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4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 Ustawy z dnia 14 marca 2003r.
0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65 poz. 595, ze zm.).

Osiagniecie naukowe zgtoszone do postgpowania habilitacyjnego stanowi cykl prac
sktadajacy si¢ z 7 publikacji.

Warto$¢ bibliometryczna tych prac wynosi 150 pkt. MNiSW, IF 10.489, w tym jako
pierwszy autor: 120 pkt. MNiSW, IF 7.944.

4.1. Tytul osiagni¢cia naukowego.

Przydatnosé¢ badan molekularnych w identyfikacji gatunkow patogenicznych
dla czlowieka oraz weryfiKacji zroZnicowania (enotypow pochodzgcych

Z materiatow klinicznych i odzwierzecych.

4.2. Wykaz publikacji stanowigcych podstawe rozprawy habilitacyjne;j.

Publikacje stanowigce podstawe rozprawy habilitacyjnej dotycza dwoch obszarow
badawczych, ktore taczy =zastosowanie technik molekularnych jako gtéwnej metody
identyfikacji/weryfikacji stabo poznanych, watpliwych lub spornych diagnostycznie
gatunkow patogenicznych dla czlowieka.

Liste prac tworzacych cykl uporzadkowano chronologicznie, od najstarszych do

najnowszych z numerami od 1 do 7.

1. Dybicz M (autor koresp), Gierczak A, Dabrowska J, Rdzanek T, Michatowicz B.
Molecular diagnosis of cystic echinococcosis in humans from central Poland. Parasitol Int
2013; 62(4): 364-367. 2.111 IF; 25 pkt. MNiSW



2. Dybicz M (autor koresp), Borkowski PK, Dgbrowska J, Chomicz L. Cases of
Echinococcus granulosus sensu stricto isolated from Polish patients: imported or indigenous?
BioMed Res Int 2015; 2015, Article ID 728321. 2.134 IF; 20 pkt. MNiSW

3. Laurimée T, Kinkar L, Romig T, Omer RA, Casulli A, Umhang G, Gasser RB, Jabbar A,
Sharbatkhori M, Mirhendi H, Ponce-Gordo F, Lazzarini LE, Soriano SV, Varcasia A,
Rostami Nejad M, Andresiuk V, Maravilla P, Gonzalez LM, Dybicz M, Gawor J, Sarkiinas
M, Snabel V, Kuzmina T, Saarma U. The benefits of analysing complete mitochondrial
genomes: Deep insights into the phylogeny and population structure of Echinococcus
granulosus sensu lato genotypes G6 and G7. Infec Genet Evol 2018; 64: 85-94.

2.545 IF; 30 pkt. MNiSW

4. Dybicz M (autor koresp), Borkowski PK, Padzik M, Baltaza W Chomicz L. Molecular
determination of suspected alveolar echinococcosis requiring surgical treatment in human
cases from Poland. Ann Parasitol 2018; 64(4): 339-342. 15 pkt. MNiSW

5. Dybicz M. (autor koresp.), Perkowski K, S¢dzikowska A, Baltaza W, Chomicz L. Studies
on prevalence of infection with Trichomonas tenax identified by molecular techniques — in
respect to oral health of patients with various systemic disease requiring immunosuppressive
therapy. Ann Parasitol 2018; 64(3): 193-197. 15 pkt. MNiISW

6. Dybicz M (autor koresp.), Perkowski K, Baltaza W, Padzik M, Se¢dzikowska A, Chomicz
L. Molecular identification of Trichomonas tenax in the oral environment of domesticated
animals in Poland - potential effects of host diversity for human health. Ann Agric Environ
Med 2018; 25(3): 464-468. 1.116 IF; 20 pkt. MNiSW

7. Dybicz M (autor koresp.), Borkowski PK, Jonas M, Wasiak D, Matkowski P. First record
of Echinococcus ortleppi in human cases of cystic echinococcosis in Poland. Biomed Res Int
2019; 2019, Article ID 2474839. 2.583 IF; 25 pkt. MNiSW

W zataczeniu:
- Kopie prac stanowiacych osiagniccie naukowe oraz os$wiadczenia wspotautoréw
o indywidualnym wktadzie autorskim - zatgcznik 6.
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4.3. Omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow

wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Cel prac

W sktad osiagnigcia, wynikajgcego z art. 16 ust. 2, wchodzi 7 publikacji, ktore dotycza
badan molekularnych nad stabo poznanymi, watpliwymi lub spornymi diagnostycznie
gatunkami patogenicznymi dla cztowieka.

Cel badan stanowilo opracowanie nowych metod molekularnych oraz
zweryfikowanie weczesniejszych badan. Dzi¢ki zastosowaniu metod molekularnych
(PCR, sekwencjonowanie) przeprowadzono analize zréznicowania genotypow/szczepow
organizméw patogennych uzyskanych z materialow klinicznych i odzwierzecych.

Uwzgledniono badania nad:

- diagnostycznie spornymi i wezesniej nieznanymi w Polsce czynnikami etiologicznymi
bablowic cztowieka - omowione w podrozdziale 4.3.1.;

- zr6znicowaniem i skutkami dyspersji w srodowisku, identyfikowanych w jamie ustnej

pierwotniakoéw z rodzaju Trichomonas - oméwione w podrozdziale 4.3.2.

Zatozono, ze wyniki, uzyskane z zastosowaniem technik molekularnych utatwia
identyfikacje genotypu/szczepu pasozyta, a W przypadkach genotypow diagnostycznie
niejednoznacznych umozliwig ich weryfikacje oraz monitorowanie ich dyspersji
w $rodowisku czlowieka, istotnej dla oceny zagrozenia epidemiologicznego. Badania te
stanowig wktad w oczekiwany postep w dziataniach praktycznych, prowadzacych do poprawy
diagnostyki, postgpowania terapeutycznego oraz skuteczno$ci zapobiegania zagrozeniom
ludzkiego zdrowia indukowanym przez badane gatunki.

Prowadzone przeze mnie badania byly wykonane we wspodtpracy z Klinikami i Zaktadami
Wydziatu Lekarskiego (Katedra i Klinika Chirurgii Ogoélnej, Transplantacyjnej i Watroby,
Klinika Chordb Zakaznych, Tropikalnych i Hepatologii, Katedra i Klinika Chirurgii Ogdlnej
i Transplantacyjnej), Wydzialu Nauk o Zdrowiu (Zaktad Biologii Medycznej, Zaktad
Pielegniarstwa Chirurgicznego, Transplantacyjnego i Leczenia Pozaustrojowego), Wydziatu
Lekarsko-Dentystycznego (Zaktad Ortodoncji), a takze we wspolpracy z osrodkami
zagranicznymi: Department of Zoology, Institute of Ecology and Earth Sciences, University
of Tartu, Estonia oraz Department of Infectious Diseases, Italian National Institute of Health,
Italy.



4.3.1. Omowienie publikacji dotyczacych badan nad spornymi diagnostycznie

czynnikami etiologicznymi bablowicy czlowieka w Polsce.

Bablowica jednojamowa (CE - cystic echinococcosis) jest chorobg odzwierzgca
rozprzestrzeniang na catym $wiecie, wywotywang przez tasiemce Echinococcus granulosus
sensu lato. W cyklu zyciowym gatunkéw Echinococcus ostatecznymi zywicielami sa gtéwnie
domowe psy, jednak dzikie psowate (wilki, szakale, kojoty, lisy), kotowate i hienowate moga
réwniez odgrywaé wazng rolg W transmisji. Dorosty tasiemiec (0 dtugosci 3 - 6 mm) zyje
w jelicie cienkim i produkuje jaja wydalane z katem. Posredni zywiciele (owce, kozy, trzoda
chlewna, bydto, konie, wielbtady lub przypadkowo ludzie) spozywaja jaja, ktore rozwijaja si¢
w larwy w narzadach wewnetrznych. W tych narzadach onkosfera przeksztatca si¢ w torbiel,
ktora powigksza si¢ produkujac protoskoleksy. Ostateczny zywiciel zaraza si¢ przez
potknigcie organdow zawierajacych torbiele zarazonego zywiciela posredniego. Po spozyciu
protoskoleksy wynicowuja, przyczepiaja si¢ do blony sluzowej jelit i rozwijajg si¢ w doroste
tasiemce w ciggu 32 do 80 dni.

Torbiele u ludzi rozwijaja si¢ najczesciej W watrobie, ptucach, mozgu, sercu i kosciach
(Pawlowski i wsp. 2001, McManus i wsp. 2003). W bablowicy ludzkiej torbiel zwykle
rozwija si¢ bezobjawowo przez lata, dopdki nie zacznie naciska¢ na otaczajgce tkanki
i powodowaé niespecyficzne objawy. Leczenie CE uwaza si¢ za trudne ze wzgledu na
powiktania innych narzadow 1 mozliwo$¢ rozprzestrzeniania si¢ plynu wraz
z protoskoleksami podczas operacji. Zaro6wno niedostateczna resekcja, jak i pekniecie
pecherza moga przyczyniaé si¢ do anafilaksji, nawrotow i wielokrotnego wtornego CE.

Echinokokoza jest uwazana za narastajagcg chorobe, wystepujaca na catym Swiecie
z najwigkszg prewalencja w cze$ci Eurazji, polocnej i wschodniej Afryki, Australii
i Ameryce Potudniowej (Jenkins i wsp. 2005). W Polsce echinokokoza nie jest uwazana za
czestg chorobg. Wedtug Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego liczba zarejestrowanych
przypadkow u ludzi wynosi od 20 do 60 rocznie.

Analiza molekularna, oparta gtéwnie na genach mitochondrialnych (Nakao i wsp. 2006),
wykazala, ze E. granulosus jest kompleksem wielu gatunkoéw roznigcych sie specyficznoscia
gospodarza, patologia, tempem rozwoOju i wrazliwoscia na chemioterapeutyki. Zmiany
taksonomiczne na podstawie analizy genetycznej doprowadzity do wyodrgbnienia
E. granulosus sensu stricto (genotypy G1-G3), Echinococcus equinus (G4), Echinococcus
ortleppi (G5), Echinococcus canadensis (G6-G10) i Echinococcus felidis (Thompson 2008).
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Dzigki zastosowaniu technik molekularnych mozliwe stato si¢ wykrywanie organizméw
wystepujacych w bardzo matej liczbie ponizej progu wykrywalno$ci Oraz rdéznicowanie
szczepow/genotypow identycznych morfologicznie czy obumartych organizmoéow, ktérych
cze$¢ materiatu genetycznego przetrwata. Okreslenie genotypu pasozyta warunkuje jego
patogenicznos¢, lekoopornos¢ i wybdr odpowiedniego leczenia. W poszczegolnych
publikacjach dotyczacych bablowicy cztowieka (publikacje 1-4, 7), stanowigcych podstawe
rozprawy habilitacyjnej, przeprowadzono badania molekularne w celu okreslenia czynnika
etiologicznego bgblowicy w Polsce.

Pierwsze badania molekularne torbieli bagblowcowych zdiagnozowanych u czlowieka
w Polsce dotyczyty jedynie 4 opisanych przypadkow (Kedra i wsp. 1999). Analiza fragmentu
genomu mitochondrialnego wykazata obecnos¢ genotypu tzw. Swinskiego 0znaczonego jako
G7.

W publikacji nr 1 (Molecular diagnosis of cystic echinococcosis in humans from
central Poland. Dybicz M, Gierczak A, Dabrowska J, Rdzanek T, Michatowicz B.)
przeprowadzilam badania molekularne duzej liczby larw bablowcow izolowanych od
ludzi. Zbadatam 47 torbieli pobranych po hepatektomii od pacjentow z centralnej Polski
leczonych w latach 2000-2010. Wigkszos¢ torbieli miata rozmiar od 3 do 6 cm $rednicy,
najmniejsza - 1 cm, a najwicksza 10 cm. W 1 przypadku zdiagnozowano 4 torbiele, a reszta
wystepowala jako torbiel pojedyncza. Torbiele znaleziono w watrobie z wyjatkiem
1 pacjentki, u ktorej torbiele wykryto w watrobie i $ledzionie. DNA wyizolowalam
z fragmentow torbieli i przy wykorzystaniu wczesniej zaprojektowanych par starteréw
dla genéw mitochondrialnych (nadl i cox1) (Bowles i wsp. 1992, Bowles i McManus 1993)
opracowatam warunki PCR (Polymerase Chain Reaction — Lancuchowa Reakcja
Polimerazy). Dzigki PCR potwierdzitam obecnos¢ Echinococcus w 30 przypadkach, wsrod
ktorych bylo 21 kobiet i 9 mezczyzn ze $rednig wieku 42 lat (od 18 do 75 lat). Analiza
sekwencji nadl wykazala identyczno$¢ ze szczepem G7 (Swinskim), zwanym
Echinococcus canadensis. Wszystkie sekwencje fragmentu genu nadl zostaty zdeponowane
w banku genéw (GenBank) i nadano im numery JX266793 — JX266824. Badania te
potwierdzily, ze szczep S$winski G7 tego pasozyta jest najczestszym czynnikiem
etiologicznym ludzkiej bablowicy jednojamowej w Srodkowej Polsce. Szczep G7 jest
jednym z gléwnych genotypow wykrywanych u $win w wielu krajach europejskich,
zwlaszcza we wschodniej i potudniowo-wschodniej Europie, gtéwnie dlatego, ze $winie sg
czesto hodowane w matych gospodarstwach rolnych w bliskim kontakcie z hodowcami i ich
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rodzinami. W Polsce prewalencja Echinococcus sp. u swin badanych podczas uboju wynosita
10,37% (Koztowska-L6j i wsp. 2011).

W tej publikacji przebadane proby dotyczyly 47 pacjentow, u ktorych wczesniejsze
potwierdzenie bablowicy technikami histopatologicznymi, obrazowymi oraz testami
immunologicznymi byto watpliwe. Sposrod nich w 27 przypadkéw wykrytam protoskoleksy
i/lub haki pasozyta w preparatach bezposrednich. Trzy kolejne probki potwierdzono jako
pozytywne za pomoca PCR. Wyniki te wykazaly, ze 64% pacjentow miato bablowice
jednojamowa, CO ma ogromne znaczenie w ustawieniu leczenia. Jest to pierwsze badanie
tak duzej liczby torbieli izolowanych od ludzi w Polsce.

W publikacji nr 2 (Cases of Echinococcus granulosus sensu stricto isolated from
Polish patients: imported or indigenous? Dybicz M, Borkowski PK, Dabrowska J,
Chomicz L.) po raz pierwszy w Polsce wykrylam szczep G1 (owczy) E. granulosus
u ludzi. Zbadatam przypadki 9 polskich pacjentow ze zdiagnozowana echinokokozg.
Fragmenty torbieli pobrano pooperacyjnie w okresie od stycznia 2010 r. do maja 2015 r.
w Zaktadzie Chorob Odzwierzgcych 1 Tropikalnych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego. Niektorzy pacjenci leczeni byli albendazolem i byli pod nadzorem lekarza od
wielu lat. Z powodu komplikacji torbiele usunigto chirurgicznie. Szesciu pacjentow stanowity
kobiety, a trzech mezczyzni. Wiek pacjentow wahat si¢ od 26 do 77 lat. Na podstawie mojej
metody PCR opracowanej wczesniej i sekwencjonowania fragmentu genu nadl
zidentyfikowalam Echinococcus canadensis G7 u 7 pacjentéw i E. granulosus G1
u 2 pacjentow. Wszystkie sekwencje fragmentu genu nadl zdeponowatam w banku genow
pod numerami KT780293 — KT780301. W pracy tej po raz pierwszy wykryto genotyp
E. granulosus G1 (owczy) u polskich pacjentow, co sugerowaé moze, ze pasozyt byt
importowany, ale nie wyklucza to mozliwosci, ze te przypadki moglty mie¢ polskie
pochodzenie. Genotyp E. granulosus G1 (owczy) jest kosmopolitycznym szczepem
rozpowszechnionym na calym $wiecie 1 wystepujacym szczegdlnie na obszarach
ekstensywnej hodowli owiec. Jest to przewazajacy szczep inwazyjny dla ludzi. Jest to
pierwszy raport potwierdzajacy bablowice E. granulosus sensu stricto izolowang od ludzi
w Polsce. Te przypadki dotyczyly kobiety i mezczyzny. Pacjentka z CE watroby, opisang jako
szczep owczy w tomografii komputerowej, byta leczona albendazolem. Torbiel miata dwie
potomne cysty i po leczeniu albendazolem zaobserwowano odwarstwienie i obumarcie
pasozyta. Rok podzniej torbiel zostata usunigta chirurgicznie. W wywiadzie z pacjentka
okazalo si¢, ze podrozowata do Turcji kilka lat temu i spedzita tam tydzien zanim

9



zdiagnozowano CE, co sugeruje mozliwos¢ zarazenia szczepem G1 za granicg. Drugi pacjent
byt operowany w 2001 r. w Kazachstanie z powodu torbieli wykrytej w migsniu lewego
biodra, ale rozpoznanie CE nie zostato potwierdzone przez badanie histopatologiczne ani
zadne inne badanie. Po przesiedleniu do Polski, zdiagnozowano raka okreznicy, a podczas
tomografii zlokalizowano mate torbiele w lewym mieéniu biodrowym. Guz i torbiele usunigto
i wystano w celu potwierdzenia. Wstepna identyfikacja E. granulosus G1 w tym przypadku,
bioragc pod uwage histori¢ pacjenta, sugeruje, ze przypadek ten zostal importowany
z Kazachstanu, gdzie przewaza szczep G1. Fakt ten nie wyklucza ryzyka zarazenia roéznych
gospodarzy przez E. granulosus G1 lub inne szczepy w Polsce. Nadal jest brak wiedzy na
temat rozmieszczenia wariantow genetycznych Echinococcus we wszystkich czesciach kraju.

Publikacja nr 3 (The benefits of analysing complete mitochondrial genomes: Deep
insights into the phylogeny and population structure of Echinococcus granulosus sensu
lato genotypes G6 and G7. Laurimée T, Kinkar L, Romig T, Omer RA, Casulli A, Umhang
G, Gasser RB, Jabbar A, Sharbatkhori M, Mirhendi H, Ponce-Gordo F, Lazzarini LE, Soriano
SV, Varcasia A, Rostami Nejad M, Andresiuk V, Maravilla P, Gonzalez LM, Dybicz M,
Gawor J, Sarkiinas M, Snabel V, Kuzmina T, Saarma U.) jest wynikiem wspélpracy
osrodkow z calego Swiata, ktorej celem bylo opracowanie metody molekularnej
pozwalajacej na jednoznaczne okreslenie genotypéow Echinococcus granulosus sensu
lato, do ktérych nalezg blisko spokrewnione G6 i G7, czgsto wywotujace ludzka bablowice
na catym $wiecie. Poprzednie badania na temat zmiennosci genetycznej G6 i G7 opieraly sig
na stosunkowo krotkich sekwencjach mitochondrialnego DNA, a rozdzielczo$¢ tych badan
byta czesto niska.

Celem pracy bylo sekwencjonowanie kompletnych genomoéw mitochondrialnych
(mitogenomow), aby uzyska¢ glebszy wglad w roznorodno$é genetyczna, filogenezg
i strukture populacji genotypow G6 i G7. Zsekwencjonowano petne mitogenomy 94 probek
pobranych z 15 réznych krajow na catym $wiecie, w tym 5 préb z Polski pochodzacych
z mojej kolekcji. Wyniki wykazaty, ze genotypy G6 i G7 mozna wyraznie odrézni¢, gdy
stosowane sa sekwencje mitogenomowe. Sekwencje mitogenoméw polskich préb
definitywnie potwierdzity przynaleznosé do genotypu G7.

W publikacji nr 7 (First record of Echinococcus ortleppi in human cases of cystic
echinococcosis in Poland. Dybicz M, Borkowski PK, Jonas M, Wasiak D, Matkowski P.)
zbadatam 5 torbieli od ludzi i wykorzystujac poprzednia metode analizy gendéw
mitochondrialnych, wykrylam 1 przypadek Echinococcus ortleppi G5, szczep bydlecy.
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Wszystkie sekwencje zarejestrowatam w banku genéw pod numerami MH492787 —
MH492792. E. ortleppi to rzadki genotyp Echinococcus uwazany za wymarty gatunek
(Romig 1 wsp. 2006). Badania te potwierdzaja pierwszy przypadek E. ortleppi,
powodujacego ludzka bablowice w Polsce, gdzie najczestszym czynnikiem etiologicznym
jest E. canadensis.

Ten przypadek E. ortleppi dotyczyt 38-letniej kobiety, ktora mieszka w domu z wtasnym
ogrodem warzywnym w poblizu lasu, skad lesne zwierzeta maja dostep. Pacjentka jest
pracownikiem biurowym bez bogatej historii podrdzy - raz odwiedzita Niemcy. U pacjentki
zdiagnozowano torbiel (o $rednicy 12 c¢cm) z grubg $ciang okoto 3 mm w prawym placie
watroby. W badaniu tomografii komputerowej torbiel zostala opisana jako prawdopodobnie
ulegajaca rozktadowi, zwapniata i nie wykazywata zadnych specyficznych cech r6znigcych ja
od torbieli E. canadensis, rozpoznawanych najczesciej W Polsce. Zarazenie E. ortleppi
powodujace ludzka CE jest rzadko diagnozowane, chociaz genotyp G5 byt juz opisywany
u ludzi w Holandii, Francji, Argentynie, Brazylii, Meksyku, Indiach, Wietnamie
i Potudniowej Afryce (Grenouillet i wsp. 2014, Sharma i wsp. 2013, Van De i Le Van 2017,
de la Rue i wsp. 2011, Avila i wsp. 2017, Mogoye i wsp. 2013). Jak sugerowali niektorzy
autorzy, E. ortleppi jest gingcym gatunkiem w Europie z powodu matej mozliwosci transmisji
pasozyta migdzy bydlem a psami. Jednak E. ortleppi odnotowano réwniez u zwierzat
gospodarskich, przezuwaczy, wielbtadéw, bawotow, jeleni, malp i jezozwierzy, dlatego nasz
polski przypadek E. ortleppi moze pochodzi¢ od $wini.

Wyzej wymienione publikacje dotyczyly przypadkow bablowicy jednojamowej (CE —
cystic echinococcosis) - zoonozy wystepujacej na calym $wiecie, wywolywanej przez
tasiemce z kompleksu Echinococcus granulosus sensu lato. CE rozprzestrzeniana jest przez
ostatecznych zywicieli (domowe psy, dzikie psowate, kotowate i hienowate), a zywiciele
posredni to owce, kozy, trzoda chlewna, bydto lub przypadkowo ludzie.

Ostatnia praca z cyklu — publikacja nr 4 (Molecular determination of suspected
alveolar echinococcosis requiring surgical treatment in human cases from Poland.
Dybicz M, Borkowski PK, Padzik M, Baltaza W Chomicz L.) dotyczy Echinococcus
multilocularis, ktérego gtownym zywicielem ostatecznym sa dzikie zwierzeta migsozerne
(lis, wilk). Mozliwe, ze w cyklu synantropijnym doroste tasiemce moga rozwija¢ si¢ u kotow
i psow domowych. Dorosta posta¢ (0 dlugosci 1,2 — 3,7 mm), zyje w jelicie cienkim

zywiciela, ktory wydala jaja tasiemca wraz z katem.
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Larwa E. multilocularis w zywicielu posrednim (gryzonie) jest strukturg naciekajgca
przypominajagca guz; wzrost larwy pozostaje na etapie proliferacji, w wyniku inwazji
otaczajacych tkanek. Larwa moze tworzy¢ rozgatezienia rozciagajac si¢ na dotkniety narzad,
gtownie watrobg. Przedtuzony okres bezobjawowej inwazji, przewlekly przebieg, powolny
wzrost naciekowej larwy powodujg trudnosci w diagnostyce. E. multilocularis powoduje
bablowice wielojamowa (AE — alveolar echinococcosis) - powazng chorobe odzwierzecs,
0 wysokiej smiertelnosci (90% w przypadkach nieleczonych). Torbiele moga by¢ blednie
zdiagnozowane jako rak watroby i leczone nieprawidtowo.

W Polsce obserwowany jest wzrost czgsto$ci wystepowania E. multilocularis, co jest
najprawdopodobniej wynikiem wzrostu populacji lisow (z 67 000 w 1995 r. do ponad 200 000
w 2006 r.) (Malczewski i wsp. 2008, Karamon i wsp. 2014, Nahorski i wsp. 2013).
Prawdopodobnie ekspansja gatunku lisa, podobnie jak w innych krajach europejskich,
zwigzana jest z kampaniami przeciw wsciekliznie. Zwigkszona liczba zarazonych lisow jest
niewatpliwie przyczyna rosnacej liczby przypadkow alweokokozy u ludzi. Wigkszos¢
przypadkéw AE u ludzi odnotowano na obszarach odpowiadajgcych regionom inwazji
E. multilocularis w populacji lisow. Na podstawie danych epidemiologicznych okreslono, ze
czynnikami ryzyka ludzkiej bablowicy wielojamowej sg posiadanie psa lub kota, polowanie,
rolnictwo, ogrodnictwo i jedzenie zywnosci skazonej jajami Echinococcus.

W publikacji nr 4 zbadalam 5 przypadkow bablowicy wielojamowej
niepotwierdzonej na podstawie technik obrazowych i testéw serologicznych. Probki
tkanek pasozyta pobranych okotooperacyjnie ze zmian watrobowych wykorzystano do badan
molekularnych. Sekwencje fragmentu genu nadl wszystkich izolatéw byly identyczne
z E. multilocularis. Sekwencje zdeponowalam w banku gendéw pod numerami JX266825,
JX266826, MH986749 — MH986751.

Wyniki potwierdzaja, ze stosowanie technik obrazowych moze by¢ niewystarczajace
do zdiagnozowania bablowca, zatem rozpoznanie choroby powinno opiera¢ si¢ na kilku
procedurach; szczegolnie cenne sg wysoce czule i specyficzne metody molekularne, ktore
jednoznacznie potwierdzaja genotyp pasozyta, CO ma ogromne znaczenie w leczeniu
bablowicy, poniewaz w przypadku zarazenia w celu skutecznego zapobiegania
W rozprzestrzenianiu sie pasozyta w ciele zarazonej osoby konieczne jest przyjmowanie

albendazolu przez cale zycie.
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Podsumowanie publikacji na temat czynnikow etiologicznych ludzkiej bablowicy

w Polsce.

Echinokokoza jest choroba inwazyjna ludzi spowodowang stadium larwalnym tasiemca
Echinococcus granulosus sensu lato (bablowica jednojamowa; cystic echinococcosis -
CE) lub Echinococcus multilocularis (bablowica wielojamowa; alveolar echinococcosis -
AE). Rozpoznanie echinokokozy opiera si¢ na technikach obrazowych potaczonych z testami
serologicznymi, ktore nie sg specyficzne. Diagnostyczne metody molekularne, w tym PCR
(Polymerase Chain Reaction - Lancuchowa Reakcja Polimerazy), gwarantuja czulo$¢,
specyficzno$¢ i zapewniaja prawidlowa diagnoze pasozyta, majac przewage nad
konwencjonalnymi metodami. PCR jest obecnie szeroko stosowang technika w diagnostyce
wielu chorob zakaznych, w tym pasozytniczych, takich jak ameboza, malaria, filarioza itp.
Stosowana jest rowniez do diagnozowania bablowcoéw z uzyciem prob ptynu torbielowego.

W prezentowanych publikacjach opracowalam PCR i sekwencjonowanie genéw
mitochondrialnych w celu identyfikacji czynnikow powodujacych ludzkie echinokokozy
w Polsce. Przeanalizowalem wiele prob ludzkich torbieli i zweryfikowatam genotypy
Echinococcus. Wyniki wykazaly:

- G7 (szczep $winski), Echinococcus canadensis, jako glowny czynnik etiologiczny ludzkiej
bablowicy jednojamowej w Polsce (publikacja nr 1-3, 7). W wielu regionach kraju $§winie
hoduje si¢ w gospodarstwach w poblizu migsozernych zywicieli ostatecznych, zwlaszcza
psoéw. Dlatego ludzie majacy kontakt z tymi psami sg czg¢sto narazeni na Szczep $Swinski.
Ponadto genotyp G7 ma krotszy okres dojrzewania u psow w poréwnaniu z innymi szczepami
Echinococcus, co nalezy wzigé pod uwage przy planowaniu leczenia przeciwrobaczego
u psoOw.

- G1 (szczep owczy), Echinococcus granulosus sensu stricto, zidentyfikowany tylko u 2
polskich pacjentéw, wciaz pod znakiem zapytania: importowane lub rodzime? (publikacja nr
2);

- G5 (szczep bydlecy), Echinococcus ortleppi, rzadki genotyp, uwazany za gatunek
wymarly, wykryty tylko u 1 pacjenta polskiego (publikacja nr 7);

- Echinococcus multilocularis potwierdzony w probach ludzkich, niezweryfikowanych
innymi metodami (publikacja nr 4).

Wszystkie sekwencje mitochondrialne badanych ludzkich izolatow Echinococcus
zdeponowano w banku genéw (GenBank) z numerami: JX266793 — JX266824, KT780293 —
KT780301, MH492787 — MH492792, JX266825, JX266826, MH986749 — MH986751.
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Genotypy Echinococcus granulosus sensu lato sa morfologicznie i genetycznie rézne;
jednakze wiekszo$¢ z nich moze rozwijaé sie w zwierzetach, jak i ludziach, stwarzajac
zagrozenia dla zdrowia publicznego i hodowli zwierzat. Dlatego tez konieczne jest
badanie patologii i etiologii CE na podstawie identyfikacji molekularnej w celu oceny
genotypu. Analiza molekularna umezliwia rozréznianie izolatow Echinococcus i stanowi
niezawodne narzedzie do wykrywania pasozytow i rozmicowania gatunkow lub
szczepow.

Podsumowujac, wysoce czule i specyficzne metody molekularne s3 cenne
i jednoznacznie potwierdzaja genotyp pasozyta, ktéry wywoluje bablowice w Polsce. Ma
to duze znaczenie w doborze leczenia choroby, aby zapobiec rozprzestrzenianiu sie¢

pasozyta W organizmie.

4.3.2. Oméwienie publikacji dotyczacych badan nad zrézmicowaniem pierwotniakow

z rodzaju Trichomonas identyfikowanych w jamie ustnej czlowieka i zwierzat.

Rzesistki z rodzaju Trichomonas nalezg do wiciowcow prymitywnych ewolucyijnie.
Pierwotniaki te zwykle zasiedlaja przewod pokarmowy (jelita, jama ustna), ale takze inne
uktady, takie jak uktad moczowo-piciowy lub oddechowy. Wystepuja u bezkregowcow
(pijawki, mieczaki, owady) i kregowcow (ryby, ptazy, gady, ptaki, ssaki). Ta grupa jest
bardzo zréznicowana pod wzgledem lokalizacji, a takze gatunku gospodarza i patogennosci.

Trichomonas tenax jest kosmopolitycznym wiciowcem, zwykle zamieszkujacym ludzka
jame ustng, ale takze nie specyficznie inne narzady i tkanki; na zewnatrz jamy ustnej
pierwotniaka wykryto w weztach chtonnych, gruczotach podzuchwowych, migdatkach,
oskrzelach, ptucach, gruczole sutkowym i watrobie (Duboucher i wsp. 2000, Duboucher
I wsp. 1991, Stratakis i wsp. 1999, Mallat i wsp. 2004, Lewis i wsp. 2003, Krvavac 1998,
Jakobsen i wsp. 1987). Wigkszo$¢ pacCjentow z rzadszg lokalizacjg zarazenia rzesistkiem
miata obnizong odporno$¢ z powodu choréb przewlektych oraz przeszczepu. Wystepowanie
T. tenax w jamie ustnej opisano U pacjentdow z zaburzeniami ogdlnoustrojowymi, chorobami
genetycznymi, HIV/AIDS, reumatoidalnym zapaleniem stawow i po przeszczepieniu nerki
(Chomicz i wsp. 2002, Cielecka i wsp. 2000, Turkowicz i wsp. 2004, Grytner-Zigcina i wsp.
2002, Grzegorczyk-Jazwinska 1 wsp. 2001). U tych pacjentoéw funkcje uktadu
odpornosciowego byly uposledzone z powodu choroby podstawowej i w wyniku leczenia
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sterydami  i/lub cytostatykami; ponadto immunosupresja moze prowadzi¢ do
oportunistycznych chorob pasozytniczych. Dlugotrwate stosowanie lekow jest czgsto
przyczyng zmian W przyzgbiu i wplywa na stan blony $luzowej jamy ustnej. Chociaz
w niektorych publikacjach rzgsistek T. tenax jest nadal uznawany za nieszkodliwego
komensala, to jego wysoka aktywno$¢ proteolityczna i kolagenolityczna potwierdzona
w wielu badaniach wyjasnia jego patogeniczny wpltyw na btone¢ sluzowa jamy ustnej i tkanki
(Segovic i wsp. 1998, Bozner i Demes 1991, El Sibaei i wsp. 2012).

Publikacja nr 5 i 6 w cyklu prac dotycza opracowania i zastosowania metod
molekularnych w celu identyfikacji rzesistkéw jamy ustnej u réznych grup pacjentéw
oraz zwierzat domowych.

W publikacji nr 5 (Studies on prevalence of infection with Trichomonas tenax
identified by molecular techniques — in respect to oral health of patients with various
systemic disease requiring immunosuppressive therapy. Dybicz M, Perkowski K,
Sedzikowska A, Baltaza W, Chomicz L.) celem badania byla ocena wystgpowania T. tenax
identyfikowanego za pomoca technik molekularnych - w odniesieniu do zdrowia jamy ustnej
pacjentow z roéznymi chorobami ukladowymi: cukrzyca, przeszczepem nerki
i reumatoidalnym zapaleniem stawow, wymagajacych terapii immunosupresyjnej.

W celu opracowania metody molekularnej wykorzystalam sekwencje ITS1 - 5.8S rRNA
- ITS2 roéznych gatunkéw rzesistkow zarejestrowanych w banku genéw
i zaprojektowalam specyficzng pare starterow dla T. tenax: T1 (5-
AGAAGTCGTAACAAGGTAACG-3) i T2 (5-ATGCTTCAGTTCAGCGGGTCT-3") (ARK
Scientific Pte Ltd, Maxwell House, Singapur). Opracowatam réwniez specyficzne warunki
PCR w celu amplifikacji tej sekwencji. Badanie objeto cztery grupy: pacjentow z cukrzyca,
przeszczepem nerki, reumatoidalnym zapaleniem stawoéw i grupe kontrolng, w sumie 498
0sob: 261 kobiet i 157 mezczyzn w wieku od 6 do 82 lat. DNA ekstrahowatam od wszystkich
pacjentéw I zastosowatam jako matryce w oddzielnych PCR w celu amplifikacji regionu ITS1
- 5,8S rRNA - ITS2. Wielko$¢ produktu specyficzna dla T. tenax wynosita 368 pz. Czestosé
wystepowania T. tenax wynosila 14,6% w grupie kontrolnej, 14,1% u diabetykéw,
12,0% u biorcéw przeszczepu nerki, 14,0% u pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem
stawow. Trzynastu pacjentdw z cukrzyca z dodatnim wynikiem T. tenax byto w wieku 32—76
lat; wérod 9 mezczyzn i 4 kobiet wigkszos¢ leczono insuling, z wyjatkiem jednego mezczyzny
otrzymujgcego Diaprel. U tych pacjentéw najcze$ciej obSerwowano zaawansowang
prochnice, zapalenie przyzgbia, zapalenie dzigset i utrate zgbow. Pacjenci po przeszczepieniu
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nerki zarazeni T. tenax stanowili 4 kobiety i 2 m¢zczyzn w wieku 41-62 lat; wszyscy byli
leczeni preparatem Encorton i cyklosporyna A. Trzech pacjentow otrzymato przeszczep nerki
w okresie od 4 tygodni do kilku miesiecy, pozostatych 3 pacjentow - w okresie 3, 5 i 23 lat.
W jamie ustnej obserwowano ptytk¢ nazebng, zaawansowane zapalenie dzigset i niskg
warto$¢ wskaznika krwawienia. Siedmiu pacjentow z reumatoidalnym zapaleniem stawow
(5 kobiet i 2 me¢zczyzn) z rozpoznaniem T. tenax bylo w wieku 53-73 lat i wszyscy
otrzymywali Encorton; stan jamy ustnej byt stosunkowo dobry przy niskim wskazniku
krwawienia, ale obserwowano réwniez utrate zeboéw. W grupie kontrolnej u 21 kobiet i 12
mezczyzn w wieku 48—72 lat wykryto T. tenax. Roznice W czestosci wystepowania T. tenax
w roéznych grupach nie byly bardzo znaczace. Wyniki uzyskane w tych badaniach pokazuja,
ze zarazenie T. tenax jest czesto bezobjawowe, a nie jest typowa oportunistyczng choroba.
Ocena poréwnawcza wynikéw w tym badaniu wykazata, ze czesto§¢ zarazenia T. tenax
rozni si¢ w zalezno$ci od wieku czlowieka, przy czym czesSciej wystepuje u dorostych.
Wszyscy zarazeni T. tenax wykazywali objawy pogorszenia stanu dziagset i przyzebia, z r6zna
intensywnoscig w poszczegdlnych grupach. Powazne choroby ukladowe u pacjentow
poddanych analizie wymagaty statego leczenia, ktore miato wpltyw na stan jamy ustnej.
Nalezy wzig¢ pod uwagg, ze stale leki stosowane w leczeniu kazdej grupy pacjentow moga
mie¢ bezposredni wplyw hamujacy na stosunkowo niski odsetek zarazen T. tenax,
w zwiazku z czym nie obserwuje si¢ zwiekszonego ryzyka rzesistkowicy jamy ustnej.

W kolejnej publikacji nr 6 (Molecular identification of Trichomonas tenax in the oral
environment of domesticated animals in Poland - potential effects of host diversity for
human health. Dybicz M, Perkowski K, Baltaza W, Padzik M, Sedzikowska A, Chomicz L.)
celem badan byla identyfikacja T. tenax u zwierzat udomowionych metodami
molekularnymi. Rzesistki opisywano w jamie ustnej u niektorych naczelnych, psow i kotow;
pozostaje jednak niejasne, czy T. tenax jest specyficzny tylko dla ludzi. We wczesniejszych
badaniach T. tenax zostat wykryty w jamie gebowej psow i kotoéw metodami molekularnymi
(Cielecka i wsp. 2000, Szczepaniak i wsp. 2016, Kellerova i Tachezy 2017). Zmiennosc¢
morfologiczna i duze podobienstwo miedzy gatunkami wystepujacymi u ludzi i zwierzat,
utrudniajg specyficzng identyfikacje rzgsistkow przy pomocy standardowych technik
parazytologicznych. Przebadano lacznie 142 psy, 57 kotow i 102 konie. ldentycznie jak
w publikacji nr 5 badatam region ITS1 - 5.8S rRNA - ITS2, a nast¢pnie produkty PCR zostaty
zsekwencjonowane. Metodg PCR wykrytam T. tenax u 7 pséw (4,93% zarazonych), 3 kotow
(5,26%) i 1 konia (0,98%). W jamie gebowej U 9 zwierzat z 11 rozpoznano zapalenie dzigset
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i nagromadzenie ptytki nazgbnej. Sekwencje 9 izolatow wykazaty 100% identycznosc¢
z sekwencja T. tenax pochodzacg z banku genow, sekwencje dwoch izolatow roznity sie
substytucjami. Wszystkie sekwencje zdeponowalam w banku genéw pod numerami
KP027402, KP120698 — KP120707.

Badanie to wykazato, ze T. tenax moze zasiedla¢ jame ggbowg psa, kota i konia. Mimo ze
liczba zarazonych kotow i koni byta niska - tylko 3 i 1, istotne jest, ze T. tenax byt jedynym
gatunkiem zidentyfikowanym u tych zwierzat. U siedmiu psow stwierdzono T. tenax, zbadano
réwniez wilascicieli tych psow i wykryto T. tenax u 3 z nich. Zarazenie tym pierwotniakiem
odbywa si¢ bezposrednio poprzez sling lub posrednio poprzez zanieczyszczone naczynia czy
rece. W poprzednich badaniach opisano mozliwos$¢ tatwego rozprzestrzeniania si¢ T. tenax
miedzy cztonkami rodziny (Kurnatowska i wsp. 2004); dlatego nowe dane w prezentowanym
badaniu wskazujg na ryzyko wzajemnej wymiany rzesistkow migdzy réznymi gatunkami
gospodarzy. Analiza molekularna w tym badaniu wykazala, ze T. tenax, typowy
pierwotniak czlowieka, moze rowniez zasiedla¢ jame gebowa psa, kota i konia, dlatego
rzesistkowica ustna rozprzestrzeniana od ludzi na zwierzeta domowe i odwrotnie

powinna by¢ brana pod uwage.

Podsumowanie publikacji dotyczacych badan nad zréznicowaniem pierwotniakéow

Z rodzaju Trichomonas identyfikowanych w jamie ustnej czlowieka i zwierzat.

Rzesistkowica jamy ustnej jest wywotywana przez pierwotniaka Trichomans tenax,
ktory jest kosmopolitycznym wiciowcem zasiedlajagcym jame ustng ludzi ze staba higieng
jamy ustnej i zaawansowanymi chorobami przyzgbia. T. tenax wykryto réwniez w innych
narzadach 1 tkankach, takich jak wezty chtonne, gruczoly podzuchwowe, migdatki, oskrzela,
pluca, gruczot sutkowy i watroba. Niektore z tych przypadkow dotyczyty osob starszych lub
pacjentow ze zmniejszong odpornoscig z powodu nowotworu lub alkoholizmu. T. tenax jest
nadal czesto uwazany za komensala, chociaz wysoka aktywnos$¢ proteolityczna, a zwlaszcza
kolagenolityczna tego wiciowca, ttumaczy jego destrukcyjny wplyw na blony $luzowe
i tkanki.

Identyfikacja gatunkow rzgsistkow metodami konwencjonalnymi (badanie mikroskopowe)
napotyka trudnos$ci w roznicowaniu gatunku, dlatego tez rozwoj technik molekularnych
umozliwit rozpoznanie gatunku rzesistka. Amplifikacja genéw ITS i 5.8S rRNA metodg PCR,
a nastepnie sekwencjonowanie, sg czesto stosowane do specyficznej charakterystyki
rzesistkow.
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W prezentowanych publikacjach opracowalam specyficzne dla T. tenax startery
w celu amplifikacji ITS1 — 5.8S rRNA — ITS2 oraz warunki PCR. Zbadatam r6zne grupy
pacjentow i zwierzgta domowe w celu zweryfikowania gatunku rzesistka, ktory zasiedla jame
ustng.

Uzyskane wyniki wykazaty obecno$¢ Trichomonas tenax u wszystkich badanych grup
zywicieli (publikacja nr 5 i 6). Czesto$§¢ wystepowania T. tenax w grupie kontrolnej
I badanych grupach pacjentéw: diabetykow, biorcéw przeszczepu nerki, pacjentow
Z reumatoidalnym zapaleniem stawow, byla podobna. Pacjenci przyjmowali state leki
immunosupresyjne, ktore moga mie¢ bezposredni wplyw hamujacy na odsetek zarazen
T. tenax. Podsumowujac nie zaobserwowano zwickszonego ryzyka rzgsistkowicy jamy ustnej
u badanych grup (publikacja 5).

Wykrycie T. tenax u psa, kota i konia, wykazalo, ze pierwotniak ten nie jest
specyficzny tylko dla czlowieka, a zarazenie miedzy ludzmi i zwierzetami domowymi jest
waznym czynnikiem rozprzestrzeniania sie pierwotniaka w srodowisku (publikacja 6).

Wszystkie sekwencje ITS i 5.8S rRNA badanych izolatow T. tenax zdeponowano w banku
genow (GenBank) z numerami: KP027402, KP120698 — KP120707.

Gatunki rzesistkow sg morfologicznie podobne, ich roéznicowanie jest trudne stosujac
klasyczne metody parazytologiczne. Podsumowujac, dzigki analizie molekularnej mozna
zidentyfikowac rzesistka i1 jednoznacznie okresli¢ jego gatunek u kazdego badanego

zywiciela.

5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych habilitanta we wszystkich

obszarach wiedzy.

Moje pozostate osiggnigcia obejmujg réwniez zagadnienia wchodzace w zakres metod
molekularnych oraz ultrastrukturalnych i mikrobiologicznych w celu identyfikacji patogenow
z materiatow Klinicznych oraz $rodowiskowych. Gtéwne obszary badan, w ktorych
uczestniczytam, dotycza identyfikacji patogenow przenoszonych przez szkodniki zywnosci
Plodia interpunctella, ameb wolnozyjacych z rodzaju Acanthamoeba oraz mikrobiota jamy

ustnej. Ponizej pogrupowano osiagni¢cia w pozostatych obszarach wiedzy.
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5.1. Badania patogenow transmitowanych przez szkodniki zywnosci Plodia

interpunctella.

Omacnica spichrzanka Plodia interpunctella wystepuje W roéznych przestrzeniach
magazynoéw i sklepow spozywczych; czgsto znajduje sie w gospodarstwach domowych.
Owady zerujg i rozmnazajg si¢ na powierzchniach przechowywanych produktow; atakuja
szeroki zakres suchych produktow spozywczych (Rees 2004, Mohandass i wsp. 2007,
Chomicz i wsp. 2011, Chomicz i wsp. 2013, Arthur i wsp. 2013, Chruscikowska i wsp. 2014).
Larwy przedg ogromne ilosci jedwabiu, ktore gromadzg zanieczyszczenia: resztki
uszkodzonej zywnosci, odchody owadow, ostonki jaj. Zarazenie magazynowanej zywnosci
przez omacnice powoduje straty w przemysle spozywczym W roznych regionach $wiata,
rowniez W Polsce. Pomimo faktu, ze szkodniki te sg ostatnio wykrywane coraz cze¢sciej
w srodowiskach ludzkich, rola form rozwojowych P. interpunctella w rozprzestrzenianiu si¢
mikroorganizméw - potencjalnych czynnikéw ryzyka dla zdrowia ludzkiego - jest nadal stabo
znana. W ciggu ostatnich kilku lat obserwujemy zwigkszong aktywno$¢ omacnic w Polsce.
Do tej pory przeprowadzono tylko kilka badan na temat inwazji tym owadem ludzkich
gospodarstw domowych w Polsce pod wzgledem ich roli jako zrodet zagrozen dla zdrowia
ludzkiego.

W publikacjach, w ktérych bralam udziat dotyczacych tych owadow, przeprowadzono
badania dotyczace przenoszenia drobnoustrojow oportunistycznych i/lub patogennych przez
P. interpunctella. Wiekszos¢ publikacji dotyczy badan wykonanych w rozprawie doktorskiej
(Agnieszka Chruscikowska, Warszawski Uniwersytet Medyczny), ktorej bytam promotorem
pomocniczym. Wyniki badan mikroskopowych, oceny hodowli in vitro, badan molekularnych
i w skaningowym mikroskopie elektronowym wykazaty na P. interpunctella obecnos¢
bakterii Gram-dodatnich (Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Staphylococcus
epidermidis, Micrococcus luteus, Bacillus cereus) i Gram-ujemnych (Klebsiella oxytoca,
Escherichia coli), gatunki drozdzopodobne (Candida) i plesniowe (Aspergillus).

Badania wykazuja, ze najczestszymi gatunkami wykrywanymi sg grzyby z rodzaju
Aspergillus. Klasyczne metody, takie jak hodowla na podtozu selekcyjnym, nie pozwalaja
okresli¢ gatunku Aspergillus, dlatego tez podjetam si¢ opracowaé metode molekularng, aby
odroznié¢ gatunki tego grzyba przenoszone przez doroste formy i larwy P. interpunctella.

Imago, larwy i popluczyny tych form stuzyty do ekstrakcji DNA. W celu wykrycia
grzybow z rodzaju Aspergillus zaprojektowano specyficzne startery dla regionu ITS1 - 5.8S
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rRNA - ITS2. Opracowatam warunki PCR do amplifikacji tej sekwencji. Startery produkuja
amplikony roéznigce si¢ wielkoscig charakterystyczng dla réznych gatunkow z rodzaju
Aspergillus. Wykryto A. flavus, A. fumigatus, A. niger i A. terreus. Badania molekularne
oparte na PCR sg obecnie czg¢sto stosowane do charakteryzowania gatunkéw grzybow (Henry
i wsp. 2000, Guan i in. 2007). Wykonana amplifikacja regionu Aspergillus ITS1 - 5.8S rRNA
- ITS2 umozliwia wykrywanie grzybow; w oparciu 0 rozmiar produktow PCR mozemy
wskazac jeden lub kilka gatunkow, ktorych rozmiary produktow sg zawarte w okres§lonym
zakresie wielkosci. Jednak sekwencjonowanie produktéow PCR jest wymagane dla doktadnej
identyfikacji gatunkow i szczepow Aspergillus. Szczepy Aspergillus to gatunki produkujgce
zarodniki i mikotoksyny, ktore moga powodowaé powazne zagrozenie dla zdrowia ludzi
(Bulpa i in. 2007). Konidia grzybow rozproszone przez omacnice w réznych przestrzeniach
srodowiska ludzkiego moga by¢ wdychane z powietrza, pytu i kropelek wody. Formy te sa
uznawane jako czynniki wywotujace astme i powazne zakazenia ptuc; moze rowniez wystapic¢
niewydolno$¢ watroby, powodujgca zoltaczke. Wystepowanie szczepow plesni na lub
w dorostych osobnikach i larwach szkodnikéw sprzyja rozprzestrzenianiu si¢ grzybow
w roznych przestrzeniach ludzkich srodowisk. Oportunistyczne choroby plesniowe sg

powaznym zagrozeniem szczegélnie dla osob 0 obnizonej odpornosci.

Zawadzki PE, Starosciak B, Baltaza W, Dybicz M, Pionkowski K, Pawtowski W, Kiys MA,
Chomicz L. The threats for human health induced by food pests of Plodia interpunctella as

reservoirs of infectious microbiota. Przegl Epidemiol 2016;70(4):617-627.

Wspotautorstwo w rozdziatach monografii:

Chomicz L, Starosciak B, Dybicz M, Chruscikowska A, Baltaza W, Pilich I, Perkowski K,
Nowakowska J, Zawadzki P, Padzik M, Wroczynski P. The role of developmental stages of
Plodia interpunctella (Arthropoda, Insekta) as reservoirs/vectors of pathogenic fungi
distributed in the human environment. In: Arthropods. In the contemporary world. (Ed.: A.
Buczek, C. Btaszak), Koliber, Lublin, 2015;327-333.

Chruscikowska A, Staros$ciak B, Asman M, Baltaza W, Dybicz M, Perkowski K, Zawadzki P,

Piekarczyk P, Biernat B, Chomicz L. Pyralid moths as risk factors for spread of

opportunistic/pathogenic microbiota in urban and suburban dwellings. W: Buczek A, Btaszak

C.(ed.): Arthropods in the contemporary world. Lubin: Wydawnictwo Koliber, 2015;351-363.
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Zawadzki P, Starosciak B, Dybicz M, Perkowski K., Baltaza W., Ktys M., Pionkowski K.,
Jasniewska E., Chomicz L. Opportunistic strains - risk factors of infections in humans -
detected in synanthropic arthropods occurring inside and in vicinity of health facilities. In:
Buczek A., Blaszak C. (eds.), Arthropods. Interrelationships in the host-ectoparasite-pathogen
system. Koliber, Lublin, 2016;89-96.

Baltaza W, Dybicz M, Perkowski K, Padzik M, Kty§ M, Malejky N, Zeranska M, Wieliczko
M, Chomicz L. Awareness of human health threats caused by food pests Plodia interpunctella
(Arthropoda, Insecta) among high school and medical school students. [W:] Stawonogi na
poczatku nowego wieku; pod red. A. Buczek, C. Blaszaka. Lublin: Wydawnictwo Koliber,
2018;233-240.

5.2. Badania zagrozen zdrowia publicznego indukowanych przez ameby amfizoiczne.

Ameby nalezace do rodzaju Acanthamoeba sa rozpowszechnione w s$rodowiskach
naturalnych i stworzonych przez cztowieka na catym §wiecie. Sg to organizmy wolno Zyjace,
wystepujace jako wegetatywne trofozoity tworzace cysty w trudnych warunkach.
Pierwotniaki te wystepuja w morzu, wodzie kranowej, basenach, systemach klimatyzacji
i nawilzaczach; wystepuja rowniez w kurzu i glebie, na owocach i warzywach oraz w ciatach
zwierzat. Zostaty one wykryte w $rodowisku szpitalnym jako zanieczyszczenia narzedzi
chirurgicznych i dentystycznych, a takze w réznych tkankach ludzkich oraz na powierzchni
skory, w jamie ustnej, zatokach przynosowych, plucach i moézgu (Teknos i wsp. 2003,
Lorenzo-Morales i wsp. 2015).

W wielu krajach, w tym w Polsce, wsrod uzytkownikow szkiet kontaktowych wzrasta
czestos¢ grozacych Slepotg zarazen rogowki Acanthamoeba keratitis, trudnych terapeutycznie
z powodu opornosci cyst ameb i czgsto blednej diagnozy. Klasyfikacja oparta na morfologii
cyst okazata si¢ niewystarczajaca dla réznicowania izolatow. Najnowsze badania oparte na
sekwencji  rybosomalnego RNA wykazalty duza roznorodnos$¢ genetyczng ameb
amfizoicznych (Schroeder i wsp. 2001, Khan i wsp. 2002, Booton i wsp. 2009, Risler i wsp.
2013, Walochnik i wsp. 2015).

W zaprezentowanych badaniach, ktorych efektem byto kilka publikacji, analizowano na
poziomie klinicznym, morfologicznym i molekularnym cigzkie przypadki zapalenia rogowki
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spowodowanego przez Acanthamoeba w Polsce. Ocena molekularna wykazata, ze wszystkie
sekwencje patogennych izolatow miaty 98-100% homologi¢ z genotypem T4 Acanthamoeba,
najczestszym genotypem w przypadku ludzkich zarazen oka na catym $wiecie. Testy in vitro
wykazaly, ze szczepy patogenne sg zdolne do rozmnazania w podwyzszonej temperaturze i
majg duze zdolnosci adaptacyjne. Przetestowano wybrane $rodki dezynfekcyjne stosowane
w placowkach opieki zdrowotnej i laboratoriach, a ich skuteczno$¢ oceniono na szczepach
rogowkowych A. castellanii i A. polyphaga oraz na srodowiskowym szczepie A. castellanii
Neff. Wyniki pokazaly efekty amebostatyczne s$rodkéw dezynfekujacych. Poréwnawcze
badania antyseptycznego diglukonianu chloroheksydyny wykazaty in vitro dziatanie anty-
amebowe na srodowiskowy szczep A. castellanii  Neff i genotyp rogowki
A. polyphaga T4. Dziatanie amebostatyczne widoczne bylo w zredukowanej liczbie ameb
w poréwnaniu z kulturg kontrolng. Szczep rogowkowy Acanthamoeba byt bardziej oporny na
badany zwigzek niz szczep Neff. Badanie wptywu zmiany temperatury na dynamike populacji
réznych szczepdw ameb wykazalo zmiany gestosci populacji i tolerancje temperatury
korelujaca z patogennoscia ameb. Zdolnos¢ tych ameb do rozwoju w wyzszych temperaturach
jest skorelowana z patogenno$cig izolatoéw rogéwkowych Acanthamoeba. Termotolerancja

uwazana jest za posredni wskaznik patogenicznosci ameb.

Chomicz L, Conn DB, Padzik M, Szaflik JP, Walochnik J, Zawadzki PJ, Pawlowski W,
Dybicz M. Emerging threats for human health in poland: Pathogenic isolates from drug
resistant Acanthamoeba keratitis monitored in terms of their in vitro dynamics and
temperature adaptability. BioMed Research International 2015; 2015, Article 1D 231285.

Baltaza W, Padzik M, Szaflik JP, Dybicz M, Hendiger E, Chomicz L. Amoebicidal or
amoebostatic influence of disinfectants used in health facilities and laboratories on corneal
strains of Acanthamoeba. Ann Parasitol 2017;63(3):175-180.

Padzik M. Szaflik J.P., Baltaza W., Perkowski K., Dybicz M., Chomicz L. In vivo confocal
microscopy and in vitro culture techniques as tools for evaluation of severe Acanthamoeba
keratitis incidents. Ann Parasitol 2017;63(4):341-346.

Padzik M, Baltaza W, Szaflik JP, Hendiger E, Dybicz M, Chomicz L. Comparison of
chlorhexidine disinfectant in vitro effect on environmental and ocular Acanthamoeba strains,
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the amoebic agents of human keratitis — an emerging sight-threatening corneal disease in
Poland. Ann Parasitol 2018;64(3):229-233.

Baltaza W, Padzik M, Szaflik JP, Dybicz M, Grochowska A, Kurylowicz A, Chomicz L.
Comparative examination on selected amphizoic amoebae in terms of their in vitro
temperature tolerance - a possible indirect marker of potential pathogenicity of Acanthamoeba
strains. Ann Parasitol 2018;64(4):317-322.

Baltaza W, Padzik M, Szaflik JP, Perkowski K, Dybicz M, Chomicz L. Evaluation of in vitro
effects of selected physical and chemical agents on detected in Poland Acanthamoeba strains
— factors of increasing threats for public health. Ann Parasitol 2019;65(1):19-25.

Wspotautorstwo w rozdziale monografii:

Pawlowski W., Baltaza W., Starosciak B., Padzik M., Zawadzki P., Pilich 1., Dybicz M.,
Domanska B., Chomicz L. Effects of Amphizoic Amoeba Spread in Human Environments —
Emerging Threat for Public Health in Poland. In: Romaniuk P., Grochowska-Niedworok E.
(ed.): Health for Public, Public for Health. Heath systems in V4 countries. Lublin: Wyd.
Fundacja na rzecz promocji nauki i rozwoju TYGIEL, 2016; 232-240.

5.3. Badania nicieni na modelu eksperymentalnym myszy.

Trichinella spiralis i Toxocara canis sa nicieniami waznymi medycznie. T. spiralis
(wlosien krety) jest jednym z najgrozniejszych pasozytow cztowieka — wywotuje Whosnice
(trychinoze), ktora moze mie¢ cigzki przebieg, konczacy si¢ niekiedy $miercig. T. canis (glista
psia) typowo pasozytuje w jelicie cienkim psa. Czlowiek moze sta¢ si¢ zywicielem
przypadkowym glisty psiej, ktorej larwy lokalizujg si¢ w obrebie watroby, $ledziony, oka.

Badania obu gatunkow nicieni dotyczyly zarazen eksperymentalnych myszy. Podczas
migracji przez phluica larwy T. spiralis i T. canis indukuja wiele zmian
w migzszu pluc. Za pomoca mikroskopii elektronowej zidentyfikowaliSmy 1 opisaliSmy
zmiany histopatologiczne. Zmiany te wynikaty z uszkodzen mechanicznych lub lokalnych
reakcji zapalnych wywotanych przez larwy. Badania ultrastrukturalne wykazaty, ze larwy
T. spiralis migrujace przez ptuca wywolywaty gtéwnie zniszczenie komorek nabtonkowych
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typu I, zniszczenie cialek blaszkowatych komoérek nablonkowych lub zewnatrzkomorkowe;
warstwy wysciotki pecherzykowej. W przeciwienstwie do tego, zarazenie larwami T. canis
zainicjowalo gtéwnie eozynofilowe zapalenie okolonaczyniowe i zapalenie naczyn, jak
roOwniez nagromadzenie makrofagdw w ptucach, na ktore dodatkowo wplynety liczne
krystaloidy w makrofagach. Podsumowujac, larwy T. spiralis i larwy T. canis indukowaty

r6ézne zmiany patologiczne w plucach zakazonych myszy.

Dabrowska J, Walski M, Dybicz M, Doligalska M. Comparative ultrastructural studies of the
alterations to mouse lung parenchyma during Trichinella spiralis or Toxocara canis infection.
Parasite Immunol 2012;34(10):455-643.

5.4. Badania microbiota jamy ustnej u pacjentow z zaburzeniami ukladu zucia.

Najczestszymi wadami wrodzonymi w jamie ustnej sg zaburzenia stomatologiczne,
rozszczep wargi i podniebienia. Zapadalno$¢ waha si¢ od 1/500 do 1/2500 zywych urodzen.
Leczenie pacjentow z wadami rozwojowymi jest dlugotrwate i obejmuje leczenie
ortodontyczne. Zaréwno wady rozwojowe, jak |1 stosowanie aparatow ortodontycznych
znaczaco zmieniajg stan jamy ustnej pacjentéw. Takie zmiany maja wptyw na mikrobiota
jamy ustnej, zmieniajac sktad mikroorganizmow fizjologicznych i wywotujac pojawienie si¢
oportunistycznych i potencjalnie patogennych bakterii, grzybow, protista. Koinfekcje réznymi
szczepami oportunistycznymi/patogennymi sg potencjalnie powaznymi czynnikami ryzyka
lokalnych i ogolnych powiktan u pacjentow z ré6znymi wrodzonymi wadami rozwojowymi.
Badaniem objeto pacjentow w réznym wieku, z wrodzong wadg wrodzong lub bez niej, przed
leczeniem ocenianym pod katem wystepowania zmian patologicznych w uktadzie zucia.
Probki wymazow wykorzystano do identyfikacji pierwotniakow w preparatach bezposrednich
i barwionych; dodatkowo przeprowadzono badanie przy uzyciu transmisyjnego mikroskopu
elektronowego. Materiat wykorzystano do hodowli in vitro w celu identyfikacji szczepow
bakterii. Zywe trofozoity Trichomonas tenax i Entamoeba gingivalis wykryto z wieksza
czestoscig u starszych pacjentow. Gatunki nalezagce do Staphylococcus aureus
i Enterobacteriaceae byly czeSciej wykrywane u pacjentdow z opdznieniem umystowym.
U tych pacjentow wystapity rowniez oportunistyczne Klebsiella pneumonia i Pseudomonas
aeruginosa. Nieprawidlowosci uktadu zucia sprzyjaja kolonizacji jamy ustnej przez gatunki
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egzogenne i rozprzestrzenianiu si¢ zakazen, szczegdlnie niebezpiecznych dla pacjentow

z chorobami wrodzonymi.

Perkowski K, Zawadzki P, Staro$ciak B, Dybicz M, Padzik M, Marczynska-Stolarek M,
Chomicz L. Sktadniki mikrobiomu jamy ustnej jako czynniki ryzyka zakazen lokalnych

i uogodlnionych u pacjentow bez oraz z wadami wrodzonymi narzadu zucia. Postepy
Mikrobiologii 2016;55(1):57-67.

Zawadzki PJ, Perkowski K, Starosciak B, Dybicz M, Baltaza W, Pionkowski K, Chomicz L.
Evaluation of selected oral cavity microbiota--risk factors of management complications in
patients with masticatory system disorders. Ann Parasitol 2016;62(1):71-76.

5.5. Badania stawonogow z rodzaju Demodex.

Wspotautorstwo w rozdziale monografii:

Przydatek-Tyrajska R, Bartosik K, Sedzikowska A, Dybicz M, Buczek W, Buczek A.
Demodex infestation in aesthetic medicine patients - preliminary study. [W:] Stawonogi na
poczatku nowego wieku; pod red. A. Buczek, C. Btaszaka. Lublin: Wydawnictwo Koliber,
2018;169-178.

5.6. Pozostale osiagniecia zwigzane z dzialalno$cia popularyzatorska i dydaktyczna.

Wynikiem mojej aktywnosci zwigzanej z szerzeniem wiedzy na temat chorob

pasozytniczych jest rowniez wspotautorstwo w podrecznikach i monografiach.

Rozdziat w podreczniku dedykowanym dla studentéw medycyny w jezyku angielskim:

- Bartosik K, Buczek A, Cielecka D, Cisowska A, Grytner-Ziecina B, Kiziewicz B,
Kosielinski P, Kuzna-Grygiel W, Myjak P, Olszewski T, Olszewski K, Piasecki W, Pokora Z,
Solarz K, Stanczak J, Turkowicz M, Wojnicz D. Parasitology for medical students. Lublin.
KOLIBER, 2006. ISBN 83-60497-30-3. The Cestodes, 152-182.
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Opracowania w jezyku angielskim:

- Dybicz M, Dabrowska J. Biology: materials for English Dentistry Division. Warszawa:
Oficyna Wydawnicza Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, 2013. 59 s.

- Dabrowska J, Dybicz M, Luto-Lach K, Mtocicki D, Pliszka M, Sedzikowska A, Sobczyk-
Kopciot A, Supergan-Marwicz M, Twarowska-Matczynska J. Biology workbook for premed
college students. Warszawa: Oficyna Wydawnicza Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego, 2016. 188 s.

Opracowania w jezyku polskim:

- Dybicz M. Materiaty do ¢wiczen z biologii dla studentow I roku oddziatu stomatologii.
Warszawa: Oficyna Wydawnicza Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, 2008. 62 s.

- Dybicz M, Dabrowska J. Biologia: materiaty do ¢wiczen z biologii dla studentow | roku
Wydzialu Lekarsko-Dentystycznego. Warszawa: Oficyna Wydawnicza Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego, 2012. 55 s.

- Dabrowska J, Dybicz M, Oleszczak B, Pliszka M, Se¢dzikowska A, Sobczyk-Kopciot A,
Supergan-Marwicz M, Twarowska-Matczynska J. Podstawy biologii molekularnej: materiaty
do ¢wiczen dla studentéw | roku | i 1l Wydziatu Lekarskiego. Wyd. 2. popr. Warszawa,
Oficyna Wydawnicza Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego 2014, 76 s.

Pozostate aktywnoS$ci zwigzane z moja dziatalnoscia przedstawilam w zataczniku 4.

Moj dorobek sktada sie¢ z publikacji oryginalnych, prac pogladowych, rozdziatow
w monografiach - 23 prace o0 tacznej wartosci bibliometrycznej 312 pkt. MNISW, w tym
7 publikacji naukowych z IF 14.831, 165 pkt. MNiSW, 9 bez IF, 132 pkt. MNiSW, 1 pracy
pogladowej z IF 0,311, 15 pkt. MNiSW, 7 rozdziatow w monografiach krajowych
i migdzynarodowych.

Warto$¢ bibliometryczna prac, w ktorych jestem pierwszym autorem: 120 pkt. MNiSW,
w tym IF 7.944 (90 pkt. MNiSW), bez IF - 30 pkt. MNiSW.

Osiggniecie naukowe zgloszone do postgpowania habilitacyjnego stanowi cykl prac,
sktadajacy si¢ z 7 publikacji oryginalnych, ktorych taczna warto$¢ to 150 pkt. MNiSW, w tym
IF 10.489 (120 pkt. MNiSW).

Przed doktoratem IF = 0.433, 21 pkt. MNiSW, po doktoracie IF = 15.142, 312 pkt.
MNISW. Liczba cytowan z bazy Web of Science z dn. 10.04.2019 (bez autocytowan) = 37.
Indeks Hirsha z bazy Web of Science z dn. 10.04.2019 = 4.
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