotniaka [77]. Na tej podstawie mozna wnioskowac, ze
Blastocystis bierze udzial w kontrolowaniu liczebnosci poszczegolnych gatunkow
bakterii. Aktualne dane wskazujg na to, ze Blastocystis moze pelni¢ zaréwno role
inzyniera modulujgcego sktad mikrobiomu, jak rowniez brac¢ udzial w stymulacji
uktadu odpornosciowego gospodarza [127].

W ostatnich latach zaczeto przygladac¢ sie zwigzkowi pomiedzy obecnoscig
Blastocystis a zmianami metabolicznymi w jelicie u os6b zakazonych i niezakazo-
nych. Wykorzystujgc spektroskopie magnetycznego rezonansu jgdrowego (NMR)
w widmie 1H wykazano znaczne roznice w metabolizmie mikroorganizmdéw stolca
u 0sob bedgcych i niebedgcych nosicielami Blastocystis.

Ciekawy jest fakt, iz u osob bedgcych nosicielami wykazano znaczgcy spa-
dek ilosci metabolitow, wskazujgcych na niewlasciwe wchlanianie (m. in., kwasow

zolciowych, aminokwaséw isfingolipidéow oraz krotkotancuchowych kwaséw
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tluszczowych). We wszystkich badanych grupach, niezaleznie od kraju i stosowa-
nej diety, u osob zarazonych Blastocystis stwierdzono staly spadek stezenia amino-
kwasow (alanina, glicyna, histydyna, izoleucyna, metionina, treonina, tryptofan
i walina) w odniesieniu do os6b niezarazonych Blastocystis.

Te wyniki poréwnano z wynikami osob zarazonych Cryptosporidium sp.,
gdzie te same aminokwasy mialy wyzsze stezenia, co wskazuje na niewtasciwe ich
wchilanianie. Spadek stezenia aminokwasow u osob zarazonych Blastocystis moze
wskazywac¢ na ochronng/przeciwzapalng role Blastocystis w jelitach, poniewaz
wzrost tych metabolitow jest uwazany za biomarker zapalenia [129].

Badania metagenomiczne po raz pierwszy wykazaly, ze obecnosc¢ Blastocy-
stis byta pozytywnie skorelowana z enerotypami typu Prevotella oraz Ruminococ-
cus, jak rowniez z wiekszg bioroznorodnoscig bakterii. Jednoczes$nie wykazano, ze
u 0sob, u ktoérych flora zdominowana jest przez Bacteroides podatnosc na zaraze-
nie sie Blastocystis byta znacznie nizsza [130)].

Ta sama grupa badaczy zweryfikowala otrzymane wyniki na innych probach
katu, i okazalo sie, ze osoby skolonizowane przez Blastocystis i Dientamoeba fragilis
wykazywaly stosunkowo niskg liczebnos¢ Bacteroides i Clostridium (klaster XIVa),
oraz wysoki poziom Prevotella [130].

W badaniach, przeprowadzanych, gléwnie, in vitro, udato si¢ ustalic tez ogra-
niczony negatywny wplyw Blastocystis na organizm zywiciela. Patogenicznos¢ nie-
ktérych subtypow Blastocystis w stosunku do zywiciela wykazano réwniez w mo-
delach zwierzecych [131].

Na podstawie dotychczasowych danych nie jest mozliwe jednoznaczne
ustalenie czy Blastocystis jest komensalem czy patogenem ijaki jest jego fak-

tyczny wplyw na mikrobiom i metabolizm stolca.

1.2.5.2. BLASTOCYSTIS A WPLYW NA BEHAWIOR

W badaniach na szczurach zarazonych Blastocystis francuski badacz M. Defaye
z zespotem opisali zmiane behawioru zwierzat. Na podstawie wykonanych testow
behawioralnych (Behavior recognition system PhenoTyper, Elevated-Plus-Maze
(EPM) test, Forced Swimming Test (FST)) wykazalo, ze szczury zarazone Blastocy-
stis reagowaly lekiem przed otwartg przestrzenig i wykazywaly zachowania depre-

syjne [132].
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1.3. CHOROBOTWORCZOSC BLASTOCYSTIS, LECZENIE BLASTOCYSTOZY

Kwestia patogenicznosci Blastocystis stanowi kontrowersyjny problem ido tej
pory nie zostata jednoznacznie udowodniona. Juz w roku 1916 blastocystoza zo-
stala opisana jako ,infekcja, ktorej ciezko sie pozby¢”, chociaz wtedy istniaty do-
stepne terapie [133]. Wielu autorow opisuje pierwotniaka jako chorobotwoérczego
lub potencjalnie chorobotworczego [134], podczas gdy w wielu innych badaniach
nie znaleziono korelacji miedzy wystepowaniem Blastocystis a objawami chorobo-
wymi [135].

Badanie kliniczno-kontrolne przeprowadzone w Holandii w$réd 1374 oséb
z objawami zolgdkowo-jelitowymi i 1026 oséb z grupy kontrolnej wykazalo, ze
osoby z objawami wystepowaly czesciej wsrod osob niezarazonych Blastocystis niz
wsrod osob zarazonych [136]. W badaniu obejmujgcym 105 zdrowych dorostych
0sob, metodg PCR wykryto Blastocystis u 56% osob, stwierdzono tez, ze w niekto-
rych przypadkach zarazenie utrzymywato sie przez okres od 6 do 10 lat, co suge-
rowato, ze Blastocystis by¢ moze jest komponentg normalnego zdrowego mikro-
biomu przewodu pokarmowego cztowieka [137].

Wiele danych wskazuje, ze nie zawsze mamy do czynienia z bezobjawowg
kolonizacjg ludzkiego jelita i w niektérych sytuacjach ma ona klinicznie istotne
znaczenie [138]. Pomimo niewyjasnionych mechanizmow patogenicznych, koloni-
zacja jelita przez Blastocystis spp. w niektorych przypadkach wydaje sie by¢ jedy-
nym wyjasnieniem dolegliwosci skornych i jelitowych pacjentow [138-140].

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze dzialanie patogenne
pojawia sie podczas intensywnej inwazji. Wéwczas w obrazie mikroskopowym
rozmazu kalu przy powiekszeniu 400x obserwuje si¢ co najmniej 5 komorek Bla-
stocystis w polu widzenia [12]. El-Shazly i zespot stwierdzili, ze u pacjentéw zgla-
szajgcych dolegliwosci liczba komorek Blastocystis w kale byta znaczgco wyzsza
niz u bezobjawowych nosicieli, a do najczesciej zgltaszanych dolegliwosci nalezaty:
biegunka (30,4%), bole brzucha (26,1%), wzdecia (21,7%), wymioty (13,1%) i zmecze-
nie (8,7%) [141].

W wyniku innych badan zauwazono, ze laboratoryjnym wyznacznikiem
chorobotwoérczego dziatania Blastocystis jest nie tylko liczba komorek pierwot-

niaka, ale tez liczba leukocytéw w badanej probie katu [134].
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Ponizsze aspekty wskazujg gtowne powody kontrowersji dotyczgcej choro-
botworczosci Blastocystis [135].

(1) Wiele doniesien, ktore sugerowaly patogenng role Blastocystis spp, to sg
opisy przypadkéw oraz badania bez grupy kontrolnej lub retrospektywne. Jedno-
czesnie brakuje prawidlowych przeprowadzonych kliniczno-kontrolny badan
prospektywnych dotyczacych patogenicznosci Blastocystis lub skutecznosci tera-
pii

(2) Brakuje kryteriow uznania badanej probki za ,pozytywng” dla Blastocy-
stis spp; réznorodnos$¢ metod diagnostycznych i coraz czestsze stosowanie PCR
przy badaniu probek katu przyczynia sie do wzrostu ilosci pozytywnych wynikow
rowniez wsrod osob bezobjawowych.

(3) Réznorodnosc subtypow Blastocystis spp. w polgczeniu ze zréznicowang
wirulencjg moglaby wyjasnic¢ réznice w patogennosci. Jednak dowody na ten temat
pozostajg niejednoznaczne; w wiekszosci badan nie wykazano wyraznej korelacji
pomiedzy subtypem a jego patogennoscig [136,141-150].

(4) Moze zdarzy¢ sie nieregularne wydalanie Blastocystis z katlem. W jednym
z badan wykazano, ze ilo$¢ pierwotniakéw obecnych w polu widzenia (obiektyw
40x) w poszczegolnych dniach wahata sie 0 do 17 [151]. Niektore doniesien o obec-
nosci Blastocystis spp. w jelicie czlowieka moga w rzeczywistosci odnosic¢ sie do
wygasajacej inwazji.

(5) Z niektorych badan wynika, ze Blastocystis spp. jest stabilnym sktadni-
kiem mikrobioty jelitowej i moze wystepowac czesciej u osob zdrowych niz u pa-
cjentéw ze stanem chorobowym [152]. Niestety nie mamy narzedzi pozwalajgcych

odréznic¢ bezobjawowsg kolonizacje od zarazenia.
1.3.1. KOPATOGENNOSC

Blastocystis czesto wykrywany jest jednoczes$nie z innymi potencjalnymi
patogenami. Z badan wynika, ze u wiekszosci pacjentéw u ktorych stwierdzono
obecnosc¢ Blastocystis w stolcu w dalszych badaniach wykrywato sie inne poten-
cjalne patogeny [153].

Przypuszcza sie, ze wykrycie Blastocystis spp. w probce katu sugeruje obec-
nosc¢ tez innego niezidentyfikowanego patogenu. Zbadano do 6 probek katu od 32

nosicieli Blastocystis spp.; u84% wykryto inny patogen [154]. Przeprowadzenie
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leczenia przeciwko innym patogenom doprowadzito do ustgpienia objawow, po-
mimo utrzymywania sie inwazji Blastocystis. Jednak inne badanie pacjentow z bie-
gunka w Nepalu wykazalo, ze obecnos¢ Blastocystis nie sugeruje obecnosci innych
patogenow jelitowych, poniewaz wykryto je u 68% pacjentoéw z Blastocystis i 71%
pacjentow bez Blastocystis [154].

Innym wyjasnieniem zwigzku miedzy Blastocystis a innymi patogenami jest
to, ze pasozyta jest latwiej zidentyfikowac¢ w nieuformowanych, wodnistych stol-

cach, niz w uformowanych [153,155,156].
1.3.2. BLASTOCYSTIS W NIEDOBORACH ODPORNOSCL.

Wielu pacjentow z niedoborami odpornosci spowodowanej pierwotnymi niedobo-
rami, leczeniem immunosupresyjnym czy bedgcej nastepstwem infekcji HIV bo-
ryka sie z dolegliwosciami ze strony ukladu pokarmowego.

Zasadniczo, zarazenia Blastocystis u osob zakazonych HIV nie roznig sie
istotnie od obrazu klinicznego w populacji ogolnej, natomiast czestos¢ wystepowa-
nia u pacjentow zakazonych HIV moze by¢ wyzsza niz u niezakazonych [157].

Niebezpieczne dla zdrowia i zagrazajgce zyciu 0sob z tej grupy sg nawraca-
jace biegunki powodowane przez pierwotniaki przewodu pokarmowego. Dlatego
istotnym jest aby u 0sob z obnizong odpornoscig jak najszybciej diagnozowac i eli-

minowac patogeny moggce im zagrazac [158,159].
1.3.3. NAJCZESTSZE TERAPIE FARMAKOLOGICZNE.

Obecnie, wobec braku jednoznacznie udokumentowanej chorobotworczosci Bla-
stocystis, zdania dotyczgce leczenia sg podzielone. Sytuacja komplikuje sig, ponie-
waz dosc¢ czesto odnotowuje sie samoistne ustgpienie infekcji [160]. W literaturze
podkresla sie brak wskazan do leczenia u pacjentow bezobjawowych [160-162].
Jednoczesnie rozwazana jest strategia leczenia wszystkich nosicieli, uzasadniajgc

to gtéwnie wzgledami epidemiologicznymi [138].
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Ponizej wytyczne opublikowane przez serwis UpToDate [135].

1. Pacjenci bez objawdw nie wymagajg leczenia.

2. Leczenie pacjentow objawowych powinno by¢ rozwazone dopiero po wy-
kluczeniu mozliwych innych przyczyn wystepowania dolegliwosci.

3. Przy obserwacji odpowiedzi klinicznej nalezy bra¢ pod uwage, ze odpo-
wiedz kliniczna moze by¢ spowodowana eradykacjg zarowno Blastocystis jak i in-
nych niezidentyfikowanych patogenow.

Krajowe wytyczne [163] sg nastepujgce: ,Zarazenie zwykle nie wymaga swo-
istego leczenia. Zale¢ je w przypadku zarazenia u chorych na wrzodziejgce zapale-
nie jelita grubego lub chorobe Lesniowskiego i Crohna, u chorych w stanie immu-
nosupresji oraz w razie bardzo masywnego zarazenia”.

W przypadku podjecia terapii za skuteczng uwaza sie takg, po ktérej pacjent
nie zglasza juz dolegliwosci oraz nie stwierdza si¢ obecnosci pierwotniaka w ba-
daniach katu [93,164,165].

Skuteczna terapia przeciw Blastocystis powinna by¢ oparta na lekach, ktore
osiggajg terapeutyczne stezenie w swietle jelita, poniewaz, do tej pory nie stwier-
dzono interakcji pierwotniaka z blong $luzows jelita grubego cztowieka, a jest on
obecny w jego swietle. Jednoczesnie lek nie powinien by¢ dezaktywowany przez
flore jelitowg oraz miec¢ krotki czas przejscia przez jelito cienkie [166].

W leczeniu blastocystozy metronidazol jest lekiem pierwszego wyboru, po-
dobnie jak w przypadku leczenia innych infekcji powodowanych przez pierwot-
niaki. Mechanizm dzialania metronidazolu zwigzany jest z redukcjg grup nitro-
wych co powoduje powstawanie wolnych rodnikow. Przy udziale ferodoksyny,
czyli biatka transportujgcego elektrony, wystepujgcego wylgczenie u organizmow
beztlenowych, wewngtrzkomorkowo powstajg formy zredukowane, powodujgce
rozerwanie tancucha DNA i $mier¢ komorki [167]. Do tej pory nie zostal jedno-
znacznie wyja$niony wplyw metronidazolu na Blastocystis, wedtug niektérych ba-
daczy powoduje on mechanizm apoptozy [168], wedlug innych nie wykazuje on
bezposrednio wplywu na komorki pierwotniaka, a efekt jest posredni poprzez
wplyw na mikroorganizmy od ktorych Blastocystis jest zalezny [166,169].

Pomimo teoretycznej skutecznosci w leczeniu blastocystozy pojawia sie co-
raz wiecej doniesien o niepowodzeniach terapii z wykorzystaniem tego leku. Nie

wykazano, czy wynika to z wyksztalcenia mechanizmow opornosciowych, czy tez
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z braku mozliwosci wytworzenia reaktywnych rodnikéw, spowodowane brakiem
odpowiednich genow, wystepujagcych miedzy innymi ugatunkow Entamoeba
i Giardia [166,170]. Mozliwe, ze brak skutecznosci wynika z nieosiggniecia wlasci-
wego stezenie metronidazolu w swietle jelita [171].

Dostepne w terapii przeciw Blastocystis sp. farmaceutyki, ich dawkowanie

i skutki uboczne przedstawiono w Tabeli 1 [138].
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Tabela 1. Lista chemioterapeutykow stosowanych w zwalczaniu Blastocystis sp.’

Nazwa leku Sugerowane dawkowanie Skutki uboczne Stosowane dawkowanie Skutecznos¢ %
Metronidazole Dorosli: - metaliczny po- | 250-750 mg 3x/doba 33
500-750mg 3x/doba, 10 dni smak 500 mg 3x/doba 100
Dzieci: —nudnosci 750 mg 3x/doba 100
20-30 mg/kg/doba, 10 dni 800 mg 3x/doba 0
1500 mg jednorazowo 80-100
2000 mg jednorazowo 0
30 mg/kg/2xdoba 67
Trimetoprim (TMP) | Dorosli: — pokrzywka, 6 mg/kg TMP+30 mg/kg SMX, 2x/doba | 95
Sulfamethoxazole 320mg TMP+1600mg SMX, 2x/doba, 7 dni —nudnosci
(SMX) Dzieci: — utrata apetytu 320 mg TMP+1600mg SMX, 2x/doba 93
6mg/kg TMP+30mg/kg SMX, 2x/doba, 7 dni | —wysypka
Nitazoxanide Dorosli: - zottawy mocz 500 mg 3x/doba 100
500 mg/3x/doba, 3 dni —bole brzucha
Dzieci: —bodle glowy 100-200 mg 2x/doba (<12 lat) 86
1-3 lat: 100mg 2x/doba, 3 dni —nudnosci 500 mg 2x/doba (>12 lat)
4-11lat: 200 mg 2x/doba, 3 dni
Paramomycine Dorosli: —skurcze 25 mg/kg/3x/doba 100
500mg 3x/doba, 10 dni —biegunka 500 mg/3x/doba 77-100
Dxieci: - mdtosci
25 mg/kg /3x/doba, 10 dni —bol brzucha

® Na podstawie danych opublikowanych w 2016 r. w ,Parasitology International” (Kurt, Dogruman Al, and Tanyiiksel 2016).
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Tabela 1. (kontynuacja)

Iodoquinol 650 mg 3x/doba, 10-20 dni 650 mg 3x/doba 0

Ketoconazole 200 mg/doba, 14 dni 200 mg/doba 100

Emetine - —nudnosci 100 pg/ml 50

Ornidazole —nudnosci 500 mg 3x/ doba, 7 days 50
TERAPIE EACZONE

Paromomycine 500 mg PAR 2x/doba +750 mg MTZ 3x/doba, 10 dni 100

(PAR)

+metronidazole

(MTZ)

Nitazoxanide _ 0

+furazolidone

+secnidazole)

Diloxanide furoate | 500 mg 3x/doba+400 mg 3x/doba+160-800 mg 2x/doba 60

+secnidazole

+ TMP-SMX
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[.4. LABORATORYJNE METODY WYKRYWANIA INWAZJI BLASTOCYSTIS

Do najczesciej stosowanych metod w diagnostyce laboratoryjnej blastocystozy na-
lezg klasyczne techniki parazytologiczne, a wsrdod nich badania mikroskopowe
rozmazow $wiezych probek kalu podbarwionych ptynem Lugola [172][58], rozma-
zow katu barwionych trichromem [173], hematoksyling [12] oraz tuszem indyjskim
[174]. Nie zaleca sie wykorzystywania technik zageszczajacych z uwagi na mozli-
wos$¢ zniszczenia delikatnych trofozoitéw, co znaczaco obniza czulos¢ badania
[175,176].

Wysokg czuloscig cechujg sie natomiast metody hodowli in vitro [177].

W dobie dostepnej i stosunkowo prostej diagnostyki molekularnej widen-
tyfikacji Blastocystis wykorzystuje sie metody oparte o reakcje tanncuchowsg poli-
merazy (PCR) [178]. Metody biologii molekularnej sg godne uwagi ze wzgledu na
bardzo wysokg czutosc detekcji, jak rowniez mozliwos¢ okreslenia subtypu pier-
wotniaka.

Badania serologiczne nie znajdujg obecnie zastosowania w rozpoznawaniu
blastocystozy. Duza roznorodnos¢ genetyczna przeklada sie na roznorodnos¢ an-
tygenows, co w praktyce utrudnia stworzenie odpowiednio czulego i swoistego te-

stu immunoenzymatycznego do badan serologicznych [179].

56



II. Zalogenia i cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie réoznorodnosci genetycznej pierwotniaka
Blastocystis wystepujgcego u ludzi i zwierzat statocieplnych na terenie Polski oraz
okreslenie subtypow Blastocystis wystepujgcych w Polsce.

Kolejnym celem rozprawy byto zbadanie potencjalu zoonotycznego Blasto-
cystis na podstawie analizy wariantow genetycznych wystepujgcych w badanej po-
pulacji ludzi i zwierzat, jak rowniez porownanie potencjalu zoonotycznego roz-
nych grup zwierzat statocieplnych. Ponadto badania miaty na celu sprawdzenie
czy istniejg subtypy charakterystyczne dla pewnej grupy nosicieli.

Na moment podjecia badan (2015 rok) wiedza na temat wystepowania i réz-
norodnosci Blastocystis w Polsce byta bardzo ograniczona.

Powyzsze cele byty realizowanie poprzez:

(1) zebranie mozliwie najbardziej roznorodnego materiatu biologicznego
w celu uzyskania materialu genetycznego pierwotniaka;

(2) analize molekularng uzyskanych materiatow;

(3) analize filogenetyczng i porownawczg otrzymanych wynikow;

(4) poréwnania fauny Blastocystis roznych grup zywicieli (,Czlowiek”, ,Ssaki

inne niz cztowiek”, ,Ptaki”).
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III. Materiat i metody

IT1.1. MATERIAL

Materiat do badan stanowity probki katu (n=1400) zebrane na terenie calej Polski

(Mapa 1) pochodzace od ludzi (n=784) i zwierzat stalocieplnych (n=616).
I11.1.1. MATERIAL POCHODZACY OD ZWIERZAT

Materiat pochodzenia zwierzecego stanowity probki zebrane od zwierzat dzikich,
zwierzat ogrodow zoologicznych, zwierzagt hodowlanych oraz zwierzat towarzy-
szgcych.

Materiatl pochodzacy od zwierzat dzikich byt pozyskiwany w miejscach ich
naturalnego wystepowania i w osrodkach rehabilitacji dzikich zwierzgt. W wigk-
szosci przypadkéw od jednego osobnika zwierzecia pobierana byla jedna probka.

W przypadku zwierzat hodowlanych (kury, kaczki, indyki, gesi, owce
i krowy) oraz zwierzat pochodzacych z ogrodéw zoologicznych pobierano po kilka

probek z jednego miejsca (obory, klatki etc).

I11.1.1.1. PUSZCZA BIALOWIESKA

W latach 2018-2020 na terenie polskiej czesci Puszczy Bialowieskiej i w okolice
tgcznie zebrano 113 probek katlu, pochodzacych od 7 gatunkow dzikich zwierzat
(Mapa 1).

Materiat zebrany przez Wojciecha Sobocinskiego (Instytut Biologii, Uniwer-
sytet w Bialymstoku) i Marte Kotodziej-Sobocinsksg (Instytut Biologii Ssakow Pol-

skiej Akademii Nauk, Bialowieza).
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Biatowieza Primeval Forest

A <

F?) Blastocystis-negative animals
with number of analysed samples

@ Blastocystis-positive animals
with number of analysed samples

=4~ Martes sp. q(i ;,\) Bison bonasus

E “ Sussemla Alces alces
i~ Vulpes vulpes
N §~/" Canis lupus ﬁ Cervus elaphus

Mapa 1. Obszar badan z zaznaczeniem lokalizacji oraz ilosci zbadanych zwierzat
Zrédto: [180]

59



I11.1.1.2. Psy

Lacznie w roku 2017 przebadano probki katu od 31 pséw (jeden pies z Gdyni

oraz 30 psow z podwarszawskiego hotelu dla zwierzat).

I11.1.1.3. JEZE

Zbadano probki kalu pochodzgce od 61 jezy zachodnich pochodzgcych
z osrodkow rehabilitacji dla jezy zterenow wojewddztw dolnoslagskiego iopol-

skiego.
111.1.2. MATERIAL POCHODZACY OD LUDZI

Material pochodzenia ludzkiego pochodzit od oséb zlecajgcych badania koprolo-
giczne w Laboratorium Zaktadu Parazytologii i Chordb Przenoszonych Przez Wek-
tory Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego PZH — Panstwowego Instytutu Ba-
dawczego w Warszawie. Do naszych badan wilgczone byly wylgcznie probki osob,
ktore dobrowolnie wyrazily zgode na przekazanie materiatu do celow badawczych.
Wyrazenie zgody odbywato sie poprzez udzielenie odpowiedzi , TAK” na oba naste-
pujace pytania z formularza zlecenia badania nr PO-02/F06:

(1) ,Klient wyraza zgode na wykorzystanie wynikow do celdw opracowarn synte-
tycznych”;

(2) ,Probki po badaniu do dyspozycji Laboratorium”.

Wszystkie zakwalifikowane probki przed rozpoczeciem dalszych badan zo-
stal poddane anonimizacji poprzez nadanie probce unikalnego kodu.

Wyrazenie zgody bylto jedynym kryterium do kwalifikacji probek kalu do
dalszych badan. Nie bylo brane pod uwage zadne z ponizszych kryteriow: wiek,
ple¢, rasa, miejsce zamieszkania, pochodzenie etniczne, obywatelstwo, przebyte

choroby, ewentualne dolegliwosci moggce swiadczy¢ o nosicielstwie Blastocystis

SpPp.
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Mapa 2. Geograficzne rozmieszczenie punktéw zbioru materiatlu

Zrodlo: opracowanie wiasne.
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I11.2. METODY
I11.2.1. ZABEZPIECZENIE MATERIAELU

W przypadku pobierania materiatu poza Warszawg (dzikie zwierzeta, zwierzeta
z ogrodow zoologicznych, zwierzeta hodowlane) probki byly zabezpieczone w pod-
tozu transportowym Amies z weglem wg opracowanej prze nas metodyki®.

Ze swiezych probek kalu pobierano niewielkg ilo$¢ przy pomocy jednorazo-
wej jalowej wymazowki (Pateczka polistyrenowa z wacikiem wiskozowym w pro-
bowce transportowej jalowa zpodlozem Amies zweglem, Eguimed, nr kat.
7.012.211.110). Podloze transportowe zabezpieczalo material przed dostepem po-
wietrza, wysychaniem oraz innymi niekorzystnymi warunkami moggacymi wply-
nac¢ na przezywalnos¢ Blastocystis do czasu dostarczenia probek do Laboratorium

(Zdjecie 6A).
111.2.2. BADANIE METODA HODOWLI

Do plastikowej probowki ze szczelnym korkiem o pojemnosci 7 ml doda-
wano 3 ml zmodyfikowanej pozywki W. Jonesa [181] o nastepujgcym skladzie
(Zdjecie 6B):

buforowana fosforanem sol fizjologiczna PBS (pH=7,2) — 45 ml;

jalowa surowica konska — 5 ml;

ekstrakt drozdzy — 0,05 g.

Dalsze postepowanie zalezalo od sposobu dostarczenia materiatu. W przy-
padku dostarczenia katu w odpowiednich pojemnikach niewielks ilos¢ katu (wiel-
kosci gléwki od zapaltki) za pomocg bagietki koagulologicznej dodawano do po-
zywki i szczelnie zamykano probowke korkiem.

Jezeli material byt dostarczony na wymazowce, to patyczek z wymazem
umieszczano w probowce, skracalo patyczek za pomoca nozyczek i szczelnie za-
mykano probowke korkiem (Zdjecie 6C).

Szczelnos$¢ zamkniecia probowki jest wazna, poniewaz przy braku dostepu

powietrza w probowce w krotkim czasie powstajg warunki beztlenowe.

6 Walidacje metodyki przedstawiono w rozdziale IV.1 niniejszej rozprawy. Szczegétowa metodyka
zostata opublikowana [72].
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Tak przygotowang hodowle umieszczano winkubatorze w temperaturze
37°C na 48 godz. (Zdjecie 6D). Po uplywnie tego czasu hodowle sprawdzano w ba-
daniu mikroskopowym. Krople osadu podbarwionego ptynem Lugola badano przy
uzyciu mikroskopu $wietlnego przy powiekszeniu do 400x. Komorki Blastocystis
dobrze barwig sie ptynem Lugola i sg tatwe do rozpoznania (Zdjecie 6E). Ujemne
w ocenie mikroskopowej hodowle byly inkubowane przez kolejng dobe w tych sa-
mych warunkach i ponownie ocenie mikroskopowo.

Dodatnie hodowle pasazowano na nowe podloze iinkubowano 48 godz.
W tym celu krople hodowli po uprzednim wymieszaniu przy pomocy pipety doda-
wano do nowej probowki z 3 ml pozywki (j. w.). Zabieg ten mial podwojne znacze-
nie: (1) otrzymanie mozliwie jak najczystszej hodowli zawierajgcej gtownie ko-
morki Blastocystis i bakterii oraz (2) rozcienczenie ewentualnych inhibitorow

PCR, ktére mogly by¢ w kale.

Zdjecie 6. Badania katu w kierunku Blastocystis metodg hodowli

A — préobka z podiozem transportowym Amies z weglem oraz wymazowka. B — probowka z korkiem za-
wierajgca podioze hodowlane. C — skrécenie pateczki za pomocq nogyczek. D — szczelnie zamknieta pro-
béwka inkubacja. E — Blastocystis w badaniu mikroskopowym osadu, strzatki wskazujg na pojedyncze
komarki Blastocystis — formy wakuolarne (preparat bezposredni, ptyn Lugola, skala 50 pm).

Zrédto: opracowanie whasne: [72].

63



64



I11.2.3. BADANIE MOLEKULARNE

Osad komorkowy przenoszono przy pomocy pipety do probowek o pojemnosci
2 ml, starajg sie, zeby wraz z osadem przenies¢ jak najmniejszg ilos¢ pozywki. Do-
dawano jatowy 0,9% roztwor NaCl i dokladnie mieszano i wirowano

Tak przygotowang zawiesine odwirowywano przy 80 g przez 1 min. Po odwi-
rowaniu usuwano catos¢ supernatantu, pozostawiajgc jedynie zbity na dnie pelet

komorek, ktory byt dalej przechowywany do czasu dalszej analizy przy —20°C.

I11.2.3.1.1zoLACJA DNA

Izolacje DNA przeprowadzono za pomocg komercyjnych zestawow QIAamp DNA
Mini Kit (Qiagen GmbH) lub Genomic Mini (A&A Biotechnology) zgodnie z zalece-

niami producentow.

I11.2.3.2. PCR

Przy uzyciu metody PCR amplifikowano rézne fragmenty genu rRNA matej pod-
jednostki rybosomu (18S rRNA, SSU-rRNA). Wykaz zastosowanych starterow oraz
wielkosci uzyskiwanych produktéw PCR przedstawiono w tabeli 2. Miejsca przyta-

czania starterow zaznaczone na Rys. 9.

I11.2.3.3. SEKWENCJONOWANIE

Uzyskane produkty rozdzielano przy pomocy elektroforezy na 2% zelu agarozo-
wym. Produkty wtasciwej wielkosci wycinano z zelu i oczyszczono przy uzyciu ko-
mercyjnego zestawu Gel-Out (A&A Biotechnology, Gdansk). Sekwencjonowanie
metodg Sangera z uzyciem starteréw stosowanych do wykonania reakcji PCR wy-
konywano w pracowni sekwencjonowania Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN

(Warszawa).
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Tabela 2. Wykaz starteréw oraz wielkos¢ uzyskiwanych produktow

Wielkosé
Starery F/R Sekwencja startera Literatura
uzyskanych produktow

RD5 F | 5-GGA AGC TTA TCT GGT TGA TCC TGC CAG TA-3 [144]
BHRDr R | 5-GAG CTT TTT AAC TGC AAC AAC G-3' ok-560 pz. [182]
BI18SPPF1 F | 5-AGT AGT CAT ACG CTC GTC TCA AA-3' [183]
BL18SR2PP R | 5-TCT TCG TTA CCC GTT ACT GC-3 ok-340pz

Blast505-532 F | 5-GGA GGT AGT GAC AAT AAA TC-3 [184]
Blast998-1017 | R | 5-TGC TTT CGC ACT TGT TCA TC-3' ok- 500 pz. [185]
FWDF5 F | 5-GGT CCG GTG AAC ACT TTG GAT TT-3 [186]
RF2 R | 5-CCT ACG GAA ACC TTG TTA CGA CTT CA-3' ok-120pz.
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RDS]

[EEESSEERY

CAGTAGTCAT ACGCTCGTCT CQGATTAA GCCATGCATG TGTAAGTATA

GCTTATCTGG TTGATCCTGC AATATTTAAC TTTGAAACTG CGAATGGCTC 100
ATTATATCAG TTATAGTTTA TTTGATGAAA AGTACTACTT GGATAACCGT AGTAATTCTA GAGCTAATAC ATGATAAAAT CCTCGACTTT GAAGAGGTGT 200
ATTTATTAGA ATGAAACCAA TAGACTTCGG TCTGTTTGTG AGTAATAATA ACTAATCGTA TCGCATGCTT AGGTAGCGAT ATGTCTTTCA AGTTTCTGCC 300
CTATCAGCTT TGGATGGTAG TGTATTGGAC TACCATGGCA GTAACGGGTA ACGAAGAATT TGGGTTCGAT TTCGGAGAGG GAGCCTGAGA GATGGCTACC 400
ACATCCAAGG AAGGCAGCAG GCGCGTAAAT TACCCAATCC TGACATAGGG AGGTAGTGAC AATAAATCAC AATGCGGAAC TATTAGTTTT GCAATTGGAT 500
BhRDr
TGAGAACAAT GTACAAATGT TATCGATAAA CAATTGGAGG GCAAGTCTGG TGCCAGCAGC CGCGGTAATT CCAGCTCCAA TAGCGTATAT TAACGTTGTT 600
BhRDr
GCAGTTAAAA AGCTCGTAGT TGAATTGAAG TGAACTTGGG TTGATGTGAT CTTCGGATGA CATGAATCAA AGTTGACTCT TTCCAAAGTC AATACATTGG 700
TATTCATTTA TCTTTGTATT GTGTTTGGTC ATTTACTGTG AGAAAATTAG AGTGTTCAAA GCAGACGTTT GTTTGAATAC ATTAGCATGG AATAATCATA 800
TATGGCTTTC ATGTTGATTT GATTGGTTTG AATATGGAAG CAAGATTAAA AGGGACAGTT GGGGGTATTC ATATTCAATA GTCAGAGGTG AAATTCTGGG 900
ATTTATGGAA GATGAACAAG TGCGAAAGCA TTTACCAAGG ATGTTTTCAT TAATCAAGAA CGAAAGTTAG GGGATCGAAG AGGATTAGAT ACCCTCGTAG 1000
TCTTAACTAT AAACGATACC GACTAGGGGT TAGTAATGGT CATTGTGTGT TTACTAGTAC CTTATGAGAA ATCAAAGTCT TTGGGTTCCG GGGGGAGTAT 1100
GGTCGCAAGG CTGAAACTTA AAGGAATTGA CGGAAGGGCA CCACCAGGAG TGGAGCCTGC GGCTTAATTT GACTCAACAC GGGGAAACTT ACCAGGTCCA 1200
GACATAGGAA GGATAGACAG AACAAAGCTC TTTCTTGATT CTATGGGTGG TGGTGCATGG CCGTTCTTAG TTGGTGGATT GATTTGTCAG GCTAATTCCG 1300
ATAACGAACG AGACCTCCTC CTACTAAATA GATATATATA TCTTTGGATA TATTGTATCT TCTTAGAGGG ACACTATACA CAAAGTGTAG GGAAGCTGGA 1400
GGCAATAACA GGTCTGTGAT GCCCTTAGAT GTCCTGGGCT GCACGCGCGC GACACTGATT GATTCAACAA GTAGCTGGGT CGAGAGACTT GGCAACTCTT 1500
TTGAAAATCA ATCGTGATGG GGATTGATGT TTGTAATCAT CATCATGAAC GAGGAATTCC TAGTAAATGC AAGTCATCAA CTTGCGTTGA TTACGTCCCT 1600
FWD F5
GCCCTTTGTA CACACCGCCC GTCGCACCTA CCGATTGAAT GGTCCGATGA ACACTTTGGA T;%TGATATA GTAATTCTTT GCGGAATTAT TCTATTGAAA 1700
sonda R F2
GAAGTTGTGT AAATCTTACC ATTTAGAG;Z AGGTGAAGTC GTAACAAGGT TTCCGTAGGT GAACCTGCGG AAGGATCA 1778

Rysunek 9. Miejsca przylgczenia starterow

Zrodlo: opracowanie wlasne.
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I11.2.4 ANALIZA WYNIKOW SEKWENCJONOWANIA

Uzyskane w wyniku sekwencjonowania chromatogramy analizowano przy uzyciu
oprogramowania CLC Main Workbench v 20.0.1 (QIAGEN Aarhus A/S). Otrzymane
sekwencje, po usunieciu sekwencji starterow, porownywano z sekwencjami zde-

ponowanymi w bazie GenBank przy uzyciu narzedzia BLAST [187].

GTAATTCTAGGGCTAATACATGTTATAATCTCTTTGAGATTTTCTTATTAGAATAAAACCAATTGTATTAGTGAGTAATAATAATAGAATCGATCGCATGCT

GTAATTCTAGGGCTAATACATGTTATAATCTCTTTGAGATTTTCTTATTAGAATAAAACCAATTGTATTAGTGAGTAATAATAATAGAATCGATCGCATGCT

Rysunek 10. Przykladowy chromatogram uzyskany w wyniku sekwencjonowania
produktu PCR metodg Sangera

Zrodlo: opracowanie wlasne.

I11.2.5 OKRESLENIE SUBTYPOW BLASTOCYSTIS

Okreslenie przynaleznosci do konkretnego subtypu Blastocystis wykony-
wane bylo poprzez analize filogenetyczng uzyskanych sekwencji oraz poprzez po-
rownywanie otrzymanych sekwencji z sekwencjami zarejestrowanymi w bazie da-
nych ,PubMLST — Public databases for molecular typing and microbial genome

diversity” (https://pubmlst.org/organisms/blastocystis-spp) [188].

I11.2.5.1 ANALIZA FILOGENETYCZNA

Analize filogenetyczng wykonano metodg opierajgcg sie na wnioskowaniu
bayesowskim. Wtym celu wykorzystane bylo oprogramowanie ,MrBayes on
XSEDE” dostepne on-line w serwisie ,CIPRES — Cyberinfrastructure for Phyloge-
netic Research” [189,190].

Uwzglednionych bylo 41 sekwencje referencyjne reprezentujgce subtypy
ST1-ST17 [191-193] (Tabela 3). Jako grupe zewnetrzng (outgroup) uzyto sekwencje
Proteromonas lacertae (GenBank: U37108).
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Tabela 3. Sekwencje referencyjne z bazy GenBank wykorzystane do konstrukcji
drzew filogenetycznych

Subtyp AB070989 (czlowiek), U51151 (czlowiek), AB107967 (malpa)
ST1 AB070989 (czlowiek), U51151 (cztowiek), AB107967 (malpa)
ST2 AB070987 (czlowiek), ABO70997 (malpa), AB107969 (malpa)
ST3 AB070988 (cztowiek), AB107963 (swinia), AB107965 (bydto)
ST4 AB071000 (szczur), AY135408 (szczur), U51152 (guinea kawia domowa)
ST5 AB070999 (swinia), AB107964 ($winia), AB070998 (swinia)
ST6 AB107972 (kuropatwa), AB070995 (przepiorka), ABO70990 (czlowiek)
ST7 AY135412 (kaczka), ABO70991 (cztowiek), AF408427 (cztowiek)
ST8 AB107970 (lemur wari) AF408425 (cztowiek),
ST9 AF408426 (cztowiek) PLU37108 (brak informacji)
ST10 KX352006 (proba s$rodowiskowa — woda), KC148207 (wielblgd jednogarbny),
MT898456 (bydto), MT898457 (bydlo).
ST11 MT898454 (ston), MT898455 (ston)
ST12 EU427515 (walabia bagienna)
ST13 KC148209 (kanczyl jawajski)
ST14 KC148205 (bydlo), MT898458 (bydto), MT898459 (bydlo)
ST15 KC148210 (wielbtad jednogarbny), KC148211 (gibbon), MK801387 (Swinia)
ST16 EU427512 (kangur rudy), EU427514 (kangur rudy)
ST17 KC148208 (gundia zwyczajna)
II1.2.5.2 SERWIS PUBMLST

Baza danych zawiera sekwencje Blastocystis uzywane do okreslenia subtypu

metodg barkodingu oraz posiada narzedzie pozwalajgce na szybkie okreslenie

subtypu Blastocystis. Dodatkowo jest mozliwo$¢ badania zmiennosci wewngtrz

subtypu poprzez okreslenie rozpoznanie poszczegolnych alleli.

I11.2.5.3. BADANIA PODOBIENSTWA FAUNISTYCZNEGO SUBTYPOW BLASTOCYSTIS SPP. CZLOWIEKA, INNYCH

SSAKOW I PTAKOW

W celu oceny podobienstwa faunistycznego subtypdéw Blastocystis wystepujgcych

u ssakow, w tym cztowieka i ptakow zastosowaliSmy nastepujgce wskazniki [194]:

wskaznik Czekanowskiego-Dice’a-S¢rensena:

Icos=2a/ ((a+b)+(a+c))
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wskaznik Jaccarda:

Li=a/(a+b+c)

wskaznik Kulczynskiego:

IK=a/(b+c).

gdzie a —liczba wspolnych subtypow dla dwoch grup zywicieli; b —liczba subtypow
pierwszej z porownywanych grup zywicieli , ¢ — liczba subtypow drugiej z porow-

nywanych grup zywicieli.

I11.2.6. NOMENKLATURA ZWIERZAT STALOCIEPLNYCH I BLASTOCYSTIS

Nomenklature subtypow Blastocystis przyjeto zgodnie zrekomendacjami
Stensvolda i zespotu [195].

Nazwy wykrytych alleli (allele id) stosowane zgodnie z bazg danych ,Pub-
MLST - Public databases for molecular typing and microbial genome diversity”
(https://pubmlst.org/organisms/blastocystis-spp) [188]

Polskie nazewnictwo ptakéw ustalono zgodnie z zaleceniami Komisji Fau-
nistycznej Sekcji Ornitologicznej Polskiego Towarzystwa Zoologicznego (www.ko-
misjafaunistyczna.pl). Polskie nazewnictwo ssakow przyjeto wedlug opracowania

,<Polskie nazewnictwo ssakéw swiata” [196].
111.2.7. SEKWENCJE ZGEOSZONE DO GENBANK

Wybrane sekwencje zgtoszone do bazy danych GenBank. Numery referen-
cyjne: KU684642-KU684646, MG720855-MG720858, MW173219-MW173229,
MW346667-MW346669.
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IV. Wyniki i omdowienie

IV.1 WALIDACJA METODY POBIERANIA, PRZECHOWYWANIA
I TRANSPORTOWANIA KALU ZA POMOCA WYMAZOWEK
NA PODEOZU TRANSPORTOWYM.

W celu ustalenia stabilno$ci materiatu na podtozu transportowym wykonano ho-
dowle w réznych odstepach czasu od momentu pobrania materiatu. Naszym zalo-
zeniem bylo rozpoczecie hodowli w ciggu 10 dni od momentu pobrania materiatu.
Czas 10 dni wynika z specyfiki przekazywania materiatu do laboratorium.

Materiat stuzgcy do walidacji metody stanowity 3 proby katu, w ktorych po-
twierdzono obecnos¢ komorek Blastocystis. Z kazdej z prob kalu wykonano po 10
wymazow i umieszczono je na podtozu transportowym AMIES zawierajgcym we-
giel. Pobrane wymazy przechowywano w temperaturze pokojowej. Kazdego kolej-
nego dnia wykonywano posiew z kolejnej wymazowki na zmodyfikowanym pod-
tozu Jonesa.

Wsrod prob katlu zawierajgcych Blastocystis nie udato sie odzyskac¢ hodowli
w przypadku dwoch wymazow wysiewanych w dobie dziesigtej od momentu po-
brania wymazow.

Uznano, ze kal pobrany na podloze transportowe jest przydatny do naszych

badan przez okres 9 dni od dnia wykonania wymazu.
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IV.2 ROZNORODNOSC ZYWICIELL U KTORYCH WYKRYTO BLASTOCYSTIS

Lacznie przebadano material pochodzgcy od cztowieka i 73 gatunkow zwierzat,
w tym 33 gatunkow ssakow nalezacych do 7 rzedow i 41 gatunkow ptakow naleza-
cych do 6 rzedow (Mapa 2, Tabela 4-5).

W wyniku przeprowadzonych badan sposrod przebadanych 1413 prébek na
obecnosc Blastocystis, uzyskano 156 probek dodatnich.

W grupie 784 badanych ludzi, wyniki dodatnie uzyskalismy w przypadku 86
probek. Sposrod 629 prob pochodzgcych od zwierzgt uzyskaliSmy 70 prob dodat-
nich. 27 prob dodatnich od ptakéw i 43 dodanie proby pochodzgce od ssakdéw in-

nych niz cztowiek.
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Mapa 3. Geograficzne rozmieszczenie punktow zbioru materiatu z ktorych uzy-
skane byly dodatnie wyniki

Zrodlo: opracowanie wiasne.
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Tabela 4. Wyniki badania ptakow na obecnos¢ Blastocystis.

Ilos¢ prob
Wykryty subtyp
Gatunki ptakow w ukladzie systematycznym i < (subtypy)
5 % Blastocystis
2|2
N <
Rzad Anseriformes (Blaszkodziobe)
Rodzina Anatidae (Kaczkowate)
Rodzaj Aix
Aix galericulata, kaczka mandarynka 2 1 ST7
Rodzaj Anser
Anser anser, ges gegawa 1 0 -
Anser canagicus, ges $niezyca cesarska 1 0 -
Anser domesticus, ges 11 4 ST7
Anser indicus, ges tybetanska 1 0 -
Rodzaj Branta
Branta leucopsis, bernikla biatolica 1 1 ST7
Rodzaj Cygnus
Cygnus cygnus, labgdz 1 0 -
Rzad Galliformes (Grzebigce)
Rodzina Cracidae (Czubacze)
Rodzaj Pauxi
Pauxi pauxi, czubacz chelmisty 1 0 -
Rodzina Phasianidae (Kurowate)
Rodzaj Argusianus
Argusianus argus, bazant argus malajski 1 0 -
Rodzaj Chrysolophus
Chrysolophus pictus, bazant ztocisty 2 2 ST7
Rodzaj Crossoptilon
Crossoptilon crossoptilon, bazant uszak biaty 1 0 -
Rodzaj Gallus
Gallus gallus f. domestica, kura 111 12 ST5, ST6, ST7
Gallus gallus f. domesticus, kura czubatka miniatura 1 0 -
Gallus gallus f. domesticus, kury serama 1 1 ST7
Gallus gallus f. domesticus, kury zielononozki 1 0 -
Rodzaj Ithaginis
Ithaginis cruentus, bazant nepalski 1 0 -
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Rodzaj Lophophorus

Lophophorus impejanus, bazant himalajski 1 0 -

Lophophorus impejanus, bazant olsniak himalajski 0 -
Rodzaj Lophura

Lophura diardi, bazant syjamski 1 0 -

Lophura edwardsi, bazant kisciec annamski 1 0 -

Lophura nycthemera, bazant/kisciec srebrzysty 1 0 -

Lophura swinhoii, bazant/kisciec tajwanski 1 1 ST7
Rodzaj Lyrurus

Lyrurus tetrix, cietrzew 1 1 ST7
Rodzaj Meleagris

Meleagris gallopavo, indyk 40 1 ST5
Rodzaj Numida

Numida meleagris, perliczka zwyczajna 1 0 -
Rodzaj Pavo

Pavo cristatus, paw indyjski 1 1 ST27
Rodzaj Phasianus

Phasianus colchicus, bazant fowny/zwyczajny 1 1 ST7
Rodzaj Phasianus

Pternistis leucoscepus, bazant frankolin zoltogardlowy/ | 1 0 -
szponiastonog zottogardly
Rodzaj Syrmaticus

Syrmaticus ellioti, bazant eliota/bazant kasztanowy 1 0 -

Syrmaticus humiae, bazant birmanski 1 1 ST7

Syrmaticus reevesi, bazant krolewski 1 0 -
Rodzaj Tetrao

Tetrao urogallus, gluszec 2 0 -

Rzad Ciconiiformes (Brodzace)

Rodzina Ciconiidae (Bociany)
Rodzaj Ciconia

Ciconia ciconia, bocian biaty 2 0 -

Rzad Falconiformes (Szponiaste)

Rodzina Accipitridae
Rodzaj Haliaeetus

Haliaeetus albicilla, orzel bielik 1 0 -
Rodzina Falconidae
Rodzaj Falco

Falco subbuteo, kobuz 1 0 -
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Rzad Gruiformes (Zurawiowe)

Rodzina Gruidae (Zurawie)

Rodzaj Grus

Grus grus, zuraw szary 1 0 -
Grus japonensis, zuraw mandzurski 1 0 -
Grus vipio, zuraw bialoszyi 1 0 -
Rzad Psittaciformes (Papugowe)
Rodzina Psittaculidae (Papugowate)
Rodzaj Agapornis
Agapornis personatus, papuzka nieroztgczka czarno- | 1 0 -
glowa
Rzad Strigiformes (Sowy)
Rodzina Strigidae (Puszczykowate)
Rodzaj Bubo
Bubo bubo, Puchacz zwyczajny 1 0 -
Rodzaj Strix
Strix aluco, Puszczyk zwyczajny 1 0 -
Strix nebulosa, sowy puszczyk mszarny 1 1 ST7
Strix uralensis, sowy puszczyki uralskie 1 0 -
Rodzaj Surnia
Surnia ulula, sowa jarzebata 1 0 -
Razem 206 | 26 -
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Tabela 5. Wyniki badania ssakéw na obecnos¢ Blastocystis, w tym czlowieka
i zwierzat hodowlanych

Ilos¢ prob
Wykryty subtyp
. . . < e (subtypy)
Gatunki ssakow w ukladzie systematycznym % é, Blastocystis
g | =
2 |3
|| S

Rzad Primates (Naczelne)

Rodzina Lemurowate (Lemuridae)

Rodzaj Lemus

Lemur catta, lemur katta ‘ 1 ‘ 1 ‘ ST8
Rodzina Czepiakowate (Atelidae)
Rodzaj Alouatta

Alouatta sp., wyjec ‘ 1 ‘ 1 ‘ ST8

Rodzina Cercopithecidae (Koczkodanowate)

Rodzaj Cercopithecus
Cercocebus torquatus, mangaba obrozna 1 1 ST1
Cercopithecus nictitans, koczkodan bialonosy 1 1 ST2
Cercopithecus ihoesti, koczkodan gorski 1 1 ST2

Rodzaj Macaca

Macaca nigra, makak czubaty ‘ 1 ‘ 1 ‘ ST1

Rodzina Hominidae (Czlowiekowate)

Rodzaj Homo

Homo sapiens, cztowiek rozumny ‘ 784 ‘ 86 ‘ ST1, ST2,ST3, ST4,
Rodzaj Pan
Pan troglodytes, szympans zwyczajny ‘ 1 ‘ 1 ‘ ST5

Rzad Lagomorpha (Zajeczaki)

Rodzina Leporidae (Zajgcowate)

Rodzaj Lepus

Lepus (Eulagos) europaeus, zajac szarak ‘ 4 ‘ 0 ‘ -

Rodzaj Oryctolagus

Oryctolagus cuniculus, krolik europejski ‘ 1 ‘ 0 ‘ -

Rzad Erinaceomorpha (Jezoksztaltne)

Rodzina Erinaceidae (Jezowate)

Rodzaj Erinaceus

Erinaceus europaeus, jez zachodni ‘ 61 ‘ 6 ‘ ST1, ST7

Rzad Carnivora (Drapiezne)

Rodzina Felidae (Kotowate)
Rodzaj Felis
Felis catus, kot domowy ‘ 20 ‘ 0 ‘ -

Rodzina Canidae (Psowate)

Rodzaj Canis
Canis lupus, wilk szary §] 3 ST1, ST3, ST5
Canis lupus familiaris, pies domowy 52 1 ST7

Rodzaj Vulpes

Vulpes vulpes, lis rudy ‘ 9 ‘ 0 ‘ -
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Rodzina Mustelidae (Easicowate)

Rodzaj Martes

Martes martes, kuna lesna ‘ 7 ‘ 0 ‘ -
Rodzaj Mustela

Mustela nivalis, tasica pospolita 1 0 -

Mustela putorius, tchorz zwyczajny 1 0 -

Rodzina Procyonidae (Szopowate)

Rodzaj Procyon

Procyon lotor, szop pracz ‘ 1 ‘ 0

Rzad Perissodactyla (Nieparzystokopytne)

Rodzina Equidae (Koniowate)

Rodzaj Equus

Equus asinus, osiot zwyczajny 2 0

Equus caballus caballus, kon domowy 14 0

Rzad Artiodactyla (Parzystokopytne)

Rodzina Suidae (Swinowate)

Rodzaj Sus

Sus scrofa, dzik euroazjatycki 6 1 ST5

Sus scrofa, $winia maskowa 3 ST5

Sus scrofa, Swinia 3 2 ST5
Rodzaj Potamochoerus

Potamochoerus larvatus, dzikan zaroslowy ‘ 4 ‘ 1 ‘ ST5
Rodzina Cervidae (Jeleniowate)
Rodzaj Alces

Alces alces, tos euroazjatycki ‘ 2 ‘ 0 ‘ -
Rodzaj Capreolus

Capreolus capreolus, sarna europejska ‘ 10 ‘ 0 ‘ -
Rodzaj Cervus

Cervus elaphus, jelen szlachetny ‘ 21 ‘ 2 ‘ ST1

Rodzina Bovidae (Wolowate)

Rodzaj Bison

Bison bonasus, zubr europejski ‘ 90 ‘ 5 ‘ ST1, ST3, ST5, ST7
Rodzaj Bos

Bos taurus taurus, bydto domowe ‘ 71 ‘ 4 ‘ ST7
Rodzaj Carpa

Carpa hircus, koza domowa ‘ 7 ‘ 3 ‘ ST24
Rodzaj Ovis

Ovis aries, owca domowa ‘ 10 ‘ 2 ‘ ST24

Rzad Rodentia (Gryzonie)

Rodzina Muridae (Myszowate)
Rodzaj Rattus

Rattus norvegicus, szczur wedrowny ‘ 3 ‘ 3 ‘ ST4

Rodzina Caviidae (Kawiowate)

Rodzaj Cavia

Cavia porcellus, kawia domowa 1 0

Razem 410 32
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IV.3 WYKAZ STWIERDZONYCH SUBTYPOW BLASTOCYSTIS

Na podstawie analizy filogenetycznej uzyskanych sekwencji wykazano obecnosc¢

11 subtypdéw: ST1, ST2, ST3, ST4, ST5, ST6, ST7, ST8, ST9, ST24 i ST27.

ST7

Rysunek 11. Analiza filogenetyczna Blastocystis stwierdzonych u ludzi i zwierzat

Drzewo zbudowane w oparciu o fragment sekwencji genu kodujgcego rRNA matej podjednostkirybosomu
(SSU-rDNA) za pomocg wnioskowania bayesowskiego z ugyciem oprogramowania MrBayes.

Zrodlo: opracowanie wiasne.
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Blastocystis cf. Blastocystis hominis, subtyp ST1
(syn. Clade T; Subtype I; Group/subtype: I/1; Subtype: 1, Riboderme: 1,8; Subgoup I1T; Cluster: E; Sub-
type: 1, 1 variant)’
Allele: u wiekszos$¢ izolatow stwierdzono allel 4; w dwoch izolatach — stwierdzono
allel, ktéry dotychczas nie byl zarejestrowany w serwisie PubMLST.
Zywiciele: cztowiek oraz zwierzeta (jez zachodni, wilk szary, jeleni szlachetny, zubr
europejski, mangaba rudoczelna, makak czubaty).
Komentarz
Subtyp w Polsce wykryty po raz pierwszy u cztowieka przez Kotlowskiego [54],
a poznej przez nasz zespoét [197-199] oraz badaczy z innych osrodkéw [69,200,201].
Ten subtyp ST1 byl rowniez odnotowany przez nasz zespot u jeza zachodniego [68]
oraz u zwierzat z Ogrodu zoologicznego we Wroctawiu [202]. Nasze wykrycie Bla-

stocystis u jezy bylo pierwszym na $wiecie opisanym przypadkiem.

Blastocystis cf. Blastocystis hominis, subtyp ST2
(syn. Clade II; Subtype II; Group/subtype: I1/5; Subtype: 5, Riboderme: 6; Subgoup V; Cluster: C, D)
Allele: allel 9.

Zywiciele: czlowiek oraz zwierzeta (koczkodan bialonosy, koczkodan gorski).
Komentarz

Subtyp w Polsce wykryty po raz pierwszy przez Kotlowskiego [54] u cztowieka,
poznej u tego samego zywiciela byl odnotowywany przez nasz zespot [197,198,203]
oraz badaczy z innych o$rodkow [69,158,199-201]. Subtyp ST2 byt rowniez odno-

towany przez nasz zespot u zwierzat z Wroctawskiego zoo [202].

Blastocystis cf. Blastocystis hominis, subtyp ST3
(syn. Clade III; Subtype III; Group/subtype: I11/3; Subtype: 3; Riboderme: 2, 7, 4?, 5?; Subgoup: [, II,
Cluster: A; Subtype: 3)
Allele: u wiekszosc¢ izolatow stwierdzono allel 34; w dwoch izolatach — stwierdzono

allel 36.

Zywiciel: Czlowiek oraz zwierzeta (wilk, szary, zubr europejski)

" Inne historyczne nazwy subtypu, stosowane, glownie, przed rokiem 2007 (szczegoly: [195].
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Komentarz

W Polsce wykryty po raz pierwszy przez Kotlowskiego [54] u czlowieka, pdznej
u tego samego zywiciela byt odnotowywany niejednokrotnie przez nasz zespot
[62,197,203,204] oraz badaczy z innych osrodkdéw [69,158,199-201,205,206].

Blastocystis cf. Blastocystis hominis, subtyp ST4
(syn. Clade IV; Subtype IV; Group/subtype: IV/7; Subtype: 7, Riboderme: 3; Subgoup IV; Cluster: B;
Blastocystis ratti Chen, Singh, Ho, Tan, Ng, Moe, Yap, 1997)
Allele: w izolacie wykrytym u czlowieka stwierdzono allel 42, w izolatach od szczu-
row —allel 92.
Zywiciel: cztowiek oraz zwierzeta (szczur wedrowny).
Komentarz
W Polsce wykryty po raz pierwszy przez Kotlowskiego [54] u czlowieka, pdzniej
u tego samego zywiciela wykryty przez nasz zespot [199] oraz kolegow [200]. Po raz

pierwszy odnotowujemy u zwierzat.

Blastocystis cf. Blastocystis hominis, subtyp ST5
(syn. Clade V; Subtype V; Group/subtype: V/6; Subtype: 6)
Allele: stwierdzono allel, ktory dotychczas nie byl zarejestrowany w serwisie Pub-
MLST, maksymalnie podobny allel to allel 115.
Zywiciel: Czlowiek oraz zwierzeta (kura domowa, indyk, szympans zwyczajny, wilk
szary, dzik euroazjatycki, zubr europejski, $winia maskowa, dzikan zaroslowy)
Komentarz
W Polsce wykryty po raz pierwszy przez nasz zespot u kur [204] oraz zwierzat
z wroztawskiego zoo (szympans) [202]. W pdzniejszych latach opisywany u $win

[70] oraz u dzikow i pekari z Gdanskiego Ogrodu Zoologicznego [74].

Blastocystis cf. Blastocystis hominis, subtyp ST6
(syn. Clade VI, Subtype VI, Group/subtype: VI/4; Subtype: 4, Riboderme: 9; Subtype: 4)

Allele: u wiekszos¢ izolatow stwierdzono allel 123; wjednym izolacie od czlo-
wieka- stwierdzono allel, ktory dotychczas nie byl zarejestrowany w serwisie Pub-

MLST.
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Zywiciel: Cztowiek oraz zwierzeta (kura domowa)

Komentarz

Informacja o wykryciu subtypu ST6 w Polsce po raz pierwszy byla przedstawiona
przez nasz zespét wiosng 2016 na Europejskim Multikolokwium z Parazytologii
w Turku [62] (patrz réwniez: [203]. Rowniez przez nasz zespdl subtyp ST6 byt wykryty po
raz pierwszy u kur w Polsce [63] (patrz rowniez: [204]). Jesienig tego samego roku uka-

zala sie informacja o wykryciu ST6 pacjenta w Olsztynie [200].

Blastocystis cf. Blastocystis hominis, subtyp ST7
(syn. Clade VII; Subtype VII; Group/subtype: VII/2, VII/2 outliers; Subtype: 2, Riboderme: 10; Sub-
goupVI; Subtype: 2)
Allele: u wiekszosc¢ izolatow stwierdzono allel 100; w jednym izolacie od czlowieka
i kilku izolatach od kur stwierdzono allel 112;u zZubra — stwierdzono allel, ktory do-
tychczas nie byl zarejestrowany w serwisie PubMLST.
Zywiciel: Czlowiek oraz zwierzeta (bydto domowe, jez zachodni, kaczka manda-
rynka, gegawa, bernikla biatolica, bazanta ztocisty, kura domowa, kura serama, ba-
zant tajwanski, cietrzew, bazant lowny, bazant birmanski i puszczyk mszarny, zubr
europejski, pies domowy)
Komentarz
W Polsce wykryty po raz pierwszy u cztowieka przez [200]. Odnotowywany u ludzi
réwniez przez nasz zespot [198,199,207] oraz kolegow [201,208]. Po raz pierwszy
u zwierzat ST7 byl wykryty przez nasz zespdt u kur [204,209] oraz u jezy [68]. Nasze

wykrycie Blastocystis u jezy byto pierwszym na $wiecie opisanym przypadkiem.

Blastocystis cf. Blastocystis hominis, subtyp ST8
(syn. Subtype IVa; Group/subtype: IV/7 outliers)

Allele: we wszystkich izolatach stwierdzono allel 21.

Zywiciele: lemur kata, wyjec.

Komentarz

W Polsce subtyp S8 odnotowujemy u naczelnych po raz pierwszy. Niedawno sub-

typ byt wykryty u kangura rudego w ogrodzie zoologicznym w Gdansku [74].
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Blastocystis cf. Blastocystis hominis, subtyp ST9
(syn. Subtype Vla; Group/subtype: VI/4 outliers)
Allele: w badanym izolacie stwierdzono allel, ktéry dotychczas nie byl zarejestro-
wany w serwisie PubMLST; maksymalnie podobny allel to allel 129.
Zywiciel: cztowiek.
Komentarz

Oprocz naszych badan w Polsce wykryty u czlowieka przez kolegow [210].

Blastocystis cf. Blastocystis hominis, subtyp ST24
Allele:w badanych izolatach stwierdzono allel, ktéry dotychczas nie byl zarejestro-
wany w serwisie PubMLST.
Zywiciele: Koza, owca domowa
Komentarz
Subtyp ST24 odnotowujemy w Polsce po raz pierwszy. U owiec i kdz z ogrodu zoo-
logicznego w Gdansku wczesniej stwierdzono subtyp ST14 [74]. Otrzymane przez

nas sekwencje roznia sie od sekwencji uzyskanych w badaniach Rudzinskie;j.

Blastocystis cf. Blastocystis hominis, subtyp ST27
Allele:w badanych izolatach stwierdzono allel, ktéry dotychczas nie byl zarejestro-
wany w serwisie PubMLST.
Zywiciele: Paw indyjski.
Komentarz

Subtyp ST27 odnotowujemy w Polsce po raz pierwszy.
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IV.4 WYSTEPOWANIE BLASTOCYSTIS U PRZEBADANYCH ZYWICIELI
IV.4.1. PTAKI

Aix galericulata, kaczka mandarynka
W jednej z dwoch pulowanych prob stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzy-
skana sekwencja odpowiada subtypowi ST7.

Jest to pierwsza informacja o subtypie wystepujgcym u tego zywiciela w Polsce.

Anser anser, gegawa
W badanej populacji stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. u4 z 12 pulowanych
prob. Uzyskana sekwencja odpowiada subtypowi ST7. Sg to pierwsze genotypy uzy-
skane u tego gatunku w Polsce.

W Rosji u gesi stwierdzono wystepowanie Blastocystis anseri Belova, [31,211].

Branta leucopsis, bernikla bialolica
W jednej pulowanej probie stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskana se-
kwencja odpowiada subtypowi ST7.

Jest to pierwsza informacja o subtypie wystepujgcym u tego zywiciela w Polsce.

Chrysolophus pictus, bazant zlocisty
W dwoch pulowanych probkach stwierdzono obecnosé¢ Blastocystis sp. Uzyskana
sekwencja odpowiada subtypowi ST7.

Jest to pierwsza informacja o subtypie wystepujgcym u tego zywiciela w Polsce.

Gallus gallus domesticus, kura
W trzynastu ze stu czternastu pulowanych prob stwierdzono obecnosc Blastocystis
sp. Uzyskane sekwencje odpowiadajg subtypom ST5, ST6i ST7. Jest to pierwsza in-
formacja o genotypie wystepujgcym u tego zywiciela w Polsce.
W Rosji u kur stwierdzono wystepowanie Blastocystis galli Belova et Kostenko,

1990 [32,211].
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Lophura swinhoii, bazanty tajwanskie/kisciec tajwanski
W jednej pulowanej probie stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskana se-
kwencja odpowiada subtypowi ST7.

Jest to pierwsza informacja o subtypie wystepujgcym u tego zywiciela w Polsce.

Lyrurus tetrix, cietrzew
W jednej pulowanej probie stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskana se-
kwencja odpowiada subtypowi ST7.

Jest to pierwsza informacja o subtypie wystepujgcym u tego zywiciela w Polsce.

Meleagris gallopavo, indyk
W jednej z 40 pulowanych prob stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp.
Uzyskana sekwencja odpowiada subtypowi ST5.

Jest to pierwsza informacja o subtypie wystepujgcym u tego zywiciela w Polsce.

Pavo cristatus, paw indyjski
W jednej pulowanej probie stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp.
Uzyskana sekwencja odpowiada subtypowi ST27.
Jest to pierwsza informacja o Blastocystis u tego zywiciela w Polsce oraz pierwsze

stwierdzenie subtypu ST27 w Polsce.

Phasianus colchicus, bazant lowny
W jednej pulowanej probie stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskana se-
kwencja odpowiada subtypowi ST7.

Jest to pierwsza informacja o subtypie wystepujgcym u tego zywiciela w Polsce.

Syrmaticus humiae, bazant birmanski
W jednej pulowanej probie stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskana se-
kwencja odpowiada subtypowi ST7.

Jest to pierwsza informacja o subtypie wystepujgcym u tego zywiciela w Polsce.
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Strix nebulosa, puszczyk mszarny
W jednej pulowanej probie stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskana se-
kwencja odpowiada subtypowi ST7.

Jest to pierwsza informacja o subtypie wystepujgcym u tego zywiciela w Polsce.
IV.4.2 SSAKI

Homo sapiens, czlowiek rozumny
Obecnosc Blastocystis sp stwierdzono w 51 z 74 przebadanych prob (51/774).
Uzyskane sekwencje odpowiadajg nastepujgcym subtypom ST1,ST2, ST3, ST4, ST5,
ST6, ST 71ST9.
W niniejszych badaniach po raz pierwszy u cztowieka w Polsce stwierdzono sub-

typ ST9.

Pan troglodytes, szympans zwyczajny
W jednej probie stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskana sekwencja odpo-
wiada subtypowi ST5.

Jest to pierwszy genotyp uzyskany u tego gatunku w Polsce.

Cercocebus torquatus, mangaba obrozna
W jednej probie stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskana sekwencja odpo-
wiada subtypowi ST1.

Jest to pierwszy genotyp uzyskany u tego gatunku w Polsce.

Macaca nigra, makak czubaty
W jednej probie stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskana sekwencja odpo-
wiada subtypowi ST1.

Jest to pierwszy genotyp uzyskany u tego gatunku w Polsce.

Cercopithecus nictitans, koczkodan biatonosy
W jednej probie stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskana sekwencja odpo-
wiada subtypowi ST2.

Jest to pierwszy genotyp uzyskany u tego gatunku w Polsce.

86



Allochrocebus lhoesti, koczkodan gorski
W jednej probie stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskana sekwencja odpo-
wiada subtypowi ST2.

Jest to pierwszy genotyp uzyskany u tego gatunku w Polsce.

Lemur catta, lemur kata
W jednej probie stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskana sekwencja odpo-
wiada subtypowi ST8.

Jest to pierwszy genotyp uzyskany u tego gatunku w Polsce.

Alouatta sp., wyjec
W jednej probie stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskana sekwencja odpo-
wiada subtypowi ST8.

Jest to pierwszy genotyp uzyskany u tego gatunku w Polsce.

Erinaceus europaeus, jez zachodni
W 6 z 61 prob stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskana sekwencja odpo-
wiada subtypowi ST11i ST7.
Jest to pierwsza informacja o subtypie wystepujgcym u tego zywiciela w Polsce i na

Swiecie.

Canis lupus, wilk szary
W 4 z 61 prob stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskana sekwencja odpo-
wiada subtypowi ST1, ST3i ST5.

Jest to pierwsza informacja o subtypach wystepujgcych u tego zywiciela w Polsce.

Canis lupus familiaris, pies domowy
W 1 z 52 prob stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskana sekwencja odpo-
wiada subtypowi ST7.

Jest to pierwsza informacja o subtypie wystepujgcym u tego zywiciela w Polsce.
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Sus scrofa, dzik euroazjatycki
W 1 z 6 prob stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskana sekwencja odpo-
wiada subtypowi ST5.

Jest to pierwsza informacja o subtypie wystepujgcym u tego zywiciela w Polsce.

Sus scrofa, $winia
W 5 z 6 prob stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskana sekwencja odpo-

wiada subtypowi ST5.

Potamochoerus larvatus, dzikan zaroslowy
W 3 z4 prob stwierdzono obecnosc¢ Blastocystis sp. Uzyskana sekwencja odpo-
wiada subtypowi ST5.

Jest to pierwsza informacja o subtypach wystepujgcym u tego zywiciela w Polsce.

Cervus elaphus, jelen szlachetny
W 2 z 21 prob stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp.Uzyskana sekwencja odpo-
wiada subtypowi ST1.

Jest to pierwsza informacja o subtypach wystepujgcym u tego zywiciela w Polsce.

Bison bonasus, zubr europejski
W 5 z 90 prob stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskana sekwencja odpo-
wiada subtypowi ST1, ST3, ST5, ST7.

Jest to pierwsza informacja o subtypach wystepujgcych u tego zywiciela w Polsce.

Bos taurus taurus, bydto domowe
W 4 z 71 prob stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskane sekwencje odpowia-
dajg subtypowi ST7.

Jest to pierwsza informacja o subtypie wystepujgcym u tego zywiciela w Polsce.

Carpa hircus, koza domowa
W 3 z 7 prob stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskana sekwencja odpo-
wiada subtypowi ST24.

Jest to pierwsza informacja o subtypie wystepujgcym u tego zywiciela w Polsce.
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Ovis aries, owca domowa
W 2 z 10 pulowanych prob stwierdzono obecnosc¢ Blastocystis sp. Uzyskana se-
kwencja odpowiada subtypowi ST24. Wczes$niej w Polsce u owcy bylo stwierdzono

wystepowanie subtypu ST14 [74].
Rattus norvegicus, szczur wedrowny

W 3 z 3 prob stwierdzono obecnos¢ Blastocystis sp. Uzyskana sekwencja odpo-

wiada subtypowi ST4. Jest to pierwszy genotyp uzyskany u tego gatunku w Polsce.
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IV.4.2.1. WYSTEPOWANIE I ROZNORODNOSC BLASTOCYSTIS U SSAKOW EUROPEJSKICH
—PRZYKEAD BIALOWIESKIEGO PARKU NARODOWEGO (BPN)
Rozpoznano Blastocystis w 9 probkach katu: wilk szary — 1 probka (subtyp ST5),
dzik — 1 probka (subtyp ST5), jelen — 2 probki (subtyp ST1)i 5 probek u zubra (sub-
typy ST1, ST3, ST5, ST7) [180].

Ograniczona ilo$¢ zbadanych gatunkow i pochodzgcych od nich préob katu
nie pozwala na uzyskanie wyczerpujgcych danych o wystepowaniu Blastocystis

u zwierzgt BPN. Badania powinny by¢ kontynuowane.
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Rysunek 12. Analiza filogenetyczna Blastocystis stwierdzonych uzwierzat z te-
renu Bialowieskiego Parku Narodowego

Drzewo zbudowane w oparciu o fragment sekwencji genu rRNA matej podjednostki rybosomu (SSU-
rDNA) za pomocg wnioskowania bayesowskiego z ugyciem oprogramowania MrBayes. Liczby obok we-
ztow wskazujg prawdopodobienstwo a posteriori.

Zréodto: [180].
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IV.4.2.2. PIES JAKO POTENCJALNY REZERWUAR BLASTOCYSTIS — OPIS PRZYPADKU

W probkach kalu pochodzgcych od jednego psa oraz jego opiekunow, za-
mieszkatych w Gdyni wykryto formy wakuolarne Blastocystis (Zdjecie 7). Nie wy-
kryto, natomiast, Blastocystis u zadnego z psow pochodzgcych z hotelu dla zwie-

rzat.

Zdjecie 7. Formy wakuolarne Blastocystis wykryte u Opiekuna 1
Preparat bezposredni, ptyn Lugola. Skala: 100 um.
Zrodto: [71].

Na podstawie analizy filogenetycznej identyfikowano subtyp ST3 u jednego
z opiekunow, subtyp ST7 u drugiego opiekuna oraz u psa (Rysunki 12-13).

'Dog Owner 1

ST3

Rysunek 13. Subtypy Blastocystis wykryte u psa i jego wlascicieli
Zrodto: [71].
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Rysunek 14. Analiza filogenetyczna Blastocystis stwierdzonych u psa i jego opie-

kunéw

Drzewo zbudowane w oparciu o fragment sekwencji matej podjednostki rRNA (SSU rDNA) za pomocg
wnioskowania bayesowskiego z ugyciem oprogramowania MrBayes. Liczby obok weztéow wskazujg
prawdopodobienistwo a posteriori.

Zrodto: [71].
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Mapa 4. Kraje, w ktorych wykryto Blastocystis u psow

Zrodto: [71).
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IV.4.3 PODOBIENSTWO STRUKTURY SUBTYPOW BLASTOCYSTIS CZLOWIEKA, INNYCH
SSAKOW I PTAKOW

Ze wszystkich 11 subtypéw stwierdzonych u cztowieka i zwierzat statocieplnych
najwiecej (po 8 subtypow) stwierdzono u cztowieka i innych ssakow, a najmniej (4
subtypy) — u ptakéw (Rysunek 15). Niezaleznie od uzytego wskaznika najwieksze
podobienstwo faunistyczne wykazujg nastepujgce grupy zywicieli: ,Ssaki inne niz
cztowiek” i ,Czlowiek”. Najmniejsze podobienstwo faunistyczne wykazujg grupy
zywicieli ,Ssaki inne niz czlowiek” i ,Ptaki” (Tabela 6).

Mozemy przypusci¢, ze wysokie podobienstwo faunistyczne przeklada sie
na wysoki potencjal zoonotyczny. Mozemy zatem stwierdzi¢, ze zoonotyczny po-

tencjal ssakow jest wiekszy niz zoonotyczny potencjal ptakow.

Tabela 6. Wskazniki podobienstwa faunistycznego subtypow Blastocystis wyste-
pujacych u réznych grup zywicieli

Icps I; Ik
/ 0,75 0,60 1,5
/ 0,50 0,33 0,5
/ 0,33 0,20 0,25

Icps — wskazgnik Czekanowskiego-Dice’a-Sgrensena; I = wskaznik Jaccarda; Ik —wskaznik Kulczynskiego.
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Ssaki

Rysunek 15. Kota Eulera ilustrujgce podobienstwo struktury subtypow Blastocy-
stis czlowieka, innych ssakow i ptakow

Zrodlo: opracowanie wiasne.
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V. Dyskusja

V.1. OPISANE SUBTYPY BLASTOCYSTIS

W Polsce rozne subtypy Blastocystis cf. Blastocystis hominis wykrylismy u ssakow
(w tym u ludzi) oraz u ptakow. Do tej pory, w literaturze opisano 32 subtypy Blasto-
cystis (ST1-ST32) — pasozytow ssakow i ptakow. Wedtug Stensvold i Clark subtypy
ST18, ST19, ST20 i ST22 w rzeczywistosci nie sg odrebnymi subtypami, a tylko ar-
tefaktami reakcji PCR wariantami juz wczesniej opisanych subtypow [212]. Dla-
tego rzeczywista liczba znanych subtypow wynosi 28.

Dotychczas w Polsce opisywano Blastocystis gtownie u ludzi. Do 2012 roku
brak jest w polskiej literaturze informacji na temat réznicowania subtypow Bla-
stocystis. Pierwotniak ten byl wykrywany uludzi od lat 50 XX wieku [41-
44,51,55,65,193,213-220].

V.2. BLASTOCYSTIS U LUDZI

Do tej pory w Polsce, uwzgledniajgc nasze badania, stwierdzono u ludzi obecnosc¢

osmiu subtypéw: ST1, ST2, ST3, ST4, ST5, ST6, ST7, ST9.

SuBTYPY ST1-ST4

Pierwszym autorem, ktory opisal subtypy u ludzi w Polsce byt Kotlowski, ktory na
podstawie przebadania 1490 probek wykryt subtypy ST1, ST2, ST3 i ST4 [54].
W 2015 roku Bednarska opisata ST3 u ludzi powracajgcych z Indonezji [205].

SuBTYP ST4

Uwaza sie [221], ze subtyp ST4 jest odrebnym gatunkiem Blastocystis ratti. Jest to
zoonotyczny gatunek, charakterystyczny dla gryzoni. Dotychczas w Polsce subtyp
ST4 nie byl rejestrowany u zwierzgt — nasze odnotowanie jest pierwsze. My wykry-
lismy subtyp ST4 u czlowieka i u szczuréw laboratoryjnych. Zwraca uwage fakt,
ze u ludzi i u szczuréw wykrylismy rozne allele tego subtypu. Warto kontynuo-
wac badania, Zeby zrozumiec czy czlowiek i gryzonie sa rezerwuarami tego sub-

typu dla siebie nawzajem.
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SuBTYP ST5

Subtyp ST5 u ludzi w Polsce odnotowuje sie po raz pierwszy (niniejsza praca).

SuBTYPY ST6

Weczesniej w polskiej literaturze nie byto informacji o ST6 u ludzi, nasza publikacja

[62] jest pierwszym odnotowaniem tego subtypu u ludzi w Polsce.

SuBTYP ST7

Subtyp ST7, stwierdzony przez nas u ludzi (niniejsza praca) byl wczesniej opisany

u ludzi w Polsce przez Lepeczynska i wsp. [200].

SuBTYP ST9

Subtyp ST9 u ludzi w Polsce odnotowuje sie po raz pierwszy (niniejsza praca).

V.3. BLASTOCYSTIS U ZWIERZAT

Do niedawna nie byto zadnej informacji o wystepowaniu Blastocystis u zwie-
rzat w Polsce. Za pierwszg informacje mozemy uznac doniesienie na temat wykry-
cia subtypu ST3 u myszarki lesnej Apodemus flavicollis [56] oraz o wykryciu Blasto-
cystis sp. u kur z potudnia Polski [57].

Poniewaz pierwsza wymieniona wyzej praca nie byta poswiecona badaniom
w Polsce, a druga publikacja byla opublikowana w malo dostepnych materiatach
konferencyjnych, istniato przekonanie o braku jakiejkolwiek informacji o wyste-
powaniu Blastocystis u zwierzat w Polsce. Stodkowicz-Kowalska i zespol, wpraw-
dzie, wykryli Blastocystis u przewodach pokarmowych slodkowodnych malzy, ale
byly to badania srodowiskowe®, a malze byly bioindykatorami zanieczyszczenia
wod fekaliami.

Prace naszego zespotu byly, w gruncie rzeczy, pierwszymi w Polsce pracami
poswieconymi wystepowaniu i réznorodnosci Blastocystis u zwierzgt w Polsce
[40,63,68,71,202,204].

Blastocystis zostal przez nas wykryty wtedy u zotwia oraz u kur, jezy, psa, jak

rowniez u zwierzat z Wroclawskiego Zoo. W kolejnych latach oprocz naszych prac

8 Warto to wspomnie¢ tez o wykryciu cyst Blastocystis w produktach spozywczych w Polsce [279)]
oraz wodach zbiornikéw wodnych w wojewddztwie zachodniopomorskim [280].
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ukazaly sie tez prace zespotu Rudzinskiej [70,74] poswiecone Blastocystis u $win
(pierwsze stwierdzenie) oraz u zwierzgt Gdanskiego Zoo.

U drobiu (kury i indyki) wykryliSmy niecharakterystyczny dla ptakow sub-
typ ST5. Uwazamy, ze obecnosc¢ tego subtypu u drobiu bytaincydentalnai zwigzana
z prowadzeniem w tym samym miejscu hodowli $win. Po usunieciu kontaktu ze
sSwiniami subtyp ST5 przestal pojawiac¢ sie u drobiu w badanej populacji.

Prowadzone przez nas badania na terenie Bialowieskiego Parku Narodo-
wego sg pierwszymi tego rodzaju badaniami dzikich zwierzat w ich naturalnym
srodowisku. Wszystkie subtypy Blastocystis wykryte u zubrow, jeleni i wilkéw na-

lezaty do subtypéw zoonotycznych — wystepujg rowniez u ludzi [180].
V.3.1. SUBTYPY ZOONOTYCZNE, ENZOTYCZNE I ANTROPONOTYCZNE BLASTOCYSTIS

Rozne subtypy Blastocystis wykazujg rozng specyficznosc¢ wzgledem zywi-
cieli. Subtypy ST1-ST9 i ST12 (subtypy zoonotyczne) wykrywane sg u zwierzat i lu-
dzi, z czego najczestszymi u cztowieka sg subtypy ST1-ST4. Subtypy ST10-ST11,
ST13-ST17, ST21, ST23-ST32 (subtypy enzotyczne) wykrywane sg wylgcznie
u zwierzat [222,223].

W chwili obecnej nie znamy subtypu antroponotycznego, czyli wykrywa-
nego wytgcznie u ludzi; do niedawna za taki uwazato sie subtyp ST9. Kilka lat temu
wykryto po raz pierwszy subtyp ST9 u zywiciela innego niz cztowiek — u lemura
katta [224].

W naszych badaniach z posréd 8 subtypéw wykrytych u cztowieka w Polsce
(czyli ST1-ST7, ST9) wiekszos¢ subtypow mozemy uznac za subtypy zoonotyczne.
Tylko jeden subtyp ST9 do tej pory w Polsce wykryty byl tylko u cztowieka, mozemy
umownie postrzegac ten subtyp jako de facto subtyp antroponotyczny w Polsce.
Dalsze badania zweryfikujg nasze przypuszczenie.

Na $wiecie u bydta wykryto zaréwno zoonotyczne subtypy (ST1-ST7, ST12)
jak i enzotyczne (ST10, ST14, ST17, ST21, ST23-ST26). Podobnie, u matych przezu-
waczy (owcy i kozy) rowniez wykryto zoonotyczne (ST1, ST3, ST4, ST5, ST7) oraz
enzotyczne (ST10, ST12, ST14) subtypy [223]. Posrdd przezuwaczy badanych przez
nas zoonotyczne subtypy wystepowaly u zubréw (ST1, ST3, ST5, ST7) i bydta domo-
wego (ST7), natomiast enzotyczny subtyp ST24 byl wykryty tylko u kéz i owiec. U

swin idzikéw wykryliSmy wylgcznie zoonotyczny subtyp ST5, natomiast na
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$wiecie u tych zywicieli odnotowywane zaréwno zoonotyczne (ST1-ST5, ST7) jak
i enzonotyczne (ST10 i ST15) subtypy [223].

V.3.2. SUBTYPY BLASTOCYSTIS WYKRYWANE U ZWIERZAT (POLSKA VS SWIAT)

Nasze badania wykazaly, ze na terenie Polski wsrod ludzi i zwierzat stato-
cieplnych wystepuje duze zréznicowanie subtypowe Blastocystis. W tabeli 7 pod-
sumowane sg dane o stwierdzonych subtypach Blastocystis u zwierzgt na swiecie.
Pismem pogrubionym zaznaczono subtypy, ktore wystepujg tez w Polsce.

Zatem wydaje sie zasadnym stwierdzenie, ze zarowno zwierzeta jak i czlo-
wiek mogg stanowi¢ rezerwuar tego pierwotniaka w obrebie subtypow ST1-STS.
Jednoczesnie potwierdza to zoonotyczny potencjal Blastocystis i mozliwosé

transmisji miedzygatunkowe;j.
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Tabela 7. Wystepowanie subtypow Blastosystis u roznych gatunkow zywicieli na

Swiecie
Subtyp Kraj Gatunek zywiciela Referencje
ST1 Australia | ston azjatycki, zyrafa, kuok, wom- [225-227]
bat wlochaty, zachodni kangur sza-
rych, $winia, szympans, goryl, lan-
gur wietnamski
Argen- czlowiek [227]
tyna
Azja bydlo domowe, konie, kozy, psy, [228].
koty, kury i kaczki
Brazylia $winie, cztowiek [229]
Chiny makak rhesus, matpa zlota, mal- [85,230-232]
pade brazza, pawian hymandryas,
wielblgd, czlowiek, $winia, owca,
koza, jelen wschodni, pies, lis po-
larny
Ekwador | czlowiek [227]
Filipiny malpa, ludzie, $winia [191]
Francja lemur katta, saki bialolica, tama- [233]
ryna cesarski, koczkodan gorski,
koczkodan sowioglowi, mandryla
barwnolica
Ghana czlowiek [234]
Hiszpania | czarna swinia iberyjska [235]
Indonezja | ludzie [236]
Indie pies [237]
Iran kot, szczur brazowy [238,239]
Japonia ludzie, kury [185]
Kolumbia | czlowiek, bydlo domowe [227,240,241]
Libia wielblad [56].
Meksyk czlowiek [242]
Panama czlowiek [243]
Tajlandia | czlowiek, $winia, kon [228,244,245]
UK koza karlowata, nornica wodna, go- | [56,246,247]
ryl nizinny, gibon jawajski, bydto
domowe, czlowiek, siamang
USA ludzie, psy [185,248]
Wiochy czlowiek [249]
ST2 Argen- czlowiek [227]
tyna
Australia | kura, kazuar, orangutan, goryl [226]
Boliwia czlowiek [227]
Brazylia | wyjec rudy, czepiak belzebub, czlo- | [227,250]
wiek
Chiny lemur katta, szympans, makak re- [85,230-232,251]
zus, cztowiek
Filipiny Swinia, pies, kura, kaczka, orangu- | [252-254];
tan, malpy
Francja goryl nizinny, szympans, gibbon [233]
biatoreki, diana ghanska, saki bia-
lolica, lemur katta, lemur rudy
Ghana czlowiek [234]
Hiszpania | koczkodan sowioglowy, goryl, [185]
Indonezja | $winia, czlowiek [255]
Iran pies [239]
Japonia czlowiek [185]
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Kolumbia | czlowiek [227,241]
Kambo- pies [256]
dza
Kolumbia | czlowiek [185,240]
Malezja makak [228]
czlowiek [242]
UK rys, wiewiorka ruda, goryl nizinny, | [238,247]
gibon jawajski, szympans, siamang
wielki, gibbon mullera
Tajlandia | czlowiek [245]
Wiochy czlowiek [249]
ST3 Argen- czlowiek [227]
tyna
Belgia szynszyla [56]
Boliwia czlowiek [227]
Brazylia | wyjec rudy, mandryl, pawian ptasz- | [227,232,250]
czowy, pawian gwinejski, cztowiek
Chiny makak rezus, mandryl, pawian [85,230,231]
plaszczowy, czlowiek, Swinia, bydto
domowe, koza, jelen wschodni, je-
not azjatycki, lis polarny,
Dania $winia, pies [247]
Ekwador | czlowiek [227]
Filipiny pies, kura, malpy, cztowiek [191,252,257]
Francja siamang, makak orientalny, kocz- [233]
kodan gorski, koczkodan nadobny,
tamaryna cesarska, wilk szary, nie-
dzwiedz polarny, oryks szablorogi
Ghana czlowiek [234]
Hiszpania | czarna swinia iberyjska [235]
Indonezja | czlowiek [236]
Japonia czlowiek, swinia [21,258]
Kolumbia | czlowiek [227,241]
Malezja koza, karaluch, pies, kaczka, labedz, | [259,260]
kura
Meksyk czlowiek [242]
Iran szczur brazowy, kot, pies [239]
Kolumbia | czlowiek, dydelf czarnouchy [240]
Libia wielblad, koza [56]
Panama czlowiek [243]
Peru czlowiek [227]
Tajlandia | $winie, pies, makak, orangutan, [191,228,244,245261,262]
czlowiek, Swinia
UK goryl nizinny, gibon jawajski, mysz | [56,238,247]
lesna, zyrafa, cztowiek, szympans,
orangutan, goryl, gibon zoéttolicy,
welniak, koczkodan diany, makak
berberyjski, makak niedzwiedzi,
uistiti bialoucha
USA kot, bydto domowe [81,248]
Wiochy czlowiek [249]
ST4 Australia | czlowiek, szczur, strus czerwono- [225,226,231]
skory, jelen, szympans, kangur ol-
brzymi, kangur rudy
Chiny mara patagonska, cztowiek, lis po- | [85,231,232,251]
larny, pies, jelen wschodni, koza,
bydlo domowe,
Dania lemur katta [247]
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Filipiny pies, cztowiek [191,254]
Francja lemur rudy, wari czarno-biaty, le- [233]
mur niebieskooki,
Indonezja | szczur [236]
Iran Szczur brgzowy, kot, pies [239]
Kolumbia | wyjec [240]
Malezja Szczur, pies, koza [228,263]
UK kuna les$na, zbik szkocki, lo$ euroa- | [238,247,264]
zjatycki, jelen szlachetny, wie-
wiorka ruda, nornica wodna, czto-
wiek, welniak,
USA czlowiek, bydlo domowe [81,185]
Wiochy czlowiek [249]
ST5 Australia | $winia [225,226]
Boliwia czlowiek [227]
Brazylia | ocelot tygrysi, mazama szara, stru$ | [84,250]
czerwonoskory
Chiny sasebi przylgdkowy, oryx potu- [85,230-232,251]
dniowy, strus, czerwonoskory, su-
rykatka szara, langur wietnamski,
czlowiek, swinia, bydlo domowe,
owca, koza, jelen wschodni
Dania szympans, gibon, owca, bydlo do- [247]
mowe
Filipiny $winia, pies [252,254]
Francja szympans, goryl nizinny, orangu- [233]
tan, lemur rudy
Hiszpania | czarna swinia iberyjska, dzik euro- | [235]
azjatycki
Indonezja | $winia [228,236]
Indie pies [237]
Kambo- Swinia [265]
dza
Libia wielblad, bydlo domowe [56]
Malezja szczur [266]
Stowacja | $winia [267]
Tajlandia | $winia, pies [244,261,268,269]
Wietnam | $winia [56]
UK dzik, dzikan rzeczny, goryl nizinny, | [56,246,247,264]
gibbon jawajski, sarna europejska,
bydlo domowe, $winia, szympans
USA $winia, bydlo domowe [81,185]
ST6 Argen- czlowiek [227]
tyna
Brazylia | perlica zwyczajna, przepiorka zwy- | [84]
czajna, bazant zwyczajny
Chiny czlowiek [85,231,232]
Filipiny kura [228]
Indie pies [237]
Kolumbia | wrobel zwyczajny, tangarka niebie- | [227,240]
ska, ziarnojadek wielkodzioby, sza-
franka krasnoczuba, jaskotka kra-
snoszyja, cztowiek
Malezja koza, strus czerwonoskory, kura [228,259]
USA kura [185]
ST7 Angola czlowiek [270]
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Australia | czlowiek [226]
Brazylia | cyrankazwyczajna, ges tabedzio- [84,227]
nosa, kaczka krzyzowka, perlica
zwyczajna, pizmowka, przepiorka
zwyczajna, bazant zwyczajny czlo-
wiek
Chiny paw indyjski, lis polarny, czltowiek | [231,232,251]
Francja lemur rudy, wari czarno-bialy, [233]
Hiszpania | lis, zeneta zwyczajna [270]
Iran pies [239]
Indonezja | kura, $winia [228,236]
Kambo- czlowiek [270]
dza
Kolumbia | czlowiek [227]
Libia koza [56]
Malezja kaczka, kura, koza [228]
Turcja kura [271]
STS Australia | czlowiek [272]
Brazylia | wyjec czarny, wyjec rudy, czepiak [227,250]
czarny, welniak, kapibara cztowiek
Dania lemur katta [247]
Ekwador | wyjec [273]
Francja lemur katta [233]
Iran pies [239]
Malezja koza, kura, pies [228]
UK gibon jawajski, cztowiek, siamang, | [228,247]
gibon biatoreki, welniak
ST9 Chiny lemur katta [224]
Iran czlowiek [274]
ST10 Brazylia | cyrankazwyczajna, strus czerwo- | [84]
noskory
Chiny $winia, bydto domowe, owca, koza, [85,231]
renifer, jelen wschodni,
Turcja bydlo domowe, owce [271]
USA bydlo domowe [81,275]
ST11 Australia | ston [225]
Belgia ston [225]
Holandia | ston [225]
ST12 Australia | zyrafa [225]
Belgia zyrafa [225]
Boliwia czlowiek [227]
Chiny czlowiek [232]
Holandia | zyrafa [225]
ST13 Australia | kuoka krétkoogonowa [225]
Chiny koza, jelen wschodni, nahur gorski | [231,276]
ST14 Brazylia nierozlgczka czarnolica, pizmowka | [84]
Chiny bydlo domowe, owca, koza, jelen [85,231,276]
wschodni, leopard
Hiszpania | lis, tchorz zwyczajny, [270]
Senegal czlowiek [277]
Trcja wot domowy [271]
USA bydlo domowe [81,275]
ST15 Libia wielblad [56]
UK owce [56]
ST16 Libia kangur czerwony [86]
ST17 Chiny jak, alpaka, eland zwyczajny, takin, | [230]

karczoch
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Libia gundia [56]
USA bydlo domowe [81]
ST18, Nie istniejg [212]
ST19,
ST20
ST21 Chiny kob $niady [81]
USA bydlo domowe [81]
ST22 Nie istnieje [212]
ST23 USA bydlo domowe [86]
ST24 USA bydlo domowe, stru$ czerwono- [81,84,86]
skory
ST25 USA bydlo domowe [81,86]
ST26 USA bydlo domowe [81,86]
ST27 Brazylia cyranka zwyczajna, paw indyjski [84]
ST28 Brazylia cyranka zwyczajna, paw indyjski [84]
ST29 Brazylia kura [223]
ST30 USA mulak bialoogonowy [82]
ST31 USA mulak bialoogonowy [82]
ST32 Kolumbia | bydlo domowe, koza [223]
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VI. Podsumowanie

1. Stwierdzono wystepowanie Blastocystis spp. u cztowieka, 20 gatunkéw innych
ssakow oraz u 13 gatunkow ptakow.

2. Po raz pierwszy w Polsce stwierdzono wystepowanie Blastocystis u 18 gatunkow
ssakow (subtypy ST1-ST5, ST7, ST8, ST24)i 12 gatunkéw ptakéw (ST5-ST7,
ST27) oraz okreslono ich subtypy.

4. Po raz pierwszy w Polsce stwierdzono wystepowanie 17 alleli genu kodujgcego
rRNA malej podjednostki rybosomu, w tym 7 nowych alleli. Sg to pierwsze

w Polsce badania dotyczgce réznorodnosci alleli Blastocystis.
VII. Wnioski

1. W Polsce stwierdzamy duzg réznorodnosc subtypow Blastocystis cf. Blastocystis
hominis wystepujgcych u ludzi (8 subtypow) i zwierzat statocieplnych (10
subtypow). Na podstawie naszych badan lgcznie wykryto 11 subtypow, z
uwzglednieniem danych literaturowych liczba znanych w Polsce subtypow
Blasticystis wynosi 12.

2. Wszystkie stwierdzone w Polsce subtypy wczesniej byly opisywane w innych re-
gionach $wiata.

3. Najwieksze podobienstwo faunistyczne wykazujg struktury subtypow cztowieka
i innych ssakow (wskaznik Czekanowskiego-Dice’a-S¢rensena (Icps) wynosi
0,75; wskaznik Jaccarda (I;) — 0,60; .wskaznik Kulczynskiego (Ix) — 1,5).

4. Najmniejsze podobienstwo faunistyczne wykazujg struktury subtypow ptakow i
ssakow z wylgczeniem cztowieka (Icps = 0,33; I; = 0,20; Ik = 0,25).

5. Wiekszos¢ wykrytych subtypow (7 z 11) stanowig subtypy zoonotyczne.

6. Nalezy spodziewac¢ sie w przysztosci wykrycia w Polsce rowniez innych subty-

pow, niz stwierdzone dotychczas
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