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ABSTRACT

The aim of this review is to present various animal organisms used to determine the pathogenicity and virulence
of old and new human and animal pathogens based on animal studies, cell cultures, macrophages and other
models.

The animal models presented in this study, in addition to the most popular organisms such as the laboratory
mouse, rat, guinea pig and monkey, are also less popular models, such as zebrafish (Danio rerio) or chicken
embryos in eggs. These animals are used to study the pathogenicity of parasites such as Acanthamoeba,
Naegleria fowlerii, Toxoplasma gondii, Entamoeba histolytica and Besnoitia caprae and other species.

In addition to animal models, we also present models using cell cultures, macrophages and computer methods.
We also answer questions about what experimental methods allow to differentiate species and populations in
terms of pathogenicity and virulence.

Key words: pathogenicity and virulence, animal models, alternative animal models

STRESZCZENIE

Celem niniejszego opracowania przegladowego jest przedstawienie roznych organizmow zwierzecych stuza-
cych do oznaczania patogenicznosci i wirulencji starych i nowych patogenéw cztowieka i zwierzat w oparciu
o badania na zwierzetach, hodowlach komorkowych, makrofagach i innych modelach.

Modelami zwierzgcymi przedstawionymi w niniejszym opracowaniu, oprocz najpopularniejszych organizmow
takich jak mysz laboratoryjna, szczur, §winka morska oraz matpa, sg rowniez modele mniej popularne np. ryba
danio pregowany (Danio rerio), czy zarodki kurze w jajach. Te zwierz¢ta wykorzystywane sg w celu zbadania
patogenicznosci pasozytow takich jak Acanthamoeba, Naegleria fowlerii, Toxoplasma gondii, Entamoeba hi-
stolytica oraz Besnoitia caprae i innych gatunkow.

Oprocz modeli zwierzgcych, przedstawiamy takze modele z wykorzystaniem hodowli komorkowych, makro-
fagow oraz metody komputerowe. Odpowiadamy rowniez na pytania jakie metody eksperymentalne pozwalaja
réznicowaé gatunki i populacje pod wzgledem patogenicznos$ci i wirulencji

Stowa kluczowe: patogenicznos¢ i wirulencja, modele zwierzece, alternatywne modele zwierzece

INTRODUCTION WSTEP

The use of animals in experimental research is Wykorzystywanie zwierzat w badaniach ekspery-
primarily associated with the dynamic development mentalnych wigze si¢ przede wszystkim z dynamicz-
of medicine, which dates back to ancient Greece. nym rozwojem medycyny, ktdrej poczatki si¢gajg sta-
Already then, Aristotle and Hippocrates were rozytnej Grecji. Juz wtedy Arystoteles i Hipokrates
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studying the structure and functions of the human
body. Initially, the role of animals as scientific models
was limited to material sections. This allowed to
gain basic knowledge in the field of anatomy and
physiology. Then, when anesthetics were discovered
and Darwin published “On the Origin of Species’ in
1859, there was a significant increase in the number
of experiments conducted on mammals. Further
factors that contributed to the escalation of animal
use were the development of microbiology and Koch’s
postulates, especially his claim that it was possible
to prove the pathogenicity of microorganisms by
successfully infecting healthy and susceptible
animals.

Another key element was the publication of
the book ,,Introduction a [’étude de la médecine
expérimentale” by Claude Bernard (1), who in his
work wrote about the use of methodology as a tool
for planning physiological experiments. In the
20th century, there was a significant development
in toxicology, pharmacology and immunology,
combined with an increase in the frequency of
research on animal models.

This was the case until the beginning of the 1980s,
when the frequency of studies was reduced. The
reason for this was increased public awareness of the
frequent abuse and cruelty of animal models. This led
to strict regulations on laboratory procedures and the
creation of an animal ethics committee. However, in
recent years the trend in the number of animal studies
has reversed. This is due to the potential benefits of
various genetic modifications (2).

The main purposes of using animals in
laboratories are, of course, scientific. These include
the study of infectious diseases (AIDS, Epstein-Barr
disease, hepatitis B and C, and others), parasitic,
metabolic, autoimmune, inflammatory, and rare
diseases. Research covers a wide range of medical
fields, including oncology, neurology, cardiology,
toxicology, genetics, immunology and many others.
In this way, research is also carried out in the areas
of sleep, wound healing, behavioral factors, sensory
damage and aseptic research (3-6).

The aim of this review is to present various animal
organisms used to determine the pathogenicity
and virulence of old and new human and animal
pathogens, mainly human parasites, based on animal
studies, cell cultures, macrophages and other models.
Pathogenicity is the potential ability of a pathogen to
enter the host. It is defined as the ratio of organisms
inoculated with a pathogen to those that become
infected. Virulence, on the other hand, is defined as
the size of changes in infected organisms (7). The
measure of virulence is usually the lethal dose (LD, ).
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badali budowg i1 funkcje ludzkiego ciata. Poczatkowo
rola zwierzat jako modeli naukowych ograniczata si¢ do
sekcji materiatu. Pozwolito to na zdobycie podstawowej
wiedzy z zakresu anatomii i fizjologii. Nastepnie, kie-
dy odkryto srodki znieczulajace i Darwin opublikowat
,,O powstawaniu gatunkow” w 1859 roku, zaobserwo-
wano znaczny wzrost liczby eksperymentdéw przepro-
wadzanych na ssakach. Kolejnymi czynnikami, ktore
przyczynity si¢ do eskalacji wykorzystywania zwierzat,
byt rozw¢j mikrobiologii i postulaty Kocha, zwlaszcza
jego twierdzenie, ze mozliwe jest udowodnienie patoge-
niczno$ci mikroorganizméw poprzez skuteczne zaraza-
nie zdrowych i podatnych zwierzat.

Kolejnym kluczowym elementem byta publikacja
ksigzki ,, Introduction a [’ étude de la médecine expéri-
mentale” Claude’a Bernarda (1), ktory w swojej pracy
pisat o wykorzystaniu metodologii jako narzedzia pla-
nowania eksperymentdéw fizjologicznych. W XX wie-
ku nastapit znaczny rozwoj toksykologii, farmakologii
1 immunologii, potaczony ze wzrostem czestotliwosci
badan na modelach zwierzecych.

Tak bylo do poczatku lat 80., kiedy to zmniejszono
czestotliwosé studidw. Powodem tego byta zwiekszona
$wiadomos¢ spoleczna na temat czestego znecania si¢
1 okrucienstwa wobec modeli zwierzat. Doprowadzito
to do powstania surowych przepisow dotyczacych pro-
cedur laboratoryjnych i powstania komisji etycznej ds.
zwierzat. Jednak w ostatnich latach tendencja w liczbie
badan na zwierzetach ulegta odwroceniu. Wynika to
z potencjalnych korzysci wynikajacych z réznych mo-
dyfikacji genetycznych (2).

Glowne cele wykorzystywania zwierzat w labora-
toriach sg oczywiscie naukowe. Naleza do nich nauka
o chorobach zakaznych (AIDS, choroba Epsteina-Bar-
ra, wirusowe zapalenie watroby typu B i C i inne), pa-
sozytniczych, metabolicznych, autoimmunologicznych,
zapalnych i rzadkich. Badania obejmujg szeroki zakres
dziedzin medycyny, w tym onkologig, neurologie, kar-
diologie, toksykologie, genetyke, immunologie i wiele
innych. W ten sposob prowadzone sa rowniez prace ba-
dawcze w obszarach dotyczacych snu, gojenia si¢ ran,
czynnikow behawioralnych, uszkodzen sensorycznych
oraz badan aseptycznych (3-06).

Celem niniejszej pracy przegladowej jest przedsta-
wienie roznych organizmow zwierzgcych stuzacych do
oznaczania patogenicznosci i wirulencji starych i no-
wych patogenow cztowieka i zwierzat, glownie paso-
zytow cztowieka, w oparciu o badania na zwierzetach,
hodowlach komérkowych, makrofagach i innych mode-
lach.

Patogeniczno$¢ jest to potencjalna zdolnos¢ pa-
togenu do wniknigcia do organizmu zywiciela. Jest
okreslana jako stosunek organizmoéw zaszczepionych
patogenem do organizméw, ktére ulegly zarazeniu.
Wirulencj¢ natomiast okresla si¢ jako wielko$¢ zmian
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Pathogenic organisms are characterized by
different pathogenicity and virulence depending
on their origin, environment, host and many other
factors. In the human environment, pathogenic
organisms can be found next to free-living, non-
pathogenic organisms or organisms with negligible
pathogenicity of the same species (e.g. Entamoeba
histolytica, free-living amoebae of the genera
Acanthamoeba or Naegleria). Pathogens isolated
from animals may be potentially invasive to humans
or may be completely neutral. Therefore, tests for
pathogenicity and virulence are performed on (among
others) animals in order to extrapolate the results to
humans. The condition for obtaining correct results
is the proper selection of animals for the experiment.

OVERVIEW OF ANIMAL MODELS

In the best quality animal models, the symptoms
and etiology of the disease are similar to those
observed in the human body. For this reason,
laboratory research uses biological models — capable
of reproducing a physiological or disease state that
occurs in another organism. The basic function of
animals used in research is to enable the study of
the development and progression of specific disease
entities, the identification of pathogens responsible
for causing the disease and the assessment of the
effectiveness of drugs. The goal is primarily to create
prevention programs and develop new therapeutic
strategies in the treatment of human infectious
diseases. Due to their special characteristics, many
animal species have been introduced into laboratories
as research models (8).

The most popular and well-known animal model
is the laboratory mouse model (Mus musculus). It
is used in both biological and medical research (4).
Mice owe their multiple uses to a large stock of inbred
strains. This is due to the persistent population of
genetic clones obtained by multiple mating of brothers
and sisters. The mice of each strain are genetically
identical. This makes it possible to collect data across
time and space. The results of the clone tests allow
for the determination of the exact characteristics
of the phenotype. This is not so easy to achieve in
other mammals. A defined set of genetic differences
between inbred strains provides an opportunity to
study the effect of genetic diversity on a particular
phenotype. The low cost of maintenance, breeding
and reproduction of the laboratory mouse is another
of its advantages as a laboratory animal model (9).

An example of using the mouse as a model is its
use in research on the pathogenicity of free-living
amoeba belonging to the genus Acanthamoeba.
These protozoa are capable of causing granulomatous

w organizmach zakazonych (7). Miarg zjadliwosci jest
najczgsciej dawka $miertelna (LD,).

Organizmy chorobotworcze charakteryzujg —si¢
zroéznicowang patogenicznoscia i zjadliwoscia w zalez-
nos$ci od pochodzenia, srodowiska, zywiciela i wielu in-
nych czynnikow. W srodowisku cztowieka organizmy
chorobotworcze mozna spotka¢ obok organizmow wol-
no zyjacych, niepatogennych lub organizméw o zni-
komej chorobotworczosci tego samego gatunku (np.
Entamoeba histolytica, wolnozyjace petzaki z rodzajow
Acanthamoeba czy Naegleria). Patogeny izolowane od
zwierzat mogg wykazywaé potencjalng inwazyjno$¢
dla ludzi lub moga by¢ calkowicie neutralne. Dlatego
testy na patogeniczno$¢ i wirulencje przeprowadza si¢
(migdzy innymi) na zwierzetach w celu ekstrapolacji
wynikow na ludzi. Warunkiem uzyskania poprawnych
wynikéw jest wlasciwy dobdr zwierzat do przeprowa-
dzanego doswiadczenia.

PRZEGLAD MODELI ZWIERZECYCH

W najlepszej jakosci modelach zwierzecych obja-
wy 1 etiologia choroby sg zblizone do obserwowanych
w organizmie cztowieka. Z tego powodu w badaniach
laboratoryjnych wykorzystuje si¢ modele biologiczne —
zdolne do odtworzenia stanu fizjologicznego Iub cho-
robowego wystepujacego w innym organizmie. Pod-
stawowa funkcja zwierzat wykorzystywanych w ba-
daniach jest umozliwienie badania rozwoju i progresji
okreslonych jednostek chorobowych, identyfikacja pa-
togenow odpowiedzialnych za wywotanie choroby oraz
ocena skutecznos$ci lekow. Celem jest przede wszystkim
tworzenie programéw profilaktycznych i opracowywa-
nie nowych strategii terapeutycznych w leczeniu chordb
zakaznych cztowieka. Ze wzgledu na ich szczegdlne ce-
chy, wiele gatunkow zwierzat zostato wprowadzonych
do laboratoriow jako modele badawcze (8).

Najpopularniejszym i najbardziej znanym mode-
lem zwierzecym jest model myszy laboratoryjnej (Mus
musculus). Jest stosowany zarowno w badaniach bio-
logicznych, jak i medycznych (4). Myszy zawdzigcza-
ja swoje wielorakie zastosowania duzemu zasobowi
szczepéw wsobnych. Wynika to z trwalej populacji
klonéw genetycznych uzyskanych przez wielokrotne
krycie braci i siostr. Myszy z kazdego szczepu sa gene-
tycznie identyczne. Umozliwia to gromadzenie danych
w czasie 1 przestrzeni. Wyniki testéw na klonach po-
zwalaja na okreslenie doktadnej charakterystyki feno-
typu. Nie jest to takie tatwe do osiggnigcia u innych ssa-
kow. Zdefiniowany zestaw roznic genetycznych migdzy
szczepami wsobnymi daje mozliwos¢ zbadania wpty-
wu roznorodnosci genetycznej na okreslony fenotyp.
Niskie koszty utrzymania, hodowli i reprodukcji myszy
laboratoryjnej to kolejna jej zaleta jako laboratoryjnego
modelu zwierzecego (9).
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encephalitis (GAE). They may also be an important
cause of severe keratitis in contact lens wearers
and skin lesions in severely immunocompromised
individuals (10). These rodent species have also been
used in studies of the pathogenicity of Acanthamoeba
strains isolated from fountains, their aerosols and
municipal sandboxes. The use of this laboratory
animal model in these cases also allowed to confirm
the pathogenicity of amoebae and recognize them as
a potential source of threat to human health (11).

Similar results were reported in experiments
with another type of free-living amoeba. Naegleria
fowleri is a highly virulent opportunistic parasite.
The disease caused by this protozoan is negleriosis,
referred to as acute primary meningoencephalitis
(PAM).

Studies conducted in 1979 showed that intranasal
inoculation of the described species causes high
mortality in mice. In addition, animal weight and age
were found to influence the virulence of N. fowleri.
With a decrease in body weight, the susceptibility
of mice to amoeba infection increases. It has also
been noted that younger mice are more susceptible
to amoebiasis than older mice (12). In the case of
N. fowleri, the mouse turned out to be an excellent
animal model. But that’s not always the case.

Mice, like humans, are the natural intermediate
hosts of Toxoplasma gondii. The joint participation of
these two species in the parasitic cycle would suggest
the presence of similar defense mechanisms on the
part of the immune system in response to infection.
Despite the indicated dependence, this phenomenon
does not occur. Infection of healthy mice with
toxoplasmosis results in the death of healthy mice,
unlike humans with efficient immune systems, in
which the infection is asymptomatic (13). Moreover,
the interaction between the parasite and leukocytes
collected from toxoplasmosis-infected mice observed
in vitro are divergent from to the human model (14),
indicating that the mouse model is not suitable for
determining the pathogenicity of 7. gondii in terms
of the effect of the parasite on the immune system.

Monkeys seems to be an intuitive research model
due to their high genetic similarity to humans.
They were used to study the pathogenicity of
Acanthamoeba. For this species, the experiment
involved intracerebral and intraspinal inoculation
with amoebae, which resulted in the death of
the monkeys within a few days of the onset of
meningoencephalitis. These observations gave
grounds for recognizing Acanthamoeba strains as
pathogenic (15).

Great apes have also been used to study the
dysentery = amoeba  (Entamoeba  histolytica).
E. histolytica is a parasitic protozoan belonging to the
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Przyktadem uzycia myszy jako modelu jest jej wyko-
rzystanie w badaniach nad patogeniczno$cig petzakoéw
wolno zyjacych nalezacych do rodzaju Acanthamoeba.
Te pierwotniaki sa zdolne do wywolywania ziarninia-
kowego zapalenia moézgu (GAE). Moga by¢ roéwniez
wazng przyczyng ciezkiego zapalenia rogdwki u osob
uzywajacych soczewek kontaktowych oraz zmian skor-
nych u oséb z powaznym uposledzeniem odpornosci
(10). Wspomniane gatunki gryzoni znalazly réwniez
zastosowanie w badaniach patogenicznosci szczepow
Acanthamoeba wyizolowanych z fontann, ich aerozoli
oraz z miejskich piaskownic. Wykorzystanie tego labo-
ratoryjnego modelu zwierzgcego w tych przypadkach
pozwolilo réwniez na potwierdzenie chorobotworczo-
$ci pelzakow i uznanie ich za potencjalne zrédlo zagro-
zenia dla zdrowia cztowieka (11).

Podobne wyniki odnotowano w eksperymentach na
innym rodzaju pelzakéw wolno zyjacych. Naegleria
fowlerii jest wysoce zjadliwym pasozytem oportuni-
stycznym. Chorobg wywolywang przez tego pierwot-
niaka jest neglerioza, okreslana jako ostre pierwotne
zapalenie mozgu i opon mozgowych (PAM). Badania
przeprowadzone w 1979 roku wykazaly, ze donosowe
zaszczepienie opisanym gatunkiem powoduje wysoka
$miertelno$¢ u myszy. Ponadto stwierdzono, ze masa
ciala zwierzgcia i jego wiek wptywaja na wirulencje
N. fowleri — wraz ze spadkiem masy ciala zwigksza si¢
podatno$¢ myszy na zarazenie petzakami. Zauwazono
réwniez, ze mlodsze myszy majg wigkszg podatnos$¢ na
petzaki niz starsze myszy (12). W przypadku N. fowleri
mysz okazata si¢ doskonatym modelem zwierzgcym,
lecz nie zawsze tak jest.

Myszy, podobnie jak ludzie, sg naturalnymi zywi-
cielami posrednimi Toxoplasma gondii. Wspolny udziat
tych dwodch gatunkow w cyklu pasozytniczym sugero-
watby wystepowanie podobnych mechanizméw obron-
nych ze strony uktadu odpornosciowego w odpowiedzi
na zarazenie. Mimo wskazanej zaleznos$ci zjawisko to
nie wystepuje. Zarazenie toksoplazmoza zdrowych my-
szy powoduje ich $mier¢, w przeciwienstwie do ludzi z
wydolnym uktadem odpornosciowym, u ktérych infe-
kacja przebiega bezobjawowo (13). Co wigcej interakcja
miedzy pasozytem a leukocytami, pobranymi od zaka-
zonych toksoplazmoza myszy, obserwowanych w wa-
runkach in vitro s rozbiezne w stosunku do modelu
ludzkiego (14), co wskazuje, ze model mysi nie nada-
je sie do okreslania patogenno$ci 7. gondii pod katem
wptywu pasozyta na uktad odpornosciowy.

Malpy wydaja si¢ by¢ intuicyjnym modelem badaw-
czym ze wzgledu na duze podobienstwo genetyczne
do ludzi. Wykorzystano je do badania patogeniczno$ci
Acanthamoeba. W przypadku tego gatunku ekspery-
ment polegat na §rodmozgowej i dordzeniowej inoku-
lacji petzakami, co skutkowato $miercig malp w ciagu
kilku dni od wystapienia zapalenia opon moézgowych
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genus Amoebozoa that causes a disease in humans
called amoebiasis or entamoebiasis. Amoebiasis
is now one of the top three causes of death from
parasitic diseases (16). The disease affects 500
million people a year, and only about 50 million show
symptoms. Additionally, only 10% of those infected
have symptoms typical of amoebiasis; the rest are
asymptomatic (17). In Poland, this disease affects
only 2% of the population and occurs only in people
who have returned to the country from tropical places
or have been in contact with such people (11). When
the parasite invades the human large intestine, it may
behave as a harmless commensal or cause tissue
destruction if it invades the intestinal mucosa. Less
commonly, the parasite can also attack the liver, lungs,
skin and brain. Then we talk about extraintestinal
amoebiasis. The invasive form of E. histolytica is
a cyst. The cyst enters the host through contaminated
food or water, and then the released trophozoites
migrate to the epithelial cells of the large intestine,
liver, spleen or lungs, destroying them.

Since amoebiasis affects a large group of people,
it is important to differentiate E. histolytica from
other Entamoeba spp. species, including based on
pathogenicity tests. Thanks to these studies, the
presence of several non-pathogenic strains and species
was also discovered, e.g. in great apes, which are also
reservoirs of E. histolytica, but are not a source of
infection for humans (16). Only humans and some
primates are susceptible to enteric or extraintestinal
infection with E. histolytica. It is worth mentioning
that monkeys are not the only suitable model for
studying Entamoeba either.

At an experimental level, hamsters and gerbils
are also susceptible to Entamoeba infection and
amoebic liver infection, while rats and mice are
immune to it. Since these animals clear the parasite
at different times, it can be inferred that their immune
mechanisms are different. Olivos-Garcia et al. (18)
showed that, unlike hamsters, gerbils and mice, in rats
complement is responsible for the early elimination
of the parasite.

The zebrafish (Danio rerio) is also a suitable
animal model to determine pathogenicity. The
immune system of this fish is similar to the human
immune system. This fact allowed the model to
be used to better understand the type of immune
response responsible for fighting Toxoplasma gondii
in humans. In the experiment, zebrafish larvae were
infected by injecting trophozoites into the hindbrain
of the model. These trophozoites multiplied and over
time formed cysts in the brain of the fish. The parasite
infecting the fish proves that 7. gondii is virulent for
this model. The study also showed that tachyzoites
(trophozoites) were present in zebrafish macrophages

i rdzenia krggowego. Obserwacje te daty podstawe do
uznania szczepow Acanthamoeba za chorobotworcze
(15).

Malpy czitekoksztattne byty rowniez wykorzysty-
wane do badania petzaka czerwonki (Entamoeba hi-
stolytica). E. histolytica to pierwotniak pasozytniczy
nalezacy do rodzaju Amoebozoa, wywotujacy u ludzi
chorobe zwang czerwonka petzakowa zwang ameboza
lub entamoebozg. Ameboza jest obecnie jedng z trzech
najczestszych przyczyn $mierci z powodu chordb paso-
zytniczych (16). Choroba ta dotyka 500 milionéw ludzi
rocznie, a tylko okoto 50 milionéw wykazuje objawy.
Dodatkowo tylko 10 procent zarazonych ma objawy
typowe dla pelzakowicy, reszta jest bezobjawowa (17).
W Polsce schorzenie to dotyczy tylko 2% populacji
i wystepuje tylko u 0sob, ktore wrocity do kraju z miejsc
tropikalnych lub miaty kontakt z takimi osobami (11).
Kiedy pasozyt zaatakuje jelito grube cztowieka, moze
zachowywac si¢ jak nieszkodliwy komensal lub powo-
dowac zniszczenie tkanki, jesli zaatakuje btone Sluzowa
jelita. Rzadziej pasozyt moze atakowaé takze watrobe,
ptuca, skore i mozg. Wowezas moéwimy o petzakowicy
pozajelitowej. Inwazyjna postacia E. histolytica jest cy-
sta. Cysta dostaje si¢ do organizmu zywiciela poprzez
skazone jedzenie lub wodg, a nastgpnie uwolnione tro-
fozoity migruja do komorek nabtonka jelita grubego,
watroby, Sledziony lub ptuc, niszczac je.

Poniewaz ameboza dotyka duza grupe¢ ludzi, waz-
ne jest réznicowanie E. histolytica od innych gatunkow
Entamoeba spp., m.in. na podstawie testow patogenicz-
nosci. Dzigki tym badaniom odkryto rowniez wyste-
powanie kilku niepatogennych szczepdéw i gatunkow
obecnych np. u matp cztekoksztattnych, ktore sg row-
niez rezerwuarami E. histolytica, ale nie sa zrodtem
zarazenia dla ludzi (16). Tylko ludzie i niektére naczel-
ne sa podatne na jelitowe lub pozajelitowe zarazenie
E. histolytica. Warto wspomnie¢, ze malpy tez nie
sa jedynym modelem odpowiednim do badan na
Entamoeba.

Na poziomie doswiadczalnym zwierzgtami podat-
nymi na zarazenie Entamoeba i pelzakowg infekcje wa-
troby sa rowniez chomiki i myszoskoczki, podczas gdy
szczury i myszy sa na to odporne. Poniewaz zwierzgta
te eliminuja pasozyta w r6znym czasie, mozna wywnio-
skowa¢, ze ich mechanizmy odpornosciowe sg rozne.
Olivos-Garcia i in. (18) wykazali, Ze w przeciwienstwie
do chomikéw, myszoskoczkéw 1 myszy, u szczurdéw do-
petniacz odpowiada za wczesng eliminacje pasozyta.

W celu oznaczenia patogenicznosci, odpowiednim
modelem zwierzecym jest rowniez ryba danio prego-
wany (Danio rerio). Uktad odpornosciowy tej ryby jest
podobny do uktadu odpornosciowego cztowieka. Fakt
ten umozliwit wykorzystanie tego modelu do lepszego
zrozumienia typu odpowiedzi immunologicznej odpo-
wiedzialnej za zwalczanie Toxoplasma gondii u ludzi.
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(14). This indicates another similarity of the model
to humans, because in humans macrophages are also
involved in fighting this parasite during toxoplasmosis
(19). Yet another experiment investigating 7. gondii
using adult zebrafish specimens found that the parasite
occupied the liver, spleen, and was also present in the
brain and muscles (20), which are also the habitat
of T. gondii in humans. Another aspect proving
a good selection of the model for the experiment is
the anatomy of D. rerio. This fish has a large eye
compared to the body, which can be a good place
to study ocular toxoplasmosis. This would greatly
improve the pathogenicity of the parasite at this site
in humans (20). The above information showing the
high similarity between man and fish in the course
and control of toxoplasmosis suggests that it is an
appropriate model for determining pathogenicity.
This is also supported by the lower cost of keeping
the zebrafish compared to other experimental animals
(20).

ALTERNATIVE MODELS

With the development of science and the
development of medical technology, the need for
experimental facilities has increased. Animal
models were used first. The number of animals used
for research purposes each year is estimated in the
millions (21). The already compiled statistics began
to cause concern, as the subjects felt pain, stress and
died as a result of some tests. Ongoing discussions
and growing public outrage over the situation of
laboratory animals have led to the development of
the 3R strategy (22) and the enactment of numerous
regulations. It should be emphasized that the ethical
aspect was not the only argument in favor of limiting
the number of animals used in laboratories. Keeping
living organisms in a testable state is costly and time-
consuming. This aspect was both the cause and the
effect of far-reaching legislative changes. Alternatives
to animal models that are already available and can
produce quantifiable results in laboratory tests have
been sought and developed.

Proxy models currently being developed make it
possible to limit the use of animals to certain stages
of research or to stop using them altogether. The
group of surrogate models includes animal models,
which are an artificial, informal group created on
the basis of legal documents, in vitro cell and tissue
cultures and computer models.

Surrogate models have been widely used in
the study of biochemical processes, autoimmune
diseases, cancer and many others, as well as in the
development and testing of new therapies. They
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W doswiadczeniu larwy dania prggowanego zarazono
poprzez wstrzyknigcie trofozoitow do tytomoézgowia
modelu. Trofozoity te namnazaly si¢ i po pewnym cza-
sie tworzyly cysty w moézgu ryby. Pasozyt powodujac
zarazenie ryby dowodzi, ze 7. gondii jest zjadliwa dla
tego modelu. Badanie wykazato rowniez, ze tachyzoity
(trofozoity) byly obecne w makrofagach danio pregowa-
nego (14). Wskazuje to na kolejne podobienstwo modelu
do czlowieka, poniewaz u ludzi makrofagi sa rowniez
zaangazowane w zwalczanie tego pasozyta podczas
toksoplazmozy (19). W jeszcze innym eksperymencie,
badajacym 7. gondii przy uzyciu dorostych okazéw da-
nio pregowanego, stwierdzono, ze pasozyt zajmowat
watrobe, sledzione, a takze byt obecny w mozgu i mig-
$niach (20), ktore sg rowniez siedliskiem 7. gondii u lu-
dzi. Kolejnym aspektem $wiadczacym o dobrym do-
borze modelu do eksperymentu jest anatomia D. rerio.
Ryba to ma duze oko w poréwnaniu do ciata, co moze
stanowi¢ dobre miejsce do badania toksoplazmozy
ocznej. To znacznie usprawnitoby badania patogenicz-
nosci pasozyta w tym wilasnie miejscu u ludzi (20). Po-
wyzsze informacje §wiadczace o duzym podobienstwie
migdzy cztowiekiem a rybg w przebiegu i zwalczaniu
toksoplazmozy sugeruja, ze jest to odpowiedni model
do oznaczania patogenicznosci. Przemawia za tym tak-
ze, nizszy koszt utrzymania dania prggowanego w sto-
sunku do innych zwierzat doswiadczalnych (20).

MODELE ALTERNATYWNE

Wraz z rozwojem nauki i rozwojem technologii me-
dycznej wzrosto zapotrzebowanie na obiekty ekspery-
mentalne. W pierwszej kolejnosci zaczeto wykorzysty-
wac modele zwierzece. Liczbe zwierzat wykorzystywa-
nych kazdego roku do celow badawczych szacuje si¢ na
miliony (21). Juz wcze$niej opracowane statystyki za-
czety budzi¢ niepokdj, poniewaz badani odczuwali bol,
stres 1 umierali w wyniku niektorych testow. Toczace
si¢ dyskusje 1 narastajace oburzenie opinii publicznej
sytuacjg zwierzat laboratoryjnych, doprowadzity do
opracowania strategii 3R (22) i uchwalenia licznych
rozporzadzen.

Nalezy podkresli¢, ze aspekt etyczny nie byt jedy-
nym argumentem przemawiajgcym za ograniczeniem
liczby zwierzat wykorzystywanych w laboratoriach.
Utrzymywanie zywych organizméw w stanie nadajg-
cym si¢ do testowania jest kosztowne i czasochtonne.
Aspekt ten byl zarowno przyczyna, jak i skutkiem dale-
ko idgcych zmian legislacyjnych.

Poszukiwano i opracowywano alternatywy dla mo-
deli zwierzecych, ktére sg juz dostgpne 1 ktore moga daé
wymierne wyniki w testach laboratoryjnych. Obecnie
opracowywane modele zastepcze pozwalajg ograniczy¢
wykorzystywanie zwierzat do pewnych etapéw badan
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also began to be introduced into pathogenicity and
virulence studies of individual pathogens.

One of the significantly used alternative models is
chicken embryos in eggs. The embryos are incubated,
used for research, and then killed before the nervous
system is fully developed — reducing the model’s
suffering.

Using chicken embryo models, Besnoitia caprae,
a parasite that has not yet been found in humans but
is commonly found in domestic animals and cattle,
can be studied. Little knowledge of the cycle of
this parasite, which can potentially infect humans,
prompted scientists to use a chicken embryo model to
infect them with B. caprae. Once these embryos are
infected, most of them die. Histopathological studies
to examine the damage caused by the parasite in the
embryo show that the heart and liver are affected.
In the hatched embryos, involvement of the nervous
system was observed, in the form of paralysis and
glial hyperplasia. Results using this model suggest
likely targets for Besnoit’s attack. Early recognition
of the effects of infection, thanks to chicken embryos,
will allow for the development of effective treatment
methods, as well as better diagnosis based on the
characteristic symptoms in the case of potential
human infection with this parasite. In this particular
experiment, the use of fertilized chicken eggs allows
for a better understanding of the B. caprae parasite at
low cost (23).

Another parasite studied in the hen egg embryo
model is Naegleria fowleri. The embryos were
infected with amoeba suspension administered by
injection into the chorioallantoic membrane of the
eggs. The results indicate that younger embryos are
more susceptible to amoeba infestation than older
ones. However, regardless of the age of the models,
all infections were fatal. In order to unambiguously
demonstrate the strong virulence of the species, the
studies also included the effect of the number of
amoebae embedded in the embryos (24).

Studies on chicken embryos are also successful
in the case of other protozoa. Toxoplasma gondii is
a parasite showing virulence in relation to humans,
very often attacking the brain and fetuses, causing
termination of pregnancy (25). The results of a study
in which chicken embryos were infected with 7. gondii
also indicate virulence in these animals. The models
died, and post-mortem histopathology examination
of the embryos showed infection of the heart and
liver with parasites, suggesting the development
of toxoplasmosis in these animals. However, PCR
results did not show the presence of the parasite
in the brain of the embryos, which distinguishes
the chicken embryo model from the human model.
(26). This finding could provide an answer to why

lub umozliwiajg catkowite zaprzestanie ich wykorzy-
stywania.

Do grupy modeli zastepczych mozna zaliczy¢ mo-
dele zwierzece, ktore sg sztuczna, nieformalng grupa
tworzong na podstawie dokumentéw prawnych, kultur
komorkowych i tkankowych in vitro oraz modeli kom-
puterowych. Modele zastgpcze byly szeroko stosowane
w badaniu procesow biochemicznych, choréb autoim-
munologicznych, raka i wielu innych, a takze w opra-
cowywaniu 1 testowaniu nowych terapii. Zaczeto je
réwniez wprowadza¢ do badan patogenicznos$ci i wiru-
lencji poszczegolnych patogenow.

Jednym z istotnie wykorzystywanych modeli alter-
natywnych sg zarodki kurze w jajach. Zarodki sg in-
kubowane, wykorzystywane do badan, a nastgpnie za-
bijane, zanim uktad nerwowy jest w pelni rozwinigty
— zmniejszajac cierpienie modelu.

Korzystajac z modeli zarodkéw kurzych, mozna ba-
da¢ Besnoitia caprae, pasozyta, ktorego nie znaleziono
jeszeze u ludzi, ale powszechnie wystepuje u zwierzat
domowych i bydta. Niewielka wiedza na temat cyklu
tego pasozyta, ktory potencjalnie moze zarazaé¢ ludzi,
zachecila naukowcow do wykorzystania modelu zarod-
ka kurzego do zarazenia ich B. caprae. Po zarazeniu
takich zarodkow, wigkszo$¢ z nich obumiera. Badania
histopatologiczne majace na celu zbadanie szkod jakie
wyrzadza pasozyt w zarodku, wykazuja zaatakowanie
serca i watroby. U wyklutych zarodkéw zaobserwo-
wano zajecie uktadu nerwowego, pod postacig parali-
zu i przerostu gleju. Wyniki przy uzyciu tego modelu
sugeruja prawdopodobne cele ataku Besnoita. Wczesne
poznanie skutkow infekcji, dzigki kurzym zarodkom
pozwola na opracowanie skutecznych metod leczenia,
a takze lepszej diagnozy na podstawie charakterystycz-
nych objawéw w przypadku potencjalnego zakazenia
si¢ tym pasozytem przez cztowieka. W tym konkret-
nym do$wiadczeniu uzycie zaplodnionych kurzych jaj
umozliwia lepsze poznanie pasozyta B. caprae, przy
niewielkich kosztach badania (23).

Innym pasozytem badanym w modelu zarodka jaja
kurzego jest Naegleria fowleri. Zarodki zakazono za-
wiesing petzakow podana przez wstrzykniecie do blony
kosmoéwkowo-omoczniowej jaj. Wyniki wskazuja, ze
mtodsze zarodki sg bardziej podatne na inwazj¢ petza-
kow niz starsze. Jednak niezaleznie od wieku modeli
wszystkie zarazenia byly $miertelne. W celu jedno-
znacznego wykazania silnej zjadliwosci gatunku w ba-
daniach uwzgledniono rowniez wptyw liczby petzakow
zagniezdzonych w zarodkach (24).

Badania na embrionach kurzych ciesza si¢ powo-
dzeniem réwniez w przypadku innych pierwotniakow.
Toxoplasma gondii jest pasozytem wykazujacym wiru-
lencje w stosunku do czlowieka, atakujac bardzo czgsto
moézg i ptody powodujac terminacje ciazy (25). Wy-
niki badania, w ktérym zarodki kurze byly zarazone
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T. gondii attacks the central nervous system in
humans, which could help to better fight the parasite.
Infection of 7. gondii embryos occurs at a lower
LD, than in mice. These findings suggest that the
chicken embryo model is suitable for determining the
pathogenicity and virulence of 7. gondii.

CELL AND TISSUE CULTURES

Cell culture is the maintenance of one type of
cell in a medium outside of a living organism. Cells
can be obtained from various organisms and organs.
In addition, the collected and selected material is
susceptible to modification, which broadens the
scope of the model’s application in various types of
research. Under optimal conditions, the storage time
of one group of cells is several years.

Studying the pathogenicity and virulence of
Leishmania in animal models is an extremely time-
consuming and difficult process. This pathogen, after
entering the body of a vertebrate, is limited in its
occurrence to macrophages, therefore, cell cultures
of macrophages and cells resembling macrophages
in their functions are used for experiments. The
infectivity of this parasite is therefore determined
by its ability to penetrate and survive in endocytic
vesicles. The mouse fibroblast cell line McCoy (27)
and the human monoblastic leukemia cell line U937
(28) were used to study the transformation of the
promastigote to the amastigote form of Leishmania
chagasi. McCoy and U937 cells show similar
properties to macrophages, so they provide a model for
the parasite-host relationship. The results of the study
of L. chagasi on the McCoy line confirmed the theory
that changes in the form of the parasite are related
to biochemical changes. In addition, it was possible
to follow in detail the behavior of the parasite in the
presence of host cells. Hamster macrophages, on the
other hand, provided the basis for in vitro studies
on L. donovani. The cellular model made it possible
to study the adhesive and penetrating abilities of
the promastigotes and the viability of intracellular
amastigotes (29). Bone marrow-derived macrophages
(BMM) were used to observe the intracellular
development of L. amazonensis in relation to
genetic changes, e.g. deletion of the mitochondrial
iron transporter gene Leishmania (LMITI) allele.
Parasites modified in this way show a reduced ability
to grow inside the macrophage, which translates into
reduced virulence of the pathogen (30).

Cell cultures can also be a starting point
for research using animal models. Leishmania
pathogenicity studies used peritoneal macrophages
from five different primate species: Callithrix
jacchus (common marmoset), Callithrix penicillata
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T gondii rdwniez wskazujg na wirulencje u tych zwie-
rzat. Modele padly, a badanie histopatologiczne po-
$miertne zarodkow wykazalto zakazenie serca i watroby
pasozytami, co sugeruje rozwdj toksoplazmozy u tych
zwierzat. Wyniki PCR nie wykazaly jednak obecnosci
pasozyta w mdzgu zarodkow, co odroéznia model zarod-
ka kurzego od modelu ludzkiego (26). To odkrycie moze
stanowi¢ odpowiedz na to, dlaczego 7. gondii atakuje
u ludzi centralny uktad nerwowy, co pomogloby w lep-
szej walce z pasozytem. Zakazenie zarodkow 7. gondii
wystepuje przy nizszej LD,  niz u myszy. Odkrycia te
sugeruja, ze model zarodka kurzego jest odpowiedni do
okreslania patogennosci i wirulencji 7. gondii.

KULTURY KOMORKOWE I TKANKOWE

Hodowle komérkowe polegaja na utrzymywaniu ko-
morek jednego typu w pozywce poza organizmem zy-
wym. Komorki mozna uzyska¢ z réznych organizméw
1 narzadow. Ponadto zebrany i wyselekcjonowany ma-
terial jest podatny na modyfikacje, co poszerza zakres
zastosowania modelu w roznych typach badan. W opty-
malnych warunkach czas przechowywania jednej gru-
py komorek wynosi kilka lat.

Badanie patogenicznosci i wirulencji Leishmania na
modelach zwierzecych jest niezwykle czasochtonnym
i trudnym procesem. Patogen ten, po wniknigciu do or-
ganizmu kreggowca, jest ograniczony w swoim wyste-
powaniu do makrofagéow, dlatego do eksperymentow
wykorzystuje sie hodowle komodrkowe makrofagow
oraz komorki przypominajace makrofagi w swoich
funkcjach. Zakazno$¢ tego pasozyta jest zatem okreslo-
na przez jego zdolno$¢ do penetracji i przezycia w pe-
cherzykach endocytarnych. Linia komoérkowa mysich
fibroblastow McCoy (27) i linia komoérkowa ludzkiej
biataczki monoblastycznej U937 (28) zostaly wykorzy-
stane do zbadania transformacji formy promastigota
w posta¢ amastigota Leishmania chagasi. Komorki li-
nii McCoy 1 U937 wykazujg podobne wiasciwosci do
makrofagdw, wigc stanowig model odzwierciedlajacy
relacje pasozyt-gospodarz. Wyniki badan L. chagasi na
linii McCoy potwierdzity teorig, ze zmiany formy paso-
zyta wigza si¢ ze zmianami biochemicznymi. Ponadto
mozliwe bylo szczegélowe przesledzenie zachowania
pasozyta w obecnosci komoérek gospodarza. Z drugiej
strony makrofagi chomika stanowity podstawe do ba-
dan in vitro nad L. donovani. Model komérkowy umoz-
liwit badanie zdolnosci adhezyjnych i penetracyjnych
formy promastigota oraz zywotno$ci wewnatrzkomor-
kowych form amastigota (29). Makrofagi pochodzace
ze szpiku kostnego (BMM) zostaty wykorzystane do
obserwacji wewnatrzkomorkowego rozwoju L. amazo-
nensis w odniesieniu do zmian genetycznych, np. de-
lecja allelu genu mitochondrialnego transportera zelaza
Leishmania (LMITI). Tak zmodyfikowane pasozyty
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(black-legged marmoset), Saimiri sciureus (squirrel
monkey), Callimico goeldii (Goeldie marmoset)
and Aotus azarae infulatus (night monkey Azara)
without killing animals. The aim was to understand
the processes occurring in the course of visceral
leishmaniasis and to choose an appropriate animal
model for further observations (31).

An ex vivo human colon model was used to
understand the mechanisms of invasion of the human
colon by FEntamoeba histolytica. From patients
operated on due to colorectal cancer, fragments
of the ascending, sigmoid and descending colon
were collected. The isolated material was cleared
of adipose and muscle tissue, and then amoeba
trophozoites were introduced. The results allowed to
trace the early stages of amoebiasis that could not be
observed in animal models (32).

OTHER MODELS

On the basis of the relevant legal provisions
for the protection of animals used for scientific or
educational purposes, a group of living organisms
belonging to the animal kingdom has been artificially
distinguished that do not fall within the definitions of
animals used for scientific research. Therefore, some
animal organisms will be referred to as non-animal
models, i.e. alternatives to animal models. This group
includes mainly invertebrates (22). Non-animal
models are widely used in many experiments, but their
use is limited when studying the pathogenicity and
virulence of specific pathogens. The main obstacle
in this respect is the anatomical and histological
differences between invertebrates and humans.

COMPUTER MODELS

With current technological advances and far-
reaching bioinformatics efforts, it is possible to
predict certain reactions of an organism or a single
cell based on computer software, which includes
computer-aided drug design (CADD) and structure-
activity relationships (SAR) (22). These simulations
make it possible to shorten the test time by omitting
certain steps in ex vivo and in vivo studies. Only
those molecules and factors that have passed the
screening using the simulation software are included
in further research. Computer models have been
readily and widely used to test drugs (33) and the
consequences of genetic variation (34), but are not yet
widely used to study the pathogenicity or virulence of
individual pathogens due to the complexity of these
processes and sometimes extremely unpredictable
host responses. However, with the current pace of
development of knowledge in the field of broadly

wykazuja zmniejszong zdolno$¢ do wzrostu wewnatrz
makrofaga, co przektada si¢ na zmniejszong zjadliwosc¢
patogenu (30).

Hodowle komérkowe moga rowniez stanowi¢ punkt
wyjscia do badan z wykorzystaniem modeli zwierze-
cych. W badaniach nad patogennos$cia Leishmania wy-
korzystano makrofagi otrzewnowe pobrane od pigciu
réznych gatunkow naczelnych: Callithrix jacchus (mar-
mozeta pospolita), Callithrix penicillata (marmozeta
czarnoskora), Saimiri sciureus (malpa sajmiri wiewior-
cza), Callimico goeldii (marmozeta Goeldiego) i Aotus
azarae infulatus (nocna matpa Azary) bez zabijania
zwierzat. Celem bylo poznanie procesow zachodzacych
w przebiegu leiszmaniozy trzewnej i wybor odpowied-
niego modelu zwierzecego do dalszych obserwacji (31).

W celu poznania mechanizméw inwazji ludzkiej
okreznicy przez Entamoeba histolytica wykorzystano
model ludzkiej okreznicy ex vivo. Od pacjentow opero-
wanych z powodu raka jelita grubego pobrano fragmen-
ty okreznicy wstepujacej, esicy i zstepujacej. Wyizolo-
wany materiat oczyszczono z tkanki ttuszczowej 1 mig-
$niowej, a nastgpnie wprowadzono trofozoity petzakow.
Wyniki pozwolily przesledzi¢ wczesne stadia pelzako-
wicy, ktoérych nie mozna bylo zaobserwowac¢ na mode-
lach zwierzgcych (32).

INNE MODELE

Na podstawie wlasciwych przepisow prawnych doty-
czacych ochrony zwierzat wykorzystywanych do celow
naukowych lub edukacyjnych sztucznie wyodrebniono
grupe organizméw zywych nalezacych do krolestwa
zwierzat, ktore nie mieszczg si¢ w definicjach zwierzat
wykorzystywanych do badan naukowych. W zwigzku
z tym niektore organizmy zwierzece beda okreslane
mianem modeli niezwierzecych, tj. alternatywnych
wobec modeli zwierzgcych. Do tej grupy naleza glow-
nie bezkrggowce (22). Modele niezwierzece sa szeroko
stosowane w wielu eksperymentach, ale ich uzycie jest
ograniczone podczas badania patogenicznosci 1 wi-
rulencji okre$lonych patogenow. Gléwna przeszkoda
w tym aspekcie sg roznice anatomiczne i histologiczne
miedzy bezkregowcami a cztowiekiem.

MODELE KOMPUTEROWE

Przy obecnym postepie technologicznym i daleko
idacych wysitkach bioinformatycznych mozliwe jest
przewidywanie pewnych reakcji organizmu lub poje-
dynczej komorki w oparciu o oprogramowanie kom-
puterowe, ktére obejmuje komputerowe wspomaganie
projektowania lekéow (CADD) i zaleznosci struktu-
ra-aktywnos¢ (SAR) (22). Symulacje te pozwalajg na
skrdcenie czasu badania poprzez pominigcie pewnych
etapéw badan ex vivo i in vivo. Tylko te molekuty
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understood microbiology, parasitology and computer
science, one can expect a significant expansion of
the applications of the above-mentioned and related
computer methods. The implementation of such
a far-reaching replacement model could significantly
reduce the number of laboratory animals.

SUMMARY

There are many research models. Animal models
are indeed needed in the world of science. However,
non-animal models are now increasingly used.
The most important element of the experiment is
the appropriate selection of the subject on which
the study is to be conducted. The most common
laboratory animal is the laboratory mouse (Mus
musculus). However, it is worth remembering that
this is not a perfect model. For example, this species
may not be suitable for Toxoplasma gondii research.
Other animals such as monkeys, hamsters and
fish are also used as research subjects. Thanks to
regulations and a humane approach, animal models
are subject to the 3R principle - Reduce, Reuse,
Recycle, which significantly improves their comfort
during experiments.

Alternative models and their increasingly frequent
use in experiments are an interesting topic. Tissues,
cells or computer models influence the development
of science without endangering the health and life of
animals. Chicken embryos in eggs are an important
alternative to animal testing. Embryos make it
possible to obtain significant results before the
development of the nervous system of animals, which
is of great ethical value.
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