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SZOP PRACZ (PROCYON LOTOR, L) - INTRODUKOWANY T INWAZYJNY
GATUNEK JAKO POTENCJALNY REZERWUAR ZOONOTYCZNYCH
MIKROPASOZYTOW JELITOWYCH

Pomimo cigglego wzrostu zainteresowania, wiedza na temat wystgpowania pasozytow
u gatunkéw obcych i inwazyjnych w faunie Europy pozostaje niewystarczajaca. Szop pracz
(Procyon lotor) stanowigcy gatunek rodzimy fauny pétnocnoamerykanskiej, introdukowany
do Europy w XX wieku, nie zostal dotychczas dostatecznie przebadany pod katem obecnosci
kosmopolitycznych oportunistycznych mikropasozytéw jelitowych, w tym Enterocylozoon
bieneusi oraz z rodzajow Encephalitozoon i Cryprosporidium, identyfikowanych coraz
czesciej u cztowieka 1 zwierzat domowych.

Celem niniejszej pracy byla weryfikacja hipotezy, czy szop pracz pelni role
rezerwuaru potencjalnie zoonotycznych ww mikropasozytow jelitowych. Ponadto, w celu
oszacowania ryzyka dwukierunkowe transmisji mikropasozytéw wystepujacych u szopa
i innych gatunkéw drapieznikéw wspOtwystepujacych z nim na badanym terenie, do puli
badawczej whaczono materiat pozyskany od ssakéw rodzimych — lisa rudego (Vulpes vulpes),
borsuka europejskiego (Meles meles), kuny lesnej i domowej (Martes martes, Maries foina)
oraz innego gatunku obcego — jenota azjatyckiego (Nyctereutes procyonides).

W czasie trwania badan (w latach 2016-2019) do analizy wykorzystano materiat
badawczy pozyskany od 389 osobnikéw ssakéw drapieznych z 7 miejsc badawczych
zlokalizowanych na terenie 3 sasiadujgcych krajow — Polski, Niemiec i Czech. Prébki katu
pobierano bezpoérednio z prostnicy zwierzat podczas sekcji parazytologicznych, a nastepnie
wykorzystywano do izolacji DNA i amplifikacji przy uzyciu metody nested-PCR. W celu
detekcji a nastepnie identyfikacji Cryptosporidium spp., jako markery molekularne
zastosowane zostaty fragmenty nastepujacych gendéw: COWP, 18S rRNA i aktyny. Z kolei
w celu identyfikacji Enterocytozoon bieneusi 1 Encephalitozoon spp. wykorzystano gen

kodujacy region ITS rRNA. Po sekwencjonowaniu wybranych probek pozytywnych, do



analizy filogenetycznej 1 statystycznej otrzymanych sekwencji uzyto narzedzi
bioinformatycznych, np. BLAST, MEGA 7.01 STATISTICA 12.

W  wyniku kompleksowych badan molekularnych potwierdzono obecno$é
wszystkich poszukiwanych grup mikropasozytow. Sposréd badanych drapieznikow
najwyzsza ogdlng prewalencj¢ mikropasozytdw zanotowano u szopa (54,4%), podczas gdy
najnizsza u lisa (36%). Ekstensywnos$¢ zarazenia badanymi pasozytami u jenota i kuny
wynosita odpowiednio 54% i 48,5%. Ogolna prewalencja Cryptosporidium spp., wyznaczona
wyniosta 30,2%. Ogoélna prewalencja mikrosporydiow u badanych gatunkéw drapieznych
wyniosta odpowiednio 24,8% dla E. bieneusi oraz 7,8% dla Encephalitozoon spp.

Przeprowadzono réwnicz analiz¢ dotyczaca wystepowania koinwazji u badanych
drapieznikow. Wspdtwystepowanie 2 gatunkdéw/rodzajow mikropasozytow stwierdzono u 43
przebadanych osobnikéw z wszystkich badanych gatunkéw drapieznikow  (11,6%).
U wiekszosci drapieznikéw byta to koinwazja Cryptosporidium spp. i E. bieneusi (27,8%),
z kolei u 10 osobnikéw stwierdzono wspolwystepowanie pasozytdéw z rodzajow
Cryptosporidium 1 Encephalitozoon (2,7%) oraz u 2 obecnos¢ mikrosporydiow E. bieneusi
1 Encephalitozoon spp. (0,5%). Zaledwie u 0,5% przebadanych zwierzat stwierdzono
koinwazje wszystkimi trzema mikropasozytami.

Jednym z rezultatdbw niniejszych badan bylo pierwsze doniesienie o obecnosci
Cryptosporidium genotypu skunksa u szopéw w Europie. Genotyp ten stwierdzono réwniez
u rodzimego borsuka europejskiego, co sugeruje mozliwos¢ nabywania genotypdw obcych,
»zawleczonych” podczas kolonizowania nowych terenéw przez gatunki obce.

Drugim najczeSciej wystepujacym gatunkiem Cryptosporidium byl C. canis -
odpowiednio genotyp psi u jenota i genotyp lisi u lisa. Ponadto opisano u nich obecnos¢
gatunkéw 1 genotypdw specyficznych dla innych grup zwierzat, co moze wynikaé ze
specyfiki diety drapieznikow — byty to C. suis, C. erinacei, Cryplosporidium spp. genotyp
nornika MK-2018a oraz Cryptosporidium spp. genotyp nornika II.

Najczesciej identyfikowanym podczas badan genotypem K. bieneusi byl genotyp
NCF2 (syn. NCF3, WildBoar3). Po raz pierwszy zidentyfikowano go u szopéw. Obecny byt
takze u jenotow, lisdw 1 kun. E. bieneusi genotyp NCF2 dotychczas byt notowany u lisow
i jenotdow hodowanych w Chinach. Ponadto u szopéw dokonano detekcji genotypu D, u liséw
C i D, uborsukow EbCar2, u kun typu IV. Wszystkie z wyzej wymienionych, w wyniku
analizy filogenetyczne] zostaly zaklasyfikowane do Grupy 1, zawierajace] ponad 94%
zoonotycznych i potencjalnie zoonotycznych genotypow E. bieneusi wystepujacych zarowno

u zwierzat dziko zyjacych i hodowlanych, jak i u ludzi.



Pierwszy raz stwierdzono u szopa obecno$¢ mikrosporydiow  z rodzaju
Encephalitozoon. W wyniku analizy molekularnej okreslono, ze mamy  stycznosé
z genotypem zblizonym pod wzgledem genetycznym do E: pogonae, ktéry wykryto u gadow,
co najprawdopodobniej zwiazane jest z dieta drapieznikéw, Analogicznie, obecno$é
u jenotdw C. suis, u liséw C. erinacei oraz C. ditrichi u kun oraz genotypow Cryptosporidium
spp. specyficznych dla gryzoni u kilku gatunkéw drapieznikéw, moze wynikaé ze
zréznicowanej diety wymienionych zwierzat i Swiadczy¢ o biernym pasazowaniu oocyst
przez przewdd pokarmowy, a nie o faktycznej inwazji nabtonka jelit zywicieli.

Uzyskane wyniki potwierdzily wiec stusznosé hipotezy badawczej zaktadajacej, ze
szop pracz, jako gatunek inwazyjny, petni role rezerwuaru potencjalnie zoonotycznych
mikropasozytéw jelitowych. Ponadto, obecnos¢ nowych genotypow u kilku gatunkow
zywicielskich sugeruje prawdopodobiefistwo transmisji nowych pasozytéw na lokalng faune
Oraz szanse¢ powstawania nowych rezerwuaréw dla patogenéw, kiore byly juz wezesniej

notowane na skolonizowanym przez nie terenic.
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Raccoon (Procyon lotor, L) — introduced and invasive species as potential reservoir of

zoonotic intestinal microparasites

Despite the extensive research on molecular epidemiology of Cryptosporidium spp.
and Enterocytozoon bieneusi, its prevalence and genetic diversity and the role of wild living
hosts in zoonotic transmission of these microparasites are still poorly understood. The
raccoon (Procyon lotor) represents the alien invasive species, native in North American
fauna, introduced to Europe in the twentieth century. So far this species was not investigated
for the prevalence and genotype identification of Cryptosporidium spp., E. bieneusi and
Encepahlitozoon spp.

The aim of this study was to identify intestinal microparasites present in wild living
carnivores, both alien and native, occuppying the same study area. Herein, we investigated
fecal samples from the following species: raccoon (Procyon lotor), red fox (Vulpes vulpes),
European badger (Meles meles), pine and stone marten (Martes martes, Martes Joina) and
raccoon dog (Nyctereutes procyonides),.

During the research (conducted between 2016 and 2019), the material was obtained
from 389 wild living predatory mammals from 7 research sites located in 3 neighboring
countries - Poland, Germany and Czech Republic and then was used for the molecular
analyses, ie. DNA isolation and PCR. Molecular markers selected for Cryptosporidium spp.
detection, and identification were as following: COWP, 18S rRNA and actin genes. For
Enterocytozoon bieneusi and Encephalitozoon spp. identification ITS region of rRNA gene
was used for amplification. Selected positive samples were sequenced and used for
phylogenetic and statistical analysis with bioinformatical tools (i.e. BLAST, MEGA 7.0 and
STATISTICA 12.

Among all studied predators species, the highest overall prevalence of microparasites
was found in the raccoon (54.4%,), and the lowest in the fox (36%,). The prevalence of the
studied parasites in raccoon dog and marten was 54% and 48.5%, respectively. The overall
prevalence of Cryptosporidium Spp. was determined as 30.2%. The overall prevalence of
microsporidia in the studied species of wild living mammals was 24.8% for £ bieneusi and

7.8% for Encephalitozoon spp.



The analysis also revealed the occurrence of co-infections, which were considered as
the presence of more than one microparasite species. Co-occurrence of 2 speciesof parasites
was found overall in 43 specimens from all predatory species (11.6%). In most cases, it was
the co-occurrence of Cryprosporidium spp. and E. bieneusi (7.8%), while in 10 individuals the
coexistence of Cryptosporidium spp. and Encephalitozoon spp. (2.7%) was recorded. There
were also 2 cases of co-occurrence of E. bieneusi and Lncephalitozoon spp. (0.5%). Only in
0.5% of the examined animals co-infection with all three microparasites was noted.

The result of this study was the first report on the presence of the Cryptosporidium
skunk genotype in raccoons in Europe. For the first time, the genotypes NCF2 E. bieneusi,
which was previously identified in foxes and raccoon dogs bred in China, were found in wild
living raccoons. Above mentioned genotype and other genotypes detected in this research, as
a result of phylogenetic analysis, were classified in group 1, containing over 94% of zoonotic
and potentially zoonotic E. bieneusi genotypes occurring both in wild and farmed animals as
well as in humans.

The second most common species of Cryptosporidium was C. canis - the dog
genotype in the raccoon dog population and the fox genotype in fox population respectively.
In addition, the study describe the presence of some species and genotypes specific to other
groups of animals, which may result from the specificity of the diet of predators —i.e. C. suis,
C. erinacei, Cryptosporidium spp. vole genotype MK-2018a and Cryptosporidium spp. vole 11
genotype.

The presence of Encephalitozoon sp. was found for the first time in raccoon. As a
result of molecular analysis, it has been determined as genotype with close genetic identity to
E. pogonae, which was detected in reptiles. This finding is most probably associated with the
diet of predators. Identification of some other species, like C. ditrichi or above mentioned
Cryptosporidium vole genotypes (specific for rodents) in wild living predators seems to be
confusing because it isn't known whether these species actually colonize the intestines or
whether their oocytes or spores are only passively passaged through the digestive tract,
without negative effect to host organism.

In European badger population were identified: . skunk genotype, C. erinacei,
E. bieneusi EbCar2 genotype and Encephalitozoon spp. Similarly in beech and stone marten
were found C. ditrichi, E. bieneusi NCF2 genotype and also Encephalitozoon spp.

The obtained results clearly confirmed of a research hypothesis assuming that the
raccoon, as an invasive species, plays the role of a reservoir of potentially zoonotic intestinal

microparasites from the group of crypto- and microsporidia. In addition, the presence of some



new genotypes in introduced areas, in several host species, suggests the probability of
transmitting new parasites to the local fauna and the chance to establish new reservoirs for
pathogens that have previously been noted on the colonized teritory.

The wide range of raccoons, raccoon dogs, red foxes or martens with their increasing
populations in urban and peri-urban settlements, may led to spillover of overmentioned

pathogens to domestic and companion animals as well as to humans.
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