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STRESZCZENIE

W Polsce od 2001 roku kryptosporydioza znajduje
si¢ w wykazie zakazen i chorob zakaznych podlegajacych
ustawowemu obowiazkowi zglaszania, ale dotychczas
nie zgloszono ani jednego jej przypadku. Poniewaz
liczba przypadkow biegunki o nieustalonym czynniku
etiologicznym jest wysoka, a w publikacjach naukowych
opisywane sa inwazje Cryptosporidium u ludzi, mozna
przyjaé, ze w procesie diagnostycznym pasozyt ten nie
jestrozwazany wsrod potencjalnych czynnikow chorobo-
tworczych. W celu wstepnego oszacowania rozpowszech-
nienia kryptosporydiozy zbadano probki katu 246 dzieci
1 0s6b dorostych z biegunka o nieustalone;j etiologii oraz
34 dzieci zdrowych. W wyniku przeprowadzonych badan
oocysty pasozyta wykryto w kale 36 dzieci w wieku do
4 roku zycia. Zarazenie Cryptosporidium najczesciej
wystepowato u dzieci w wieku od 12 do 48 miesiaca
zycia (47,5%). Odsetek inwazji w tej grupie wieku byt
statystycznie istotnie wyzszy niz w grupie dzieci w
wieku do 12 miesiaca zycia oraz u dzieci powyzej 48
miesiaca zycia, gdzie wynosit odpowiednio:16,2% (p =
0,0018)17,7% (p < 0,001). Na podstawie polimorfizmu
dhugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP) stwierdzo-
no, ze wyizolowane z prob oocysty nalezaty do gatunku
Cryptosporidium parvum i/lub Cryptosporidium hominis.
Nie stwierdzono przypadkow zarazenia wsrdd dzieci
zdrowych oraz wsrod chorych osdb dorostych. Poniewaz
inwazje Cryptosporidium wykryto u dzieci z biegunka,
ktorej czynnika etiologicznego nie ustalono w trakcie
rutynowo prowadzonych badan mikrobiologicznych,
wskazane wydaje si¢ wprowadzenie do schematu dia-
gnostyki zakazen przewodu pokarmowego dzieci badan
w kierunku kryptosporydiozy.
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ABSTRACT

In Poland since 2002 it is required to report the
cases of human cryptosporidiosis, but so far none has
been recorded. The aim of this study was to present
some preliminary results of a study on the incidence
of Cryptosporidium as a pathogen in children and
adults with diarrhoea of undetermined aetiology. In 36
out of 246 stool samples collected from hospitalized
patients with diarrhoea of undetermined aetiology,
invasive parasite oocysts were detected. All positive
results were obtained in a group of children aged up
to 4 years (47.5%). The percentage of invasion in this
age group was statistically significantly higher than
in the group of children aged 12 months and children
over 48 months of age, which was respectively 16.2%
(p=0.0018) and 7.7% (p < 0.001). On the basis of
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
it was found that oocysts isolated from stool samples
belonged to species of Cryptosporidium parvum and/or
Cryptosporidium hominis. In adults with diarrhoea, and
among healthy children, no oocysts of Cryptosporidum
were found. The analysis of the results demonstrated
that Cryptosporidium is one of a cause of diarrhoea in
young children in Poland. This is an indication for the
introduction of tests for cryptosporidiosis to the sched-
ule of routine diagnostics of gastrointestinal infections
in children.

This work has been partly founded by Med-Vet-Net.
Workpackages 22 Met-Vet-Net is an EU-founded.
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WSTEP

Czynnikiem etiologicznym kryptosporydiozy sa
pasozytnicze pierwotniaki przewodu pokarmowego
nalezace do rodzaju Cryptosporidium (1). Ich inwazje
zlokalizowane sa na ogdt w komoérkach nabtonkowych
jelita cienkiego, chociaz w niektorych przypadkach
moga obejmowaé rowniez nabtonek drog zoétciowych
i trzustki. Objawy, najczesciej w postaci wodnistej bie-
gunki z duza ilo$cia Sluzu, nudnosci i wymiotow, bolow
brzucha oraz podwyzszonej temperatury ciata, pojawia-
ja si¢ migdzy drugim a dziesiatym dniem od momentu
zarazenia. U os6b immunokompetentnych inwazja ma
na ogot posta¢ tagodna i po okoto dwoch tygodniach
ulega samoograniczeniu (2). Natomiast u 0s6b z niedo-
borami odpornosci jej przebieg jest przewlekty i przy
braku leczenia prowadzi do wyniszczenia organizmu,
aw skrajnych przypadkach moze by¢ nawet przyczyna
$mierci (3). W wyniku przeprowadzonych w ostatniej
dekadzie badan stwierdzono, ze biegunki powoduja
najczesciej Cryptosporidium parvum i Cryptosporidium
hominis, chociaz opisano tez przypadki choroby wywo-
tanej przez inne gatunki i genotypy Cryptosporidium,
w tym: C. felis, C. canis, C. suis oraz C. meleagridis
(4, 5, 6). Dawka infekcyjna jest bardzo niska, obliczono
bowiem, ze 10-30 oocyst moze wywota¢ chorobg (7, 8).
Inwazje Cryptosporidium sa wynikiem spozycia oocyst
pasozyta zawartych w zanieczyszczonej katem wodzie
lub Zywnosci, czy tez przeniesionych na r¢kach po
bezposrednim kontakcie z zarazonym cztowiekiem lub
zwierzeciem. Zakazona osoba wydala w jednym stolcu
108—10° oocyst, a proces wydalania moze trwa¢ nawet
do 50 dni po ustaniu objawow biegunki (9, 10).

W Polsce niewiele laboratoriow diagnostycznych
prowadzi badania w kierunku kryptosporydiozy, dlatego
wiedza dotyczaca rozpowszechnienia Cryptosporidium
w naszym kraju ijego udzialu w wywotywaniu bie-
gunek u ludzi jest istotnie ograniczona. Celem przed-
stawionej pracy bylo wstgpne oszacowanie czgstosci
wystepowania Cryptosporidium jako czynnika etiolo-
gicznego biegunki u dzieci 1 0s6b dorostych.

MATERIAL I METODY

Zbadano 246 probek katu pobranego od 122 dzieci
i 124 dorostych z biegunka o nieustalonej etiologii.
Wsrdd dzieci bylo 65 dziewczynek i 57 chlopcow w
wieku od 1 miesigca do 9 r.z. (Srednia: dwa i p6t roku),
hospitalizowanych w dwoch warszawskich szpitalach
pediatrycznych w okresie od polowy kwietnia do konca
pazdziernika 2006 r. W$rod dorostych zbadano 55 pa-
cjentow z wojewodztwa mazowieckiego i lubelskiego,
u ktorych zachorowanie miato charakter sporadyczny

oraz 69 pacjentdw z 16 réznych ognisk zakazen pokar-
mowych z terenu wojewddztw kujawsko-pomorskiego
1 todzkiego.

Grupe kontrolng stanowity probki katu 34 dzie-
ci zdrowych w wieku od 3 do 8 lat, zamieszkatych
w Warszawie i Podkowie Lesne;.

Badania mikroskopowe. Rozmazy katu bar-
wione metoda Ziehl-Neelsena badano w mikroskopie
swietlnym. Po zastosowaniu metody immunoflu-
orescencji bezposredniej (zestaw MeriFluor Crypto-
sporidium/Giardia firmy Meridian) rozmazy badano
w mikroskopie fluorescencyjnym.

Badania molekularne. DNA z probek katu
izolowano za pomoca zmodyfikowanej metody Boom
i wsp. (11) wykorzystujac urzadzenie NucliSens-mini-
MAG firmy Biomerieux. W reakcji nested PCR ampli-
fikacji poddawano fragmenty genu COWP kodujacego
biatko otoczki Cryptosporidium sp. wykorzystujac
startery zewnetrzne BCOWP-F (5°-ACCGCTTCT-
CAACAACCATCTTGTCCTC-3") oraz BCOWP-R
(5’-CGCACCTGTTCCCACTCAATGTAAACCC-3’)
i startery wewngtrzne Cry 15 (5°-GTAGATAATGGA-
AGAGATTGTG-3") oraz Cry 9 (5’-GGACTGAAATA-
CAGGCATTATCTTG-3’) (12).

Reakcja PCR przebiegata wedlug schematu: ak-
tywacja polimerazy w 95°C przez 15 min, 40 cykli
z temperaturg przytaczania starterow 55°C przez 30 s,
przy zachowanych temperaturach denaturacji: 95°C
przez 30 s i wydluzania tancucha 72°C przez 60 s,
oraz etap koncowy 72°C przez 10min. W nPCR zasto-
sowano warunki: 35 cykli w uktadzie 95°C przez 30 s,
65°C przez 30 s, 72°C przez 60 s, etap koncowy: 72°C
przez 10 min.

Wyniki w postaci swoistego prazka o wielkosci 553
pz odczytywano w swietle UV, po przeprowadzeniu roz-
dziatu elektroforetycznego produktéw amplifikacji w
1,5% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny.

Roéznicowanie gatunkowe izolatow Cryptospo-
ridium prowadzono technika RFLP (polimorfizmu
dtugosci fragmentéw restrykcyjnych) przy uzyciu
trzech enzymow restrykcyjnych: FspB I (Bfal), Ssp |
oraz Vsp I (Ase ) firmy Fermentas. Wyniki odczyty-
wano w swietle UV po przeprowadzeniu elektroforezy
produktow w 4,5% zelu agarozowym wybarwionym
bromkiem etydyny.

Analizy statystyczne. Do analiz statystycznych
zastosowano test chi-kwadrat oraz test Fishera. Analiz¢
wykonano w oparciu o program SAS.

WYNIKI

Oocysty Cryptosporidium wykryto w probkach
katu uzyskanego od 36 dzieci (Tab I). Wsréd zarazo-
nych byly 23 dziewczynki i 13 chtopcow w wieku od 6
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miesiaca do 4 r.z. Nie stwierdzono statystycznie istot-
nych réznic w liczbie zarazonych wsrdd dziewczynek
i chtopcow (p =0,128). Zarazenie Cryptosporidium
najczesciej wystepowalo u dzieci w wieku od 12 do 48
miesiaca zycia — 47,5%. Odsetek inwazji w tej grupie
wieku byl statystycznie istotnie wyzszy niz w grupie
dzieci w wieku do 12 miesigca zycia oraz u dzieci
powyzej 48 miesigca zycia, gdzie wynosit odpowied-
ni0:16,2% (p = 0,0018)17,7% (p < 0,001) (Ryc. 1). Nie
stwierdzono rdéznicy istotnej statystycznie w czgstosci
wystgpowania zarazen miedzy dzie¢mi w wieku do 12
miesiecy 1 dzie¢mi powyzej 48 miesigcy zycia.

Tabela I. Liczba pacjentow zarazonych Cryptosporidium sp.
w badanych grupach.

The number of infected with Cryptosporidium sp.
in the examined groups of patients.

Table 1.

Badani Liczba zbadanych  Liczba zarazonych

pacjentow Cryptosporidium
Dzieci chore (n = 122):
dziewczynki 65 23
chtopcy 57 13
Chore osoby doroste (n = 124)
zachorowania sporadyczne 55 0
zachorowania z ognisk 69 0
Dzieci zdrowe 34 0
Razem 280 36
50%
45.8%
40%
g 30%
$ 20% 1
8 16.2%
o
10% 1 7.7%
0% w w
<12 12-48 >48
wiek (w miesigcach)
Ryc. 1. Wystgpowanie zarazen Cryptosporidium sp. u dzie-

ci z biegunka w poszczegolnych grupach wieku
The presence of Cryptosporidium spp oocysts in
children with diarrhoea in different age groups

Fig 1.

W probkach katu chorych oséb dorostych oraz
w probkach uzyskanych od dzieci zdrowych nie stwier-
dzono obecnosci oocyst Cryptosporidium.

Analiza polimorfizmu dlugosci fragmentow re-
strykcyjnych uzyskanych izolatow wykazata ich przy-
naleznos$¢ do gatunku Cryptosporidium parvum i/lub
Cryptosporidium hominis.

DYSKUSJA

W Stanach Zjednoczonych w latach 1995-2007
zapadalno$¢ na kryptosporydiozeg ksztaltowata sig
w granicach 0,9-1,4 przypadkow zarazen na 100 000
mieszkancow, a wedtug szacunkowych danych z Europy
za rok 2005 wynosita ona 1,9 przypadkow na 100 000
0s6b (13). W naszym kraju nie zgtoszono dotychczas
ani jednego przypadku kryptosporydiozy, chociaz od
roku 2001 istnieje ustawowy obowiazek rejestracji tej
choroby (Dz. U. z dnia 31 pazdziernika 2001 r.). Ponie-
waz liczba przypadkow biegunki o nieustalonej etiologii
jest wysoka, a w publikacjach naukowych opisywane
sa przypadki zarazen Cryptosporidium u ludzi, nalezy
zatozy¢, ze w Polsce pasozyt ten nie jest rozwazany jako
potencjalny czynnik chorobotworczy (14).

Dzieci sa szczegodlnie podatne na zarazenia
pasozytami jelitowymi, w tym Cryptosporidium.
W przeprowadzonych badaniach wlasnych zarazenie
Cryptosporidium stwierdzono u 36 ze 122 (29,5%)
zbadanych dzieci hospitalizowanych w Warszawie.
We Wroctawiu w latach 2002—2003 pasozyta wykryto
u5 z 76 zbadanych immunokompetentnych dzieci
z przewlekla biegunka, hospitalizowanych w Klinice
Pediatrii, Gastroenterologii i Zywienia oraz u 3 z 26
pacjentow z przewlekla biegunka hospitalizowanych
w Klinice Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hemato-
logii Dziecigcej. W badaniach przeprowadzonych we
Wroctawiu Cryptosporidium czgéciej wystgpowalo u
dzieci starszych w wieku 5—18 lat (12,5%), niz u mtod-
szych dzieci w wieku od 5 tygodni do 4,5 roku (6,4%
) (15). Natomiast wsrod dzieci hospitalizowanych w
Warszawie odsetek zarazonych dzieci w wieku od
12 do 48 miesiaca zycia (47,5%) byt istotnie wyzszy,
niz w grupie dzieci starszych (47,5% v. 7,7% ; p <
0,001). Podobne wyniki otrzymano dla innych krajow
europejskich. Analiza danych zgloszonych przez kraje
do sieci BSN (European Basic Surveillance Network)
przeprowadzona przez Semenze 1 Nicholsa w 2005 r.
wykazata, ze najwyzsze ryzyko zarazenia Cryptospo-
ridium wystgpuje w grupie dzieci ponizej 5 r.z. (5,7
przypadkow na 100 000), natomiast u dzieci w wieku
5-14 lat jest prawie o potowg nizsze (2,5 przypadkow
na 100 000). Rowniez w Stanach Zjednoczonych przy-
padki kryptosporydiozy najczgsciej wykrywano u dzieci
mtodszych w wieku od 1 roku do 9 lat (16).

Cryptosporidium czgsto powoduje powstawanie
ognisk chorobowych obejmujacych wiele 0sob zara-
zonych (14). W przeprowadzonej pracy nie wykryto
przypadkow kryptosporydiozy w zadnym z 16 badanych
ognisk zakazen pokarmowych. Z analizy dost¢pnych
danych epidemiologicznych z tych ognisk wynika, ze
w zadnym z nich woda nie byta zrodtem zakazenia,
natomiast Cryptosporidium wykrywane jest przede
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wszystkim w ogniskach wodnopochodnych. W Sta-
nach Zjednoczonych od 1984 do 2007 roku zgloszono
do Centrum Zwalczania i Zapobiegania Chorobom
(CDC) 143 wodnopochodne ogniska kryptosporydiozy.
Pigtnascie (10,5%) z tych ognisk byto powiazanych z
woda pitna, a 128 (89,5%) z woda wykorzystywana
do celow rekreacyjnych (16). W Polsce trudno jest
oceni¢, czy woda stanowi zagrozenie, poniewaz do-
tychczas nie prowadzono badan obowiazkowych wody
pitnej na obecnos¢ oocyst Cryptosporidium, chociaz
od roku 2007 istnieja do tego podstawy prawne (Roz-
porzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 29 marca 2007
r. w sprawie jakosci wody przeznaczonej do spozycia
przez ludzi — Dz. U. z dnia 6 kwietnia 2007 r.). Nato-
miast badania przeprowadzone dla celow naukowych
wykazaty obecno$¢ oocyst pierwotniaka w wodzie z
kranu pobranej w Poznaniu. Oocysty wykrytow 1z 12
zbadanych szklanek wody pitnej pobranej z kranu (17).
Oocysty Cryptosporidium wykryto takze w probkach
wod powierzchniowych pobranych w Poznaniu i jego
okolicach oraz w Tréjmiescie (17, 18, 19).

Badanie genetyczne zebranych izolatow Cryptospo-
ridium przeprowadzono za pomoca RFLP, ktore jest me-
toda bardziej ekonomiczna anizeli sekwencjonowanie,
niestety nie pozwala odrozni¢ gatunku C. hominis od C.
parvum. Pierwszy z wymienionych gatunkéw wystepuje
wytacznie u ludzi, podczas gdy drugi jest pasozytem
ludzi i zwierzat (20). W badaniach przeprowadzonych
przez Bajer i wsp., wsrdd Cryptosporidium wyizolowa-
nych od hospitalizowanych w Polsce dzieci z pierwot-
nymi niedoborami odpornosci, stwierdzono gatunki:
C. hominis, C. meleagridis i C. parvum, natomiast u
zbadanych 0s6b immunokompetentnych, lub pacjentow
z immunosupresja wtdrna stwierdzano wytacznie zara-
zenia gatunkiem C. parvum (21). Zwierzgcy rezerwuar
pasozyta znacznie podwyzsza ryzyko nabycia inwazji.
W przeprowadzonych uprzednio badaniach Cryptospo-
ridium wykryto u 12,1% psow oraz 8,6% kotow sposrod
347 zdrowych zwierzat domowych z terenu Warszawy
(22). Wstepne badania genetyczne zebranych izolatow
wykazaty wystepowanie u tych zwierzat chorobotwor-
czego dla ludzi Cryptosporidium parvum. Poniewaz
szacuje si¢, ze okoto 60% rodzin w Polsce ma psa lub
kota, nalezy przyja¢, ze poziom skazenia §rodowiska
Cryptosporidium jest wysoki oraz wzia¢ pod uwage
mozliwos¢ bezposredniego przeniesienia zarazenia ze
zwierzat domowych na dzieci (23).

Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze Cryptospo-
ridium jest potencjalnym czynnikiem etiologicznym
biegunki u matych dzieci w Polsce. Wskazane wydaje
si¢ wigc wprowadzenie badan w kierunku kryptospory-
diozy do schematu rutynowej diagnostyki laboratoryjne;j
zakazen przewodu pokarmowego u dzieci.
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