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STRESZCZENIE

Mikrosporydia to wewnagtrzkomorkowe, obligatoryjne pasozyty, infekujgce szerokie
spektrum gospodarzy. Okoto 15% z nich infekuje komary (Culicidae), bedace réwniez
gospodarzami wielu patogenéw kregowcow. Stawonogi hematofagiczne, takie jak komary
i kleszcze (Ixodidae) sg najwazniejszymi wektorami czynnikow chorobotworczych. Stad,
mikrosporydia infekujgce te stawonogi stanowig bardzo dobry model do badania
oddziatywah ekologicznych miedzy patogenami, jak i sktadnikami mikrobiomu
gospodarza. Celem mojej pracy doktorskiej byta préba odpowiedzi na pytania: (1) jaka
jest faktyczna réznorodnos$é gatunkowa mikrosporydiéw u tych gospodarzy; (2) czy
mikrosporydia wspotwystepujgce u tego samego gospodarza oddziatujg na siebie; oraz
(3) czy infekcja mikrosporydiami wplywa na mikrobiom gospodarza. W celu wykrycia
mikrosporydiow  opracowatem wysokowydajng metode, ktérg wykorzystatem
do okreslenia réznorodnosci gatunkowej tych pasozytow w badanych modelach. Moje
wyniki wskazujg, ze komary sg czestymi gospodarzami mikrosporydiow, sposrod ktérych
wiekszo$¢ jest pasozytami poliksenicznymi. Odnotowatem réwniez relatywnie duzg
czestos¢ wspotwystepowania roéznych mikrosporydiow, co skutkowato wzajemnymi
oddziatywaniami miedzy koinfekujgcymi gatunkami. Dodatkowo, stwierdzitem, Zze infekcja
mikrosporydiami prowadzi do zmian w sktadzie mikrobiomu gospodarza oraz aktywnosci
jego szlakow metabolicznych, gtéwnie w kierunku syntezy antybiotykow i nukleotydow.
WSsrdd kleszczy zerujgeych zidentyfikowatem tylko jeden gatunek mikrosporydium, ktéry
wystepowat ze znikomg prewalencjg, co sugeruje, ze kleszcze mogly wyksztafci¢
mechanizm obronny przeciwko tym patogenom. Wyniki mojej pracy doktorskiej stwarzajg
nowe mozliwosci badan w obszarze ekologii pasozytow i mogg mieC zastosowanie

w diagnostyce medyczne;j.

Stowa kluczowe: Culicidae, funkcjonalno$¢ metagenomu, Ixodes ricinus, koinfekcje,

metabarkoding DNA



ABSTRACT

Microsporidians are a group of intracellular obligate parasites that infect a wide range
of hosts. About 15% of them infect mosquitoes (Culicidae), which are themselves hosts
of many pathogens of vertebrates. In fact, the hematophagous arthropods, such
as mosquitoes and ticks (Ixodidae) are the most important disease vectors. Therefore,
microsporidians infecting these arthropods are a very good model to study ecological
interactions between both pathogens and the other components of the host microbiome.
The aim of my dissertation was to attempt to answer the questions: (1) what is the actual
microsporidian species diversity in these hosts; (2) whether the microsporidians
co-occurring in the same host individual interact with each other; and (3) whether the
microsporidian infection affects the host's microbiome. To detect microsporidians,
| developed a high-throughput method, which | used to determine their species-diversity
in the tested models. My results demonstrate that mosquitoes are common hosts
of numerous microsporidian species, and most of that species are polyxenic parasites.
| also noted a relatively high level of the co-occurrences of different microsporidians
in mosquitoes, which resulted in interactions between the co-infecting species.
Additionally, | found that microsporidian infection leads to changes in the composition
of the host microbiome and activities of the microbiome metabolic pathways; especially
it concerns the synthesis of antibiotics and nucleotides. Among host-seeking ticks,
| identified only one microsporidian species that occurred with negligible prevalence, which
indicates that ticks probably have developed a defense mechanism against these
pathogens. Results of my dissertation provide new opportunities in such research areas

as ecology of parasites and medical diagnostics.

Key words: Culicidae, metagenome functional content, Ixodes ricinus, co-infections,

DNA metabarcoding
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AUTOREFERAT

Mikrosporydia (Microsporidia) to grupa obligatoryjnych, wewnatrzkomérkowych
eukariotycznych pasozytow, ktére mogg infekowaé szerokie spektrum gospodarzy,
w tym inne pasozyty (Han i Weiss, 2017; Murareanu i in., 2021; Stentiford i in., 2016). Typ
Microsporidia dzieli sie na trzy gtowne linie ewolucyjne: monofiletyczne, tak zwane
.Klasyczne Microsporidia” oraz stabo zbadane Metchnikovellida i Chytridiopsida (Bass
i in., 2018; Corsaro i in., 2019). Analizy filogenetyczne ,klasycznych mikrosporydiéw”
oparte o sekwencje genu rRNA matej podjednostki rybosomu (ssu rDNA) wykazaty,
ze organizmy te grupujg sie w trzy gtéwne klady nazwane Aquasporidia, Terresporidia
oraz Marinosporidia. Nazwy kladéw zwigzane sg z siedliskiem, w ktérym wystepuje
wiekszo$¢ gospodarzy mikrosporydiow (Dubuffet i in., 2021). Jednakze od 29% do 44%
gatunkéw mikrosporydidow zgrupowanych w poszczegolnych kladach infekuje gospodarzy

z innego siedliska (Murareanu i in., 2021).

Najczestszym sposobem rozprzestrzeniania sie mikrosporydiow jest bezposrednia
transmisja horyzontalna przez pokarm lub $rodowisko, do ktérego dostajg sie wraz
z odchodami lub po $mierci zarazonego zywiciela (Didier i Weiss, 2011). Ponadto,
niektére rodzaje mikrosporydidw (np. Duboscqgia, Hyalinocysta i Parathelohania)
charakteryzujg sie posrednig transmisjg horyzontalng, gdzie zywicielem posrednim jest
widtondg. Inne gatunki (np. nalezgce do rodzajéw Culicospora, Edhazardia i Nosema)
rozprzestrzeniajg sie wertykalnie, infekujgc jajniki i jajowody samic. Mikrosporydia,
podobnie jak wiele innych pasozytéw oportunistycznych, cechujg sie specyficznym
gatunkowo i zaleznym od kondycji zywiciela przebiegiem infekcji gospodarza (Cali

i Takvorian, 2014; Solter, 2014).

Mikrosporydia charakteryzujg sie wysokg adaptacjg do pasozytnictwa: zawierajg
silnie zredukowane mitochondria (mitosomy), nie majg aparatu Golgiego, peroksysomow,

ani innych prostych organelli tego typu, a ich rybosomy majg strukture podobng




do bakteryjnych 70S (Vavra i Lukes, 2013). Ponadto, genomy mikrosporydiow sg silnie
zredukowane (od 2,3 do 51,3 Mbp), a ich struktura zblizona jest do struktury genomoéw
bakterii (Akiyoshi i in., 2009). Jedynym stadium rozwojowym zdolnym do przezycia poza
komoérkg gospodarza sg spory, kidére wyposazone sg w charakterystyczny aparat
infekcyjny, utworzony z unikalnego zestawu organelli, w tym nici polarnej, ktora umozliwia
iniekcje sporoplazmy wraz z zawartoscig do komorki gospodarza (Franzen, 2008; Keeling
iin., 2010; Vavrai Larsson, 2014). Liczba zwojow nici polarnej, jak rowniez jej kat zagiecia
sg jednymi z gtdwnych cech ultrastrukturalnych wykorzystywanych do identyfikacji
gatunkowej mikrosporydiow. Gatunki patogenne dla cztowieka charakteryzujg sie sporami
niewielkich rozmiaréw, stad ich rutynowa identyfikacjia w oparciu 0 metody

ultrastrukturalne jest utrudniona (Weiss, 2020).

Dotychczas wykazano, ze 17 gatunkéw mikrosporydiow nalezgcych do o$miu
rodzajéw i jednego ,zbiorczego rodzaju” Microsporidium, wywoltuje szereg objawow
klinicznych (Han iin., 2021). Gatunki te mogg infekowac kazdy organ, a zapalenie mézgu,
miesni, oczu oraz zatok sg najczesciej notowanymi zespotami schorzeh (Didier i Weiss,
2011). Do czasu globalnej pandemii AIDS mikrosporydioza byta stosunkowo rzadko
rozpoznawana u ludzi. Obecnie wiadomo, ze w przypadku duzych ognisk, choroba
ta moze wystgpi¢ zarbwno u os6b immunokompetentnych, jak i z niedoborem odpornosci

(NKinin i in., 2007; Didier i Weiss, 2011).

,Klasyczne mikrosporydia” stanowig najwiekszg grupe w typie Microsporidia,
obejmujgcg ponad 1700 gatunkéw nalezgcych do 220 rodzajow (Han i in., 2021).
Wiekszos¢ z nich infekuje bezkregowce, w tym stawonogi, sposrod ktérych ponad 1000
gatunkéw jest gospodarzami tych obligatoryjnych pasozytéw (Murareanu i in., 2021).
Spory mikrosporydiow stwierdzono na wszystkich kontynentach z wyjgtkiem Antarktydy,
w tym w siedliskach stodkowodnych, stonowodnych, morskich i Ilgdowych, (Han i in.,
2021). Niemniej jednak, wiekszos¢ doniesien dotyczgcych mikrosporydiéw pochodzi

z terenow Europy i Ameryki Podtnocnej, co sugeruje niedostateczne poznanie
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réznorodnosci gatunkowej tych pasozytow na catym sSwiecie (Murareanu i in., 2021).
Co wiecej, nawet w przypadku znanych, patogennych dla cziowieka gatunkéw, lekarze
wcCigz majg duze trudnosci z rozpoznaniem Ilub wykluczeniem mikrosporydiozy

u pacjentow z przewlektymi chorobami zapalnymi.

Niedostatecznie poznana jest rowniez ekologia mikrosporydiow. Przewaznie
uwaza sie je za pasozyty monokseniczne. Niewiele jest danych dotyczacych
mikrosporydiéw wystepujgcych w koinfekcjach, jak rowniez na temat ich interakcji z innymi
pasozytami (Bano, 1958; Bargielowski i Koella, 2009; Natsopoulou i in., 2015; Pilarska
i in., 2006; Solter i Becnel, 2003; Tounou i in., 2008). Dotychczas badania dotyczgce
oddziatywan miedzy mikrosporydiami, a innymi patogenami koncentrowaty sie gtownie
na mozliwym hamowaniu przez mikrosporydia rozwoju Plasmodium spp. w komarach
(Bano, 1958; Bargielowski i Koella, 2009). Zadne z wcze$niejszych badan nie dotyczyto

interakcji pomiedzy mikrosporydiami koinfekujgcymi komary.

Niedostateczne poznanie réznorodnosci i ekologii mikrosporydidéw czesciowo
spowodowane jest brakiem wysokowydajnych metod do szybkiej i czutej detekcji tych
pasozytow. Stad, celem mojej pracy doktorskiej byto opracowanie wysokoprzepustowej
metody przydatnej do wykrywania mikrosporydiéw w oparciu o uniwersalny marker DNA.
Hematofagi sg narazone na kontakt z mikrosporydiami pochodzgcymi ze srodowiska oraz
z (potencjalnie) zakazonych kregowcdéw, na ktoérych zerujg. Stad, jako model
wykorzystatem komary (Culicidae) oraz kleszcze (Ixodidae), gdyz stawonogi
te sg najwazniejszymi wektorami patogenéw kregowcoéw. Opracowang metode
zastosowatem, aby odpowiedzie¢ na nastepujace pytania: (1) jaka jest faktyczna
réznorodnos¢ gatunkowa mikrosporydiow u tych gospodarzy; (2) czy mikrosporydia
infekujgce tego samego gospodarza oddziatujg ze sobg; oraz (3) czy zakazenie
mikrosporydiami wptywa na mikrobiom gospodarza. Znalezienie odpowiedzi na te pytania
tworzy nowe mozliwosci badan w obszarze ekologii pasozytéw oraz moze miec

zastosowanie w diagnostyce medyczne.
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W pierwszej czesci mojej pracy doktorskiej opracowatem szybka
i czuta metode wykrywania DNA mikrosporydiow (Trzebny i in., 2020). Metoda
ta opiera sie 0 sekwencjonowanie nowej generacji (NGS) hiperzmiennego regionu V5 ssu
rDNA mikrosporydiéw oraz skréconego fragmentu standardowego barkodu DNA dla
zwierzat (gospodarzy), tj. genu podjednostki | oksydazy cytochromu c¢ (COlI).
Zaprojektowany zestaw starteréow CM-V5F/CM-V5R umozliwia amplifikacje ssu rDNA
mikrosporydiow ze wszystkich gtéwnych linii ewolucyjnych klasycznych mikrosporydiow.
Metoda ta jest powtarzalna i pozwala na wykrycie 100 spor w jednym mililitrze. Czutosc
ta jest poréwnywalna z innymi metodami ilosciowymi opartymi o PCR (Menotti i in., 2003;
Wolk i in., 2002) i mikromacierzami opracowanymi do detekcji Encephalitozoon spp.

w probach klinicznych (Wang i in., 2005).

Walidacje nowej metody przeprowadzitem na podstawie: (1) komercyjnych linii
spor Encephalitozoon cuniculi, E. hellem, i E. intestinalis; (2) izolatdbw DNA Anncaliia
algerae, Enterocytozoon bieneusi i Vavraia culicis; (3) komaréw Aedes aegypti,
Anopheles quadrimaculatus, Culex quinquefasciatus i Uranotaenia lowii, ktére zostaty
wychodowane w warunkach laboratoryjnych, co gwarantowato brak infekc;ji
mikrosporydiami; oraz (4) okoto 200 samic komardw zebranych w warunkach terenowych.
Wyhodowane komary oraz izolaty DNA A. algerae i V. culicis otrzymatem od Jamesa
J. Becnela oraz Neila Sanscrainte z USDA Agricultural Research Service, Center for
Medical, Agricultural and Veterinary Entomology, Gainesville, FL, USA w ramach
wspotpracy nawigzanej przeze mnie na poczgtku studiow doktoranckich podczas 51st

Annual Meeting of the Society for Invertebrate Pathology w 2018 roku.

Poréwnanie opracowanej przeze mnie metody ze standardowg metodg opartg
o PCR i sekwencjonowanie sangerowskie wykazato, ze metabarkoding DNA jest
skuteczniejszy w wykrywaniu DNA mikrosporydiow, poniewaz metabarkoding jest czulszy
i umozliwia wykrycie réznych gatunkéw mikrosporydidéw wspotwystepujgcych u tego

samego gospodarza. Wyniki uzyskane dla komarow zebranych w terenie zasugerowaty,
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ze (1) osobniki komarow w populacjach naturalnych mogg by¢ zainfekowane wiecej niz
jednym gatunkiem mikrosporydium; (2) mikrosporydia w koinfekcjach prawdopodobnie
oddziatujg na siebie; (3) ten sam gatunek mikrosporydium moze infekowac kilka r6znych

gatunkow zywicieli.

W drugiej czesci mojej pracy doktorskiej, przeanalizowatlem prewalencje
i réznorodnos¢ mikrosporydiow na duzej probie komarow europejskich, aby
zweryfikowaé moje wstepne obserwacje dotyczace gatunkéw potencjalnie
poliksenicznych i wzajemnych oddziatywan mikrosporydiéw wystepujacych
w koinfekcjach (Trzebny et al.,, 2022b). W wyniku analizy préby obejmujgcej samce
i samice ponad 2000 osobnikéw zebranych na przetomie trzech lat, zidentyfikowatem
te same dominujgce gatunki komaréw, co w poprzednim badaniu (Trzebny i in., 2020), ale
zebratem réwniez Anopheles messeae, Cx. pipiens, Cx. territans oraz Och. communis.
Anopheles messeae nie wystepowat licznie, jednakze jego obecnosc¢ jest warta uwagi,
poniewaz jest on jednym z wektoréw malarii w Europie. Co prawda obecnie gatunek ten
nie jest uznawany za zagrozenie w Polsce (Hertig, 2019; Piperaki i Daikos, 2016; Sinka
i in., 2010), jednakze jego obecno$¢ wskazuje na potencjalne ryzyko, zwtaszcza,
ze modelowania wystepowania wektorow malarii sugerujg rozprzestrzenianie sie tego

gatunku w kierunku potnocnym (Hertig, 2019).

Ogoétem, wsrdéd dziesieciu gatunkéw  komardw  zidentyfikowatem zardwno
mikrosporydia wczesniej obserwowane u tych owadow (Amblyospora salinaria,
A. stimuli, Amblyospora sp. 2, Hazardia sp.), jak rowniez co najmniej jedenascie gatunkéw
dotychczas nie zidentyfikowanych u tych zywicieli: Amblyospora sp. 1, Encephalitozoon
hellem, Enterocytospora artemiae, Nosema adaliae, N. ceranae, N. pieriae, N. thomsoni,
Nosema sp. CHW-2007a, N. chrysorrhoeae i/lub N. portugal, Microsporidium sp. BLAT1
oraz, w oparciu 0 sekwencje genu ssu rDNA, nowy gatunek mikrosporydium, ktory

nazwatem Microsporidium sp. PLO1 (Trzebny i in., 2022b, 2020). W obu badaniach
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Microsporidium sp. PLO1 byt dominujgcym gatunkiem, ktéry zidentyfikowatem

we wszystkich analizowanych gatunkach zywicieli.

Dotychczas wsrad specjalistow zajmujgcych sie mikrosporydiami panowat poglad,
ze ponad 80% gatunkéw mikrosporydidw infekujgcych bezkregowce, w tym komary,
to pasozyty monokseniczne, tj. infekujgce jeden gatunek Zzywiciela, a jedynie 10%
to pasozyty polikseniczne (Murareanu i in., 2021). W moich badaniach wszystkie wykryte
mikrosporydia wystepowaty u co najmniej trzech gatunkéw komaréw, co wskazuje,
ze mikrosporydia infekujgce komary sg pasozytami poliksenicznymi, a nie

monoksenicznymi.

W artykule dotyczgcym mikrosporydiéw infekujacych komary w Europie Srodkowej
wykazatem, Zze nawet jedna trzecia osobnikobw dorostych moze by¢ zarazona
mikrosporydiami (Trzebny i in., 2022b). Chociaz jest to wysoki odsetek, to moja
wczesniejsza analiza na osobnikach odtowionych w lipcu i sierpniu 2016 roku wykazata,
ze warto$¢ ta moze siega¢ nawet okoto 60% (Trzebny i in., 2020). Réznica
ta prawdopodobnie wynika z silnej korelacji pomiedzy infekcja mikrosporydiami,
a srednimi temperaturami. W pierwszym badaniu komary byty zbierane w najcieplejszych
miesigcach w Polsce, natomiast drugie obejmowato trzy sezony od czerwca do wrzesnia,

gdzie wahania temperatury siegaty 20°C (od 10°C do 30°C) (dane niepublikowane).

W moich badaniach, odsetek osobnikdw, u ktérych wystepowaty co najmniej dwa
gatunki mikrosporydiow wynosit miedzy 3,6% (Trzebny iin., 2022b), a 9,4% (Trzebny i in.,
2020). Prawdopodobnie réznica ta, podobnie jak w przypadku prewalencji, wynika
z zaleznosci pomiedzy infekcjami mikrosporydiami, a temperaturg. Pomimo rzadziej
notowanych koinfekcji w drugim badaniu, w obu przypadkach wystepowata pozytywna
korelacja wyrazona w rosngcej liczbie odczytow sekwenciji reprezentujgcych A. salinaria
i Amblyospora sp. 1 (identyczna z AY090055) (Trzebny i in., 2022b, 2020). W badaniu
obejmujgcym wiekszg liczbe osobnikéw (Trzebny i in., 2022b), zaobserwowatem réwniez

dodatnie korelacje pomiedzy (1) N. ceranae i Hazardia sp.; (2) N. ceranae
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i Microsporidium sp. BLAT1; oraz (3) Microsporidium sp. BLAT1 i Amblyospora sp.1.
W nielicznych przypadkach odnotowatem, ze wspdtwystepowanie niektorych
mikrosporydiow prowadzi do obnizenia liczby odczytéw sekwencji reprezentujgcych oba
gatunki. Zamierzam kontynuowac te badania, poniewaz zaobserwowane interakcje mogg
miec¢ istotny wptyw na inne patogeny przenoszone przez komary, a tym samym mogg by¢
przydatne w opracowywaniu strategii zwalczania takich pasozytow, jak np. zarodzce

malaryczne (Herren i in., 2020).

W trzeciej czesci mojej rozprawy doktorskiej wykrylem zmiany
w mikrobiocie jelitowej komarow zwigzane z zarazeniem mikrosporydiami (Trzebny
i in., 2021). Mikrobiom jest jednym z gtdéwnych czynnikdw wptywajgcych na pasozyty
jelitowe; zmiany w jego skfadzie gatunkowym, prowadzgce do produkcji okreslonych
metabolitdw mogg wptywac na przezywalnos$¢ pasozytéw (Engel i Moran, 2013; Romoli
i Gendrin, 2018). Cho¢ owady sg powszechnymi zywicielami mikrosporydiow (Murareanu
i in., 2021), dane dotyczace ich wptywu na mikrobiote sg nieliczne, np. wykazano,
ze obecnos¢ N. ceranae jest czes$ciowo skorelowana ze zmianami w strukturze
mikrobiomu oraz silnie skorelowana z niektorymi gatunkami bakterii (np. Gilliamella spp.
u pszczoty miodnej, Apis mellifera) (Rubanov i in., 2019). Do czasu mojego doktoratu nie

przeprowadzono badan nad mozliwym wptywem mikrosporydiéw na mikrobiom komarow.

W badaniu mikrobioty wykorzystatem izolaty DNA pochodzgce od samic komardw
odfowionych w 2016 roku (Trzebny i in. 2020), ktére reprezentowaty pie¢ gatunkow:
Ae. vexans, Cq. richiardii, Och. annulipes, Och. cantans i Och. sticticus. Wsrdd nich ponad
potowa byta gospodarzami mikrosporydiow. Wykazatem, Zze niektore gatunki bakterii
wchodzgce w skiad mikrobioty komaréw sg zwigzane z zakazeniem wywofanym przez
mikrosporydia. Zidentyfikowatem zaleznos¢ pomiedzy obecnoscig DNA mikrosporydiow,
a bakteriami nalezgcymi do Spiroplasmataceae i Leuconostocaceae, reprezentowanymi

przez pojedyncze gatunki, odpowiednio Spiroplasma sp. PLO3 i Weissella cf. viridescens.
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Ponadto osobniki zainfekowane mikrosporydiami byty wytgcznymi gospodarzami

W. cf. viridescens.

Wykazatem réwniez, ze w poréwnaniu z mikrobiotg komardéw niezakazonych,
mikrobiota komaréw zakazonych mikrosporydiami charakteryzowata sie zdolnoscig
biosyntezy antybiotykow z grup ansamycyn i wankomycyny oraz wyzszg aktywnoscig
szlaku pentozofosforanowego. Otrzymane przeze mnie rezultaty dostarczajg dowodéw
na hipoteze, ze mikrosporydia moga wptywa¢ na szlaki metaboliczne mikrobiomu
gospodarza w celu promowania syntezy nukleotydow, a tym samym zwiekszania

potencjatu do importu ATP oraz nukleotydow (He i in., 2020).

W czwartej czesci mojej rozprawy doktorskiej, okreslitem wystepowanie
mikrosporydiow w kleszczach, réwniez w celu poznania roli kleszczy, jako
potencjalnych wektorow zoonotycznych gatunkow mikrosporydiéw (Trzebny i in.,
2022a). Zadziwiajgco wiedza na temat infekcji mikrosporydiami u kleszczy jest bardzo
skgpa. Do czasu mojego doktoratu odnotowano w kleszczach tylko pie¢ gatunkéw:
Encephalitozoon-like, Nosema parkei, N. slovaca, Nosema-like i Unikaryon (Nosema)
ixodis (patrz: Tabela 1 w Trzebny i in., 2022a). Wszystkie z nich zostaty wykryte przy
uzyciu technik mikroskopowych, a dla zadnego z nich nie jest znana sekwencja DNA. Dla
poréwnania, u komardw stwierdzono wystepowanie ponad 250 gatunkéw mikrosporydiow

(patrz: Tabela 1 w Trzebny i in., 2022b).

Na obecnos$¢ mikrosporydidw przebadatem ponad 1100 izolatéw DNA z kleszczy,
ktore wszystkie okazaty sie nalezeC do gatunku Ixodes ricinus. Materiat ten obejmowat
1070 kleszczy zerujgcych i 94 napite krwig samice, ktore zostaty zebrane ze zwierzat
domowych. Moje wyniki wykazaty, ze |. ricinus, gtéwny wektor choréb odzwierzecych
w Europie, najprawdopodobniej nie bierze udzialu w przenoszeniu zoonotycznych
gatunkéw mikrosporydiéw, poniewaz zaden z zerujgcych kleszczy nie byt gospodarzem

mikrosporydiow patogennych dla kregowcéw, w tym dla cztowieka.
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Chorobotwoérczy E. intestinalis stwierdzitem u trzech napitych samic (3,2%), ktore
zostaty zebrane z pséw. Ze wzgledu na liczne doniesienia o wystepowaniu E. intestinalis
u psow (Duzlu i in., 2019; Piekarska i in., 2017, 2016), jak i wczesniejsze badania
sugerujgce, ze zrédtem infekcji Encephalitozoon-like u kleszczy z rodzajéw Amblyomma
i Anocentor moze by¢ pobrana przez nie krew gospodarzy (Ribeiro i Guimaraes, 1998;
Ribeiro i Passos, 2006), przypuszczam, ze obecnos¢ E. intestinalis u samic I. ricinus
wynikata z ich wczesniejszego zerowania na psach zainfekowanych tym gatunkiem

mikrosporydium.

Wsrdd kleszczy zerujgcych, zidentyfikowatem jeden gatunek mikrosporydium
nalezacy do rodzaju Endoreticulatus, ktérego prewalencja wynosita ponizej 0,8%.
Tak niski odsetek sugeruje, ze kleszcze wyksztatcity mechanizmy obronne przed
zarazeniem przez mikrosporydia. Niektére z tych mechanizméw zostaty zaproponowane
we wczesniejszych badaniach (Sokolova iin., 2000; Tokarev iin., 2007). Uzyskana przeze
mnie sekwencja ssu rDNA Endoreticulatus sp. PLO2 jest pierwszg sekwencjg
mikrosporydiéw znaleziong w kleszczach, dlatego poréwnanie jej z N. slovaca, Unikaryon
(Nosema) ixodis i/lub Nosema-like stwierdzonymi wczesniej u I. ricinus byto niemozliwe.
Ze wzgledu na znikomg prewalencje mikrosporydidw u I. ricinus nie przeprowadzitem

badan dotyczagcych ich wptywu na mikrobiom, poniewaz wyniki bytyby mato wiarygodne.

Podsumowujac, w mojej pracy doktorskiej opracowatem szybkg i czutg metode
wykrywania DNA mikrosporydiow. Metoda ta moze byC stosowana zaréwno
do identyfikacji réznorodnosci gatunkowej mikrosporydibw na poziomie spor, jak
i do wykrywania zakazen mikrosporydiami w dowolnym rodzaju badanych préb
biologicznych. Moje dane wskazujg, ze hematofagiczne stawonogi, takie jak komary
i kleszcze, mogag znacznie rézni¢ sie pod wzgledem czestosci wystepowania oraz liczby
gatunkow mikrosporydiow, ktérych sg zywicielami. Wykazatem rowniez, ze mikrosporydia

wspotzakazajgce tego samego zywiciela mogg oddzialywaé na siebie. Zaleznosc
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ta odzwierciedlat wzajemny wzrost Ilub spadek liczby odczytdw sekwencji
reprezentujgcych  poszczegdélne gatunki mikrosporydidw. Ponadto, obecnosé
mikrosporydiow zmienia sktad mikrobiomu jelitowego, ktéry charakteryzuje sie
wystepowaniem gatunkéw bakterii  zdolnych do petnienia specyficznych funkcji
metabolicznych. Opracowana przez mnie metoda metabarkodingu DNA mikrosporydiow
i ich gospodarzy oraz wyniki mojej pracy doktorskiej stwarzajg nowe mozliwosci
w badaniach nad ekologig pasozytéw. W przysziosci metoda ta moze byé rozwinieta
o identyfikacje innych mikropasozytéw jelitowych, a tym samym moze by¢ wykorzystana
do okreslenia specyficznych biomarkerow mikrobiologicznych, $wiadczacych

0 zakazeniach réznymi mikropasozytami.
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THESIS OUTLINE

Microsporidians (Microsporidia) are a group of obligate, intracellular eukaryotic
parasites that can infect a wide range of hosts, including other parasites (Han and Weiss,
2017; Murareanu et al., 2021; Stentiford et al., 2016). The phylum Microsporidia consists
of three evolutionary lineages: the so-called "classical Microsporidia” and two poorly
studied groups, the Metchnikovellida and the Chytridiopsida (Bass et al., 2018; Corsaro
et al., 2019). Phylogenetic analyses of classical Microsporidia based on the small subunit
rRNA gene (ssu rDNA) sequences have shown that they group into three main clades,
Aquasporidia, Terresporidia, and Marinosporidia, related with the most common host
environmental habitat (Dubuffet et al., 2021). However, although among each of the
clades, there is a predominant habitat, there are still 29 to 44% of microsporidian species

in each clade infecting a host from a different habitat (Murareanu et al., 2021).

The most common way in which microsporidians spread is the horizontal
transmission of infectious spores via food or the environment to animal or protist host
(Didier and Weiss, 2011). Infectious spores are released into the environment with
excreted faeces or when the infected host dies. However, horizontal transmission in some
microsporidian genera (e.g., Duboscgia, Hyalinocysta, and Parathelohania) requires
obligatory development in an intermediate copepod host to efficiently infect a definitive
host. Microsporidians that use vertical transmission (e.g., Culicospora, Edhazardia, and
Nosema) usually infect ovaries and associated reproductive structures of the host.
Similarly to other opportunistic parasites, the pattern of microsporidian infestation is highly
variable and strongly dependent on both host condition and the infecting microsporidian

species (Cali and Takvorian, 2014; Solter, 2014).

Microsporidians are a perfect example of the organisms with reduction
of cellular functions in adaptation to extreme parasitism: they contain significantly reduced

mitochondria (mitosomes), have neither Golgi apparatus nor peroxisomes and other
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simple organelles of this type, and their ribosomes have similar structure to the bacterial
70S (Vavra and Luke$, 2013). Also, microsporidian genomes are strongly reduced
(2.3 to 51.3 Mbp) and, to some extent, their organization resembles those of bacteria
(Akiyoshi et al., 2009). Microsporidian spores — the only developmental stage with the
ability to survive outside the host cell — are equipped with a characteristic infection
apparatus, built from a unique set of organelles, including a polar filament, which allows
for the injection of infective sporoplasm into the host cell (Franzen, 2008; Keeling et al.,
2010; Vavra and Larsson, 2014). The number of the polar filament coils and its internal
organization are one of the major ultrastructural characters used in microsporidian species
identification. Human pathogenic species are characterised by small spores, therefore

their routine identification based on ultrastructural methods is difficult (Weiss, 2020).

To date 17 microsporidian species belonging to eight genera and one holding
genus Microsporidium were found to cause a wide range of clinical human diseases (Han
et al., 2021). These species can infect any organ system and the most common reports
relate to infection encephalitis, myositis, ocular infection and sinusitis (Didier and Weiss,
2011). Until the AIDS pandemic microsporidiosis was relatively rarely recognized in
humans. However, in both immuno-competent and immune-deficient groups of people the
prevalence of microsporidian infections in case of large infection outbreaks can reach

large numbers (Nkinin et al., 2007; Didier & Weiss, 2011).

Classical Microsporidia are the largest group in the phylum, with more than 1,700
described species belonging to 220 genera (Han et al., 2021). The majority of the species
infect invertebrates, including arthropods of which more than 1,000 species have been
documented as microsporidian hosts (Murareanu et al., 2021). All in all, microsporidian
spores have been found all over the world, including freshwater, brackish, marine, and
terrestrial habitats from all continents except Antarctica (Han et al., 2021). On the one
hand, most of the microsporidian species were described from Europe and North America,

which implies a possible poor recognition of the species diversity of microsporidians
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worldwide. On the other hand, even in the case of the known species, physicians face
great difficulty in diagnosing or excluding microsporidiosis in patients with chronic atypical

inflammatory diseases.

The ecology of microsporidians is also poorly understood. In general, the prevailing
opinion is that they are rather monoxenous parasites. There are only few reports on
microsporidians in co-infections and their interactions with other parasites (Bano, 1958;
Bargielowski and Koella, 2009; Natsopoulou et al., 2015; Pilarska et al., 2006; Solter and
Becnel, 2003; Tounou et al., 2008). These studies have mainly focused on the possible
influence of microsporidians on the development of Plasmodium parasites in mosquitoes
(Bano, 1958; Bargielowski and Koella, 2009). None of them concerned interactions

between microsporidians co-occurring in the same host individual.

The relatively poor recognition of microsporidian diversity and ecology
is also partly due to the lack of high-throughput methods for fast and efficient detection
of microsporidian species. Therefore, the aim of my PhD thesis was to develop a new
molecular method for the rapid and sensitive detection of microsporidian presence using
an universal DNA marker. | decided to focus on hosts depending on blood meal, because
they are exposed to microsporidians from the environment and (potentially) infected
vertebrates on which they feed. | chose mosquitoes (Culicidae) and ixodid ticks (Ixodidae)
as these groups include the most important disease vectors. | used this approach to
answer the following questions: (1) What is the actual microsporidian species diversity
in these hosts; (2) Do the microsporidians co-occurred in the same host individual
interact?; (3) Does the infection with microsporidians affect the host microbiome? Because
by finding such changes, one would provide a basis for identification of microbial

biomarkers of microsporidian infection.

In the first part of my PhD thesis, | have developed a fast and sensitive
method to the detection of microsporidian DNA in all types of DNA samples (Trzebny

et al., 2020). The method is based on NGS sequencing of a new marker covering the
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hypervariable V5 region of ssu rDNA and the shortened fragment of the standard
metazoan DNA-barcode, i.e., the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit | (COIl)
gene, for microsporidian and host species identification, respectively. The designed
CM-V5F/CM-V5R primer set enables amplification of ssu rDNA in all classical
microsporidian evolutionary lineages of classical Microsporidia. The method has proved
to be reproducible and allows to detect 100 spores per 1 ml, which is comparable with
other PCR-based methods (Menotti et al., 2003; Wolk et al.,, 2002) or microarray

techniques developed for Encephalitozoon spp. in clinical samples (Wang et al., 2005).

| validated the new method based on (1) commercial lines of microsporidian
spores: Encephalitozoon cuniculi, E. hellem, and E. intestinalis; (2) DNA isolates
of Anncaliia algerae, Enterocytozoon bieneusi and Vavraia culicis; (3) cultures
of microsporidian-negative Aedes aegypti, Anopheles quadrimaculatus, Culex
guinquefasciatus and Uranotaenia lowii; and (4) about 200 field-collected mosquito
females. The cultured mosquitoes and DNA isolates of A. algerae and V. vulicis were
made available to me by James J. Becnel and Neil Sanscrainte from USDA Agricultural
Research Service, Center for Medical, Agricultural and Veterinary Entomology,
Gainesville, FL, USA, as a result of cooperation established at the beginning of my PhD

studies, during 51st Annual Meeting of the Society for Invertebrate Pathology in 2018.

The comparison of this method with a standard PCR-based and Sanger
sequencing approach clearly showed that the DNA-metabarcoding is more accurate for
detecting microsporidian DNA and allows to detect different microsporidian species
co-occurring in the same host individual. Moreover, the results obtained for field-collected
mosquitoes suggested that (1) mosquito individuals in natural populations may host more
than one species of microsporidians; (2) during co-infection microsporidians probably

influence each other; and (3) the same microsporidian species can infect multiple hosts.

In the second part of my PhD thesis, | examined the prevalence and diversity

of microsporidian species across a large sample of European mosquitoes to verify
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my preliminary observations concerning potentially polyxenous species and the
effects of co-occurring species on each other (Trzebny et al., 2022b). As a result
of the analysis over 2,000 individuals, including female and male collected over three
years, | found the same dominant mosquito species as in the previous study (Trzebny
et al., 2020), but additionally | collected and analysed Anopheles messeae, Cx. pipiens,
Cx. territans, and Och. communis. Although An. messeae was sampled in small numbers,
its presence is noteworthy, because it is consider as one of the malaria vector in Europe.
Anopheles messeae currently is not considered a threat in Poland (Hertig, 2019; Piperaki
and Daikos, 2016; Sinka et al., 2010); however, its presence indicates a potential risk,
especially that modelled probabilities of its occurrence indicate the northward spread

of this species (Hertig, 2019).

Overall, among ten mosquito species | have identified microsporidians previously
observed in these insects (Amblyospora salinaria, A. stimuli, Amblyospora sp. 2, Hazardia
sp.) as well as at least eleven species so far not identified in these hosts: Amblyospora
sp. 1, Encephalitozoon hellem, Enterocytospora artemiae, Nosema adaliae, N. ceranae,
N. pieriae, N. thomsoni, Nosema sp. CHW-2007a, N. chrysorrhoeae and/or N. portugal,
Microsporidium sp. BLAT1, and a new microsporidian ssu rDNA gene sequence which
| named Microsporidium sp. PLO1 (Trzebny et al.,, 2022b, 2020). In both studies
Microsporidium sp. PLO1 was the predominant microsporidian species that infected all

analysed host species.

To date, there was a well-established consensus among microsporidian specialists
that more than 80% of microsporidian species infecting invertebrates, including
mosquitoes, are monoxenic, i.e., use one host species, and only about 10% has been
identified as polyxenic parasites (Murareanu et al., 2021). In my studies, all detected
microsporidians were found in at least three mosquito species, which means that these

microsporidians are polyxenic parasites rather than monoxenic ones.
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In the article concerning microsporidians parasitic on mosquitoes in central Europe
| showed that up to one-third of adult mosquitoes may be infected with microsporidians
(Trzebny et al.,, 2022b). Although this is a high ratio, my previous analysis based
on mosquitoes collected in July and August 2016 showed that about 60% of mosquitoes
were microsporidian-positive (Trzebny et al., 2020). This difference is probably due to the
strong correlation between microsporidian infections and mean air temperatures. The first
study mosquitoes were collected from warmest months in Poland, while second includes
three seasons from June to September (temperature fluctuations from 10°C to 30°C)

(unpublished data).

My data show that the co-occurrence of DNAs representing different
microsporidian species in mosquitoes amount from 3.6% (Trzebny et al. 2022b)
to 9.4% (Trzebny et al. 2020). The difference among two studied groups probably due
to the same fact as microsporidian prevalence - the relationship between microsporidian
infections and temperatures. Despite the lower frequency of co-occurrences in the second
study, in both cases | noticed a positive correlation in the increasing number of sequence
reads representing A. salinaria and Amblyospora sp. 1 (identical to AY090055) (Trzebny
et al., 2022b, 2020). In a study considering a larger sample of individuals (Trzebny et al.,
2022b), | also noted positive correlations between N. ceranae and Hazardia sp.,
N. ceranae and Microsporidium sp. BLAT1, and Microsporidium sp. BLAT1 and
Amblyospora sp.1. In rare cases, | noted that the co-occurrence of some microsporidians
leads to decreasing numbers of sequence reads of both species. | intend to continue these
studies, because the observed interactions can influence other mosquito-borne pathogens
and thus can be useful in the development of control strategies for e.g. malaria parasites

(Herren et al., 2020).

In the third part of my PhD thesis, | detected changes in mosquito gut
microbiota associated with microsporidian infection (Trzebny et al., 2021). The

intestinal microbiome is one of the main factors affecting intestinal parasites; changes
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in its species composition leading to the production of different metabolites may impair
parasite survival (Engel and Moran, 2013; Romoli and Gendrin, 2018). Although insects
are common hosts of microsporidians (Murareanu et al., 2021), data about the impact of
the parasites on host microbiota are sparse, e.g. it had been shown that Nosema ceranae
is, to some extent, associated with changes in gut microbiome structure and its presence
is strongly correlated with some gut microbiome members (e.g. Gilliamella spp. in the
honey bee, Apis mellifera) (Rubanov et al., 2019), while there were no data concerning

the possible effects of microsporidian infection on the mosquito microbiome.

To examine microbiota, | used DNA isolates from female mosquitoes representing
five species: Ae. vexans, Cq. richiardii, Och. annulipes, Och. cantans and Och. sticticus
collected in 2016 (Trzebny et al. 2020). Among them, 58% were positive for microsporidian
DNA. | determined that the mosquito gut microbiome members are associated with
intestinal infection by microsporidians. | found a correlation between the presence
of microsporidian DNA and bacteria belonging to Spiroplasmataceae and
Leuconostocaceae, both represented by single species, Spiroplasma sp. PLO3 and
Weissella cf. viridescens, respectively. Also, | revealed that mosquitoes infected with

microsporidians were characterised by the exclusive occurrence of the W. cf. viridescens.

Moreover | have shown that the microbiota of mosquitoes infected with
microsporidians were characterised by the ability of biosynthesis of ansamycins and
antibiotics belonging to the vancomycin group as well as higher activity of the pentose
phosphate pathway, when compared to the non-infected mosquitoes. These results
support the hypothesis that microsporidians can manipulate biological processes in the
host microbiome to promote nucleotide synthesis and, in this way, increase the potential

for ATP and nucleotide import (He et al., 2020).

In the fourth part of my PhD thesis, | studied microsporidian occurrence in
hard ticks, also to assess the role of ticks as potential vectors of microsporidian

species causing diseases in humans (Trzebny et al., 2022a). Astonishingly, the
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knowledge about microsporidian infections in ticks was sparse. Until my PhD, five
microsporidian species, including Encephalitozoon-like, Nosema parkei, N. slovaca,
Nosema-like, and Unikaryon (Nosema) ixodis have been found in ticks (Trzebny et al.,
2022a). All of them were found using microscopic technigues, and none of the species
were known from DNA sequence. In contrast, more than 250 microsporidian species were

found in mosquitoes (see Table 1 in Trzebny et al., 2022b).

More than 1,100 Ixodes ricinus DNA isolates, including 1,070 host-seeking ticks
and 94 engorged tick females removed from pet animals were screened for microsporidian
DNA. My results showed that I. ricinus, the major vector of causative agents of zoonotic
diseases in Europe most probably is not involved in transmission of zoonotic
microsporidian species, because none of the analyzed host-seeking ticks was positive for

any human pathogenic species.

The human pathogenic E. intestinalis was found only in three fed females (3.2%)
removed from dogs. Due to both numerous reports about the occurrence of E. intestinalis
in dogs (Duzlu et al., 2019; Piekarska et al., 2017, 2016) and previous studies suggested
that blood meals are the source of Encephalitozoon-like infection of Amblyomma and
Anocentor ticks (Ribeiro and Guimaréaes, 1998; Ribeiro and Passos, 2006), | expect that
the presence of E. intestinalis in engorged I. ricinus females resulted from their earlier

feeding on dogs with microsporidiosis.

Surprisingly, among unfed host-seeking ticks only one microsporidian species
belonging to the Endoreticulatus genus, was found with a very low prevalence (0.75%;
8/1,070). This very low occurrence of the microsporidian DNA in both fed and host-seeking
ticks implies that some mechanisms exist to defend ticks against infection with these
parasites. Some of the mechanisms that may underlie this immunity were proposed earlier
(Sokolova et al., 2000; Tokarev et al.,, 2007). The Endoreticulatus sp. PLO2 ssu rDNA
is the first microsporidian sequence obtained from ticks, therefore the comparison with

N. slovaca, Unikaryon (Nosema) ixodis and/or Nosema-like previously noticed in I. ricinus
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is unfortunately unfeasible. Due to the negligible distribution of microsporidians in 1. ricinus
| have not studied their influence on host microbiome, because the results would

be unreliable.

Summarizing, in my PhD thesis | have developed a fast and sensitive method
for the detection of microsporidian DNA. This method can be used for both microsporidian
spore identification and to detect microsporidiosis by detecting microsporidians in any type
of biological sample. My data show that hematophagous arthropods, such as mosquitoes
and ticks can differ significantly in the prevalence and number of microsporidian species
they host. Moreover, | found that microsporidians co-infecting the same host individual
can interact with each other which was reflected by a mutual increase or decrease in the
numbers of their sequence reads. In addition, the presence of microsporidians changes
gut microbiome composition manifested by bacterial species capable of specific metabolic
functions. My DNA-metabarcoding method for microsporidian and their hosts identification
and the results of my PhD thesis provide new opportunities in studies on the ecology
of parasites. In the future this method can be extended for other intestinal microparasites.
Therefore, this approach can be used to identify specific microbial biomarkers for various

microparasite infections.
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