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Streszczenie i stowa kluczowe

Encephalitzoon spp. to chorobotworcze patogeny =zaliczane do grzyboéw
Microsporidia. Wytwarzaja one spory, ktorych przezywalnos¢ w srodowisku zewnetrznym
jest dtuga. Liczne badanie dowodza ze spory Encephalitzoon spp. s3 obecne w pozywieniu
1 utrzymujg swojg zywotnos¢ nawet w zywnosci konserwowane;j. Ich obecnos¢ stwierdzono
takze w wydzielinach i wydalinach wielu gatunkow ssakéw dzikich oraz udomowionych
a takze ptakow, gadoéw, ptazéw i ryb. Gtownymi nosicielami grzyba sa kroliki, ktore
popularnie utrzymywane sa w domach jako zwierzeta towarzyszace. Okoto 70% osobnikow
w populacji tych zwierzat jest nosicielami Enephalitozoon cuniculi. Nalezy podkresli¢ ze
wszystkie dotad opisane genotypy drobnoustrojéw sg zdolne do zakazenia ludzi zarowno z
defektami immunologicznymi, jak i immunokompetentnych. Tym samym wraz z rosnaca
popularno$cig zwlaszcza gryzoni i krolikow jako zwierzat towarzyszacych, wzrasta rowniez
ryzyko zakazenia tym patogenem ludzi. Do zakazenia moze doj$¢ droga pokarmowa,
kropelkowg a takze drogg wertykalng poprzez tozysko. Objawy kliniczne encefalitozoonozy
zardwno u zwierzat, jak i ludzi sa nieswoiste. U zwierzat w przebiegu infekcji najczesciej
notowane sg problemy z drogami moczowymi, objawy neurologiczne, a takze uszkodzenie
narzadu wzroku.

Zaréwno w Polsce jak 1 na §wiecie nie prowadzono dotad badan nad zakazeniami
E. cuniculi u gryzoni utrzymywanych jako zwierzeta domowe. W ponizszej pracy zostato
przebadanych 157 gryzoni (kawie domowe, szczury, chomiki, szynszyle, myszy,
koszatniczki) oraz 48 ludzi. Przeprowadzono diagnostyke serologiczng oraz molekularng
zwierzat u ktorych podejrzewano wystapienie encefalitozoonozy oraz 28 osob ktore miaty
kontakt ze zwierzetami - potencjalnym zrodlem zakazenia dla cztowieka.

Celem badan byto okreslenie jak szeroko E. cuniculi wystepuje w populacjach
gryzoni, oraz okreslenie jak duze zagrozenie drobnoustroje te stwarzaja dla zdrowia ludzi.

Wyniki badan wykazaty, ze: gatunkiem gryzoni najbardziej narazonym na
wystapienie kunikulozy sa koszatniczki; gatunki rodzimych gryzoni utrzymywane jako
zwierzeta towarzyszace najczesciej ulegajg infekcji genotypem 1 E. cuniculi, natomiast
kontakt ludzi z gryzoniami nie stanowi statystycznie istotnego czynnika ryzyka rozwoju

encefalitozoonozy u ludzi.

Stowa kluczowe: Encephalitozoon cuniculi, gryzonie, PCR, zoonoza



Streszczenie i slowa kluczowe w jezyku angielskim

Encephalitozoon spp. are pathogenic fungi classified in the genus Microsporidia.
They produce spores that have a very long survival time in the environment.
Numerous studies show that Encephalitozoon spores are present in food and remain viable
even in canned foods. Their presence has been found in the secretions and excretions of
many wild and domestic mammalian species as well as birds, reptiles, amphibians and fish.
The main vectors of the fungus are companion animals that are commonly kept in home,
mainly rabbits. In the rabbit population, it has been reported that about 70% of animals are
carriers of Encephalitozoon cuniculi. 1t should be noted that all E. cuniculi genotypes
described so far, are able to infect both immunocompetent and immunodeficient people.
Thus, with the increasing popularity of rodents and rabbits as companion animals, the risk
of infection with this pathogen in human is also increasing. The clinical signs of
encephalitozoonosis in both animals and humans are non- specific. The most frequently
observed disorders in animals are problems with urinary tract, neurological symptoms and
visual impairment.

So far, no studies on E. cumiculi infections in companion animals have been
conducted in Poland. In own study we examined a group of 157 animals (guinea pigs, rats,
hamsters, chinchillas, mice, degus) and 48 people. Serological and molecular diagnostics
were performed on animals suspected of having encephalitozoonosis and on 28 people who
had contact with animals identified as a potential source of infection.

The aim of the study was to determine prevalence of E. cuniculi infection is in these
animal populations, and to determine the risk of the disease causes by these pathogens for
people.

The research results showed that: degus are the rodent species which are most at risk
of developing of encephalitozoonosis,; species of native rodents kept as companion animals
are most often infected with E. cuniculi genotype I, contact between people and rodents is
not a statistically significant risk factor for the development of encephalitozoonosis in

humans.

Keywords: Encephalitozoon cuniculi, rodents, PCR, zoonosis, encephalitozoonosis,

Z0OoNnosis



1. Wstep

1.1. Czynnik etiologiczny

Mikrosporydia to wewnagtrzkomorkowe oportunistyczne patogeny wystepujace
powszechnie w srodowisku. Niegdys$ uwazane byty za pierwotniaki, obecnie sg zaliczane do
krolestwa grzybow, aczkolwiek niektorzy badacze sugeruja, ze powinny by¢ one uznane za
grupa siostrzang grzybow [1, 2, 3] spokrewniong z Cryptomycota [4, 5]. Wielko$¢ ich
genomu waha si¢ miedzy 2.18 a 51.35 Mbp-u Encephalitizoonidae jego rozmiar wynosi
ponizej 3,0 Mb. Tym samym, s3 one najmniejszymi sposrod organizméw eukariotycznych
[6,7,8,9,10, I1].

Analiza chromosoméw E. cuniculi [12,13] oraz badania nad heterogenicznoscia loci
genoéw u E. cuniculi [14] 1 Nematocida parisii [15] wskazuja, ze niektére mikrosporydia sg
diploidalne.

Mimo ze mikrosporydia sg zaliczane do organizmow eukariotycznych posiadaja
kilka swoistych cech ktore odrdozniaja je od pozostatych przedstawicieli tej grupy.
Wielkosci ich rybosomow jest jak u komorek prokariotycznych ktorym brakuje podjednostki
5.8S. Posiadaja jednak wiele organelli i cech komorek eukariotycznych tj. siateczka
wewnatrzplazmatyczna, aparat Golgiego, jadro z otoczka i mitochondrialne organelle
resztkowe zwane mitosomem. Encephalitzoon spp. charakteryzuje  obecno$¢
,rurki polarnej”, za pomocga ktoérej do wnetrza komorki gospodarza wprowadzana jest ich
sporoplazma wraz z jadrem komérkowym.

Zarodniki mikrosporydiow sa szeroko rozpowszechnione w srodowisku i sg w stanie
zakaza¢ wiele gatunkow zwierzat. Zakazeni gospodarze wydalajg je z kalem, moczem lub
plwocing. Infekcja szerzy si¢ droga areogenng lub alimentarng [16, 17, 18, 19, 20, 21],
a takze droga pionowa. Zarodniki maja charakterystyczna budowg - ich ksztalt 1 wielkos¢
zaleza od gatunku patogenu.

Zarodniki E. cuniculi sa oporne na czynniki $rodowiska zewngtrznego,
co determinowane jest charakterystyczng budowg ich §ciany komorkowej utworzonej przez
dwie warstwy: wewnetrzng chitynowa oraz warstwe zewngtrzng wzbogacong w biatko [22].
W $rodowisku zewngtrznym, w temperaturze 22°C moga przetrwa¢ do 6 tygodni. [23],
a w srodowisku wodnym jeszcze dtuzej. [24].

Liiin. [24] przeprowadzili badanie eksperymentalne, w ktérym oceniano zakazno$¢

zarodnikow E. cuniculi pochodzacych z hodowli in vitro.



Przechowywano je w wodzie, w rdéznych temperaturach i wykazano, ze zarodniki
utrzymywaty zakazno$¢ przez 3 miesigce, 2 miesigce, 1 miesiac, 3 tygodnie i tylko 1 tydzien
w temperaturze odpowiednio 10°C, 15°C, 20°C, 25°C i 30°C. Swiadczylo to o tym,
ze zarodniki E. cuniculi tracg zakazno$¢ szybciej niz innych gatunkéw mikrosporydiow,
takich jak Encephalitozoon hellem 1 jelitowe szczepy Encephalitozoon. Zarodniki wystepuja
zard6wno w wodzie stodkiej, jak i stonej. Sa w stanie przezy¢ 9 dni w buforze solnym.

Do organizmu cztowieka zarodniki mikrosporydiow dostaja si¢ najprawdopodobnie;j
z zywnoscig. Z przeprowadzonych badan wynika, ze ich zrédtem mogg by¢ produkty rolne
zanieczyszczone woda do nawadniania upraw, ktore czesto sa spozywane na Surowo
[25, 26].

Kolejnym zroédtem infekcji moze by¢ migso krolika [28]. W Polsce dozwolone jest
hodowla tych zwierzat oraz ubdj na uzytek wtasny poza terenem rzezni.

Mikrosporydia moga by¢ takze przenoszone na ludzi poprzez zywnosé
przetworzona, taka jak mleko [28], fermentowane produkty migsne [29].
Kva¢ 1 in. [28] wykazali obecno$¢ E. cuniculi w mleku krowim, a zarodniki tego
drobnoustroju pozostawaly aktywne nawet po krotkotrwalym dziataniu wysokiej
temperatury (HTST) w procesie pasteryzacji (72°C przez 15 s lub 85°C przez 5 s) [28].
Sak 1 in. [29] sugeruja, ze fermentowane produkty wieprzowe moga roOwniez stanowic
dodatkowe Zrédto infekcji, gdyz proces fermentacji nie jest skuteczny w inaktywacji spor
Encephalitozoon.

National Institute of Allergy and Infectious Diseases zaliczyl mikrosporydia do
kategorii B Priority Pathogens. Oznacza to, ze drobnoustroje te rozprzestrzeniajg si¢ w
srodowisku w sposob umiarkowanie tatwy oraz cechujg si¢ $rednim wskaznikiem
chorobotworczosci. Agencja Ochrony Srodowiska uznata je za organizmy wywolujace
niebezpieczne zanieczyszczenie wody [16], ktore sa przyczyna zakazen u kregowcow
1 bezkrggowcow [30]. W hodowli pszczot i ryb drobnoustroje te moga przyczyniac si¢ do
istotnych strat ekonomicznych (Nosema apis 1 Nosema ceranae s3 przyczyna zakazen
pszczoty miodnej, Nosema bommbycis jedwabnikéw [31], natomiast Loma salmonae,
Thelohania spp ryb tososiowatych) [32, 33, 34, 35, 36]

Zarodniki najwigkszg wrazliwo§¢ wykazuja na dzialanie promieni UV.

Ich bezposrednie dziatanie inaktywuje je juz po 48h.



1.2. Patomechanizm zakazenia

Cykl zyciowy mikrosporydiow mozna podzieli¢ na trzy stadia: faz¢ infekcyjna
(pozakomorkowa), faze proliferacyjng 1 faze sporogonii (tworzenia zarodnikéw) (Ryc. 1).

Wykazuja one rézne sposoby zakazania komorek w zaleznosci od rodzaju 1 gatunku
[37,38]:

Typ I — kontakt bezposredni - kontakt plazmolemmy mikrosporydium z cytoplazma
komorki gospodarza (Enterocytozoon bieneusi, Anncaliia, Nosema),

Typ Il — kontakt posredni przez izolacj¢ wywotang przez zywiciela — polegajaca na
tym, ze mikrosporydia znajduja si¢ w pasozytniczej wakuoli - pojedynczej btonie
utworzonej przez zywiciela. Wakuola pasozytnicza jest widoczna w fazie proliferacyjnej
i sporogonii. (Encephalitozoon hellem, Encephalitozoon cuniculi,
Endoreticulatus Vittaforma),

Typ III — kontakt posredni poprzez izolacje (Pleistophora, Vairimorpha),

Typ IV - kontakt posredni (Glugea, Loma, Trachipleistophora,

Encephalitozoon intestinalis)
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Ryc. 1 Schematyczne przedstawienie cykli zyciowych réznych rodzajow mikrosporydiow.



Faza infekcyjna. Zarodniki to jedyne stadium, w ktéorym mikrosporydia moga
przetrwac poza zywicielem. Po wniknigciu do organizmu gospodarza rozpoczyna si¢ proces
germinacji, czyli kietkowania i sporoplazma jest transportowana do komorki gospodarza
przez pusta rurke polarng [39, 40]. Po przedostaniu si¢ sporoplazmy do komorki, rozpoczyna
si¢ cykl namnazania, ktory konczy si¢ produkcja dojrzatych zarodnikow. Nastepuje
merogonia, podczas ktérej rozwijaja si¢ meronty (stadium proliferacyjne).
Wiekszo$¢ mikrosporydidw rozwija si¢ w cytoplazmie, niektore w nukleoplazmie komorki
gospodarza lub zard6wno w cytoplazmie, jak 1 w jadrze komdérkowym [41, 42, 43, 44].

W fazie merogonii dochodzi do masowego namnazania si¢ mikrosporydiow [45].
Pod koniec merogonii powstaje material o duzej gestosci elektronowej, tworzacy si¢ na
zewngetrznej powierzchni btony plazmatycznej merozoitu, co jest oznaka przejscia procesu
rozwojowego z merogonii do sporogonii [46].

Faza sporogonii. Sporonty daja poczatek sporoblastom, ktére produkuja dojrzate
zarodniki. U wigkszo$ci gatunkow mikrosporydiow gesty materiat na btonie komérkowej w
fazie sporogonii staje si¢ poczatkiem $ciany zewnetrznej zarodnikoéw [47]. W sporoplazmie
rozwinie si¢ takze rurka polarna i kompleks Golgiego sporoblastu [48, 49, 50].

Faza uwolnienia zarodnikéow. Gdy komoérka gospodarza zostanie wypetniona
dojrzatymi zarodnikami - pg¢ka, a dojrzale zarodniki sa uwalniane 1 konczy si¢ cykl
TOZWOjOWY.

Uwolnione zarodniki, przedostaja si¢ do przestrzeni pozakomorkowej, wywolujac
zakazenie miejscowe w przebiegu ktorego dochodzi do zajecia otaczajacych komorek.
W dalszej kolejnosci zakazenie szerzy si¢ za posrednictwem uktadu krwionos$nego [51].
Narzadami docelowymi dla patogenéw sa te o dobrym ukrwieniu 1 wysokim przeplywie
krwi - gtownie nerki, oczy i moézg, a takze watroba, ptuca i serce [52]. Obecnosci
mikrosporydiéw w tkankach towarzyszy silny odczyn zapalny 1 powstawanie ziarniniakOw.

Pomimo pobudzenia uktadu immunologicznego gospodarza, Encephalitozoon moze
unikng¢ odpowiedzi immunologicznej na roézne sposoby. Gloéwny mechanizm obrony
drobnoustrojéw polega na wykorzystaniu procesu eferocytozy (ochrona przed fagocytoza).
Patogen jest w stanie namnaza¢ si¢ wewnatrz makrofagdw 1 modulowa¢ ich dziatanie,
indukujac produkcje przeciwzapalnych cytokiny, takich jak IL-6 1 IL-10 [53, 54].
Brak bialek markerowych w btonie wakuoli pasozyta pozwala mu pozosta¢ niewykrytym

wewnatrz komorek, unikajac trawienia lizosomalnego [22].



1.3. Przeglad najwazniejszych gatunkow Encephalitozoonidae

Encephalitozoon cuniculi

Infekcje Encephalitozoon cuniculi po raz pierwszy opisano u krolikow
laboratoryjnych w 1922 roku, natomiast u ludzi w 1959 r [55]. Obecnie choroba wystepuje
powszechnie w populacji gryzoni 1 krolikow. Seroprewalencja E. cuniculi u krolikow
domowych waha si¢ w granicach od 7,7% [56] do 71% [57]. Spo$rdd innych gatunkow
zwierzat zakazenia na ich tle stwierdzono u szczurdéw, myszy, pizmakow, swinek morskich,
chomikow, ryjowek, ptakow, koni, koz, owiec, $win, lisow, psow, panter, kotéw i naczelnych
wlacznie z cztowiekiem [17, 51, 57, 58, 59, 60]. Na podstawie powtarzajacych si¢ w
genomie E. cuniculi regionéw ITS (internal transcribed spacer) wyr6zniono cztery ich

chorobotworcze szczepy patogenne dla réznych gatunkéw zwierzat:
szczep | wyizolowano od krolika i myszy,
szczep Il izolowany jest tylko od gryzoni,
szczep Il uzyskano od psa,
szczep IV stwierdzono u ludzi, kotéw 1 psow [60, 61, 62].

U zwierzat kunikuloza szerzy si¢ drogg horyzontalng (fekalno-oralng, inhalacyjna)
oraz drogg pionowa przez tozysko. Zarodniki z chitynowa otoczka sa bardzo oporne na
dzialanie czynnikow zewnetrznych 1 moga utrzymywac si¢ dilugi czas w Srodowisku.
Kroliki moga wydala¢ je z moczem przez ok. 63 dni, poczawszy od 21. dnia po zakazeniu.
W pierwszym etapie inwazji (pierwsze 30 dni) E. cuniculi atakuje drogi oddechowe, pluca,
watrobe 1 $ledziong, nastepnie od 98 dnia po zakazeniu takze serce, centralny uktad
nerwowy, nerki i oczy [63, 64, 65, 66]. Zaatakowane narzady objete sg stanem zapalnym, a
na ich powierzchni moga tworzy¢ si¢ charakterystyczne ziarniniaki. Objawy neurologiczne
zwigzane z uszkodzeniem przez pasozyty aparatu przedsionkowego manifestujg si¢ kreczem
szyi. Pojawiajg si¢ takze ruchy manezowe, kotowacizna, niedowtady, zez, oczoplas oraz
drgawki. Niekiedy u chorych zwierzat obserwuje si¢ nietrzymanie moczu, a takze zapalenie
btony naczyniowej oka i zaéme, prowadzace do utraty wzroku [67]. Powrét do zdrowia
chorych osobnikdw uzalezniony jest od stopnia uszkodzenia moézgu i nerek. Jesli w

przebiegu inwazji dochodzi do uszkodzenia nerek 1 rozwoju ich niewydolnos$ci, rokowanie
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jest zte, co stanowi podstawe do eutanazji zwierzat [68]. Wszystkie dotad opisane genotypy
E. cuniculi sa zdolne do zakazenia ludzi [17, 19, 20, 21, 69, 70, 71].

Rozpoznanie infekcji na podstawie morfologii zarodnikow ma bardzo niskg czutosé
1 swoisto§¢ oraz nie pozwala na rdéznicowanie E. cuniculi z innymi gatunkami
Encephalitozoonidae. Obecnie diagnostyka zakazen na tle tych drobnoustrojow opiera si¢
na badaniach immunologicznych i/lub metodach molekularnych.

Najczesciej w przebiegu zakazenia u ludzi dochodzi do rozwoju zapalenia watroby,
zapalenia otrzewnej, zapalenia cewki moczowej, zapalenia gruczotu krokowego,
zapalenia nerek, zapalenia rogéwki i1 spojowek, zapalenia pecherza. Nalezy jednak
podkresli¢, iz E. cuniculi u ludzi moze powodowac takze zakazenia uktadu oddechowego
oraz uogdlniong mikrosporydioz¢ [72]. Udokumentowane infekcje mikrosporydialne z
zajeciem drog oddechowych sg rzadkie. Dotychczas wykazano je jedynie u pacjentéw z
obnizong odpornoscig. Wsrod biorcoOw przeszczepoéw narzadowych udokumentowano
siedem takich przypadkéw [72, 73, 74, 75, 76, 77, 78]. Czterech z opisywanych pacjentow
zmarto w wyniku niewydolnosci krazeniowo-oddechowe;.

U 14,2% pacjentéw z jatrogenng obnizong odporno$cia wykazano obecnos¢
mikrosporydiow w poptuczynach oskrzelowo-pecherzykowych, co sugeruje, ze stany
immunosupresji mogg predysponowa¢ do zajecia przez omawiane patogeny uktadu
oddechowego [51]. Bezposrednio po wdychaniu zarodnikéw moze nastapi¢ infekcja drog
oddechowych lub tez drobnoustroje moga si¢ tu przedostawaé wraz z krwig po zakazeniu
alimentarnym [79]. Rozpoznanie mikrosporydiozy uktadu oddechowego jest trudne.
Objawy kliniczne s3 niespecyficzne 1 nie ma jasnego algorytmu postepowania
diagnostycznego.

Zakazenia E. cuniculi u ludzi mogg lokalizowac¢ si¢ takze w innych obszarach ciata.
Kicia i in. [18] wykryli obecno$¢ tych patogendw w okolicy protez stawu biodrowego u 39%
pacjentow cierpigcych na poluzowanie implantu, ktore wczesniej byty klasyfikowane jako
aseptyczne [72]. Kluczowym pytaniem bylo, czy infekcja zapoczatkowala osteolize,
czy tez nastgpila ona w wyniku odpowiedzi immunologicznej na aseptyczny proces
destabilizacji implantu. E. cuniculi moze przetrwac i replikowa¢ wewnatrz makrofagow 1
rozprzestrzenia¢ si¢ w ten sposob po organizmie gospodarza [80]. Poniewaz poluzowanie
implantu wigze si¢ z reakcja zapalng na biomateriaty implantu [81] lub jony metali [82].
Takie warunki sa odpowiedniego tego, by doszlo do przedostania si¢ makrofagéw wraz

E. cuniculi do tkanki okoloprotezowej [83].
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Sak 1 in. [29] przebadali 49 0s6b po operacji stawéw biodrowych i1 kolanowych
z objawami zakazenia. U 5 wykryto mikrosporydia w tkance okotozabiegowej, a najczesciej
wykrywanym genotypem E. cuniculi byt szczep 1.

Uogodlnione infekcje E. cuniculi nie s3 zbyt czesto notowang postacig
encefalitozoonozy. Opisywano je u pacjentéw po przeszczepach nerek oraz chorych na
AIDS [76, 84, 85, 86, 87]. Niekiedy taka posta¢ mikrosporydiozy moze prowadzi¢ do
$mierci pacjenta. Mertens 1 in. [86] opisali przypadek pacjentki chorej na AIDS ktora zmarta
z powodu uogolnionej infekcji E. cuniculi. Technikg immunofluorescencji oraz PCR
potwierdzono, iz czynnikiem chorobotwoérczym byt szczep II1.
Sekcja zwtok wykazano martwicg nadnerczy i nerek, a takze w mniejszym stopniu mozgu,
serca, tchawicy, pecherza moczowego, $ledziony oraz weztéw chtonnych. Byt to pierwszy
opisany przypadek mikrosporydiozy mézgu, serca i nadnerczy u pacjenta chorego na AIDS.

Kolejny ciekawy przypadek zakazenia E. cuniculi u cztowieka opisali Ditrich i in.
[58]. W nastepstwie zakazenia genotypem I patogenu, u pacjenta cierpigcego na cukrzyce
dosztlo do formowania ropni w modzgu, konsekwencja czego byt rozwoj padaczki
1 porazen. W aspiracie z ropnia potwierdzono obecnos¢ mikrosporydiéw, podobnie jak w
kale 1 moczu. W tym przypadku leczenie przy pomocy albendazolu i mebendazolu, okazato
si¢ skuteczne.

Przedstawione powyzej opisy przypadkow encefalitozoonozy u ludzi wskazuja,
wyraznie na duzy potencjal zoonotyczny E. cuniculi, oraz na fakt, ze infekcje tymi grzybami
moga mie¢ bardzo zroznicowany przebieg. W grupie ryzyka ich rozwoju znajdujg si¢ przede
wszystkim pacjenci z immunosupresjg. Podkresli¢ nalezy, iz badania nad odpornoscig w
stosunku do mikrosporydiow u ludzi i zwierzat musza by¢ kontynuowane. Trudno jest
bowiem na razie ustali¢, czy w opisywanych przypadkach mieliSmy do czynienia
z utajonymi zakazeniami, ktore ulegty reaktywacji na skutek spadku odpornosci, czy tez to

stan immunosupresji byt czynnikiem predylekcyjnym do nowo nabytych infekcji.
Encephalitozoon intestinalis

E. intestinalis jest drugim pod wzgledem czestotliwosci wystgpowania gatunkiem
mikrosporydiéw zakazajacych cztowieka. Wedtug doniesien literaturowych infekcje na tle
tego patogenu u pacjentéw z HIV notowano na terenie obu Ameryk [88,89,90], Europy
[91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100], Australii [88, 101, 102] oraz Afryki
[102, 103, 104, 105]. Czestotliwos¢ wystepowania E. intestinalis u pacjentdéw chorych na
AIDS z objawami biegunki pochodzacych ze Standw Zjednoczonych wynosita 7,3% [106],
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2% u pacjentéw z Niemiec [97], 3% z Zambii [105] 1 0,9% ze Szwajcarii [19, 107].
E. intestinalis moze przedosta¢ si¢ do drég zotciowych i do pecherzyka zoétciowego,
powodujac ich zapalenie. W rzadkich przypadkach moze rowniez wywota¢ chorobe
ogolnoustrojowa.

E. intestinalis moze atakowaé takze zwierzeta hodowlane ($winie, bydto i kozy),

towarzyszace (psy) i dzikie [91, 104, 108].
Encephalitozoon hellem

Gléwnym rezerwuarem E. hellem sa ptaki. Obecno$¢ tych drobnoustrojow
stwierdzono w populacji m in. gotebi, kaczek, tabedzi, gesi, wron, zurawi, maskonuréw
i kolibréw [109, 110, 111, 112, 113]. U ptakdéw utrzymywanych w hodowlach E. hellem
wykryto u przedstawicieli rzedu Psittaciformes, u strusi i zigb gouldian [1,110,114,115,116,
117, 118]. Zakazenia u zwierzat maja najczesciej przebieg bezobjawowy, z okresowym
wydalaniem spor wraz z katem [111]. W organizmie gospodarza E. hellem utrzymuje si¢
gléwnie w watrobie, jelitach i1 nerkach. Moze lokalizowa¢ si¢ takze w oczach, ptucach
i $ledzionie zakazonych ptakoéw [60, 111, 117, 118, 120, 121].

U ludzi, zakazenia E. hellem dotychczas zdiagnozowano jedynie u niewielkiej liczby
os6b  zakazonych  wirusem  HIV.  Wigkszo§¢  przypadkéw  rozpoznano w
Stanach Zjednoczonych [122, 123, 124, 125, 126, 127, 128], a takze u europejskich
pacjentow z Wtoch [129], Szwajcarii [130, 131, 132], Niemiec [131] 1 Wielkiej Brytanii
[133] oraz w jednym przypadku w Afryce (Tanzania) [130].

Nie jest jasne, czy za stosunkowo niewiele doniesienr dotyczacych infekcji tymi
drobnoustrojami drobnoustroju odpowiadaja czynniki epidemiologiczne, czy tez fakt, i jest
on rzadko rozpoznawany, co wynika ze stosunkowo trudnej jego identyfikacji. E. hellem
powoduje zakazenia rozsiane i infekcje oczu u pacjentow zakazonych HIV. U ludzi, opisano
takze zakazenia drég oddechowych [134]. E. hellem zidentyfikowano ponadto
w popluczynach oskrzelowo-pecherzykowych u dwoch pacjentoéw seronegatywnych pod
wzgledem HIV natomiast zakazonych Mycobacterium tuberculosis [134] oraz w probkach
katu dwéch podroznych z biegunka powracajacych z Singapuru, zakazonych E. bieneusi
[135]. We wszystkich tych przypadkach ostatecznej identyfikacji drobnoustrojow dokonano

metodami biologii molekularnej (PCR i sekwencjonowanie) [19].
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1.4. Wystepowanie Encephalitozoon spp. u zwierzat

Encephalitozoon cuniculi to patogen powszechnie wystepujacy w populacji
krolikoéw, aczkolwiek liczne dane literaturowe donoszg o jego chorobotwoérczosci takze dla
innych gatunkow zwierzat. (Tabela 1). U krolikow prewalencja zakazen tym patogenam
moze si¢ga¢ nawet 75%. Najcze$ciej dochodzi u nich do rozwoju postaci nerwowej,
w przebiegu ktorej obserwowane sa objawy przedsionkowe — krecz szyi, oczoplas,
ataksja, rotacje w osi poziomej ciata, niedowlad, drgawki wywotane ziarniniakowym
zapaleniem mozgu. Przy infekcji zlokalizowanej w obrebie narzadu wzroku na pierwszy
plan wysuwa si¢ zapalenie btony naczyniowej oka. Posta¢ nerkowa obejmuje objawy takie
jak czestomocz, polidypsja, brak apetytu, utrata masy ciata.

Wilczynska i in. [136] opisali przypadki zakazen E. cuniculi u 67 kawii domowych.
Obserwowanymi objawami byly zaburzenia ze strony: ukladu nerwowego - niezborno$¢
ruchowa, niedowlad konczyn miednicznych, oczoplas, otgpienie oraz drgawki; uktadu
moczowego - cysty w nerkach ro6znej wielkosci oraz zatarcie budowy korowo rdzeniowe;j,
czgstomocz, krwiomocz; narzagdu wzroku: zmetnienie rogoéwki, matoocze wrodzone;
kostnienie heterotropowe.

Identyfikacji czynnika chorobotworczego dokonano na podstawie wynikow PCR.
Przebieg choroby byt ostry lub przewlekly, a objawy kliniczne rdznity si¢ w zaleznosci od
uktadu objetego infekcja (uktad nerwowy, moczowy 1 narzad wzroku).

W populacji dzikich gryzoni z terenow Wielkiej Brytanii, Szwajcarii odpowiednio
4% 1 9% osobnikdéw byto zakazonych omawianymi drobnoustrojami. Zwierzgta te w dalszej
kolejnosci moga stanowi¢ rezerwuar E. cuniculi dla lisow, norek oraz kotéw. Badania
przeprowadzone w Polsce, Czechach i na Stowacji wskazaly, ze prewalencja infekcji
E. cuniculi w populacji gryzoni ksztattuje si¢ na poziomie 15%.

Myszy sa najczgsciej bezobjawowymi nosicielami E. cuniculi. Badanie
histopatologiczne narzadéw pozyskanych od zakazonych, bezobjawowych osobnikow
wykazato obecnos¢ ogniskowych ziarniniakow zawierajacych zarodniki w tkankach tych
zwierzat [137, 138, 139, 140]. Istnieje niewiele publikacji opisujacych przypadki
encefalitozoonozy u szczuréw laboratoryjnych [141, 142], kawii domowych [143, 144]
chomikéw [145]. Badania serologiczne przeprowadzone w latach 70 XX wieku wskazujg iz
prewalencja zakazen w tych grupach zwierzat wynosi 80% u chomikow, 30% u szczurow

1 85% u kawii domowych [146, 147].
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Na podstawie dostepnych opisow przypadkéw zakazen mozna wysnué wniosek ze
dla niektérych zwierzat infekcja E. cucniuli moze by¢ $miertelna. Jednymi z nich sg gatunki
nalezagce do podrodziny karczownikow (Arvicolinae). U lemingdw $nieznych
(Dicrostonyx torquatus) zakazeniu towarzysza objawy neurologiczne takie jak krecz szyi
1 paraliz. W badaniu histopatologicznym obserwowane jest ziarniniakowe zapalenie mézgu
[148].

Hofmanova 1 in. [149] opisali przypadki encefalitozoonozy w domowej hodowli
piestruszki stepowej Lagurus lagurus. Objawy kliniczne choroby pojawialy si¢ 24 - 48h
przed $miercig. Nalezaly do nich nagla utrata masy ciata, agresja i sklonnosci do
kanibalizmu, ropne zapalenie spojowek 1 niedowlad konczyn miednicznych.
W ciagu 3 miesi¢gcy w hodowli zmarto lub poddano eutanazji 15 leming6éw. Badanie padtych
zwierzat wykazato, iz we wszystkich przypadkach za zakazenie odpowiedzialny byt
genotyp III. Nie zidentyfikowano niestety zrodta infekcji.

U pizmakow Ondatra zibethicus zakazonych omawianymi patogenami odnotowano
pojedynczy przypadek obecno$ci ziarniakdbw w obrebie moézgu bez towarzyszacych
objawow klinicznych [150].

W populacji nornikoéw zwyczajnych Microtus arvalis obecno$¢ E. cuniculi metodami
molekularnymi potwierdzono u 6% zwierzat, natomiast w populacji nornikéw wodnych
Arvicola terrestris u 7%. W populacji dzikich myszy odsetek ten wynosit 15,05%
(Apodemus sylvaticus), a u myszy domowych (Mus musculus) 8.5%.

W Niemczech przebadano myszy z 5 sklepoéw zoologicznych 1 wykazano ze srednio
10,7% z nich bylto nosicielami E.cuniculi [152].

W populacji kotow swoiste przeciwciata dla E. cuniculi stwierdzano u 6,1% do
26,6% osobnikéw (Tabela 1). U kotow u ktérych wystapily za¢ma lub urazy rogéwki
badaniem filmu tzowego za pomocg PCR obecnos¢ DNA tych patogenow wykazano w 19
na 22 przebadane probki.

W populacji psow prewalencja zakazen waha si¢ w zakresie 18% do 37,8%.
W dwoch miotach szczeniat opisano zespot zapalenia nerek i mézgu na tle E. cuniculi. [153].
Badanie retrospektywne, preparatdéw histopatologicznych narzadow wewngtrznych
pozyskanych od 19 pséw z podobnymi objawami wykazaty, ze w ich przypadkach
przyczyng upadkéw mogta by¢ takze encefalitozoonoza, a genotypem odpowiedzialnym za
rozwdj choroby byl genotyp III. U chorych zwierzat obserwowano objawy: apatii, braku

apetytu, zaburzenia nerwowe [154, 155, 156].
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Wsrdd zwierzat gospodarskich §win, owiec oraz bydia prewalencja zakazen wynosi
od 9% do 36%. Stanowig one potencjalne zrédto mikrosporydiow dla ludzi. W zwiazku z
tym monitoring encefalitozoonozy w ich populacjach powinien by¢ stale prowadzony.
Warto podkresli¢, ze produkty pochodzenia zwierzgcego nawet po obrobce technologicznej

zywnos$ci w dalszym ciagu moga zawiera¢ zarodniki drobnoustrojow.
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Metoda Tlos¢ Wyniki Prewalencja | Pochodzenie Kraj Publikacja
badawcza | przebada | pozytywne (%) zwierzat
nych
probek
KROLIKI
ELISA 500 319 63.8 zwierzeta Czechy | Jeklova et al. (2010)
domowe [157]
IFA 71 42 59.2 zwierzeta Austria | Csokai et al. (2009)
domowe [67]
IFA 224 158 70.5 zwierzeta Austria | Kunzel et al. (2008)
domowe [158]
ELISA/ 1500 505 31.6 farmy Wtochy | Santaniello et al.
CIA (2009) [159]
ELISA 125 49 39.2 zwierzeta Anglia | Harcourt-Brown and
domowe Holloway (2003)
[160]
ELISA/ 171 116 67.8 zwierzeta Taiwan Tee etal. (2011)
CIA domowe [161]
PSY
IFA 193 73 37.8 nieznane Stowacja | Halanova et al.
(2003) [162]
ELISA 472 103 21.8 nieznane Japonia | Sasaki et al. (2011)
[163]
DAT 113 31 27.4 bezpanski Brazylia | Lindsay et al. (2009)
[164]
DAT 254 47 18.5 bezpanski Kolumbi | Lindsay et al. (2009)
a [164]
PCR 100 18 18 Klinika Iran Jamshidi et al.
weterynaryjna (2012) [165]
KOTY
IFA 232 15 6.4 Klinika USA Hsu et al. 2011
weterynaryjna [166]
ELISA 295 18 6.1 zwierzeta USA TSUKADA 2016
domowe [167]
ELISA 127 34 26.8 zwierzeta USA Kourgelis 2017
domowe [168]
ELISA 72 17 23.6 nieznane Stowacja | Halanova et al.
(2003) [162]
SWINIE
PCR 34 3 9 nieznane Niemcy | Reetz et al. (2009)
[170]
BYDLO
IFA 55 20 36 nieznane Stowacja | Halanova et al.
(1999) [169]
OWCE
ELISA 59 8 13.6 nieznane Stowacja | Halanova et al.
(2003) [162]

Tabela 1. Prewalencja zakazen Encephalitozoon cuniculi u roznych gatunkow zwierzat.
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1.5. Wystepowanie Encephalitozoon spp. u ludzi

Obecnie znanych jest 17 gatunkoéw Encephalitozoonidae zdolnych do zakazenia
ludzi. Najwigksza chorobotworczo$¢ cechuje 4 gatunki - Encephalitozoon intestinalis,
Encephalitozoon cuniculi oraz Encephalitozoon hellem i Enterocytozoon bieneusi [91].

Do 0s6b w najwigkszym stopniu narazonych na zakazenie nalezg pacjenci z obnizong
odpornoscia np. po przeszczepach narzadow, cierpigcych na zakazenia wirusowe (HIV) oraz
poddawani terapii immunosupresyjnej [78, 171, 172, 173, 174, 175] oraz wlasciciele
zwierzat takich jak kroliki, psy, koty czy gryzonie, ktére moga by¢ nosicielami
mikrosporydiow, wydalajacymi ich spory wraz z katem i moczem.

U ludzi zakazonych Encephalitozoon spp. we wczesnym okresie infekcja przebiega
z biegunkg i utratg masy ciata. W p6zniejszym czasie moga rozwing¢ si¢: zapalenie rogéwki,
zapalenie ukladu moczowego, zapalenie watroby, zapalenie moézgu, zapalenie otrzewne;,
zapalenie gruczotu krokowego, zapalenie zatok, zapalenie pluc, zapalenie btony Sluzowe;j
nosa, zapalenie cewki moczowej, zapalenie drog zotciowych [19].

Wiadomo, ze w leczeniu mikrosporydiozy u ludzi najwigksza skutecznos¢ wykazuja
albendazol 1 fumagilina [88, 176]. Albendazol jest lekiem z wyboru w leczeniu
mikrosporydiozy jelitowej, oddechowe;j i1 rozsianej wywolanej przez Encephalitozoon spp.
[88]. Fumagillina jest wysoce skuteczna w zwalczaniu mikrosporydidéw, ale wykazuje
toksyczno$¢ 1 moze powodowac trombocytopenig, neutropeni¢ i hiperlipidemie, gdy jest
podawana ogolnoustrojowo [179]. Opisywano takze aseptyczne zapalenie opon mozgowo-
rdzeniowych 1 moézgu po leczeniu fumagilling u pacjenta, u ktérego leczenie albendazolem
okazato si¢ nieskuteczne [177]. Ponadto zaréwno albendazol, jak i fumagillina moga nie by¢
w pelni skuteczne i1 nie eliminowaé patogendw, zwlaszcza u pacjentow z silng
immunosupresja, co skutkuje utrzymywaniem si¢ patogenu w ich organizmie i moze
prowadzi¢ do nawrotu objawow po zakonczeniu leczenia [88, 178, 179].

Poniewaz kliniczna manifestacja zakazenia w wielu przypadkach jest zwigzana ze
stanem odporno$ci  gospodarza, przywrocenie prawidlowej czynnosci ukladu
immunologicznego moze skutkowac ustgpieniem objawow mikrosporydiozy 1 eliminacjg
patogenu  bez  koniecznosci  wdrazania  bardziej  specyficznego  leczenia.
Taka ,,odnowe immunologiczng” mozna osiggna¢ w wyniku stosowania wysoce aktywnej
terapii przeciwretrowirusowej (HAART) u pacjentow z AIDS [180] lub zmniejszenia dawki,
lub czasowego odstawienia leku immunosupresyjnego w przypadku pacjentdw z obnizong

odpornosciag polekowa [181, 182].
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2. Problem badawczy/hipoteza i cel badan

Problemowi encafalitozoonozy poswieca si¢ stosunkowo niewiele uwagi zarowno w
medycynie weterynaryjnej, jak i medycynie cztowieka. Natomiast doniesienia literaturowe

wskazuja, iz choroba ma szeroki potencjal epizootyczny i jest zoonozg . Celami badan byty:

1. Przeprowadzenie oceny sytuacji epizootycznej oraz seroprewalencji choroby
w populacji wybranych gryzoni oraz okreslenie czy mogg one stanowi¢ rezerwuar
patogenu dla ludzi

2. Przeprowadzenie analizy molekularnej genu ITS E. cuniculi, pozwalajacej na
doktadng identyfikacj¢ szczepdéw pasozytow izolowanych od gryzoni i ludzi

z terenOw Polski

Hipotezy badawcze:

1. Encephalitozoon cuniculi moze wywotywaé zakazenia u gryzoni. Z latwos$ciag
przenosi si¢ na inne gatunki zwierzat towarzyszacych oraz na czlowieka. Badania
maja na celu okreslenie przebiegu klinicznego encefalitozoonozy u gryzoni
domowych oraz ustalenie, czy posiadanie gryzoni stanowi ryzyko rozwoju choroby
u ludzi.

2. Domniemuje si¢, ze czynnikiem etiologicznym choroby u gryzoni domowych jest
inny szczep Encephalitozoon cuniculi, anizeli izolowany od krolikow. Aby to
potwierdzi¢ konieczne jest przeprowadzenie analizy molekularnej szczepow

E. cuniculi izolowanych od tej grupy zwierzat, w tym kawii domowych
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3. Materialy i metody

3.1. Zwierzeta uzyte w badaniu

Badania przeprowadzono na 157 gryzoniach (kawiach domowych (n=100),
szynszylach (n=11), szczurach (n=28), koszatniczkach (n=4), chomikach (n=11) i myszach
(n=3)) (wykres 1), w wieku od 6 tygodni do 10 lat, sposrod ktérych samce stanowity 70
osobnikow, za$§ samice 87. Zwierzgta byly pacjentami Oddzialu Drobnych Ssakéw przy
Klinice Choréb Zakaznych Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej w Lublinie. Zgtaszano je
do Kliniki z r6znymi problemami, a takze w celach profilaktycznych (Tabela 2). Pochodzity
z r6znych zrodet: sklepy zoologiczne (n=111), hodowle (n=6), adopcje (n=16), interwencje
(n=7) oraz blizej nieokreslone (n=17) (Wykres 2, Tabela 2). Od wszystkich zwierzat
pobierano krew do badan molekularnych oraz serologicznych. Proces diagnostyczny,

ktéremu poddawano zwierzeta wykorzystanie w badaniach przedstawiono na Rycinie 2.

Rozktad gatunkowy

Koszatniczki W
yszy
2%
‘ \ / 20

Szynszyle
7%

Chomiki/

7%

Szczury /

18% —_ Kawie
64%

Wykres 1. Procentowy udziat poszczegolnych gatunkdéw gryzoni objetych badaniem.
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Pochodzenie

m sklep = adpocja w=interwencja = nieznane = hodowla

Wykres 2. Pochodzenie zwierzat uzytych w badaniach.

Pobranie krwi

Probki z wynikien
pozytywnym

Ryec. 2 Schemat przedstawiajacy etapy badania w kierunku encefalitozoonozy.
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Lp. | Gatunek Wiek Pleé Pochodzenie

1 Kawia domowa | 1 rok samica | sklep zoologiczny
2 Kawia domowa | 2 lata samica | sklep zoologiczny
3 Kawia domowa | 2 lata samiec | sklep zoologiczny
4 Kawia domowa | 2 lata samiec | sklep zoologiczny
5 Kawia domowa | 3 lata samica | sklep zoologiczny
6 Kawia domowa | 3 lata samica | sklep zoologiczny
7 Kawia domowa | 4 lata samiec | sklep zoologiczny
8 Kawia domowa | 2 lata samiec | sklep zoologiczny
9 Kawia domowa | 5 lat samica | sklep zoologiczny
10 | Kawia domowa | 3 lata samiec | sklep zoologiczny
11 | Kawia domowa | 4 lata samiec | sklep zoologiczny
12 | Kawia domowa | 5 lat samiec | sklep zoologiczny
13 | Kawia domowa | 5 lat samiec | sklep zoologiczny
14 | Kawia domowa | 7 lat samica | sklep zoologiczny
15 | Kawia domowa | 5 lat samica | sklep zoologiczny
16 | Kawia domowa | 6 lat samiec | sklep zoologiczny
17 | Kawia domowa | 2 lata samiec | sklep zoologiczny
18 | Kawia domowa | 2 lata samica | sklep zoologiczny
19 | Kawia domowa | 2,5 roku samiec | sklep zoologiczny
20 | Kawia domowa | 2 lata samica | sklep zoologiczny
21 | Kawia domowa | 3 lata samica | sklep zoologiczny
22 | Kawia domowa | 4 lata samica | sklep zoologiczny
23 | Kawia domowa | 6 lat samica | adopcja

24 | Kawia domowa | 5 lat samiec | sklep zoologiczny
25 | Kawia domowa | 4 lata samica | sklep zoologiczny
26 | Kawia domowa | 4 lata samiec | sklep zoologiczny
27 | Kawia domowa | 2 lata samica | hodowla

28 | Kawia domowa | 3 lata samica | adopcja

29 | Kawia domowa | 4 lata samiec | sklep zoologiczny
30 | Kawia domowa | 1 rok samica | sklep zoologiczny
31 | Kawia domowa | 2 lata samiec | sklep zoologiczny
32 | Kawia domowa | 1 rok samica | sklep zoologiczny
33 | Kawia domowa | 6 lat samica | sklep zoologiczny
34 | Kawia domowa | 4 lata samiec | sklep zoologiczny
35 | Kawia domowa | 6 lat samica | sklep zoologiczny
36 | Kawia domowa | 5 lat samiec | sklep zoologiczny
37 | Kawia domowa | 1,5 roku samica | sklep zoologiczny
38 | Szynszyla 1 rok samiec | sklep zoologiczny
39 | Szynszyla 1 rok samiec | hodowla

40 | Kawia domowa | 4 lata samica | sklep zoologiczny
41 | Kawia domowa | 2,5 roku samica | interwencja

42 | Kawia domowa | 2,5 roku samica | interwencja

43 | Kawia domowa | 2 lata samiec | nieznane

44 | Kawia domowa | 2 lata samica | nieznane

45 | Szynszyla 4 lata samica | sklep zoologiczny
46 | Kawia domowa | 3 lata samica | sklep zoologiczny
47 | Kawia domowa | 5 lat samica | sklep zoologiczny
48 | Kawia domowa | 3 lata samica | sklep zoologiczny
49 | Kawia domowa | 3 lata samiec | sklep zoologiczny
50 | Kawia domowa | 3 lata samica | sklep zoologiczny
51 | Kawia domowa | 6 miesiecy | samiec | interwencja

52 | Kawia domowa | 4 miesiecy | samica | interwencja
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53 | Kawia domowa | 6 miesiecy | samiec | interwencja

54 | Kawia domowa | 6 miesiecy | samica | interwencja

55 | Szynszyla 1 rok samiec | sklep zoologiczny
56 | Szynszyla 1 rok samiec | sklep zoologiczny
57 | Kawia domowa | 1 rok samiec | nieznane

58 | Kawia domowa | 2 lata samica | nieznane

59 | Kawia domowa | 6 lat samiec | sklep zoologiczny
60 | Koszatniczka 2 lata samica | sklep zoologiczny
61 | Koszatniczka 3 lata samica | sklep zoologiczny
62 | Koszatniczka 6 lat samica | sklep zoologiczny
63 | Kawia domowa | 6 lat samiec | sklep zoologiczny
64 | Szczur 2,5 roku samiec | adopcja

65 | Szczur 2 lata samica | adopcja

66 | Szynszyla 1,5 roku samica | sklep zoologiczny
67 | Kawia domowa | 4 lata samica | sklep zoologiczny
68 | Kawia domowa | 5 lat samiec | sklep zoologiczny
69 | Kawia domowa | 2 lata samica | sklep zoologiczny
70 | Kawia domowa | 1 rok samiec | sklep zoologiczny
71 | Szynszyla 1,5 roku samica | sklep zoologiczny
72 | Kawia domowa | 1,5 roku samica | nieznane

73 | Kawia domowa | 4 lata samiec | sklep zoologiczny
74 | Kawia domowa | 4 lata samica | sklep zoologiczny
75 | Kawia domowa | 5 lat samica | sklep zoologiczny
76 | Kawia domowa | 3 lata samica | nieznane

77 | Kawia domowa | 3 lata samica | nieznane

78 | Kawia domowa | 5 lat samica | nieznane

79 | Kawia domowa | 4 lata samica | sklep zoologiczny
80 | Kawia domowa | 3 lata samiec | sklep zoologiczny
81 | Kawia domowa | 5 lat samica | sklep zoologiczny
82 | Kawia domowa | 4 lata samiec | sklep zoologiczny
83 | Kawia domowa | 6 tygodni | samiec | nieznane

84 | Kawia domowa | 6 tygodni | samiec | nieznane

85 | Kawia domowa | 4 lata samiec | nieznane

86 | Kawia domowa | § lat samica | sklep zoologiczny
87 | Szynszyla 1,5 roku samica | hodowla

88 | Kawia domowa | 4 lata samiec | sklep zoologiczny
89 | Kawia domowa | 2 lata samica | nieznane

90 | Kawia domowa | 2 lata samiec | sklep zoologiczny
91 | Chomik 2,5 roku samiec | interwencja

92 | Kawia domowa | 5 lat samica | sklep zoologiczny
93 | Kawia domowa | 1 rok samiec | adopcja

94 | Kawia domowa | 5 lat samica | sklep zoologiczny
95 | Szczur 1,5 roku samiec | sklep zoologiczny
96 | Szynszyla 1 rok samiec | hodowla

97 | Chomik 1 rok samica | sklep zoologiczny
98 | Mysz 2 lata samica | hodowla

99 | Mysz 2 lata samica | sklep zoologiczny
100 | Szczur 2,5 roku samiec | sklep zoologiczny
101 | Chomik 1,5 roku samiec | sklep zoologiczny
102 | Kawia domowa | 1 rok samica | sklep zoologiczny
103 | Szczur 2 lata samica | adopcja

104 | Chomik 1,5 roku samica | sklep zoologiczny
105 | Szczur 2 lata samiec | sklep zoologiczny
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106 | Szczur 2,5 roku samica | sklep zoologiczny
107 | Szczur 2 lata samica | sklep zoologiczny
108 | Koszatniczka 2 lata samica | sklep zoologiczny
109 | Szczur 1,5 roku samica | sklep zoologiczny
110 | Chomik 6 miesiecy | samica | sklep zoologiczny
111 | Kawia domowa | 4 lata samiec | sklep zoologiczny
112 | Kawia domowa | 5 lat samiec | sklep zoologiczny
113 | Szczur 2 lata samica | sklep zoologiczny
114 | Szczur 1,5 roku samiec | sklep zoologiczny
115 | Szynszyla 2 lata samiec | hodowla

116 | Kawia domowa | 2 lata samica | sklep zoologiczny
117 | Szczur 2,5 roku samica | sklep zoologiczny
118 | Kawia domowa | 7 lat samiec | sklep zoologiczny
119 | Kawia domowa | 5 lat samiec | sklep zoologiczny
120 | Szczur 2 lata samica | sklep zoologiczny
121 | Szczur 1,5 roku samiec | adopcja

122 | Szczur 2 lata samica | adopcja

123 | Szczur 1 rok samica | adopcja

124 | Kawia domowa | 1 rok samiec | sklep zoologiczny
125 | Kawia domowa | 3 lata samica | adopcja

126 | Szczur 1,5 roku samiec | sklep zoologiczny
127 | Szynszyla 10 lat samica | nieznane

128 | Szczur 1,5 roku samiec | sklep zoologiczny
129 | Kawia domowa | 4 lata samica | sklep zoologiczny
130 | Kawia domowa | 5 lat samiec | sklep zoologiczny
131 | Chomik 2 lata samiec | adopcja

132 | Szczur 2 lata samica | adopcja

133 | Kawia domowa | 5 lat samiec | adopcja

134 | Mysz 1 rok samica | sklep zoologiczny
135 | Chomik 1,5 roku samica | sklep zoologiczny
136 | Chomik 2 lata samica | sklep zoologiczny
137 | Chomik 2,5 roku samiec | adopcja

138 | Kawia domowa | 1 rok samica | sklep zoologiczny
139 | Kawia domowa | 4 lata samiec | sklep zoologiczny
140 | Kawia domowa | 3 lata samica | sklep zoologiczny
141 | Szczur 1,5 roku samica | nieznane

142 | Szczur 1 rok samiec | sklep zoologiczny
143 | Szczur 2 lata samica | sklep zoologiczny
144 | Szczur 2,5 roku samiec | nieznane

145 | Szczur 2 lata samica | sklep zoologiczny
146 | Szczur 1,5 roku samica | sklep zoologiczny
147 | Szczur 2 lata samiec | nieznane

148 | Szczur 2 lata samiec | nieznane

149 | Kawia domowa | 3 lata samiec | sklep zoologiczny
150 | Chomik 2 lata samiec | adopcja

151 | Chomik 2,5 roku samiec | adopcja

152 | Kawia domowa | 3 lata samica | sklep zoologiczny
153 | Kawia domowa | 4 lata samica | sklep zoologiczny
154 | Szczur 2 lata samiec | sklep zoologiczny
155 | Kawia domowa | 4 lata samiec | sklep zoologiczny
156 | Kawia domowa | 3 lata samica | sklep zoologiczny
157 | Kawia domowa | 2 lata samica | sklep zoologiczny

Tabela 2. Zestawienie zwierzat wykorzystanych w badaniu.
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Najczestszymi powodami zgloszenia zwierzat objetych badaniami do kliniki byty:

1.

problemy ze strony ukladu wydalniczego: przewlekta niewydolnos¢ nerek,
zapalenie pecherza moczowego, nadmiernie gromadzacy si¢ osad w pecherzu

moczowym, ktéremu towarzyszyto zapalenie, kamica moczowa.

. problemy ze strony uktadu nerwowego: krecz szyi (forticolis), oczoplas, otgpienie,

drgawki, niezbornos$¢ ruchowa.

problemy okulistyczne: zmetnienie rogdwki (wykluczono by bylo ono efektem
urazu lub obecno$cig blizny pourazowej), za¢ma, maloocze, kostnienie
heterotropowe.

problemy z funkcjonowaniem gruczotu tarczowego - niedoczynnos$¢/nadczynnosé
tarczycy.

problemy ze strony ukladu pokarmowego: wzdecia, zaburzenia perystaltyki,
biegunki, problemy stomatologiczne.

problemy w uktadzie ruchu: zwyrodnienia stawéw konczyn, zwyrodnienia
kregostupa, pododertmatitis.

problemy ze strony uktadu oddechowego: zapalenie gérnych drég oddechowych,
zapalenia oskrzeli, mykoplazmowe zapalenie pluc.

zwierzeta zdrowe poddawane zabiegom profilaktycznym (Tabela 3).

Uklady objete procesem chorobowym — | Liczba zwierzat
przyczyny konsultacji lekarsko-
weterynaryjnych

KAWIE DOMOWE

Uklad nerwowy 21

Uklad moczowy 29

Uklad wzroku 14

Uklad pokarmowy 7

Uklad oddechowy 4

Tarczyca 11

Inne

12

Zdrowe (wizyty profilaktyczne) 35

SZCZURY

Uklad nerwowy 7

Uklad moczowy 1

Inne

17

Zdrowe (wizyty profilaktyczne) 3

CHOMIKI

Uklad nerwowy 1
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Uklad moczowy 2
Inne 8
SZYNSZYLE
Uklad nerwowy 2
Uklad moczowy 1
Uklad wzroku 1
Inne 2
Zdrowe (wizyty profilaktyczne) 6
KOSZATNICZKI
Zdrowe (wizyty profilaktyczne) 3
Uklad pokarmowy 1
MYSZY
Uklad pokarmowy 1
Inne 2

Tabela 3. Przyczyny zglaszania zwierzat obj¢tych badaniami do kliniki.

3.2. Ludzie objeci badaniem

Badaniami objeto rowniez 28 ludzi (grupa 1), ktérzy zawodowo lub prywatnie mieli
kontakt z krélikami/gryzoniami od minimum 2 lat (2 do 20 lat) oraz 20 oséb niemajacych
takiego kontaktu, formujacych grupe kontrolng. Grupe pierwsza tworzyli: lekarze
weterynarii (n=21), technicy weterynarii (n=1), studenci (n=1) (pracujacy w zaktadach
leczniczych o profilu ogélnym (n=5) oraz w placéwkach specjalizujacych si¢ wylacznie
w leczeniu zwierzat egzotycznych 1 drobnych ssakow (n=15)) oraz wlasciciele gryzoni
(n=5). Kazda z 0s6b objetych badaniem, zostata poproszona o okreslenie jak cze¢sto ma
stycznos$¢ ze zwierzetami chorymi (Tabela 4) 1 czy wystepuja u nich jakiekolwiek objawy
chorobowe. U wszystkich osob zardwno grupy 1, jak 1 2 wykonano badanie hematologiczne
1 biochemiczne. Badania te wykonywano w Katedrze Mikrobiologii Wydziatu Lekarskiego
Uniwersytety Medycznego w Lublinie. Jednostka ta uzyskata zgode odpowiedniej Komisji
Etycznej na pobieranie i przeprowadzenie analizy krwi. Probki krwi podano takze badaniu

molekularnemu i serologicznemu w kierunku encefalitozoonozy.
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Lp | Powiazanie | Staz Czestos¢ kontaktu z Czestos¢ kontaktu z

Rodzaj

pracy placowki nosicielami E.C chorymi na E.C
(lata) zwierzetami zwierzetami
Grupal
1 yAWA 8 LW CZESTO CZESTO
2 - 2 W BARDZO CZESTO UMIARKOWANIE
3 PS 6 T™W BARDZO CZESTO BARDZO CZESTO
4 PS 20 (R BARDZO CZESTO BARDZO CZESTO
5 - 5 W BARDZO CZESTO BARDZO CZESTO
6 ZLZ 10 LW UMIARKOWANIE UMIARKOWANIE
7 ZLZ 10 LW UMIARKOWANIE UMIARKOWANIE
8 PS 11 LW | BARDZO CZESTO BARDZO CZESTO
9 PS 2 SW BARDZO CZESTO UMIARKOWANIE
10 PS 4 LW BARDZO CZESTO CZESTO
11 ZLZ 10 LW UMIARKOWANIE NIE
12 PS 9 LW | BARDZO CZESTO BARDZO CZESTO
13 PS 6 LW | BARDZO CZESTO BARDZO CZESTO
14 - 4 W BARDZO CZESTO BARDZO CZESTO
15 PS 5 LW BARDZO CZESTO BARDZO CZESTO
16 PS 10 LW CZESTO BARDZO CZESTO
17 PS 10 LW UMIARKOWANIE UMIARKOWANIE
18 PS 10 LW  |BARDZO CZESTO BARDZO CZESTO
19 ZLZ 4 LW BARDZO CZESTO CZESTO
20 PS 6 LW UMIARKOWANIE UMIARKOWANIE
21 ZLZ 4 LW BARDZO CZESTO CZESTO
22 PS 8 LW BARDZO CZESTO CZESTO
23 PS 5 LW | BARDZO CZESTO UMIARKOWANIE
24 PS 4 LW BARDZO CZESTO UMIARKOWANIE
25 ZLZ 8 LW  |BARDZO CZESTO CZESTO
26 ZLZ 3 LW BARDZO CZESTO CZESTO
27 - 2 W BARDZO CZESTO BARDZO CZESTO
28 - 2 W BARDZO CZESTO BARDZO CZESTO

Tabela 4. Zestawienie osob ktore wziely udzial w badaniu. (PS) placowki specjalistyczne zajmujace
si¢ zwierzgtami egzotycznymi w tym gtéwnie drobnymi ssakami i (ZLZ) zaklady lecznicze dla
zwierzat o praktyce mieszanej. (LW) lekarz weterynarii, (TW) technik weterynarii, (ST) student
weterynarii, (W) wlasciciel. Bardzo czgsto — ponad 3 razy w tygodniu, Czgsto — ponad 3 razy

w miesigcu , Umiarkowanie — 1-2 przypadki na miesiac.
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3.3. Badania molekularne

3.3.1. Izolacja DNA

Od wszystkich zwierzat oraz ludzi obje¢tych badaniami pobierano krew do proboéwek
z EDTA, z ktorej izolowano DNA do badan molekularnych.

Izolacj¢ DNA z krwi pelnej przeprowadzono przy uzyciu zestawu Genomic Mini
(A&A Biotechnology, Polska) zgodnie z procedura podang przez producenta

1. Do probéwki o pojemnosci 1,5 ml typu eppendorf wprowadzano 100 pl
0SOcCza.

2. Do osocza dodawano 100 ul uniwersalnego buforu lizujacego LT, zawartego
w zestawie oraz 20 pl proteinazy K. Cato§¢ mieszano i inkubowano przez 20 min w tazni
wodnej w temp. 37°C.

3. Probke intensywnie mieszano przez 20 s, a nast¢gpnie nanoszono na
minikolumne do oczyszczania genomowego DNA, ktérag wirowano przez 1 min przy
predkosci 13 tys./obr./min w wirdwce Sigma 1-13.

4. Nastepnie do minikolumny wprowadzano 500 ul roztworu pluczacego Al
1 wirowano 1 min. przy predkosci 13 tys./obr./min.

5. Minikolumng przenoszono do nowej proboéwki 2 ml 1 ptukano 400 pl
roztworu pluczacego Al, po czym cato$s¢ wirowano przez 2 min. przy predkosci
13 tys./obr./min.

6. Osuszong minikolumne¢ umieszczano w nowej probowce 1,5 ml i dodawano
do niej 100 pl buforu elucyjnego Tris (10 mM TRIS, HCI 8,5), inkubowano przez 5 min
w temp. pokojowej, a nastgpnie wirowano przez 1 min przy predkosci 13 tys./obr./min.

7. Minikolumng¢ usuwano, a eluat na dnie probowki zawierajacy oczyszczone

DNA przechowywano w temp. —20°C do czasu dalszych analiz.

3.3.2. Startery do reakcji PCR
W badaniach wykorzystano zestaw starter6w msp3, msp4a i msp4b komplementarnych
do genu ITS (internal transcribed spacer) (ITS) Encephalitozoon spp. o sekwencjach:
msp3 (5’GGAATTCACACCGCCCGTCACTATS3 ),
msp4a (5’CCAAGCTTATGCTTAAG-TCCAAGGGGT 3%)
msp4b (5 "CCAAG-CTTATGCTTAAGTCCAGGGAG 3). [183]
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Umozliwiaty one amplifikacje¢ odcinka DNA o dtugosci ok. 300 par zasad.
Startery do reakcji PCR dla Encephalitozoon cuniculi zsyntetyzowano w Pracowni
Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotydow Polskiej Akademii Nauk

w Warszawie.

3.3.3. Warunki PCR

Reakcje¢ tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym z barwnikiem SYBR Green
1 przeprowadzono w cienko$ciennych proboéwkach o pojemnosci 100 pl, z wykorzystaniem
zestawu DyNAmo HS SYBR Green qPCR (Finnzymes), pozwalajacym na uzyskanie reakcji
0 wysokiej specyficznosci. W sktad mieszaniny reakcyjnej o objetosci 22,4 ul wchodzity
nastepujace sktadniki:

e 10 ul Master Mix zawierajacego modyfikowang polimeraze Tbr o goragcym starcie
(Thermus brockianus), bufor dla polimerazy Tbr, dNTP, MgCI2 i interkalujacego
barwnika SYBR Green 1,

e 5 ul woda dejonizowana,

e 0,8 ul starter mps3 (koncowe stgzenie 25 pM/pul),

e 0,8 ul starter mps4a (koncowe stgzenie 25 pM/ul),

e 0,8 ul starter mps4b (koncowe stezenie 25 pM/pl),

e 5ulDNA
Zoptymalizowana reakcja PCR w czasie rzeczywistym obejmowata 41 cykli, kazdy

sktadajacy sie z trzech etapow: denaturacji w temperaturze 95°C przez 180 sekund,
dolaczenia starterow w temperaturze 95°C przez 5 sekund 1 wydtuzanie nici w temperaturze
60°C przez 15 sekund. Reakcje prowadzono przy uzyciu termocyklera Rotor-Gene3000,
Corbett Research (Australia). Dla kazdej reakcji okreslano warto§¢ Ct produktow PCR
(liczba cykli amplifikacji, po ktoérych natgzenie fluorescencji powstajacego produktu
przewyzszy fluorescencje tta) uzyskanych w czasie rzeczywistym, powstalych na matrycy
cDNA. W celu potwierdzenia swoisto$ci amplifikacji, okreslano temperatur¢ topnienia
produktéw PCR przez stopniowe podnoszenie temperatury mieszaniny reakcyjnej z 50 do
95°C przy ciagglym pomiarze natgzenia fluorescencji. Kontrolg¢ dodatnig, w reakcji PCR,

stanowito DNA E. cuniculi pozyskane z wczesniejszych badan [184].
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3.3.4. Elektroforeza

Uzyskane produkty reakcji PCR analizowane byly metoda elektroforezy w 1% zelu
agarozowym, w buforze TBE przy napieciu 10 V/ecm przez 50 min. Po wybarwieniu
produktow amplifikacji bromkiem etydyny okreslano ich wielko$¢ w odniesieniu do wzorca

masowego DNA ladder 100 bp (Gibco BRL).

3.3.5. Przygotowanie produktu PCR do sekwencjonowania
Uzyskane w wyniku reakcji PCR produkty amplifikacji DNA E. cuniculi przed
sekwencjonowaniem poddawano oczyszczaniu na kolumienkach za pomocg zestawu

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen nr kat. 28104) wedlug nastepujacej procedury:

1. Do 1 objetosci probki DNA dodawano 5 objetosci buforu PB 1 mieszano na
wytrzasarce (Heidolph reax 2000).

2. Tak przygotowane probki nanoszono na kolumny do oczyszczania DNA,
ktére umieszczano w probowkach o objetosci 2 ml 1 wirowano przez 60 s przy
13 tys./obr./min.

3. Eluat usuwano, a kolumny przemywano 750 ul buforu PE i wirowano przez
60 sekund z predkoscig 13 tys./obr./min.

4, Eluat ponownie usuwano, a kolumny wirowano ,,na sucho” przez kolejne

60 s.

S. Nastepnie kolumny przenoszono do czystych probowek typu eppendorf 1,5
ml, na §rodek membrany nanoszono 50 ul buforu EB (10 mM TRIS, HCI 8,5) i pozostawiano
w temp. pokojowej przez 60 s.

6. Catos¢ wirowano przez 60 sekund z predkoscig 13 tys./obr./min.

7. Oczyszczony produkt zawarty w koncowym eluacie analizowano metoda
elektroforezy w 1% zelu agarozowym, a nast¢gpnie wysytano w suchym lodzie do

sekwencjonowania.

3.3.6. Sekwencjonowanie
Do sekwencjonowania wysytano losowo wybrane 32 probki (19 od kawii domowych,
4 od szczurdéw, 2 od chomikow, 2 od koszatniczek, 2 od myszy, i 3 od ludzi).
Produkty PCR zostaty przestane do oczyszczenia i sekwencjonowania w Serwisie

Sekwencjonowania i Syntezy DNA Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk
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w Warszawie. Wyniki sekwencjonowania odbierano poprzez pocztg elektroniczng, po czym

opracowywano je za pomocg programu komputerowego Lasergene DNA Star.
Wykorzystujac ten sam program, analizowano sekwencje izolatow wlasnych

Encephalitozoon cuniculi i poréwnywano je z sekwencjami Encephalitozoon spp.

dostepnymi w bazie danych PubMed.

3.4. Wykrywanie przeciwcial swoistych dla Encephalitozoon cuniculi
metoda ELISA

Krew do badan serologicznych pobierano do probdéwek z przyspieszaczem
wykrzepiania od 38 zwierzat (3 chomiki, 2 myszy, 3 szczury i 30 kawii domowych),
u ktorych badaniem molekularnym wykryto obecno$¢ DNA E. cuniculi oraz od wszystkich
osob gr 1 1 2 zakwalifikowanych do badania. Krew odwirowywano, a uzyskang surowice
mrozono (-70°C) do dalszych analiz. Badanie serologiczne w kierunku wykazania
przeciwcial dla E. cuniculi przeprowadzono przy uzyciu komercyjnych testow firmy
Medicago.

Probki surowic rozcienczono w stosunku 1:40 za pomocg PBS-T i nanoszono na
ptytki pokryte antygenem (kontrole¢ pozytywna i1 negatywna rozcienczono PBS-T
w stosunku 1:100.

Przed uzyciem plytke ptukano trzy razy. Nastepnie do dotkow odmierzono po 100 pl
rozcienczonej kontroli ujemnej, 100 pl rozcienczonej kontroli pozytywnej, oraz po 100 pl
rozcienczonych, badanych probek. Uktad inkubowano przez 60 minut w temperaturze
pokojowej (20-25°C).

Nastepnie dotki ptytki oprozniano i1 przemywano trzykrotnie 350 ul PBS — Tween.
Do kazdego dotka dodawano 100 pl rozcienczonego przeciwciala drugorzedowego
skoniugowanego z HR, po czym cato$¢ inkubowano przez 30 min w temperaturze pokojowej
20-25°C. Po kolejnym, trzykrotnym ptukaniu ptytki roztworem PBS-Tween, do kazdej
studzienki dodano 100 pl ptynnego substratu TMB 1 calo§¢ inkubowano przez 15 min,
w temp. pokojowej. 20-25°C. Nastepnie do kazdego dotka dodano 50 pl roztworu
zatrzymujacego. Absorbancj¢ probek odczytywano przy dlugosci fali 450 mm. Prog odcigcia
(cut off) wynosit 2,1.
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3.5. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki badan poddawano analizie przy uzyciu dokladnego testu Fishera
pozwalajacej oceni¢ czy istnieje statystycznie istotna roznica mig¢dzy proporcjami w
poszczegblnych grupach zwierzat a wszystkimi zwierzetami uwzglednionymi w badaniach.
W analizie pordwnano wystepowanie dodatniego wyniku PCR potwierdzajacego zakazenie
E. cuniculi w zalezno$ci od gatunku zwierzat uzytych w badaniu. Za statystycznie istotne
przyjmowano wartosci przy prawdopodobienstwie p < 0,05. Korelacje pomiedzy dodatnim
wynikiem PCR a wystgpowaniem objawow klinicznych obliczono metoda Spearmana.

W ocenie prewalencji zakazen E. cuniculi u ludzi, analiza statystyczna przeprowadzona
przy uzyciu dokfadnego testu Fishera oraz metody Spearmana, umozliwila okreslenie
zalezno$ci pomigdzy wystepowaniem kontaktu statego (wlasciciele zwierzat, n=5) lub
okazjonalnego (lekarze weterynarii bioracy jedynie udzial w badaniu klinicznym zwierzat,
n=23) ludzi ze zwierzgtami lub brakiem takiego kontaktu (n=20) a dodatnim wynikiem PCR

potwierdzajacym zakazenie E. cuniculi u ludzi.
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4. Omowienie wynikow badan i dyskusja
4.1. Wyniki

4.1.1. Prewalencja zakazen E. cuniculi u zwierzat vs objawy kliniczne
Materiat kliniczny byt zbierany przez okres 2 lat. Sposrod 157 przebadanych gryzoni

u 89 (57%) osobnikéw uzyskano wynik dodatni PCR potwierdzajacy zakazenie
Encephalitozoon cuniculi. Wsrod nich najwiekszy odsetek dodatnich wynikéw odnotowano

u kawii domowych 73%. (Tabela 5)

Wynik reakcji PCR Liczba zwierzat Odsetek zwierzat (%)
dodatnie 89 57%
ujemne 68 43%
catkowita liczba badanych zwierzat 157

Tabela 5. Wyniki badania PCR u badanych zwierzat w kierunku Encephalitozoon cuniculi

Wsrdd szynszyli (9%), chomikéw (36%), szczurdw (25%) 1 koszatniczek (50%)
dominowaty osobniki z uyjemnym wynikiem badania PCR (Wykres 3).

Wykres 3. Rozktad
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Lp.  Gatunek PCR  Sekwencje
1 Kawia domowa S nb
2 Kawia domowa + nb
3 Kawia domowa S nb
4 Kawia domowa + nb
6 Kawia domowa + nb
7 Kawia domowa + nb
8 Kawia domowa + +
9 Kawia domowa + nb
10 Kawia domowa S nb
11 Kawia domowa + nb
12 Kawia domowa S nb
13 Kawia domowa + nb
14 Kawia domowa + nb
15 Kawia domowa + nb
16 Kawia domowa + +
17 Kawia domowa + nb
18 Kawia domowa S nb
19 Kawia domowa + nb
20 Kawia domowa S nb
21 Kawia domowa + nb
22 Kawia domowa + nb
23 Kawia domowa + nb
24 Kawia domowa + nb
25 Kawia domowa + nb
26 Kawia domowa i nb
27 Kawia domowa + nb
28 Kawia domowa i nb
29 Kawia domowa + nb
30 Kawia domowa + nb
31 Kawia domowa + nb
32 Kawia domowa + nb
33 Kawia domowa + nb
34 Kawia domowa i nb
35 Kawia domowa + nb
36 Kawia domowa + nb
37 Kawia domowa + nb
38 Kawia domowa + nb
41 Kawia domowa + nb
43 Kawia domowa + nb
47 Kawia domowa + +
48 Kawia domowa + nb
50 Kawia domowa + nb
51 Kawia domowa + +
52 Kawia domowa + nb
53 Kawia domowa + nb
54 Kawia domowa + +
55 Kawia domowa + +

59 Kawia domowa + nb
62 Koszatniczka + +
63 Koszatniczka + +
64 Kawia domowa ol nb
65 Szczur + +
69 Kawia domowa + nb
70 Kawia domowa + nb
71 Kawia domowa + nb
72 Szynszyla + nb
73 Kawia domowa + +
74 Kawia domowa + +
84 Kawia domowa i i
85 Kawia domowa + +
86 Kawia domowa + nb
87 Kawia domowa + nb
89 Kawia domowa + +
90 Kawia domowa + nb
91 Kawia domowa + +
92 Chomik + nb
94 Kawia domowa i i
98 Chomik + nb
99 Mysz + +
100 | Mysz + +
101 | Szczur + +
107 | Szczur + nb
117 | Kawia domowa + +
120 | Kawia domowa + nb
125 | Kawia domowa i nb
126 | Kawia domowa + nb
129 | Szczur + -
130 | Kawia domowa + -
134 | Kawia domowa + nb
136 | Chomik + +
139 | Kawia domowa + +
141 | Kawia domowa + +
145 | Szczur 4 nb
146 | Szczur + nb
149 | Szczur + +
150 | Kawia domowa + -
152 | Chomik + +
153 | Kawia domowa + +
156 | Kawia domowa + nb

Tabela 6. Zestawienie zwierzat z dodatnim
wynikiem PCR w kierunku E. cuniculi. ,+”-
probki dodatnie ,,—,, probki ujemne ,nb” —
probki niebadane.
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4.1.1.1. Kawia domowa

Sposrod 100 przebadanych kawii domowych u 73% uzyskano wynik dodatni PCR
potwierdzajacy zakazenie E. cuniculi. Do sekwencjonowania przekazano 19 losowo wybranych
produktéw amplifikacji, sposrod ktorych w przypadku 17 otrzymano czytelne sekwencje

fragmentu genu ITS (Tabele 6 1 7).

Kawie domowe

Wynik reakcji PCR Liczba zwierzat Odsetek zwierzat (%)
dodatnie 73 73%
ujemne 27 27%
catkowita liczba badanych zwierzat 100

Tabela 7. Wyniki badania PCR dla E. cuniculi u kawii domowych.

U zwierzat z dodatnim wynikiem PCR najczesciej obserwowano zaburzenia ze strony
uktadu moczowego (19 przypadkow) takie jak: przewlekta niewydolnos¢ nerek, ktérej czesto
towarzyszyla obecno$¢ osadu w pecherzu moczowym i/lub kamica moczowa. Réwnie czgsto
przewlektej niewydolno$ci nerek towarzyszyto nawracajace przewlekte zapalenie pecherza
moczowego.

Zaburzenia ze strony ukltadu nerwowego obserwowano u 12 osobnikow, u ktérych
badaniem PCR potwierdzono infekcje. Obejmowaty one: porazenia czterokonczynowe,
niezbornos$¢ ruchowa, oczoplas, krecz szyi, a pojedynczych przypadkach otepienie.

U 9 zwierzat pozytywnych w badaniu PCR wystapity objawy okulistyczne takie jak:
zmetnienie rogéwki, za¢ma 1 kostnienie heterotropowe. U 2 mtodych zwierzat okoto 4
tygodniowych notowano matoocze. W tym przypadku wynik pozytywny PCR uzyskano takze
dla ich matki.

Innymi stwierdzanymi nieprawidtowo$ciami u kawii dodatnich w badaniu PCR byta
nadczynnos$¢ i niedoczynnos$¢ tarczycy.

U zwierzat wykazujacych zaburzenia ze strony przewodu pokarmowego DNA
mikrosporydiéw wykryto w organizmie 3 kawii z objawami biegunek oraz u 1 pacjenta z
zapaleniem watroby.

Ponadto dodatnie wyniki PCR w kierunku E. cuniculi notowano u 3 zwierzat z
objawami zapalenia gornych drég oddechowych, u dwoch samic ze stwierdzong

torbielowato$cig jajnikdw oraz dwoch kawii z zapaleniem ucha zewnetrznego.
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Dodatni wynik PCR dla E. cuniculi uzyskano réwniez u 24 sposroéd 35 zdrowych

osobnikow niewykazujacych zadnych objawow klinicznych (Tabela 8).

KAWIA DOMOWA
Uklady Wyniki dodatnie ‘ Wyniki ujemne | Ogotem
Uklad nerwowy
Tetraplegia 3 0 3
Niezbornos$¢ ruchowa 1 2 3
Oczoplas 1 0 1
Torticolis 4 2 6
Otepienie 0 1 1
Drgawki 3 1 4
SUMA 12 6 18
Uklad moczowy
Kamica moczowa 4 1 5
Nadmiar osadu w pecherzu 3 3
moczowym
Przewlekle zapalenie pecherza 2 2
Przewlekta niewydolnos$¢ nerek 10 12
SUMA 19 3 22
Oczy
Zmegtnienie rogowki 4 0 4
Za¢ma 0 2 2
Kostnienie hetrotropowe 3 1 4
Matoocze 2 0 2
SUMA 9 3 12
Tarczyca
Nadczynnos¢ 3 1 4
Niedoczynnos¢ 1 1 2
SUMA 3 2 6
Uklad pokarmowy
Biegunka 1 0
Zapalenie watroby 1 0
SUMA 2 0 2
Inne
Guz $ledziony 0 1 1
Zaburzenia stomatologiczne 0 1 1
Zapalenie GDO 2 0 2
Torbiele jajnikowe 1 0 1
SUMA 3 2 5
Zdrowe 24 11 35

Tabela 8. Wyniki badania PCR zestawione z obserwowanymi objawami klinicznymi u kawii domowych

objetych obserwacjami wlasnymi.
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4.1.1.2. Szczury
Sposrod przebadanych 28 zwierzat u 25% uzyskano wynik dodatni PCR w kierunku

E. cuniculi. Czytelne sekwencje analizowanego fragmentu genu ITS uzyskano dla 3 sposrod 4

produktéw PCR poddawanych sekwencjonowaniu (Tabela 9).

Szczury
Wynik reakcji PCR Liczba zwierzat Odsetek zwierzat w (%)
dodatnie 7 25%
ujemne 21 75%
catkowita liczba badanych zwierzat 28

Tabela 9. Wyniki badania PCR dla E. cuniculi u szczurow.

W przypadku zwierzat zdradzajacych objawy kliniczne dodatnie wyniki PCR dla
E. cuniculi uzyskano u 2 szczuréow ze zdiagnozowanym guzem przysadki i 2 szczurdéw ze
zmianami nowotworowymi (guz jadra i rozsiany proces nowotworowy w jamie brzusznej),
jednego z mykoplazmowym zapaleniem ptluc oraz jednego ze zwyrodnieniem kr¢gostupa.

Wisrdd przebadanych 3 zdrowych szczuréow jeden byl nosicielem E. cuniculi (Tabela 10).

SZCZURY
Uklady | Wyniki dodatnie | Wyniki ujemne | Ogélem
Uklad nerwowy
Guz przysadki ‘ 2 ‘ 5 ‘ 7
Uklad moczowy
Kamica moczowa ‘ 0 ‘ 1 | 1
Inne
Guz pluca 0 3 3
Mykoplazmoza pluc 1 1 2
Zwyrodnienie 1 3 4
kregostupa
Nowotwory 2 6 8
SUMA 4 13 17
Zdrowe 1 2 3

Tabela 10. Wyniki badania PCR zestawione z obserwowanymi objawami klinicznymi u szczurow.
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4.1.1.3. Chomiki

Sposrod 11 chomikow objetych obserwacjami u 36% uzyskano dodatnie wyniki PCR

w kierunku E. cuniculi. Dla dwoch losowych probek amplikonéw przekazanych do

sekwencjonowania otrzymano czytelne sekwencje fragmentu genu ITS (Tabela 11).

Chomiki

Wynik reakcji PCR

dodatnie

ujemne

catkowita liczba bada zwierzat

Liczba zwierzat

4

11

Tabela 11. Wyniki badania PCR dla E. cuniculi u chomikow.

Dodatnie w PCR zwierzgta (n=4) wykazywaly takie zaburzenia jak: ropomacicze
(1 osobnik), zwyrodnienie krggostupa (1 osobnik), przewlekta niewydolnos$¢ nerek

(1 osobnik), zmiana nowotworowa w obrgbie topatki (1 osobnik) (Tabela 12).

Odsetek zwierzat (%)

36%

64%

CHOMIK
Uklady Wyniki dodatnie | Wyniki ujemne | Ogolem
Uklad nerwowy
Objawy przedsionkowe | 0 1 1
Uklad moczowy
Kamica moczowa 0 1 1
Przewlekta 1 0 1
niewydolno$¢ nerek
SUMA 1 1 2
Inne
uktad ruchu 1 1 2
zmiany nowotworowe 1 2 3
Ropomacicze 1 1 2
Zapalenie ucha 0 1 1
SUMA 3 5 8

Tabela 12. Wyniki badania PCR zestawione z obserwowanymi objawami klinicznymi u chomikow.
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4.1.1.4. Szynszyle

Dodatni wynik PCR dla E. cuniculi vzyskano w przypadku jednego sposrod 11
badanych w tym kierunku szynszyli. U pacjenta obserwowano silne napady padaczkowe ktore

doprowadzity do jego zgonu (Tabele 13 1 14).

Szynszyle
Wynik reakcji PCR Liczba zwierzat Odsetek zwierzat (5)
dodatnie 1 9%
ujemne 10 91%
catkowita liczba badanych zwierzat 11

Tabela 13. Wyniki badania PCR dla E. cuniculi u szynszyli.

SZYNSZYLE

Uklady Wyniki dodatnie | Wyniki ujemne | Ogoélem

Uklad nerwowy
Drgawki 1 1 2

Uklad moczowy
Ostra niewydolnos¢ 0 1 1
nerek

Inne

Ropomacicze 0 1 1
Choroba stomatologiczna | 0 1 1
SUMA 0 2 2
Zdrowe 0 6 6

Tabela 14. Wyniki badania PCR zestawione z obserwowanymi objawami klinicznymi u szynszyli.

4.1.1.5. Koszatniczki
U dwoch sposrod 4 przebadanych koszatniczek badaniem molekularnym wykazano

obecnos¢ w ich organizmie DNA E. cuniculi. U Zadnego z tych zwierzat nie obserwowano
objawow chorobowych Czytelne sekwencje uzyskano dla obu produktow PCR (Tabele 151 16).

Koszatniczki

Wynik reakcji PCR Liczba zwierzat Odsetek zwierzat w (%)
dodatnie 2 50%
ujemne 2 50%
catkowita liczba badanych zwierzat 4
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Tabela 15. Wyniki badania PCR dla E. cuniculi u koszatniczek.

KOSZATNICZKA
Uklady Wyniki dodatnie | Wyniki ujemne | Ogoltem
Choroba stomatologiczna | 0 1 1
Zdrowe 2 1 3

Tabela 16. Wyniki badania PCR zestawione z obserwowanymi objawami klinicznymi u koszatniczki.

4.1.1.6. Myszy

U 2 z 3 objetych obserwacjami myszy uzyskano dodatni wynik PCR dla E. cuniculi - u
jednej myszy obserwowano biegunke u drugiej zmiane guzowata w okolicy pachy. W obu

przypadkach uzyskano czytelne sekwencje amplikonéw (Tabele 17 1 18).

Myszy
Wynik reakcji PCR Liczba zwierzat Odsetek zwierzat (%)
dodatnie 2 67%
ujemne 1 33%
catkowita liczba badanych zwierzat 3

Tabela 17. Wyniki badania PCR dla E. cuniculi u myszy.

MYSZ
Uklady Wyniki dodatnie | Wyniki ujemne | Ilos¢ odnotowanych
objawow
Biegunka 1 0 1
Nowotwory 1 1 2

Tabela 18. Wyniki badania PCR zestawione z obserwowanymi objawami klinicznymi u myszy.

4.1.2. Prewalencja zakazen E. cuniculi u ludzi.

Badaniami objeto 28 osob (grupa 1), ktorzy zawodowo lub prywatnie mieli kontakt
z gryzoniami oraz 20 os6b nie majacych takiego kontaktu, formujacych grupe kontrolng nr 2

W grupie 1 u 3 oséb uzyskano dodatni wynik PCR dla E. cuniculi W przypadku
wszystkich trzech amplikondéw uzyskano czytelne sekwencje analizowanego fragmentu genu
ITS (2, 5, 28). Wszystkie osoby pozytywne dla E. cuniculi mialty w przesztosci kontakt ze

zwierzetami chorymi na encefalitozoonozg. (Tabela 19).

40



Lp Czestos¢ Czestos¢
kontaktu z kontaktu z Uklad Uklad
nosicielami E.C choryminaE.C  moczowy Uklad nerwowy oddechowy el
zwierzetami zwierzetami
1 CZESTO CZESTO N N N N
BARDZO UMIARKOWA
2 CZESTO NIE N N N N
BARDZO BARDZO
3 CZESTO CZESTO N N N N
BARDZO BARDZO Sezonowe
4 CZESTO CZESTO N N przezigbienia N
Czeste
BARDZO BARDZO zapalenia
5 CZESTO CZESTO N N oskrzeli N
UMIARKOWA | UMIARKOWA
6 NIE NIE N N N N
UMIARKOWA | UMIARKOWA
7 NIE NIE N N N N
BARDZO BARDZO
8 CZESTO CZESTO N N N N
BARDZO UMIARKOWA
9 CZESTO NIE N N N N
BARDZO
10 CZESTO CZESTO N N N N
UMIARKOWA
11 NIE NIE N N N N
BARDZO BARDZO
12 CZESTO CZESTO N N N
BARDZO BARDZO
13 CZESTO CZESTO N N N N
BARDZO BARDZO
14 CZESTO CZESTO N N N N
BARDZO BARDZO Zap. drog
15 CZESTO CZESTO moczowych N N N
BARDZO
16 CZESTO CZESTO N N N N
Bole glowy,
meczliwosé, bole Czgste
UMIARKOWA | UMIARKOWA | Zap. drog miesni i zapalenia
17 NIE NIE moczowych dretwienie oskrzeli N
BARDZO BARDZO Astma
18 CZESTO CZESTO N N oskrzelowa N
BARDZO
19 CZESTO CZESTO N N N N
UMIARKOWA | UMIARKOWA
20 NIE NIE N N N N
BARDZO
21 CZESTO CZESTO N N N N
BARDZO
22 CZESTO CZESTO N N N N
BARDZO UMIARKOWA
23 CZESTO NIE N Migreny N N
BARDZO UMIARKOWA
24 CZESTO NIE N N N N
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BARDZO Inf. Uktadu Zmiany

25 CZESTO CZESTO moczowego N N w oku
BARDZO

26 CZESTO CZESTO N N N N
BARDZO BARDZO

27 CZESTO CZESTO N N N N
BARDZO BARDZO

28 CZESTO CZESTO N N N N

Tabela 19. Wyniki ankiety przeprowadzonej wsrod osob zakwalifikowanych do badan wiasnych.

Jedna z 0s6b grupy 1, u ktorej wynik badania molekularnego w kierunku E. cuniculi byt

dodatni zglaszata czeste zapalenie oskrzeli, u pozostatych nie stwierdzono problemow

zdrowotnych. (Tabela 20). Wyniki badan biochemicznych i hematologicznych nie wykazywaty

u zadnej z os6b wykorzystanych w badaniach wlasnych (zardwno z grupy 1, jak i 2) odstepstw

od normy fizjologicznej (Tabele 21, 22, 23, 24).

Lp. PCR SEKWENCJONOWANIE
1 - nb
2 + +
3 - nb
4 - nb
5 + +
6 - nb
7 - nb
8 - nb
9 - nb
10 - nb
11 - nb
12 - nb
13 - nb
14 - nb

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

nb
nb

nb
nb
nb
nb
nb

nb
nb
nb
nb

Tabela 20. Zestawienie wynikoéw badania molekularnego w grupie badanych ludzi. ,,+”- probki

dodatnie ,,—,, probki ujemne ,,nb” — probki niebadane.
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NR 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
URIC mg/dL | 3,91 5,06 6,03 | 4,17 3,28 6,4 6,15 3,72 3,64 4,54 7,91 4,33 5,73 4,21
UREA mg/dL | 19,8 23,2 35,2 | 19,0 24,1 24,7 16,9 24,7 25,5 18,3 25,2 29,5 27,5 24,7
TRIGLY | mg/dL | 85,1 75,6 58,8 | 104,3 | 44,9 71,9 164,7 | 70,6 102,2 | 53,4 150,9 | 41,9 69,6 116,4
PROTEI | g/L 72,5 81,5 72,5 | 73,6 65,0 69,3 74,4 68,2 71,5 77,0 69,7 59,7 67,2 69,2
PHOSPH | mg/dL | 3,65 4,06 3,95 | 3,70 3,99 2,73 3,20 3,32 3,87 3,15 2,90 3,81 2,81 3,91
MAGNE | mg/dL | 2,05 2,08 2,18 | 2,16 2,04 2,22 1,91 1,66 1,88 1,98 2,56 2,03 2,26 1,83
IRON ug/dL | 117,9 | 107,4 | 65,8 | 1752 | 85,8 89,3 49,9 52,1 94,9 151,3 | 62,5 67,9 45,4 115,8
GLUCO | mg/dL | 78 88 92 100 94 95 90 77 85 &4 80 140 87 75
g—GT U/L 9 23 10 12 10 22 34 16 10 16 42 7 9 13
CRP-hs | mg/dL | 2,8 1,6 0,4 0,4 1 0,5 0,7 4,8 0,3 0,4 0,5 0,7 0,7 0,9
CREATI | mg/dL | 0,63 0,66 0,71 | 0,70 0,66 0,65 0,35 0,46 0,57 0,61 1,00 0,70 0,70 0,70
CHOLE | mg/dL | 187,0 | 137,1 168, | 193,2 | 1774 |236,0 | 199,1 | 159,4 |249,3 | 133,8 |228,9 | 171,2 | 1673 | 207,7
CHOL mg/dL | 72,0 62,3 53,9 | 56,8 64,2 94,6 99,3 59,9 102,6 | 29,5 116,4 | 59,8 66,5 70,0
CHOL mg/dL | 102,0 | 47,4 80,1 | 103,9 | 85,0 94,5 56,5 77,1 86,4 90,5 58,0 86,8 60,3 104,9
CALCIU | mg/dL | 13,49 | 1429 | 134 | 13,79 | 13,35 | 13,83 13,51 | 13,4 13,94 | 14,13 | 13,73 | 13,59 | 13,77 | 13,41
BILIRU | mg/dL | 0,65 0,63 0,58 | 0,92 0,72 0,51 0,22 0,31 0,40 0,80 0,30 0,40 0,42 0,58
AST U/L 15 16 18 17 13 18 25 19 18 21 19 13 17 14
ALT U/L 15 16 18 20 15 20 38 15 14 19 24 21 14 17
ALP- U/L 63 76 61 58 50 67 123 75 61 50 88 43 50 62
ALBUMI | g/L 46,1 57,1 48,8 | 51,7 45,4 50,0 48,0 42,8 50,1 55,0 49,1 42,0 45,6 47,8
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NR 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
URIC mg/dL | 3,89 | 5,85 8,14 4,24 4,92 4,43 5,67 6,03 5,12 4,23 5,42 6,48 5,02 6,46
UREA mg/dL | 21,2 | 30,1 27,5 26,4 22,2 35,6 33,8 36,6 26,9 27,5 23,8 24,8 25,8 32,3
TRIGLY | mg/dL | 76,3 | 85,7 127 42,7 71,1 64,9 132,3 | 171,2 | 1024 | 115,1 | 54,5 101,9 | 70,2 54,6
PROTEI | g/L 67,9 | 73,0 71,9 68,9 72,3 68,0 72,9 75,1 68,0 58,6 63,5 79,1 73,4 72,0
PHOSPH | mg/dL | 3,86 | 4,24 3,14 3,72 3,03 4,30 4,95 3,48 4,32 3,07 3,71 2,77 3,63 4,41
MAGNE | mg/dL | 2,10 | 2,22 2,07 2,26 2,20 2,27 2,44 | 2,34 2,33 2,30 2,37 2,58 2,78 2,53
IRON ug/dL | 208,1 | 146,0 | 96,1 173,0 | 60,1 57,2 134,2 | 100,1 133,2 | 69,0 48,5 131,2 | 111,0 | 20,5
GLUCO | mg/dL | 74 85 124 88 74 91 67 &3 76 71 91 95 75 99
g—GT U/L 16 20 67 17 10 8 16 47 11 11 28 10 12 10
CRP-hs | mg/dL | 1,7 0,5 2,9 0,7 brak 0,3 2,3 1,3 0,3 2 0,2 0,5 0,4 1,1
CREATI | mg/dL | 0,59 | 0,51 0,98 0,72 0,74 0,63 0,76 1,11 0,74 0,64 0,74 0,78 0,76 0,88
CHOLE | mg/dL | 214,5 | 151,7 | 263,4 | 1659 | 160,7 | 192,77 | 232,6 | 250,8 | 198,2 | 218,8 | 160,7 | 199,2 | 210,0 | 231,
CHOL mg/dL | 84,8 | 53,6 119,8 | 51,2 41,3 81,9 88,6 114,5 | 57,8 69,3 44,8 80,2 78,6 83,2
CHOL mg/dL | 93,7 | 86,4 98,4 95,1 98,9 75,7 93,6 | 58,8 94,2 90,5 91,5 77,0 76,5 93,2
CALCIU | mg/dL | 13,47 | 14,58 | 14,19 | 13,78 | 13,35 | 13,42 14,64 | 14,4 13,9 12,97 | 13,88 | 14,91 14,2 14,5
BILIRU | mg/dL | 0,86 | 0,56 0,53 0,75 0,18 0,32 0,45 0,46 0,23 0,15 0,51 0,97 0,52 0,25
AST U/L 15 15 24 16 11 13 15 19 16 13 13 19 11 15
ALT U/L 15 20 29 12 13 9 15 23 11 14 13 14 12 14
ALP- U/L 79 68 67 63 62 55 46 55 77 44 42 74 49 75
ALBUMI | g/L 453 | 49,6 50,2 47,5 41,5 44,9 46,6 | 48,7 46,5 39,5 45,3 55,9 49,6 473

Tabela 21. Wyniki badan biochemicznych krwi ludzi z grupy 1 objetych badaniami wlasnymi.
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NR 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

BASO % | % 0,4 1,2 0,9 0,8 1,4 0,7 0,5 0,7 0,8 0,8 0,7 0,5 0,3 0,5

BASO 1073/ul | 0,4 0,05 | 0,05 | 0,04 0,11 0,06 | 0,02 | 0,07 0,07 | 0,05 | 0,04 | 0,05 0,02 0,03
EO % % 3,6 4,1 1,2 4,3 2,5 0,6 0,7 1,2 1,4 6,7 10,6 | 0,8 1,3 1,4

EO 1073/uL | 0,27 0,17 |0,07 | 0,22 0,19 0,05 |0,03 |0,12 0,13 | 0,42 | 0,65 | 0,08 0,09 0,09
MONO % 6,6 83 6 4,3 7,3 7,9 10 5,9 7,5 7,1 9,1 7,8 9,2 7,3

MONO 107"3/uL | 0,5 0,34 | 0,34 | 047 0,56 0,67 | 0,44 | 0,61 0,69 | 0,45 | 0,56 | 0,78 0,62 0,46
LYPH % | % 32,1 46,3 | 22,8 | 34 36,1 30,7 | 28,9 | 23,5 19,5 1209 | 24,1 | 223 40,9 37,6
LYPH 10"3/ul | 2,42 1,9 1,3 1,75 2,76 2,62 | 1,27 | 2,43 1,8 1,32 | 1,48 | 2,23 2,77 2,36
NELT % | % 5713 401 69 1 518 52.7 601 599 | 6R7 708 645 | 555 | 6R6 4R 3 532
NEUT 10"3/ul | 4,33 1,64 | 3,94 | 2,66 4,03 513 |2,63 | 7,09 6,52 | 4,07 | 3,42 | 6,86 3,27 3,33
PLT 1073/ul | 293 201 252 | 286 197 210 178 | 394 259 156 185 324 277 183
MCV fL 83,6 86,3 | 87 89,3 86,9 90,6 | 87 83,4 87,8 | 852 | 86,1 | 85,4 87,1 91,4
HCT % 39,3 36,4 | 46,1 | 46 43,7 39,5 | 40,8 | 44,8 42,5 1393 | 389 | 39,7 39,8 43,7
HGB g/dL 12,9 12,0 | 15,8 | 15,9 14,5 134 | 14,5 | 15,6 143 | 13,5 | 13,2 | 134 13,3 14,9
RBC 1076/uL | 4,7 422 |53 5,15 5,03 4,36 | 4,69 | 5,37 4,84 | 4,61 |4,52 | 4,65 4,57 4,78
WBC 1073/l | 7,55 4,10 | 5,70 | 5,55 7,65 8,53 14,39 |10,32 |9,21 |631 | 6,15 | 10,00 | 6,77 6,27
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Nr 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
BASO % | % 0,5 1,1 1,3 0,7 0,8 1,2 0,9 1,1 0,8 0,01 | 0,7 1,3 0,5 1,7
BASO 1073/ulL 0,04 0,09 0,07 | 0,04 |0,04 |0,08 |003 |0,04 |003 |004 |005 |0,07 |0,03 |0,09
EO % % 1,2 7,7 3 3,7 4,3 4,3 3,6 5,6 1,5 1,1 1 2,7 2,5 8,6
EO 1073/uL 0,09 0,64 0,17 0,22 0,22 |03 0,12 | 0,21 | 0,06 |0,06 |0,07 |0,15 |0,15 | 0,45
MONO % 10,5 6,7 9,5 8,6 4,3 11,2 |74 9,9 8,6 6,5 82 82 7,2 10
MONO 1073/uL 0,77 0,56 0,53 0,51 0,47 10,78 (025 |037 |034 |0,36 | 056 | 045 |043 | 0,52
LYPH % | % 37,2 25,5 32 42,1 34 27,1 | 44 42,8 39,1 |41,4 |352 |34,8 | 36,1 | 43,7
LYPH 1073/uL 2,73 2,1 1,8 2,49 1,75 1,88 | 1,5 1,6 1,6 2,3 2,4 1,9 2,2 2,3
NEUT % | % 50,6 58,6 54 44,9 51,8 | 56,2 | 43,8 | 40,6 |50 50,1 | 54,6 | 52,8 |53,5 | 35,8
NEUT 10"3/uL 3,7 4,89 3,03 2,67 2,66 | 391 1,47 | 1,52 | 1,98 | 2,78 | 3,7 2,9 3,22 | 1,87
PLT 1073/uL 245 288 258 277 208 235 226 206 201 286 | 260 | 310 | 329 | 298
MCV fL 86,2 89,2 90,4 |93 86,3 | 87,6 |96,6 |92,1 |93,8 |893 |93 87,7 1953 | 93
HCT % 37,6 39,5 48,1 38,8 36,6 | 472 |365 |374 |42,6 |46 419 | 35,7 | 38,1 | 39,9
HGB g/dL 12,8 12,8 15,9 12,9 12,1 16,2 | 12,0 | 12,3 | 13,3 | 159 | 14,0 | 11,1 | 12,8 | 12,8
RBC 1076/uL 4,36 4,43 532 14,19 424 |539 |3,78 | 4,06 |454 |515 | 4,46 | 4,07 |4 4,29
WBC 10"3/uL 7,33 8,34 5,60 5,93 519 1695 |336 |3,74 |396 |555 |6,79 |549 | 6,01 | 5,22

Tabela 22. Wyniki badan morfologicznych krwi u ludzi z grupy 1objetych badaniami wlasnymi.
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NR 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
URIC mg/dL 5,85 6,48 4,24 5,67 4,17 5,73 3,91 4,33 6,15 4,23
UREA mg/dL 30,1 24,8 26,4 33,8 19,0 27,5 19,8 29,5 16,9 27,5
TRIGLY | mg/dL 85,7 101,9 42,7 132,3 104,3 69,6 85,1 41,9 164,7 115,1
PROTEI | g/ 73,0 79,1 68,9 72,9 73,6 67,2 72,5 59,7 74,4 58,6
PHOSPH | mg/dL 4,24 2,77 3,72 4,95 3,70 2,81 3,65 3,81 3,20 3,07
MAGNE | mg/dL 2,22 2,58 2,26 2,44 2,16 2,26 2,05 2,03 1,91 2,30
IRON ug/dL 146,0 131,2 173,0 134,2 175,2 45,4 117,9 67,9 49,9 69,0
GLUCO | mg/dL 85 95 88 67 100 87 78 140 90 71
g-GT U/L 20 10 17 16 12 9 9 7 34 11
CRP-hs | mg/dL 0,5 0,5 0,7 2,3 0,4 0,7 2,8 0,7 0,7 2
CREATI | mg/dL 0,51 0,78 0,72 0,76 0,70 0,70 0,63 0,70 0,35 0,64
CHOLE | mg/dL 151,7 199,2 165,9 232,6 193,2 167,3 187,0 171,2 199,1 218,8
CHOL mg/dL 53,6 80,2 51,2 88,6 56,8 66,5 72,0 59,8 99,3 69,3
CHOL mg/dL 86,4 77,0 95,1 93,6 103,9 60,3 102,0 86,8 56,5 90,5
CALCIU | mg/dL 14,58 14,91 13,78 14,64 13,79 13,77 13,49 13,59 13,51 12,97
BILIRU | mg/dL 0,56 0,97 0,75 0,45 0,92 0,42 0,65 0,40 0,22 0,15
AST U/L 15 19 16 15 17 17 15 13 25 13
ALT U/L 20 14 12 15 20 14 15 21 38 14
ALP- U/L 68 74 63 46 58 50 63 43 123 44
ALBUMI | g/L 49,6 55,9 47,5 46,6 51,7 45,6 46,1 42,0 48,0 39,5
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11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
3,28 6,03 5,67 3,89 8,14 3,64 4,92 4,54 7,91 4,43
24,1 36,6 33,8 21,2 27,5 25,5 22,2 18,3 25,2 35,6
44,9 171,2 1323 76,3 127 102,2 71,1 53,4 150,9 64,9
65,0 75,1 72,9 67,9 71,9 71,5 72,3 77,0 69,7 68,0
3,99 3,48 4,95 3,86 3,14 3,87 3,03 3,15 2,90 4,30
2,04 2,34 2,44 2,10 2,07 1,88 2,20 1,98 2,56 2,27
85,8 100,1 134,2 208,1 96,1 94,9 60,1 151,3 62,5 57,2
94 83 67 74 124 85 74 &4 80 91
10 47 16 16 67 10 10 16 42 8

1 1,3 2,3 1,7 2,9 0,3 0.4 0,4 0,5 0,3
0,66 1,11 0,76 0,59 0,98 0,57 0,74 0,61 1,00 0,63
177,4 250,8 232,6 214,5 2634 249,3 160,7 133,8 2289 192,7
64,2 114,5 88,6 84,8 119,8 102,6 41,3 29,5 116,4 81,9
85,0 58,8 93,6 93,7 98,4 86,4 98,9 90,5 58,0 75,7
13,35 14,4 14,64 13,47 14,19 13,94 13,35 14,13 13,73 13,42
0,72 0,46 0,45 0,86 0,53 0,40 0,18 0,80 0,30 0,32
13 19 15 15 24 18 11 21 19 13
15 23 15 15 29 14 13 19 24 9

50 55 46 79 67 61 62 50 88 55
45,4 48,7 46,6 453 50,2 50,1 41,5 55,0 49,1 44,9

Tabela 23. Wyniki badan biochemicznych krwi ludzi z grupy 2 objetych badaniami wlasnymi.
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NR 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

BASO % | % 1,3 0,7 0,5 0,8 0,8 0,7 0,9 0,8 1,1 0,5

BASO 10~3/ull | 0,07 0,04 0,04 0,03 0,04 0,05 0,03 0,07 0,09 0,03
EO % % 3 3,7 1,2 1,5 4,3 1 3,6 1,4 7,7 1,4

EO 10~3/ul | 0,17 0,22 0,09 0,06 0,22 0,07 0,12 0,13 0,64 0,09
MONO % 9,5 8,6 10,5 8,6 4,3 8,2 7,4 7,5 6,7 7,3

MONO 10~3/ull | 0,53 0,51 0,77 0,34 0,47 0,56 0,25 0,69 0,56 0,46
LYPH % | % 32 42,1 37,2 39,1 34 35,2 44 19,5 25,5 37,6
LYPH 10~°3/ull | 1,8 2,49 2,73 1,6 1,75 2,4 1,5 1,8 2,1 2,36
NEUT % | % 54 44,9 50,6 50 51,8 54,6 43,8 70,8 58,6 53,2
NEUT 10~3/ull | 3,03 2,67 3,7 1,98 2,66 3,7 1,47 6,52 4,89 3,33
PLT 10"3/ull | 258 277 245 201 208 260 226 259 288 183
MCV fL. 90,4 93 86,2 93,8 86,3 93 96,6 87,8 89,2 91,4
HCT % 48,1 38,8 37,6 42,6 36,6 41,9 36,5 42,5 39,5 43,7
HGB g/dL 15,9 12,9 12,8 13,3 12,1 14,0 12,0 14,3 12,8 14,9
RBC 1076/ul. | 5,32 4,19 4,36 4,54 4,24 4,46 3,78 4,84 4,43 4,78
WBC 10~3/ull | 5,60 5,93 7,33 3,96 5,19 6,79 3,36 9,21 8,34 6,27
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Tabela 24. Wyniki badan morfologicznych krwi u ludzi z grupy 2 objetych badaniami wtasnymi.
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4.1.3. Wyniki badan molekularnych

Technikg Real-Time HRM PCR z zastosowaniem barwnika SYBR Green I, DNA
E. cuniculi wykryto w probkach krwi uzyskanych od 89 gryzoni i 3 0os6b. Wartosci Ct wahaty
si¢ w granicach 28-38 (Ryc. 3). Analiza krzywej topnienia amplikonéw wykazata, iz
temperatura topnienia (Tm) uzyskanych produktéw miesci si¢ w przedziale od 78,5°C do

80,5°C (Ryc. 4).
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Ryec. 3. Krzywa amplifikacji uzyskana Real- Time Sybr Green PCR, (warto§¢ Ct.w granicach 34-35).
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Ryc. 4. Krzywa topnienia amplikonéw E. cuniculi uzyskana w HRM Sybr-Green Real- Time PCR.
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Obecnos$¢ wszystkich produktow reakcji Real-Time PCR zostala dodatkowo
potwierdzona metodg elektroforezy w zelu agarozowym. Wielko$¢ produktow odnoszonych

do wzorca masowego szacowano na okoto 300 pz (Ryc 5).

Ryc.5 Elektroforeza produktow PCR fragmentu genu ITS E. cuniculi (wielkosci produktu 300 par
zasad) Sciezki: M-marker masowy Gibco BRL DNA Ladder 100bp.; 1-kontrola pozytywna; 2-
kontrola negatywna; 3-8 produkty PCR uzyskane w badaniach wtasnych.

Przeprowadzono analize sekwencji 29 losowo wybranych probek dodatnich dla
E. cuniculi, vzyskanych od zwierzat (PL 8, PL 16, PL 47, PL 48, PL 50, PL 51, PL 54, PL
55, PL 62, PL 63, PL 65, PL 73, PL 74, PL 84, PL 85, PL 89, PL 91, PL 94, PL 99, PL 100,
PL 101, PL 117, PL 129, PL 130, PL 136, PL 139, PL 141, PL 145, PL 150, PL 152, PL 153)
oraz 3 pozytywnych probek pozyskanych od ludzi (PL 2 - cztowiek, PL 5 - cztowiek, PL 28
- cztowiek).

Poréwnanie uzyskanych sekwencji nukleotydowych izolatow uzyskanych w
badaniach wtasnych ze wzorcowymi sekwencjami E. cuniculi AJ005581.1, KJ941140.1 typ
1, MF062430, typ 2, KF736984.1 typ 3, HM045511 typ 4 z banku gendéw (GenBank) przy
pomocy programu DNA Star MegAligne pozwolito ustali¢ stopien ich podobienstwa w
przedziale 91,2-100,0%. (Ryc 6). Najwigksza odmienno$¢ wykazywala sekwencja
fragmentu genu ITS pozyskana od ludzi (probki PL 5 cztowiek, PL 28 cztowiek), ktorej
podobienstwo do sekwencji wzorcowych wynosito jedynie 91,2%.

Analiza filogenetyczna wykazata obecnos¢ dwoch grup, ktére okreslono numerami

1 1 2. Grupa 1 utworzona zostata przez sekwencje izolatow PL 8, PL 16, PL 47, PL 48, PL
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50, PL 51, PL 54, PL 55, PL 62, PL 63, PL 65, PL 73, PL 74, PL 84, PL 85, PL 89, PL 91,
PL 94, PL 99, PL 100, PL 101, PL 117, PL 129, PL 130, PL 136, PL 139, PL 141, PL 145,
PL 150, PL 152, PL 28 — czlowiek, natomiast grupa 2 przez 3 sekwencje: PL 2 — cztowiek,
PL 5 — cztowiek, PL153 nie wykazujgce istotnego podobienstwa z  pozostatymi
sekwencjami uzyskanymi w badaniach wlasnych, jak i z wzorcowymi sekwencjami
E. cuniculi dostgpnymi w banku genéw GeneBank.

Szczegbdtowa analiza sekwencji tworzgcych grupe 1 pozwolita na wyrdznienie w jej
obregbie szeSciu podgrup monofiletycznych oznaczonych literami A-F. W podgrupie A:
znalazly si¢ sekwencje izolatéw PL89 i PL91 wykazujacych najwyzsze podobienstwo
z sekwencja izolatu E. cuniculi typu 4 HMO045511; podgrupe B utworzyta sekwencja szczepu
KF736984.1 typ 3; podgrupe C sekwencja szczepu MF062430 typ 2, podgrupe D sekwencja
izolatu PL136 wykazujaca podobnego stopnia homologie z sekwencjami szczepow
KJ941140.1 typ 1 i MF062430, typ 2. W podgrupie E znalazly si¢ sekwencje izolatow
wilasnych (PL 16, PL 73, PL 117) wykazujace najwyzsze podobienstwo ze szczepem
KJ941140 typ 1, natomiast w najliczniejszej podgrupie F umieszczono sekwencje izolatow
wlasnych PL 47, PL 100, PL 54, PL 65, PL 101, PL 51, PL 84, PL 139, PL 63, PL 85, PL
141, PL 74, PL 99, PL 145, PL 28-cztowiek, PL 94, PL 62, PL 8, PL 152 wykazujacych
najwyzsze podobienstwo z szczepem E. cuniculi AJO05581.1 typ 1. (Ryc 7)

Na Rycinie 8 przedstawiono podstawienia nukleotydowe w badanych sekwencjach

fragmentu genu ITS E. cuniculi amplikonéw pozyskanych w badaniach wtasnych.

53



Divergence

Percent Identity

9 10 | 11 |12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 26 A 26 | 27 28 | 29 30 | 31 | 32 | 33
1 100.0/100.0{100.0|/ 99.6 {100.0{100.0|100.0(100.0{100.0| 95.7 {95.7 [100.0|/99.6 | 97.7 |100.0/100.0|95.8 [100.0{100.0/100.0/98.5 |98.8 | 95.8 | 95.8 [100.0| 1
2 98.1 |98.1 |98.1 |97.7 1 98.1 |98.1 |98.1 [98.1 |98.1 |95.7 |95.7 |98.1 |97.7 |[954 1 98.1 |98.1 |92.4 |98.1 |98.1 |98.1 |96.5 [96.9 |95.4 |954 [98.1 | 2
3 98.1 |98.1 |98.1 |97.7 1981 |98.1 |98.1 [98.1 |98.1 |95.7 |95.7 |98.1 |97.7 |954 | 98.1 |98.1 |924 |98.1 |98.1 |98.1 |96.5 [96.9 |954 |954 [98.1 | 3
4 100.0/100.0{100.0| 99.6 {100.0{100.0|100.0|100.0|{100.0| 85.7 | 95.7 [100.0|/99.6 | 97.7 |100.0/100.0|95.8 |100.0/100.0/100.0/98.5 |98.8 |95.8 |95.8 |[100.0| 4
5 98.0 |98.0 |98.0 |97.7 [98.0 |98.0 |98.0 [98.0 |98.0 |95.7 |95.7 |98.0 |98.0 [95.7 | 98.0 |98.0 |93.8 |98.0 | 98.0 |98.0 |96.5 [96.9 |95.3 |953 [98.0 | §
6 98.1 |98.1 |98.1 |97.7 |98.1 |98.1 |98.1 |[98.1 |98.1 |96.5 [96.5 |98.1 |97.7 |95.8 |98.1 |98.1 |93.8 |98.1 |98.1 |98.1 |96.5 |96.9 |93.8 |93.8 |98.1 | €
7 100.0/100.0{100.0|/ 99.6 |{100.0{100.0(100.0(100.0{100.0| 95.7 | 95.7 [100.0|99.6 | 97.7 |100.0/100.0|95.8 |100.0/100.0/100.0/98.5 |98.8 |95.8 | 95.8 |100.0| 7
8 99.6 [99.6 |99.6 |99.2 |99.6 [99.6 |99.6 [99.6 |99.6 |95.3 (953 |99.6 |99.2 |97.3 |99.6 |99.6 /954 |99.6 | 99.6 [99.6 |98.1 [98.5 |[95.4 |954 [99.6 | 8
9 |00 |00 00|00 00|00 100.0(100.0{100.0| 85.7 | 95.7 [100.0|/99.6 | 97.7 |100.0/100.0|95.8 |100.0/100.0/100.0/98.5 |98.8 |95.8 | 95.8 |100.0| 9
10 | 00 | 00 | 0.0 | 0.0 | 0.0 | 0.0 100.0/100.0{100.0| 856.7 {95.7 100.0|/99.6 | 97.7 |100.0/100.0|95.8 |100.0/100.0/100.0/98.5 |98.8 |95.8 | 95.8 [100.0| 10
11 |00 | 00 | 00 |00 | 00 | 0.0 100.0(100.0{100.0| 95.7 {95.7 [100.0|99.6 | 97.7 |100.0/100.0|95.8 [100.0/100.0/100.0|/98.5 |98.8 | 95.8 | 95.8 [100.0| 11
12 |04 |04 |04 |04 |04 | 04 996 |99.6 (99.6 [95.3 |95.3 |99.6 [99.2 |[97.3 |99.6 |996 |954 |99.6 [99.6 |996 |98.1 |98.5 954 |954 |996 | 12
13 | 00 | 00 | 0.0 | 00 | 0.0 | 0.0 100.0/100.0{100.0| 95.7 | 95.7 [100.0|99.6 | 97.7 |100.0/100.0|95.8 [100.0/100.0/100.0/98.5 |98.8 |95.8 | 95.8 [100.0| 13
14 | 00 | 00 | 00 | 00 | 0.0 | 0.0 100.0{100.0|100.0|95.7 | 95.7 |100.0/ 99.6 | 97.7 |100.0/100.0|95.8 |100.0/100.0/100.0/98.5 |98.8 | 95.8 | 95.8 |100.0| 14
15 | 00 | 00 | 00 | 00 | 0.0 | 0.0 I;oo.o 100.0/95.7 | 95.7 [100.0/99.6 | 97.7 |100.0/100.0|/95.8 [100.0/100.0/100.0/98.5 |98.8 |95.8 | 95.8 [100.0| 15
16 | 00 | 00 | 00 |00 | 00 | 00 0.0 100.0/95.7 |95.7 |100.0/99.6 |97.7 |100.0/100.0/ 95.8 |100.0/100.0/100.0/98.5 {98.8 |95.8 | 95.8 |100.0| 16
17 | 00 | 00 | 0.0 | 00 | 0.0 | 0.0 0.0 95.7 |100.0/99.6 | 97.7 [100.0{100.0|95.8 {100.0/100.0/100.0/98.5 [98.8 | 95.8 | 95.8 [100.0| 17
18 |04 (04 |04 |04 |04 04 04 |04 | 04 100.0/95.7 |95.0 |934 | 957 957 |91.5 | 957 |95.7 | 957 |94.2 |94.6 |91.5 |91.5 |957 | 18
19 |04 |04 |04 |04 | 04 | 04 04 04 04 95.7 |95.0 [93.4 |95.7 |95.7 [91.5 |95.7 |95.7 |95.7 |94.2 |946 |91.5 |91.5 [95.7 | 19
20 |00 |00 |00 |00 0000 0.0 | 00 [ 00 | 04 99.6 100.0| 95.8 |100.0/100.0/100.0/98.5 |98.8 |95.8 | 95.8 |100.0| 20
21 |04 |04 |04 |04 04|04 04 |04 |04 |08 |08 99.6 (954 |99.6 996 |99.6 |98.1 |985 |954 |954 |996 | 21
22 |00 |12 00|00 00|00 00 |00 | 00 |04 |04 97.7 |93.1 |97.7 |97.7 |97.7 |96.2 |96.5 |93.1 |93.1 |97.7 | 22
23 |00 |00 |00 |00 00|00 00 |00 |00 |04 |04 100.0/95.8 |100.0/100.0{100.0/98.5 |98.8 |95.8 | 95.8 [100.0| 23
24 |00 |00 00|00 00|00 00 |00 |00 |04 04 00|04 00)00 W 95.8 [100.0/100.0/100.0/98.5 |98.8 |95.8 | 95.8 [100.0| 24
25 |04 |04 04|04 04|04 04 |04 |04 |08|08 04|08 04|04 04 I 95.8 |95.8 1958 |94.2 |946 |91.2 912 |958 | 25
26 |00 |00 00|00 00]O00 00 |00 |00 |04 04 00|04 00|00 00|04 I, 00.0{100.0/98.5 |98.8 |95.8 | 95.8 |100.0| 26
27 |00 | 00 |00 |00 00|00 00 |00 |00 |04 |04 00|0400|00 00|04/ 00 Idoo.o 98.5 [98.8 |95.8 |95.8 [100.0| 27
28 |00 |00 | 00|00 00|00 00 |00 |00 |04 |04 00|04 00|00 00|04 00])00 I 98.5 |98.8 |95.8 |95.8 [100.0| 28
29 |12 [12 |12 |12 ]12 |12 12 |12 (12 |16 (16 |12 |16 [12 |12 |12 |16 [12 |12 |12 I 98.1 [97.3 |97.3 {985 | 29
30 (08 |08 |08 |08 08|08 08 |08 |08 |12 |12 08|12 /08|08 08|12 08|08 08|16 954 |954 988 | 30
31 |20 |23 |24 |20 |20 20 20 |20 |20 |29 |29 20|24 21|20 20|24 20|20 20|08 |24 I\_oo.o 958 | 31
32 |20 |23 |24 |20 20|20 20|20 20|29 |29 |20 |24 |21 /20|20|24 |20 20 |20|08 |24 |00 I 958 | 32
33 |00 |00 |00/|00 00|00 00 |00 |00 04|04 |00 /04|00|00,00 04|00/|00 00{12|08]|20]|20 l 33
1 2 3 4 5 6 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30 | 31 7 32 | 33

AJ005581.1.
HMO045511.1 type 4.
KF736984.1 type 3.
KJ941140.1 type 1.
MF062430.1 type 2.
PL 47

PL8

PL 51

PL 54

PL16

PL 62

PL 63

PL 65

PL73

PL74

PL 84

PL 85

PL 89

PLO1

PL94
PL99

PL 100

PL 101

PL 117

PL 136

PL 139

PL 141

PL 145

PL 153

PL 152

PL 2- czlowiek
PL 5- czlowiek
PL 28- czlowiek

Ryc 6. Wzajemne podobienstwo (%) sekwencji nukletotydowych produktéw PCR uzyskanych w

badaniach wlasnych
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HMO045511.1 type 4.
KF736984.1 type 3.
""""""""""""" MF062430.1 type 2.
PL 136

KJ941140.1 type 1.
PL 16

PL73

PL 117

PL 47

PL 100
AJ005581.1.

PL 54

PL 65
PL 101
PL 51

—— PL 84
--------------------- PL 139

PL 63

—

——————PL 85
--------------------- PL 141

PL 74
PL 99

--------------------- PL 145
PL 28 - cztowiek
PL 94

PL 62
PL 8

PL 152
| PL 2 - cztowiek
'PL 5 - cztowiek
PL 153

1.0

0
Nucleotide Substitutions (x100)

Ryc 7. Drzewo filogenetyczne przedstawiajgce podobienstwo sekwencji nukleotydowych fragmentu

genu ITS E. cuniculi, pozyskanych w badaniach wlasnych
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Majority

AJOD5581.1.
HMO45511.1 type 4.
KF736984.1 type 3.
KJ941140.1 type 1.
MF062430.1 type 2.
PL 47

PL 8

PL 51

PL 54

PL 16

PL 62

PL 63

PL 65

BL:F3

PL 74

PL 84

PL 85

PL 89

PL 91

PL 94

PL 99

PL 100

PL 101

PL 117

PL 136

PL 139

PL 141

PL 145

PL 153

PL 152

PL 2- czlowiek

PL 5- czlowiek

PL 28- cztowiek

Majority

AJD05581.1.
HM045511.1 type 4.
KF736984.1 type 3.
KJ941140.1 type 1.
MF062430.1 type 2.
PL 47

PL 8

PL 51

PL 54

PL 16

PL 62

PL 63

PL 65

PL73

PL 74

PL 84

PL 85

PL 89

PL 91

PL 94

PL 99

PL 100

PL 101

PL 117

PL 136

PL 139

PL 141

PL 145

PL 153

PL 152

PL 2- czlowiek

PL 5- cztowiek

PL 28- cztowiek
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TATCTAAGAT GACGCATCT G G Majority

70 80
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AJODS581.1.
HM045511.1 type 4.
KF736984.1 type 3.
KJ941140.1 type 1.
MF062430.1 type 2.
PL 47
PL 8
PL 51
PL 54
PL 16
PL 62
PL 63
PL 65
PL73
PL 74
PL 84
PL 85
PL 89
PL 91
PL 94
e e e e e e e e e e e e e e e e e e . PLYO
I A A S I T 5]
PL 101
Bl=117
PL 136
PL 139
PL 141
PL 145
PL 153
PL 152
PL 2- czlowiek
PL 5- cziowiek
PL 28- czlowiek



ACGAAGATCGGAAGGTTCTGA
90 100

CGTCCTGAGTGTTAGATAAGA
110 120

Majority

AJOD5581.1.
HM045511.1 type 4.
KF736984.1 type 3.
KJ941140.1 type 1.
MF062430.1 type 2.
PL 47

PL 8

PL 51

PL 54

PL 16

PL 62

PL 63

PL 65

PL 73

PL 74

PL 84

PL 85

PL 89

PL 91

PL 94

PL 99

PL 100

PL 101

PL 117

PL 136

PL 139

PL 141

PL 145

PL 153

PL 152

PL 2- czlowiek

PL 5- czlowiek

PL 28- cztowiek

Majority

AJO05581.1.
HM045511.1 type 4.
KF736984.1 type 3.
KJ941140.1 type 1.
MF062430.1 type 2.
PL 47

PL 8

PL 51

PL 54

PL 16

PL 62

PL 63

PL 65

PL 73

PL 74

PL 84

PL 85

PL 89

PL 91

PL 94

PL 99

PL 100

PL 101

PL 117

PL 136

PL 139

PL 141

PL 145

PL 153

PL152

PL 2- cztowiek

PL 5- cztowiek

PL 28- cztowiek
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TATAAGTCGTAACATGGCT G Majority

130

140

CTGTTGGAGAA
150

CCAGCA
160

AJO05581.1.
HM045511.1 type 4.
KF736984.1 type 3.
KJ841140.1 type 1.
MF062430.1 type 2.
PL 4T

PL 8

PL 51

PL 54

PL 16

PL 62

PL 63

PL 65

PL 73

PL 74

PL 84

PL 85

PL 89

PL 91

PL 94

PL 99

PL 100

PL 101

PL 117

PL 136

PL 139

PL 141

PL 145

PL 153

PL 152

PL 2- cztowiek

PL 5- czlowiek

PL 28- cztowiek

Majority

AJOD5581.1.
HM045511.1 type 4.
KF736984.1 type 3.
KJ941140.1 type 1.
MF062430.1 type 2.
PL 47

PL 8

PL 51

PL 54

PL 16

PL 62

PL 63

PL 65

PL.73

PL 74

PL 84

PL 85

PL 89

PL 91

PL 94

PL 99

PL 100

PL 101

PL 117

PL 136

PL 139

PL 141

PL 145

PL 153

PL 152

PL 2- czlowiek

PL 5- czlowiek

PL 28- cztowiek
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119
178
119
119
119
118
118
119
19
19
119
119
119
119
119
119
119
118
118
119
119
120
119
119
122
119
119
119
119
119
119
119
119

GCAGGATCAGTATGTTGTT G Majority

170

180

TGTTTTGATGGATGTTTGTT

190

200

AJO0D5581.1.
HM045511.1 type 4.
KF736984.1 type 3.
KJ941140.1 type 1.
MF062430.1 type 2.
PL 47

PL8

PL 51

PL 54

PL 16

PL 62

PL 63

PL 65

PL 73

PL 74

PL 84

PL 85

PL 89

PL 91

PL 94

PL 99

PL 100

PL 101

PL 117

PL 136

PL 139

PL 141

PL 145

PL 153

PL 152

PL 2- czlowiek

PL 5- cztowiek

PL 28- cztowiek

Majority

AJ005581.1.
HMO045511.1 type 4.
KF736984.1 type 3.
KJ941140.1 type 1.
MF062430.1 type 2.
PL 47

PL 8

PL 51

PL 54

PL 16

PL 62

PL 63

PL 65

PL 73

PL 74

PL 84

PL 85

PL 89

PL 91

PL 94

PL 99

PL 100

PL:101

PL 117

PL 136

PL 139

PL 141

PL 145

PL 153

PL 152

PL 2- czlowiek

PL 5- czlowiek

PL 28- cztowiek
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139

139
139
138
138
139
139
139
139
139
139

139
139
139
139
134
134
139
139
140
139
139
142
139
139
139
139
139
139
139
139

151

155
151
147
150
151
151
151
151
151
151
151
151
151
151
151
149
149
151
151
152

151
154
151
151
151
151
151
152
152
151

- - - - - GGTTT Majority

210 220
TT 8T TT 6T .
TTOT o as
g c = ® 5 53 ATTRT.
cwwm e s s« TTET .
- . TTGTTTGT.
.- . TTOTTTOT.
G
v o s i ETTET,
BTHTTTs e 358 & &
BTOTT T e+ oo os s
cT GTTCACGGGATTOGATT
230 240
X b O s s
.. C. A.
A.AG.
A. AG.

AJ005581.1.
HM045511.1 type 4.
KF736984.1 type 3.
KJ941140.1 type 1.
MF062430.1 type 2.
PL 47

PL 8

PL 51

PL 54

PL 16

PL 62

PL 63

PL 65

PL 73

PL 74

PL 84

PL 85

PL 89

PL 91

PL 94

PL 99

PL 100

PL 101

PL 117

PL 136

PL 139

PL 141

PL 145

PL 153

PL 152

PL 2- cztowiek

PL 5- cziowiek

PL 28- cztowiek

Majority

AJ005581.1.
HMO45511.1 type 4.
KF736984.1 type 3.
KJ941140.1 type 1.
MF062430.1 type 2.
PL 47

PL 8

PL 51

PL 54

PL 16

PL 62

PL 63

PL 65

PL 73

PL 74

PL 84

PL 85

PL 89

PL 91

PL 94

PL 99

PL 100

PL 101

PL 117

PL 136

PL 139

PL 141

PL 145

PL 153

PL 152

PL 2- czlowiek

PL 5- czlowiek

PL 28- cztowiek
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191
258
195

187
190
191
191
191
191
191
191

191
191
191
191

189
191
191

191
191
194

191
191
191
191

192
191

GGCATTAGCGGCGATGAAG G Majority

250

260

»

(oMo

ACGTGCAGGAGGACGATATG

270

280

AJ005581.1.
HMO045511.1 type 4.
KF736984.1 type 3.
KJ941140.1 type 1.
MF062430.1 type 2.
PL 47

PL8

PL 51

PL 54

PL 16

PL 62

PL 63

PL 65

PL 73

PL 74

PL 84

PL 85

PL 89

PL 91

PL 94

PL 99

PL 100

PL 101

PL 117

PL 136

PL 139

PL 141

PL 145

PL 153

PL 152

PL 2- cztowiek

PL 5- cztowiek

PL 28- czlowiek

Majority

AJ005581.1.
HM045511.1 type 4.
KF736984.1 type 3.
KJ941140.1 type 1.
MF062430.1 type 2.
PL 47

PLS

BL&A

PL 54

PL 16

PL 62

PL 63

PL 65

PL 73

PL 74

PL 84

PL 85

PL 89

PL 91

PL 94

PL 99

PL 100

PL 101

PL14T

PL 136

PL 139

PL 141

PL 145

PL 153

RL 152

PL 2- czlowiek

PL 5- cztowiek

PL 28- czlowiek
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21
278
215
21
207

21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
209
209
21
21
212
21
21
214
21
1
21
21
21
212
212
21

CGTTGTTGTTGT GACGGT GT Majority

290

300

AJODS581.1.
HM045511.1 type 4.
KF736984.1 type 3.
KJ941140.1 type 1.
MF062430.1 type 2.
PL 47

PL 8

PL 51

PL 54

PL 16

PL 62

PL 63

PL 65

PL:73

PL 74

PL 84

PL 85

PL 89

PL 91

PL 94

PL 99

PL 100

PL 101

PL 117

PL 136

PL 139

PL 141

PL 145

PL 153

PL 152

PL 2- czlowiek

PL 5- cztowiek

PL 28- czlowiek

GAATTGT GT GCGGTGT G Majority

310

320

AJOD5581.1.
HMD45511.1 type 4.
KF736984.1 type 3.
KJ941140.1 type 1.
MF062430.1 type 2.
PL 47

PL 8

PL 51

PL 54

PL 16

PL 62

PL 63

PL 65

PL-T3

PL 74

PL 84

PL 85

PL 89

PL 91

PL 94

PL 99

PL 100

PL 101

PL 117

PL 136

PL 139

PL 141

PL 145

PL 153

PL 152

PL 2- cztowiek

PL 5- cztowiek

PL 28- cztowiek
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CACGGGGBGACCCXXXXXXXXXX

330 340

CTTGGACTT

AKX AAXKXKXAXAXAXKXAXAXAXAXAXXAXKXXX

350 360

AAGCATATC CAGTAAAGGGATG

Majority

AJOD5581.1.
HM045511.1 type 4.
KF736984.1 type 3.
KJ941140.1 type 1.
MF062430.1 type 2.
PL 47

PL 8

PL 51

PL 54

PL 16

PL 62

PL 63

PL 65

PL:73

PL 74

PL 84

PL 85

PL 89

PL 91

PL 94

PL 99

PL 100

PL 101

PL 117

PL 136

PL 139

PL 141

PL 145

PL 153

PL 152

PL 2- cztowiek

PL 5- cztowiek

PL 28- czlowiek

Majority

AJO05581.1.
HM045511.1 type 4.
KF736984.1 type 3.
KJ941140.1 type 1.
MF062430.1 type 2.
PL 47

PL 8

PL 51

PL 54

PL 16

PL 62

PL 63

PL 65

P78

PL 74

PL 84

PL 85

PL 89

PL 91

PL 94

PL 99

PL 100

PL 101

PL 117

PL 136

PL 139

PL 141

PL 145

PL 153

PL 152

PL 2- cztowiek

PL 5- cztowiek

PL 28- cztowiek
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XX KXXXAXXKXKXAXXXXXX XXX X X Majority

3?0 3&?0

260 AJO05581.1.
37 GCAGAAGAAACCAAATG GGG GAT HMD45511.1typed.
264 KF736984.1 type 3.
260 KJ941140.1 type 1.
256 MF062430.1 type 2.
259 PL 47
260 PL 8
260 PL 51
260 PL 54
260 PL 16
260 PL 62
260 PL 63
260 PL 65
260 PL73
260 PL 74
260 PL 84
260 PL 85
258 PL 89
258 PL 91
260 PL 94
260 PL 99
261 PL 100
260 PL 101
260 PL AT
264 PL 136
260 PL 139
260 PL 141
260 PL 145
260 PL 153
260 PL 152
261 PL 2- cztowiek
261 PL 5- cztowiek
260 PL 28- cztowiek

XX XX XXX XXXXXXXXXX Majority

39}0

260 AJD05581.1.
377 TGCCTGAGTAGCGGTCGA HM045511.1 type 4.
264 KF736984.1 type 3.
260 KJ841140.1 type 1.
256 MF062430.1 type 2.
259 PL 47
260 PL8
260 PL 51
260 PL 54
260 PL 16
260 PL 62
260 PL 63
260 PL 65
260 PL73
260 PL 74
260 PL 84
260 PL 85
258 PL 89
258 PL 91
260 PL 94
260 PL 99
261 PL 100
260 PL 101
260 PL 117
264 PL 136
260 PL 139
260 PL 141
260 PL 145
260 PL 153
260 PL 152
261 PL 2- czlowiek
261 PL 5- czlowiek
260 PL 28- cztowiek

Ryc.8 Podstawienia nukleotydowe w sekwencjach fragmentu genu ITS E. cuniculi amplikonow

pozyskanych w badaniach wtasnych.
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4.1.4. Wyniki badan serologicznych w kierunku E. cuniculi

Badaniu serologicznemu zostalo poddanych losowo wybranych 38 zwierzat
(3 chomiki, 2 myszy, 3 szczury i 30 kawii domowych) z dodatnimi wynikami PCR
w kierunku E. cuniculi,. Obecnos¢ przeciwciatl stwierdzono u 13 kawii domowych (4, 8, 10,
48, 50, 52, 54, 55, 59, 73, 84, 85, 89), 3 chomikoéw (98, 136, 152), jednego szczura (145),
absorbancja probek wynosita w granicach (2,098 — 2,383) (Tabela 25).

Wsrod seropozytywnych zwierzat u dwoch (4, 59) notowano zaburzenia ze strony
uktadu wydalniczego (zapalenie pecherza, przewlekta niewydolno$¢ nerek i nadmiar osadu
w pecherzu moczowym), u dwoch (52, 55) zaburzenia okulistyczne, takze u dwoch (73, 54)
zaburzenia neurologiczne, u siedmiu (10, 48, 98, 136, 145, 152) zaburzenia ze strony: uktad
rozrodczego, uktadu pokarmowego, uktadu ruchu, lub tarczycy, natomiast pie¢ osobnikow
(8, 50, 84, 85, 89) nie wykazywalo zadnych objawdéw klinicznych, a do Kliniki trafily
w celach profilaktycznych.

U zwierzat ktoére manifestowaty objawy ze strony uktadu nerwowego i moczowego
w terapii zostal wdrozony fenbendazol w dawce 10 - 20 mg/kg m.c. Osobniki z zaburzeniami
neurologicznymi padaty z reguty w ciagu 1-2 dni od wystgpienia pierwszych objawow
natomiast wszystkie zwierzgta wykazujace problemy zwigzane z uktadem wydalniczym,

w nastepstwie podjetego leczenia wrocity do zdrowia.
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Lp. ELISA Absroban PC  Sekw | Lp. ELISA Absroban PCR  Sekw

cja R e. cja e.
2 - 1,068 + nb 84 + 2,485 + +
4 + 2,175 + nb 85 + 2,149 + +
8 + 2,213 + + 86 - 0,904 I nb
9 - 0,792 + nb 87 - 1,015 + nb
10 + 2,155 + nb 89 + 2,286 4 +
15 - 0,393 + nb 920 - 1,067 + nb
16 - 1,098 + + 91 nb - + +
17 - 1,000 + nb 94 - 1,085 + +
37 - 0,139 F nb 98 + 2,319 + nb
47 - 0,903 + + 99 - 1,063 + +
48 + 2,304 + nb 100 - 1,000 4 +
50 + 2,157 + nb 101 nb - + +
51 nb - + + 117 nb - + +
52 + 2,206 + nb 120 - 0,375 + nb
54 i 2,267 + + 126 - 0,889 4 nb
55 + 2,298 + + 129 - 1,000 + -
59 + 2,117 - nb 130 - 0,632 + -
62 nb - + + 136 + 1,262 + +
63 nb - + + 139 nb - s +
64 - 0,972 + nb 141 nb - + +
65 nb - + + 145 + 2,098 4 +
73 + 2,383 + + 150 - 1,159 + -
74 - 1,000 + + 152 + 2,297 + +
153 - 1,091 + +

Tabela 25 Wyniki otrzymane od badanych gryzoni.

W grupie ludzi badaniu serologicznemu poddano 48 probek surowic (28 z grupy 1 i 20
z grupy 2). Obecnos¢ przeciwciat dla E. cuniculi wykazano w probkach 4 surowic pobranych
od 0s6b z grupy 1 (1, 3, 6, 7). (Tabela 26). Absorbancja tych prébek wynosita kolejno 2,213,
2,351, 5,676, 2,075. U zadnego z dodatnich seroreagentéw nie notowano objawow

chorobowych.
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Lp. ELISA Absrobancja PCR Sekwe. Lp. ELISA Absrobancja PCR Sekwe.
1 + 2,213 - nb 15 - 0,840 - nb
2 - 1,063 + + 16 - 1,595 - nb
3 + 2,351 - nb 17 - 1,110 - nb
4 - 1,127 - nb 18 - 1,000 - nb
5 - 1,383 + + 19 - 0.826 - nb
6 + 5,676 - nb 20 - 0,886 - nb
7 |+ 2,075 - nb 21 - 0,794 - nb
8 - 1,328 - nb 22 - 1,127 - nb
9 - 1,048 - nb 23 - 1,000 - nb
10 - 1,010 - nb 24 - 0,887 - nb
11 - 0,062 - nb 25 - 0,919 - nb
12 - 0,079 - nb 26 - 0,716 - nb
13 - 0.070 - nb 27 - 0,962 - nb
14 - 1,220 - nb 28 - 1,069 + +

Tabela 26 Wyniki wlasne otrzymane od ludzi grupy 1.

4.1.5. Analiza statystyczna wynikow uzyskanych u zwierzat
Analiza statystyczna przeprowadzona w poszczeg6élnych grupach zwierzat (kawie,

szczury, chomiki, szynszyle, koszatniczki 1 myszy) wykazata statystycznie istotne proporcje
wynikow dodatnich badania PCR u kawii (p=0,0084), natomiast ujemnych u szczuréw
(p=0,0035) 1 szynszyli (p=0,003). U chomikoéw nie wykazano statystycznie istotnych
proporcji wynikow badania PCR (p=0,2213), natomiast koszatniczki i myszy stanowity zbyt
matg grup¢ do analizy statystyczne;.

Ponadto u kawii, jako najbardziej licznej grupie przebadanych zwierzat, wykazano
wysoka dodatnig korelacj¢ pomi¢dzy dodatnim wynikiem PCR a wystepowaniem objawow

klinicznych (r=0,8896), ktére mogty by¢ zwiazane z zakazeniem E. cuniculi (Ryc. 9).
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Rs= 0.8896 p=0.001 (99.9% statistical significance level) df =0

2 e .
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§ 1.6
g
]
'[:,
> 1.4
Q
1.2
1 e
1 1.2 1.4 1.6 1.8 2
x Scatter
RZ = 0.69 obecnos¢ DNA E. cuniculi

Ryc. 9 Zalezno$¢ pomiedzy obecnoscia DNA E. cuniculi, a wystgpowaniem objawow
klinicznych u kawii,

Umiarkowang korelacj¢ pomiedzy dodatnim wynikiem PCR a wystgpowaniem
objawow klinicznych wykazano u szczurow (1=0,6552) (Ryc.10) i szynszyli (r=0,65) (Ryc.
11).

Rs= 0.6552 p=0.001 (99.9% statistical significance level) df =0

2 @
1.8
Lo
§ 1.6
g
4
'E.
= 1.4
o
1.2
1 e o
1 1.2 1.4 1.6 1.8 2
@ Scatter
Rz = 0.04 obecnosé DNA E. cuniculi

Ryc. 10 Zalezno$¢ pomigdzy obecnoscia DNA E. cuniculi, a wystepowaniem objawow
klinicznych u szczurow.
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Rs= 0.65 p=0.05 (95% statistical significance level) df =0
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Ryc. 11 Zalezno$¢ pomiedzy obecnoscia DNA E cuniculi, a wystepowaniem objawow klinicznych u
szynszyli.
Niemozliwe bylo okreslenie korelacji u koszatniczek (n=4) 1 myszy (n=3) z uwagi

na wymagang liczbe co najmniej 5 zwierzat w badanej grupie.

4.1.6. Analiza statystyczna wynikow uzyskanych u ludzi

W przypadku ludzi (grupa I 1 II) analiza statystyczna wykazata brak istotnej roznicy
(p=0,2553) pomiedzy osobami majacymi kontakt ze zwierzetami a wystepowaniem
dodatniego wyniku PCR potwierdzajacego zakazenie pasozytem.

Natomiast biorgc pod uwage tylko grupe ludzi majacych kontakt ze zwierzetami
(grupa I) analiza statystyczna proporcji uzyskanych wynikéw dla lekarzy weterynarii (n=23)
1 statych wtascicieli (n=5) wykazata statystycznie istotng zalezno$¢ (p=0,0031) pomiedzy
rodzajem kontaktu (okazjonalnym u lekarzy weterynarii 1 statym u wlascicieli zwierzat)
a wystepowaniem dodatniego (u wtascicieli zwierzat) lub ujemnego (u lekarzy weterynarii)

wyniku PCR w poréwnywanych grupach. (Ryc.12)
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Rs= 0.7471 p=0.001 (99.9% statistical significance level) df =0
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Ryc. 12 Zalezno$¢ pomiedzy obecnoscia DNA E cuniculi, a ludzmi majacych kontakt ze

zwierzegtami.
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4.2. Dyskusja

Zwierzeta domowe takie jak psy, koty czy gryzonie i kréliki mogg stanowié
rezerwuar E. cuniculi dla ludzi oraz innych zwierzat. Zrodtem zakazenia moze byé takze
skazona tymi patogenami zywo$¢ lub woda. Wykazano, ze ich spory sa zdolne do przezycia
przez dtuzszy czas w mleku pasteryzowanym pochodzacym od kroéw nosicieli E. cuniculi.
Produkty pochodzenia zwierzecego mogg by¢ potencjalnym zrodtem zakazenia dla ludzi,
poniewaz mikrosporydia sg patogenami niepodlegajacymi kontroli spozywcze;.

Sposrod drobnych ssakow utrzymywanych jako zwierzeta towarzyszace, kroliki sa
grupa w ktorej prewalencja zakazen E. cuniculi jest najwyzsza, si¢gajac 71% [57].
Przypadki encefalitozoonozy opisywane sa w populacji tych zwierzat na calym $wiecie
zarbwno u krolikow laboratoryjnych, domowych, jak 1 hodowlanych. Dzikie kroliki
(Oryctolagus cuniculus) sg naturalnym gospodarzem E. cuniculi [185].

Prewalencja zakazen na tle omawianych mikrosporydiow wsrod gatunkéw drobnych
ssakow rozni si¢ w zalezno$ci od regionu, z ktorego pochodzi badana grupa. Przyktad
krolikow domowych, ktore sa najszerzej przebadane w tym kierunku wskazuje, ze w Europie
seroprewalencja w poszczegolnych krajach wykazuje znaczne zrdéznicowanie 1 wynosi:
w Wielkiej Brytanii 23,1%, na Stowacji 65%, w Finlandii 29,1%, we Wioszech, 31,6% -
75,5% [159, 160, 186, 187,188, 189]. W innych rejonach §wiata wskazniki te sg rownie
wysokie
i wynoszg: w Iranie 59,6%, Korei 22,6% natomiast w Chinach 24,07%. [190, 192, 193]

Zakazeniu E. cuniculi ulega¢ moga takze zwierzgta towarzyszace. Monitoring
serologiczny przeprowadzony w kierunku kunikulozy w populacji kotow pochodzacych ze
Stanéw Zjednoczonych, wschodniej Stowacji 1 3 rejonéw Wielkiej Brytanii wykazat,
iz seroprewalencja u tych zwierzat waha si¢ w granicach 0 — 26,6% [162, 166, 167, 168,
193].

Badania wlasne wykazaty, ze wsrod gryzoni domowych objetych obserwacjami
(kawie domowe, szynszyle, szczury, koszatniczki, chomiki i myszach) zgtoszonych do
Kliniki Choréb Zakaznych, az 57% wykazywato objawy kliniczne wskazujace na
encefalitozoonoze lub bylo jej nosicielami. Kawie domowe sg drugim gatunkiem zaraz po
krolikach, u ktorych nosicielstwo E. cuniculi jest bardzo powszechne i wynosi nawet 68.5%.
Wiele zwierzat w populacji moze by¢ bezobjawowymi nosicielami omawianych patogenow.
Dla poréwnania w$rod krolikow zjawisko nosicielstwa zostato okre§lone na poziomie okoto

75%, co jest wynikiem zblizonym do zanotowanego u kawii domowych. Tak wysoki poziom
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zwierzat zakazonych mikrosporydiami moze by¢ spowodowany czestym laczeniem tych
gatunkow w sklepach zoologicznych i hodowlach. Sa to zwierzgta bezwzglgdnie stadne,
co predysponuje do szerzenia si¢ zakazenia. Innym gatunkiem drobnych ssakow wysoce
narazonym na infekcje sa szynszyle oraz szczury. W badaniach wtasnych zakazenie
potwierdzono u 25% przebadanych w kierunku encefalitozoonozy szczuréw. Wskaznik ten
wydaje si¢ by¢ wysokim, tym bardziej, ze przedstawiciele tego gatunku nie maja czgstego
kontaktu z krélikami. Poniewaz sg to zwierzgta wszystkozerne, wydaje si¢, ze w ich
przypadku najbardziej prawdopodobnym zrédtem zakazenia jest pozywienie, a fakt, ze sg
one rowniez zwierzgtami stadnymi ulatwia rozprzestrzenianie zarodnikow w grupie.

Zaskakujacy wysoki wskaznik zakazenia, wynoszacy 36% uzyskano u chomikéw.
W ich przypadku ci¢zko okresli¢, jakie byto gldéwne Zrédlo zakazenia. Chomiki nie sa
zwierzetami stadnymi, utrzymywane s3 wyltacznie w pojedynke, a ich pozywienie jest inne
od spozywanego przez kroliki, §winki, szynszyle, czy szczury.

Glownymi zaburzeniami klinicznymi obserwowanymi u zwierzat objetych
badaniami wtasnymi, u ktérych potwierdzono kontakt z Encephalitozoon spp. byty: objawy
ze strony uktadu moczowego, narzadu wzroku i uktadu nerwowego. Nie stwierdzono,
istotnie statystycznego zwigzku pomiedzy zakazeniami na tle E. cuniculi, a rozwojem
nadczynnosci oraz niedoczynno$¢ tarczycy chorobami uktadu oddechowego, pokarmowego
oraz rozrodczego niemniej, by moéc zupelnie wykluczy¢ taka zaleznos$¢ konieczne sg dalsze
badania, przeprowadzone na wigkszej grupie zwierzat.

Encefalitozoonoza przebiega najczesciej ostro lub przewlekle, niemniej jednak
mozliwe sg takze zardwno zakazenia subkliniczne, jak i nadostre — konczace si¢ upadkami.
Sytuacje taka obserwowano u jednej szynszyli, u ktorej rozwinelty si¢ ostre objawy
neurologiczne, po czym w krdtkim czasie doszto do upadku zwierzecia. Nadostry przebieg
choroby spowodowany moze by¢ zwigkszona wrazliwoscig pewnych gatunkoéw zwierzat na
infekcje. Tego typu sytuacje opisywano np. u lemingoéw [149].

Z przeprowadzonych badan wynika, ze u kawii domowych w przebiegu
encefalitozoonozy rozwing¢ si¢ moze szereg, niejednokrotnie cigzkich zaburzen.
W przypadku tego gatunku u zakazonych osobnikéw notowano problemy ze strony ukladu
moczowego (najczesciej byta to przewlekta niewydolnos$¢ nerek prowadzaca w ciggu kilku
miesiecy do $mierci zwierzecia), rzadziej problemy neurologiczne 1 okulistyczne.

U pozostatych gryzoni tj. szczurow, chomikéw, myszy, koszatniczek przebieg

choroby okreslano jako subkliniczny.
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Niewatpliwie na przebieg choroby wpltyw ma genotyp zarazka, ktory
odpowiedzialny jest zakazenie. W przypadku genotypu III u zwierzat przebieg choroby jest
najczesciej ostry, konczacy sie upadkami [149, 194, 195]. Infekcje genotypami | i II,
przybierajg z reguty forme subkliniczng [196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204].

To, ze E. cuniculi jest szeroko rozpowszechniony w populacji gryzoni, ma swoje
odzwierciedlenie w wynikach badan witasnych. DNA tego patogenu bylo nagminnie
wykrywane takze u zwierzat zgtaszanych do Kliniki w celach profilaktycznych.

Wiekszo$¢ dostepnych publikacji dotyczacych genotypowania E. cuniculi odnosi si¢
do patogendéw izolowanych od zwierzat dzikich, psow, kotoéw, krolikoéw oraz ludzi.
Doniesienia z centralnej Europy skupiaja si¢ na zwierzgtach dzikich, u ktéorych w
zdecydowanej przewadze dochodzi do zakazenia genotypem II. Perec-Matysiak i in. badali
obecnos¢ tego mikrosporydium u dziko zyjacych gryzoni z Polski, Czech i Stowacji,
identyfikujac jako najczestszy gatunek E. cuniculi ten, o genotypie 1l (92,5%), a nast¢pnie
E. cuniculi o genotypie | (1,5%) i 111 (6,0%) [206].

Od dzikich szczurow z Wielkiej Brytanii i Japonii Muller-Doblies i in réwniez
wyizolowali ,,mysi szczep” E. cuniculi (Szczep 1) [206, 207]. W przypadku norweskich
i finlandzkich liséw u ktorych réwniez wystapil ten genotyp [206, 208] uznano ze
potencjalnym zZrodtem zakazania dla tych zwierzat byty dzikie gryzonie [193] - podobnie
jak u kotow w Wielkiej Brytanii. Ciekawym spostrzezeniem bylo to, Ze zwierzeta zakazone
tym genotypem wykazywatly gtoéwnie objawy neurologiczne, takie jak: agresjg¢, kanibalizm
1 niedowtady konczyn miednicznych, a takze post¢pujaca utrate wagi oraz ropne zapalenie
spojowek.

Dane literaturowe wskazuja, ze genotyp I E. cuniculi atakuje gtownie kroliki. [209,
210]. W badaniach wtasnych, wigkszo§¢ zakazonych mikrosporydiami gryzoni pochodzita
ze sklepdw zoologicznych gdzie byly narazone na kontakt bezposredni lub posredni
z krolikami (poprzez obsluge sklepu, $rodki transportu, klatki czy zanieczyszczone
pozywienie lub wode). W tym przypadku mozna wiec uznac, ze kroliki byty zrédtem infekce;ji
dla gryzoni, stad obecnos¢ u nich genotypu I E. cuniculi, ktory w warunkach naturalnych
znacznie rzadziej atakuje te zwierzeta, niz np. genotyp II. W tym miejscu nalezy takze
stwierdzi¢, ze genotyp | E. cuniculi uznawany i opisywany jest jako najlatwiej
rozprzestrzeniajacy si¢ [211] i poza gryzoniami izolowano go takze od rodzimych psoéw
i kotow [212].

Podobnych obserwacji do przedstawionych w niniejszym opracowaniu dokonali

badacze japonscy, ktorzy badajac pod katem encefalitozoonozy dzikie populacje gryzoni
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takze wykazali, iz najczesciej izolowanym byt genotyp I zarazka. Moze to wskazywac, iz na
wystepowanie tego genotypu w populacjach gryzoni wptyw maja nie tylko takie czynniki
jak srodowisko zycia, czy kontakt z krolikami i innymi drobnymi ssakami, ale takze obszar
geograficzny, z ktorego pochodza zakazone osobniki [202].

W  badaniach wiasnych przeprowadzono zaréwno monitoring molekularny,
jak 1 serologiczny encefalitozoonozy w wybranych grupach drobnych ssakow. Obecno$¢
immunoglobulin dla omawianych drobnoustrojow wykryto u 5 kawii domowych
zgloszonych na wizyty profilaktyczne, niewykazujacych zadnych objawoéw klinicznych oraz
u 3 chomikow, jednego szczura i 8 kawii domowych, z dodatnim wynikiem PCR, u ktérych
notowano réznego rodzaju zaburzenia stanu zdrowia. Taka sytuacja z jednej strony moze
wskazywacé, iz patogen jest w stanie wywotywaé chorobe o ré6znym obrazie klinicznym,
badz tez zupelnie odwrotnie, wystepowanie chordb i ostabienie organizmu moze by¢
czynnikiem predysponujacym do rozwoju encefalitozoonozy.

Encefalitozoonoza jest choroba odzwierzgca, w zwigzku z tym identyfikacja
gatunkoéw zwierzat domowych bedacych nosicielami E. cuniculi oraz poziom ich narazenia
na zakazenie jest bardzo istotny w opracowaniu metod zapobiegania chorobie u ludzi.
Dotychczas jako na gléwne zrodlo zakazenia dla ludzi wskazywano kroliki. Pierwsze
przypadki zachorowania na encefalitozoonoze u ludzi zostaty opisane w 1959 r. [213] 1 1987
r. [214]. Dane literaturowe wskazuja, ze choroba dotyka glownie osoby z uposledzong
odpornoscig [215] - pacjentdow z chorobami nowotworowymi, osoby po przeszczepach,
a takze osoby starsze i dzieci [216, 217, 218]. U 0s6b po zabiegu wszczepienie endoprotez
bioder lub kolan utrudnione gojenie si¢ ran wigzano z ich zanieczyszczeniem zarodnikami
E. cuniculi. [219]. Zakazenie os6b immunokompletnych najczg$ciej ma charakter
subkliniczny [58]. Z uwagi na potencjalne zagrozenie, jakie stanowi choroba dla zdrowia
1 zycia ludzi, badania nad patogeneza i jej leczeniem wydaja si¢ by¢ bardzo istotne.
U wiascicieli ptakow z dodatnimi wynikami PCR dla Encephalitozoon za glowny czynnik
rozwoju zakazenia uznaje si¢ wlasnie kontakt z tymi zwierzgtami [220]. I chociaz w ich
przypadku infekcje mikrosporydiami tylko w sporadycznych przypadkach moga konczy¢
si¢ rozwojem petnoobjawowej encefalitozoonozy, to moga one zaostrza¢ przebieg innych
stanow chorobowych, jak np. cukrzycy.

Sposrdod 28 osob, ktore wziety udzial w badaniach wtasnych 1 ktore miaty kontakt
z krélikami od co najmniej roku, w organizmie 3 badanie molekularne wykazato obecno$¢
DNA grzybow. Analiza sekwencji uzyskanych amplikonow wykazala, ze u jednej osoby

doszto do zakazenia genotypem I. W przypadku pozostatych dwoch pacjentow nie mozna
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byto sklasyfikowaé genotypu mikrosporydiow odpowiedzialnych za infekcj¢. Uzyskane
sekwencje produktow PCR pozyskanych od tych os6b nie wykazywaty wysokiego
podobienstwa z zadng ze wzorcowych sekwencji wykorzystanych w badaniach wtasnych.
Osoby te sg aktualnie wlascicielami gryzoni, a w przeszto$ci posiadaly zwierzeta z aktywna
forma encefalitozoonozy. Co ciekawe u zadnej z nich nie wykryto w surowicy przeciwciat
dla Encephalitozoon. Sytuacja taka moze by¢ tlumaczona tym, ze zakazenie zostato
rozpoznane na wczesnym jego etapie, gdy nie doszlo jeszcze do pobudzenia uktadu
immunologicznego gospodarza przez patogen i wytworzenia swoistych dla niego
przeciwcial, badz tez pewnego rodzaju kamuflazem, do ktérego zdolne sa mikrosporydia,
polegajacym na pochtonieciu tych drobnoustrojéw przez makrofagi i brakiem ich
prezentowania uktadowi immunologicznemu gospodarza.

Badania serologiczne wykazaty obecno$¢ przeciwciat dla E. cuniculi w surowicy
4 lekarzy weterynarii (z ujemnym wynikiem PCR). U Zadnego z nich nie notowano
objawow klinicznych choroby, co moze sugerowa¢ zakazenie subkliniczne, lub tez
krzyzowa reakcje w testach serologicznych pomiedzy antygenem E. cuniculi,
a przeciwciatami dla innych gatunkow rodzaju Encephalitozoon spp.

Podobne obserwacje poczyniono w Turcji, gdzie przeprowadzono monitoring
serologiczny encefalitozoonozy ws$réd oso6b pracujacych na fermie krolikow,
niezdradzajacych zadnych objawow klinicznych choroby. Sposrod 6 badanych osob
badanie serologiczne potwierdzito obecnos¢ przeciwcial tylko w surowicy jednej z nich
[221].

Cztowiek ulega dos¢ tatwo zakazeniu Encephalitozoon, a mozliwymi drogami
infekcji sg: droga pokarmowa, kropelkowa oraz wertykalna (poprzez tozysko). W mysl idei
,One Medicine, One Health, One World”, wskazane jest prowadzenie statego monitoringu
wystepowania mikrosporydiow w srodowisku oraz identyfikacja bezobjawowych nosicieli
tych drobnoustrojow. Choroby wywolywane przez mikrosporydia to wcigz mato zglebiony
temat. Wspomniane mikroorganizmy sga powszechnie spotykane w §rodowisku, co zwigksza
potencjalne ryzyko ekspozycji ludzi 1 zwierzat na ten patogen. Encefalitozoonoza jest
chorobg o ,,wielu twarzach”. Poniewaz jej objawy mogg by¢ bardzo réznorodne, czesto nie
sg one wigzane z infekcjami E. cuniculi jako ich przyczyng pierwotng. Wiedza na temat
mozliwego przebiegu klinicznego encefalitozoonozy oraz identyfikacja zwierzat, ktore
mogg stanowi¢ rezerwuar tego patogenu jest istotna dla jej skutecznej diagnostyki,

profilaktyki i terapii oraz ochrony zdrowia publicznego.
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5. Stwierdzenia i wnioski

Stwierdzenia

1. Wsrdéd gryzoni kawie domowe sg zwierzetami o najwyzej prewalencji zakazen
Encephalitozoon cuniculi - wynosi ona 73%

2. U pozostatych gatunkéw zwierzat objetych badaniem prewalencja zakazen wynosita:
szynszyle 9%, szczury 25%, chomiki 36%, koszatniczki 50%, myszy 67%.

3. Dominujagcym genotypem E. cuniculi, odpowiedzialnym za zakazenie gryzoni
objetych badaniami wlasnymi byt genotyp L.

4. Najczesciej u zwierzat zakazonych E. cuniculi obserwowano objawy Kliniczne ze
strony uktadu moczowego, nerwowego i zmiany okulistyczne.

5. U wszystkich gatunkéw gryzoni encefalitozoonza moze mie¢ przebieg subkliniczny.

6. Badanie serologiczne 38 surowic gryzoni w kierunku E.cuniculi wykazato obecnos¢
przeciwciat w 17 przypadkach (44,7%)

7. Sposrod 28 ludzi znajdujacych si¢ w grupie ryzyka rozwoju encefalitozoonozy,
badaniem molekularnym w organizmie 3 z nich (10%) potwierdzono obecno$¢
materialu genetycznego mikrosporydiow. W badaniu serologicznym tej samej grupy

obecnos¢ przeciwciat dla Encephalitozoon potwierdzono u 4 oséb (14%).
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Whioski

Przeprowadzone badania pozwolily na wyciagniecie nastepujacych wnioskow:

Gryzonie i kroliki stanowig istotny rezerwuar  Encephalitozoon cuniculi.
Prewalencja zakazen tymi mikrosporydiami u poszczegolnych gatunkow zwierzat
objetych badaniami wyniosta: kawie domowe 73%, chomiki 36%, szczury 25%,
szynszyle 9%, koszatniczki 50%, myszy 67%.

Encefalitozoonozg¢ nalezy bra¢ pod uwage w diagnostyce réznicowej chordb gryzoni
przebiegajacych z objawami neurologicznymi, zaburzeniami ze strony narzadu
wzroku oraz uktadu wydalniczego

Genotypem E. cuniculi najczesciej stwierdzanym u rodzimych gryzoni byt genotyp
I wykazujacy wysokie podobienstwo z sekwencja AJ005581.1

Fakt, iz w organizmie 3 osob objetych badaniami, majacych kontakt z gryzoniami
stwierdzono obecno$¢ DNA E. cuniculi , a u kolejnych 4 obecno$é przeciwciat dla
tego patogenu wskazuje, iz ludzie, zwlaszcza wlasciciele gryzoni sg narazeni na

zakazenie tym patogenem.
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