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ABSTRACT. Evaluation of usefulness of different methods for detection of Cryptosporidium in
human and animal stool samples. There are many methods for detection of Cryptosporidium
oocysts. Most of them (more than 20) enable the microscopic detection of Cryptosporidium oocysts in
faecal smears. Such a great variability of diagnostic methods may lead to confusion as far as the choice
of an appropriate technique by a given laboratory is concerned. This study evaluated the diagnostic
usefulness of Cryptosporidium oocysts and coproantigen detection methods in the diagnosis of cryp-
tosporidiosis in human (266 stool specimen) and animals (205 from cattle, 160 from sheep, 30 from
horses, 80 from cats, 227 from dogs and 11 from wild animals). The total number of human and ani-
mal stool specimens processed was 266 and 713, respectively. In this study the usefulness of several
diagnostic methods was compared. The following techniques were taken into account: wet mounts,
hematoxylin staining, four different specific methods (modified Zeihl-Neelsen, Kinyoun’s, safranin-
methylene blue, as well as carbol-methyl violet and tartrazyne) and commercially available kit based
on enzyme-linked immunoassay (ProspecT(r) Cryptosporidium Microplate Assay). The final number
of positive specimens was 123. Out of them 77 were positive in all specific methods. The oocysts
found in stool specimens were measured. Humans were infected with C. parvum and animals with C.
parvum, C. andersoni or C. felis. The statistical analysis has shown that EIA test was a better than
microscopy method for identification of Cryprosporidium in faecal samples in human and wild ani-
mal. Sensitivity and specificity are important factors for the choice of a proper diagnostic method for
Cryptosporidium detection, however other factors such as cost, simplicity and ease of interpretation of
results are also important considerations.
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WSTEP

Kokcydia z rodzaju Cryptosporidium sg szeroko rozpowszechnionymi pierwot-
niakami pasozytujacymi u ludzi, gtéwnie z obnizong sprawnoscia ukltadu immuno-
logicznego (Sloper 1 wsp. 1982; Ungar i wsp. 1986) i u wielu gatunkéw zwierzat.
Wediug wspotczesnych danych sposréd 12 gatunkoéw Cryptosporidium najszer-
szym kregiem zywicielskim, obejmujgcym ponad 152 gatunki ssakéw, charaktery-
zuje si¢ C. parvum (Fayer 1 wsp. 2000). Czgste wystepowanie kryptosporydiozy
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u zwierzat stanowi rezerwuar i Zrédto zarazenia dla cztowieka (Current 1989). Zo-
onotyczna transmisja dotyczy szczegdlnie os6b majacych bezposredni kontakt ze
zwierzetami, m. in.: hodowcow bydta, lekarzy weterynaryjnych, osob uprawiajg-
cych jazde konna, wlascicieli pséw i kotéw oraz 0os6b wizytujacych farmy. Szacun-
kowe dane wskazuja, iz rocznie okoto 200-500 milionéw 0s0b zaraza si¢ Crypto-
sporidium. Dane te moga by¢ znacznie zanizone ze wzgledu na fakt, ze w wielu la-
boratoriach nie stosuje si¢ specyficznych metod umozliwiajacych wykrywanie tego
pasozyta. Rozw6j metod diagnostycznych (mikroskopowych, immunologicznych
i molekularnych), ktory nastapit w ostatnich latach pozwolil na wykrywanie kryp-
tosporydiozy u ludzi i zwierzgt na podstawie stwierdzenia oocyst, wykrycia antyge-
nu lub DNA pasozyta w kale. Duza r6znorodnos¢ metod diagnostycznych (do te;
pory opisano okoto 20 metod barwienia) moze jednak nastrg¢czyC trudnosci w wy-
borze metody odpowiedniej dla danego laboratorium. Wyboér ten powinien opierac
sie nie tylko na ocenie swoistosci i czutosci danej metody, ale takze na czasochton-
nosci, tatwosci jej wykonania oraz kosztach badan. Dodatkowa komplikacjg w wy-
borze najlepszej metody jest niejednorodnos¢ konsystencji i sktadu katu, ktora za-
lezy m. in. od stanu zdrowia, flory jelitowej oraz diety zywiciela. Totez celem ni-
niejszej pracy byto poréwnanie uzytecznosci mikroskopowego wykrywania oocyst.
swoistego koproantygenu oraz DNA w kale réznych gatunkéw zywicieli, a takze
poréwnanie stosowanych metod pod wzgledem czasochtonnosci 1 kosztow odczyn-
nikow.

MATERIAL I METODY

Materiat badan stanowito 979 préb katu uzyskanych od ludzi (266 prob) 1 zwie-
rzat (713 préb). Préby pochodzgce od ludzi pobrano od 0s6b z grup podwyzszone-
g0 ryzyka zarazenia tzn. z zaburzeniami ze strony uktadu pokarmowego o niezna-
nej etiologii (192 préby), zakazonych wirusem HIV (51 préb), majgcych kontakt ze
zwierzetami i/lub ich odchodami (23 proby). Natomiast grupe zwierzgt, od ktorych
pobierano proby do badan, stanowity zwierzgta domowe (205 prob od bydtia, 160
prob od owiec, 30 préb od koni, 80 préb od kotow, 277 prob od psow) 1 towne (|
proba od jelenia szlachetnego, 1 préba od jenota, 2 préby od danieli, 7 prob od dzi-
kéw). Materiat do badan otrzymano z 4 gospodarstwach rolnych, Centrum Wyszko-
lenia JeZzdzieckiego, Schroniska dla Zwierzat Bezdomnych, Kliniki Weterynaryjnej,
a pozostale dostarczyli wlasciciele zwierzat lub uzyskano je z odbytu zwierzgt bez-
posrednio po odstrzale. Wigkszos¢ prob (98%) wykorzystanych do badan stanowi-
ty stolce uformowane, pozostate préby obejmowaty wypréznienia biegunkowe lub
luzne.

Metody mikroskopowe. Swieze préby katu emulgowano i badano réwnocze-
$nie stosujac dwie metody badania bezposredniego rozmazu katu (w roztworach
NaCl i IKI) oraz pie¢ metod barwienia utrwalonych rozmaz6éw katu: barwienie he-
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matoksyling zelazistg, barwienie safraning i bl¢kitem metylenowym (Anonim
1991), barwienie fioletem anilino-karbolowo-metylowym i tartrazyng (Milacek
1 Vitovec 1985) oraz dwie metody barwienia acid-fast: zmodyfikowang metodg
Ziehl-Neelsena (Anonim 1991) i zmodyfikowang metoda Kinyouna (Garcia
I Bruckner 1997). Preparaty do barwienia wykonywano w formie cienkiego rozma-
zu (5,0 cm x 2,4 cm) i po wybarwieniu przeglgdano mikroskopowo pod 1000-krot-
nym powigkszeniem. W celu okreslenia gatunku Cryptosporidium na podstawie
cech morfometrycznych w kazdej probie pozytywnej mierzono dhugosé i szeroko-
Sc1 oocyst, a takze obliczano wskaznik ksztattu (dlugosé oocyst/szerokosé oocyst).

Metody immunologiczne. Kazdg prébe katu badano takze za pomoca testu dia-
gnostycznego ProSpecT® Cryptosporidium Microplate Assay, wykrywajacego ko-
proantygen Cryptosporidium (CSA). Proby katu badano zgodnie z zaleceniami pro-
ducenta. Do badan wykorzystano testy nastepujacych serii: 970700, 970752,
970800, 970990, 980354, 980463, 980520, 980770, 980807, 990205, 990402. Aby
sprawdzi¢ swoistos¢ komercyjnego testu immunoenzematycznego zbadanol57
prob katu od ludzi 1 zwierzat zawierajacych inne gatunki pierwotniakéw jelitowych.

Metody molekularne. W celu potwierdzenia mikroskopowej i/lub immunoen-
zymatyczne) identyfikacji Cryptosporidium zbadano losowo wybrane 22 préby
katu uzyskane od zwierzat wykorzystujac technik¢ PCR. DNA pasozyta izolowano
bezposrednio z préb katu stosujac metodg opracowang przez da Silva i wsp. (1999).
DNA Cryptosporidium wykrywano przy pomocy techniki PCR stosujac pare
starterow CPBDIAGF/CPBDIAGR (Johanson i wsp. 1995). Produkt amplifikacji
porownywano z markerem (M5, DNA Gdarisk lub standard 100 pz, Gibko BRL)
oraz kontrolg pozytywna.

Analiza statystyczna. Analiz¢ poréwnawczg uzyskanych wynikéw badari opar-
to na doktadnym tescie Fischera (Stanisz 1998).

WYNIKI

Oocysty 1/lub swoisty koproantygen Cryptosporidium stwierdzono w 19
probach katu sposrod 266 prob (7,14%) uzyskanych od ludzi (Tabela 1). Koproan-
tygen 1 oocysty tego pasozyta wykryto jedynie w pigciu probach katu. W przypad-
Ku czterech prob wszystkie stosowane metody diagnostyczne byly tak samo czute,
natomiast w jednej prébie katu, uzyskanej od 3-letniej dziewczynki, nie wykryto
oocyst Cryptosporidium w rozmazie barwionym safraning i biekitem metyleno-
wym. Intensywnos¢ inwazji w pozytywnych prébach byla niska; w preparatach
stwierdzono tylko pojedyncze oocysty Cryptosporidium. W pozostatych 14 prébach
stwierdzono tylko koproantygen CSA. Préby, w ktérych wykryto zar6wno 00CYySsty,
Jak i koproantygen byly z reguty wypr6znieniami biegunkowymi lub luZnymi. Na-
tomiast wigkszos¢ prob, w ktérych stwierdzono jedynie swoisty koproantygen
Cryptosporidium stanowily stolce uformowane. Poniewaz mikroskopowe przegla-
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danie rozmazow bezposrednich w roztworze soli fizjologicznej lub IKI oraz prepa-
ratow barwionych hematoksyling nie pozwolito na wykrycie oocyst Cryptospori-
diumi, metody te pominieto w analizie statystycznej, a takze nie uwzglgdniono ich
w-Tabeli 1. Dane morfometryczne oocyst wykrytych w kale ludzi (Srednia wielkos¢
oocyst 4,3 x 4,0 um; SD # 0,3 x 0,1 um; wskaznik ksztattu 1,1). wskazuja, 1Z 0SO-
by te byly najprawdopodobniej zarazone C. parvum.

Tabela 1. Wystepowanie oocyst i koproantygenu CSA Cryptosporidium w badanych prébach

Liczba préb pozytywnych wykryta za pomocg specyficznych metod
Rozmazy barwione

| Liczba Liczba Wg Ziehl- Wg Safraning Fioletem anilino-kar- Test
Zywiciel  préb prob pozy- Neelsena  Kinyouna 1 blekitem-  bolowo-metylowym EIA
tywnych metylenowym 1 tartrazyng
4 4 4 4 4
Ludzie 266 19 1 1 0 | |
0 0 0 0 14
39 39 39 39 39
6 6 0 6 6
1 0 I 1 |
Bydto 205 59 1 1 0 0
1 0 0 0
1 I I l 0
2 0 0 0 0
0 0 0 0 8
15 15 15 15 15
Owce 160 17 1 1 | 1 0
0 0 0 0 I
S S 5 S 5
Konie 30 12 0 | 0 | I
| 0 0 0 0 6
Psy 227 3 0 0 0 0 3
Koty 80 4 4 + 4 4 4
Zwierzeta 11 9 I I 0 0 I
towne 2 0 0 0 2 |
RAZEM 979 123 84 79 70 78 119

Wsréd 205 préb uzyskanych od bydta zarazenie Cryptosporidium stwierdzono
u 59 zwierzat (28,8%). Obecnos¢ oocyst oraz swoistego koproantygenu wykazano
w 48 probach katu (Tabela 1), przy czym w 9 probach katu, przy stwierdzeniu obe- |
cnosci koproantygenu, nie wykryto oocyst w rozmazach barwionych safraning
i blekitem metylenowym (8 préb) i/lub w preparatach barwionych metoda Kinyou-
na (2 préby), a takze w dwdch rozmazach barwionych fioletem anilino-karbolowo-
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metylenowym 1 tartrazyng. Oprocz tego w kale pobranym od trzech cielat wykryto
Jedynie oocysty Cryptosporidium; a w 8 prébach katu stwierdzono wylacznie obe-
cnosC koproantygenu. Oocysty Cryptosporidium stwierdzane w rozmazach ludzkie-
go katu, a takze zwierzat byty lepiej widoczne w preparatach barwionych metoda-
mi acid-fast (zmodyfikowang metodg wedtug Ziehl-Neelsena oraz wedtug Kinyou-
na), a takze w rozmazach barwionych safraning i bigkitem metylenowym niz w pre-
paratach barwionych fioletem anilino-karbolowo-metylowym i tartrazyna. Wyniki
pomiar6w morfometrycznych oocyst stwierdzonych w kale bydta wskazuja na to,
1z najprawdopodobniej wigkszos¢ zwierzat (39) byta zarazona C. andersoni (Sre-
dma wielkos¢ oocyst 6,6 x 5,2 um; SD ( 0,6 x 0,3 (m, wskazZnik ksztattu 1,3), a dwa-
nascie C. parvum (Srednia wielkos¢ oocyst 4,5 x 4,1 um; SD ( 0.4 x 0,3 (m; wska-
znik ksztattu 1,1).

Ogoétem obecnos¢ Cryptosporidium stwierdzono w 17 prébach katu (10,6%)
sposrod 160 prob pobranych od owiec. W 15 prébach katu wykryto koproantygen
oraz oocysty Cryptosporidium w rozmazach barwionych czterema metodami spe-
cyficznego barwienia (Tabela 1). Natomiast w pozostatych dwéch prébach katu WY-
kazano obecnos¢ albo koproantygenu albo oocyst tego pasozyta. Analiza morfome-
tryczna oocyst wykrytych w kale owiec wskazuje, iz zwierzeta te bylty zarazone C.
parvum (srednia wielkos¢ oocyst 4,4 x 4,1 um; SD + 0.4 x 0,2 um; a wskaznik
ksztattu 1,0).

Po zbadaniu pojedynczych préb katu od 30 koni zarazenie Cryptosporidium
stwierdzono u 12 zwierzat (40%). W pieciu przypadkach stwierdzono obecno$é za-
rowno oocyst w preparatach barwionych czterema specyficznymi metodami, jak
| koproantygenu (Tabela 1). Natomiast w jednej probie zidentyfikowano koproan-
tygen CSA, a takze oocysty tylko w preparatach barwionych metoda Kinyouna oraz
fioletem anilino-karbolowo-metylowym i tartrazyng. Ponadto, w szesciu prébach
katu stwierdzono jedynie obecnos¢ koproantygenu Cryptosporidium. Morfome-
tryczna analiza wielkosci oocyst wykazata, iz najprawdopodobniej wszystkie konie
byty zarazone C. parvum (Srednia wielkos¢ oocyst 4,3 x 4,0 um; SD=+ 0,3 x 0,3 um:
wskaznik ksztattu 1,0).

W zadnej z 227 zbadanych préb katu od pséw nie stwierdzono obecnosci oocyst
Cryptosporidium (Tabela 1). Tylko w trzech prébach katu o luznej konsystencji wy-
kryto koproantygen tego pasozyta (1,3%).

Sposrod 80 préb katu od pobranych od kotéw Cryptosporidium stwierdzono w 4
probach (5%). W prébach tych wykazano obecnos¢ zaréwno oocyst, w preparatach
barwionych wszystkimi metodami specyficznego barwienia, jak i koproantygenu
(Tabela 1). Wyniki pomiar6w wielkosci oocyst pozwalajg zaktadaé, iz wszystkie
koty byty prawdopodobnie zarazone C. felis (Srednia wielkos¢ oocyst 4,5 x 3,8um;
SD+0.4 x 0,2 um; wskaZnik ksztattu 1,1).

Kryptosporydiozg stwierdzono u 9 zwierzat townych (6 dzikéw, 2 danieli i jele-
nia szlachetnego) z 11 badanych. W szesciu probach (5 od dzikéw 1 1 od daniela)
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wykryto tylko swoisty koproantygen CSA (Tabela 1). Ponadto, w jedne; probie ka-
tu pobranej od daniela stwierdzono koproantygen oraz oocysty w preparatach bar-
wionych metodami acid fast. Natomiast dwie préby katu (od jelenia 1 dzika) byty
pozytywne tylko w rozmazach barwionych metodg Ziehl-Neelsena oraz w tescie
immunoenzymatycznym. Intensywnos¢ inwazji u zarazonych zwierzat byta bardzo
niska. Zasieg wielkosci oocyst wykrytych w kale jelenia i daniela wchodzi w zakres
rozmiar6w oocyst C. parvum. Natomiast oocysta znaleziona w preparacie katu dzi-
ka miala mniejsze wymiary (4,0 x 4,0), co wskazywatoby na C. felis.

Analiza statystyczna uzyskanych wynikow wykazata, ze wykrywanie koproan-
tygenu CSA w kale ludzi i zwierzat fownych bylo bardziej czulg metodg niz wykry-
wanie oocyst w rozmazach katu — stwierdzono statystycznie istotne zaleznosci (p <
0.005). Natomiast nie wykazano statystycznie istotnych réznic (p > 0,005), gdy po-
réwnywano czutosé wszystkich metod diagnostycznych zastosowanych do wykry-
wania inwazji Cryptosporidium u bydta, koni, owiec, kotow 1 psow.

Tabela 2. Obecnos$¢ oocyst, koproantygenu oraz DNA Cryptosporidium w losowo wybranych
probach katu od zwierzat

Nr proby Zywiciel Obecnos¢
00CySst koproantygenu DNA

40 owca + + -
88 owca - - +
l owca - - +
2 owca - — -
3 owca - - -
4 owca - - -
5 owca - - -
6 owca ~ - -
7 owca + + +
8 owca - - -
9 owca - - -
10 owca ~ - -
442 cielg + + +
443 cielg - + +
603 ciele . - +
611 ciele - + +
612 ciele + + -
613 ciele + + +
9 dzik +* - -
10 dzik - - ~
5 daniel +%* - -
26 pies - + ~

Objasnienia: * w rozmazach katu stwierdzano tylko pojedyncze oocysty.

Oceniajac swoistos¢ testu immunoenzymatycznego zbadano 157 prob katu od
ludzi i zwierzat, w ktérych stwierdzono obecnos¢ réznych gatunkow pierwotnia-
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kow jelitowych (Blastocystis Sp.. Dientamoeba fragilis, Eimeria sp., Entamoeba
bovis, Entamoeba coli, Entamoeba hartmanni, Entamoeba polecki, Giardia intesti-
nalis, lodamoeba biitschlii, Isospora sp.). Wszystkie badane proby byly negatywne
w tescie EIA. Warto jednak w tym miejscu nadmienié, ze przy pomocy testu Pro-
SpecT w niniejszych badaniach wykrywano koproantygen C. parvum, C. anderso-
ni1 C. felis.

Catkowitg zgodnos¢ wynikéw badari mikroskopowych, immunologicznych
1 molekularnych stwierdzono w odniesieniu do 18 prob katu z 22 losowo wybra-
nych (Tabela 2). Obecnos¢ oocyst, koproantygenu i DNA Cryptosporidium wyka-
zano w 10 probach uzyskanych od 6 cielat i 4 owiec. Natomiast 8 prob katu od
owiec dalo wynik ujemny przy wykorzystaniu wszystkich trzech metod diagno-
stycznych. Wystgpowanie zaréwno oocyst, jak i koproantygenu CSA, przy braku
produktu amplifikacji DNA Cryptosporidium, stwierdzono w kale dzika i daniela.
Nalezy podkresli¢, ze w obu tych prébach liczba oocyst pasozyta byta bardzo mata
(W catym rozmazie z katu dzika wykryto tylko 1 oocyste, a u daniela 5 oocyst). Na-
tomiast w probach uzyskanych od psa oraz dzika wykazano wytgcznie obecnosé ko-
proantygenu Cryptosporidium.

Porownanie czterech metod specyficznego barwienia oraz testu EIA pod wzgle-
dem czasochtonnosci i kosztéw odczynnikéw wykazato, iz komercyjny test immu-
noenzymatyczny jest najbardziej kosztowng i czasochtonng metoda (Tabela 3). Na-
tomiast sposréd metod specyficznego barwienia najdrozszg 1 najbardziej czaso-
chtonng metodg jest barwienie fioletem anilino-karbolowo-metylowym i tartrazyna.
W przypadku pozostatych metod koszty i czasochtonno$é sg porOwnywalne.

Tabela 3. Poréwnanie czterech barwien rozmazéw katu w kierunku C ryptosporidium oraz testu
immunoenzymatycznego pod wzgledem czasochtonnosci i kosztéw

Metody

Mikroskopowe badanie barwionych rozmazéw katu EIA
Wartosc¢/ Wg Ziehl- Wg Safraning i1 biekitem Fioletem anilino-
jedng probe Neelsena Kinyouna metylenowym karbolowo-metylowym

I tartrazyng
Czas (minuty) 70 90 60 100 120
Koszt (z) 4.6 3.8 3.8 8.4 44.5
DYSKUSJA

W niniejszej pracy porownywano przydatnos¢ metod mikroskopowych i testu
immunoenzymatycznego w identyfikacji Cryptosporidium w kale ludzi i roznych
gatunkow zwierzgt. Uzyskane wyniki potwierdzity nieprzydatnos¢ rutynowych me-
tod mikroskopowych stosowanych w diagnostyce pierwotniakéw jelitowych
w identytikacji oocyst Cryptosporidium. Przy pomocy komercyjnego testu EIA wy-
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kryto o 73,7% wigcej przypadkéw kryptosporydiozy u ludzi 1 0 66,7% wigce)
u zwierzat townych niz w przypadku mikroskopowego przegladania rozmazow ka-
tu barwionych specyficznymi metodami. Stwierdzenie obecnosci koproantygenu
CSA przy jednoczesnym braku oocyst nie jest zaskakujace, poniewaz antygen CSA
jest wydzielany przez endogenne stadia pasozyta podczas namnazania. Zatem nale-
7y sig spodziewad, ze koproantygen CSA bedzie obecny w kale nawet przy braku
obecnosci oocyst pasozyta. Zdecydowana wigkszos¢ prob katu od ludzi 1 wszystkie
proby od zwierzat, w ktérych wykryto jedynie koproantygen, stanowily wyproznie-
nia uformowane. Natomiast zaréwno oocysty, jak i koproantygen CSA wykryto
w biegunkowych lub luznych prébach katu uzyskanych od ludzi. Takiej zaleznosci
nie stwierdzono w przypadku badania prob katu od ré6znych gatunkéw zwierzat.

Nalezy podkresli¢, ze stolce biegunkowe i luzne zawierajg z reguty duzg liczbe
oocyst pasozyta i wowczas metody mikroskopowe sg w peini satysfakcjonujace.
Jednakze, kiedy kat ma prawidtowg konsystencjg, decyzja o wyborze odpowiedniej
metody diagnostycznej staje si¢ bardzo istotna, poniewaz takie wyproznienia za-
wieraja z reguly malg liczbg oocyst. Ponadto, wraz z procesem wygasania inwazjl
liczba oocyst Cryptosporidium w kale spada, a w przypadkach bezobjawowego za-
razenia jest znikoma (Casemore i wsp. 1997). W takich sytuacjach metody mikro-
skopowe mogg by¢ zawodne ze wzglgdu na swojq niska czutos¢. Weber 1 wspotpra-
cownicy (1991) wykazali, iz 50 tysigcy oocyst/gram katu stanowi granic¢ ich wy-
krywalnosci. Oprécz tego, gtowng przeszkoda w stosowaniu metod mikroskopo-
wych jest przerywane wydalanie oocyst z kalem. Zatem w tych przypadkach wyko-
rzystanie testu immunoenzymatycznego staje si¢ bardziej racjonalne, pod warun-
kiem, ze wybrany test bedzie charakteryzowat si¢ wysokg czutoscig 1 specyficzno-
§cig.

Wykrywanie koproantygenu Cryptosporidium w kale ludzi przy zastosowaniu
réznych wersji testu immunoenzymatycznego opisano tylko w kilku pracach. Igna-
tius i wspétpracownicy (1997) w swoich badaniach potwierdzili fakt, 1z test Pro-
SpecT byl bardziej czuly, niz pozostale zastosowane przez nich komercyjne testy
immunoenzymatyczne (Merlin Diagnostika i Novum Diagnostica). Z kole1 Kehl
i wsp. (1995) poréwnywali czutos¢ dwoch testow immunoenzymatycznych (Pro-
SpecT Cryptosporidium 1 Color Vue Cryptosporidium) 1 stwierdzili, ze oba testy
immunoenzymatyczne byly tak samo czute (94,5%). Jednak autorzy cytowanej pra-
cy podkreslaja, ze wykrywanie koproantygenu przy pomocy testu Color Vue byto
bardziej pracochtonne niz przy wykorzystaniu testu ProSpecT. Graczyk 1 wspotpra-
cownicy (1996), ktérzy wykorzystali immunoenzymatyczny test ProSpecT Crypto-
sporidium Rapid Assay i dwa testy IFA w wykrywaniu 8 gatunkow 1 30 1zolatow
Cryptosporidium (w nielicznych prébach katu uzyskanych od ludzi 1 r6znych gatun-
kéw zwierzat) stwierdzili, iz wszystkie testy wykazywaty wysokg specyficznose
i czutosé (100%) jedynie w wykrywaniu izolatéw o wysokim potencjale zarazenia
ludzi (C. parvum). Jednakze nasze badania wykazaly, ze test ProSpecT byt tak sa-
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mo czuly jak metody specyficznego barwienia rozmazéw katu w wykrywaniu C.
andersoni (gatunek wczesniej uwazany za C. muris — Lindsay i wsp. 2000), C. fe-
lis oraz 1zolatow C. parvum w kale bydla, koni i owiec, a takze umozliwit wykry-
cie koproantygenu w kale psoéw, dzikéw, danieli i jelenia szlachetnego. Ponadto test
EIA byt takze przydatny w identyfikacji kryptosporydiozy u zwierzat hodowanych
w Poznanskim Ogrodzie Zoologicznym (Majewska 1 wsp. 1997). Niepelna zgod-
nos¢ wynikow uzyskanych przy wykorzystaniu testu immunoenzymatycznego Pro-
SpecT w tej pracy i w badaniach prowadzonych przez Graczyka i wspotpracowni-
kow (1996) moze wigzac si¢ z faktem, ze amerykanscy badacze stosowali mniej
czuty test ProSpecT Rapid Assay (granica wykrywalnosci 160 ng/ml, podczas gdy
test ProSpect Microplate Assay wykrywa juz 20 ng/ml antygenu). Znaczng czutos¢
testu ProSpecT Microplate Assay potwierdzili takze Ignatius i wspétpracownicy
(1997), ktorzy w swoich badaniach wykazali, iz test ten umozliwial wykrywanie
koproantygenu jeszcze przy rozciericzeniu 1:10 000. Z drugiej strony nie wiadomo,
czy roznice w wykrywaniu koproantygenu w kale bydta, w pracy Graczyka i wspot-
pracownikow (1996) 1 w niniejszej badaniach, s3 wynikiem zmiennosci antygeno-
wej 1zolatow Cryptosporidium (Nichols 1 wsp. 1991; Nina i wsp. 1992) wystepuja-
cych w roznych rejonach geograficznych, czy tez mniejsza czuloscia testu Pro-
SpecT Rapid Assay. Niemniej fakt wystgpowania wspélnego antygenu CSA
u wigkszosci gatunkow Cryptosporidium umozliwia wykorzystanie testu ProSpecT
Microplate Assay w praktyce weterynaryjnej. Jednak z drugiej strony okreslenie ga-
tunku Cryptosporidium jest niezwykle istotne, ze wzgledu na r6zna specyficznosé
zywicielskg gatunkow pasozyta, dociekania epidemiologiczne, czy oszacowanie ry-
zyka zarazenia ludzi.

Nasze badania potwierdzity catkowitg swoistos¢ (100%) testu immunoenzyma-
tycznego. Podobng wiasciwos¢ testu ProSpecT wykazali w swoich badaniach takze
Dagan 1 wspotpracownicy (1995) oraz Graczyk i wspétpracownicy (1996). Liste
gatunkow pierwotniakow jelitowych nie wykazujacych reakcji krzyzowej w tym te-
Scie, w niniejszych badaniach uzupetniono o dwa gatunki pelzakéw — Entamoeba
bovis 1 E. polecki. Na uwage zastuguje jednak fakt, ze w tych badaniach stwierdzo-
no brak mozliwosci réznicowania gatunku Cryptosporidium przy wykorzystaniu te-
stu EIA, poniewaz przy pomocy tej metody wykrywano koproantygen CSA zar6w-
no C. andersoni, C. parvum, jak 1 C. felis.

W niniejszej pracy wykazano, ze wszystkie cztery metody specyficznego bar-
wienia rozmazow katu byly tak samo czule w identyfikacji oocyst w kale ludzi
1 zwierzat. Niewielkie roznice w wykrywalnosci oocyst, byly statystycznie nieistot-
ne. Niezgodnosci wynikajace z niewykrywania oocyst przy pomocy metod specy-
ficznego barwienia, przy obecnosci antygenu CSA, mozna ttumaczy¢ mala inten-
sywnoscig inwazji. Z drugiej strony, niemoznos¢ wykrycia koproantygenu CSA
w probach katu, w ktorych stwierdzono stosunkowo duza liczbe oocyst Cryptospo-
ridium (proby od cielat 1 owey) Swiadczy raczej o inhibicji reakcji immunoenzyma-
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tycznej poprzez nieokreslone sktadniki katu, niz o braku rozpoznania samego anty-
genu.

Przeprowadzona w tych badaniach analiza morfometryczna oocyst wykazata, 1z
najprawdopodobniej zwierzeta byly zarazone 3 gatunkami Cryptosporidium. Jed-
nakze identyfikacja gatunku Cryptrosporidium na podstawie wielkosci oocyst bywa
zawodna, poniewaz oocysty niektérych gatunkoOw majg podobne wymiary. Zatem
dopiero wykorzystanie technik molekularnych moze umozliwi¢ prawidiowe rozpo-
znanie gatunku oraz genotypu tego pasozyta. Jednakze duzym ograniczeniem
w stosowaniu tych metod jest wysoki koszt specjalistycznej aparatury 1 odczynni-
kow.

W niniejszych badaniach, w celu poréwnania prawidlowosci identyfikacj Cryp-
tosporidium przy pomocy metod mikroskopowych i testu EIA, 22 losowo wybrane
préby katu od zwierzgt badano przy wykorzystaniu techniki PCR. W 4 probach wy-
kazano niezgodno$¢ wynikow uzyskanych przy uzyciu ww. metod. Z jednej strony,
dwie proby, w ktoérych wykryto oocysty 1 koproantygen lecz nie stwierdzono DNA,
mozna uzna¢ za falszywie pozytywne, tym bardziej, ze w obu badanych probach nie
wykazano obecnosci inhibitoréw polimerazy. Z drugiej jednak strony, przy mato in-
tensywnej inwazji, kiedy oocysty sg nieregularnie rozprzestrzenione w kale, w ma-
tej ilosci materiatu, jakg pobiera si¢ w celu izolacji DNA pasozyta, oocyst moze nie
by¢. Z kolei w dwdch pozostatych probach katu (od dzika i psa) wykazano jedynie
swoisty koproantygen CSA. Préb tych nie nalezy raczej uwazac za falszywie dodat-
nie, poniewaz brak oocyst w kale, wigze si¢ z brakiem mozliwosci uzyskania DNA.
Tak wiec, takze technika PCR moze by¢ zawodna w przypadku stabo nasilonej in-
wazji lub z powodu przerywanego wydalania oocyst.

Z poréwnywanych w tych badaniach metod specyficznego barwienia najdroz-
sza, a takze najbardziej czasochtonng byta metoda barwienia fioletem anilino-kar-
bolowo-metylowym i tartrazyng. Stwierdzono takze, 1z wykrycie oocyst w prepara-
tach barwionych metodami acid-fast byto tatwiejsze, niz w preparatach barwionych
fioletem anilino-karbolowo-metylowym 1 tartrazyng. Ponadto wykazano, ze bar-
wienie safraning i biekitem metylenowym jest trudniejsze do wykonania, poniewaz
wymaga podgrzewania preparatu nad palnikiem, co wplywa takze na wydtuzenie
czasu barwienia w przypadku badania licznych préb katu. Natomiast porOwnanie
czterech metod specyficznego barwienia rozmazow katu oraz testu immunoenzy-
matycznego pod wzgledem czasochtonnosci 1 kosztow odczynnikow wykazato, 1z
test EIA jest najbardziej kosztowng i czasochtonng metoda. Jednakze czgsciowe ob-
nizenie kosztow mozna uzyska¢ badajagc rownoczesnie wigkszg 1los¢ prob katu.
Z drugiej strony metoda ta jest mato pracochtonna i tatwa do wykonania, nawet dla
osoby bez specjalnego przeszkolenia. Ponadto, laboratorium nie musi by¢ wyposa-
zone w drogi sprzet (spektrofotometr), poniewaz stwierdzono catkowitg zgodnos¢
wizualnego i spektrofotometrycznego odczytu wynikow testu EIA (Dagan 1 wsp.
1995, Majewska i wsp. 1999). Zaletami tego testu jest takze mozliwos¢ wykorzy-
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stania go w celach skriningowych, np. podczas epidemii kryptosporydiozy oraz wy-
soka czutosC, szczegdlnie w przypadkach, gdy zarazenie bylo malo intensywne.
Jednak pomimo swoich zalet test EIA, a takze metody specyficznego barwienia nie
mogg zastgpi¢ rutynowych metod koproskopowego badania katu, ktérych zaleta
jest mozliwos¢ wykrywania innych gatunkéw pasozytniczych pierwotniakéw jeli-
towych. Z drugiej jednak strony, metody stosowane w rutynowej diagnostyce nie
pozwalajg na wykrycie oocyst Cryptosporidium.

Prawidlowa interpretacja wynikéw badan katu zalezy od pelnej informacji. To-
tez negatywne wyniki badan laboratoryjnych na obecnos¢ pasozytéw jelitowych,
w ktorych nie wymieniono stosowanych metod, s3 mato wiarygodne i mogg wpro-
wadzacC w blad, poniewaz kazda metoda diagnostyczna ma swoje wady i zalety.

Wybdr odpowiedniej metody diagnostycznej powinien by¢ dostosowany do po-
trzeb danego laboratorium. Decyzja ta powinna by¢ oparta na wielu czynnikach
wlgczajgc w to: koszty odczynnikow, liczbe wyszkolonego personelu, liczbe bada-
nych prob, wyposazenie oraz wielkos¢ laboratorium, a takze czasochlonnosé, pra-
cochtonnos¢ 1 tatwos¢ wykonania testu.

LITERATURA

Anonim. 1991. Basic laboratory methods in medical parasitology. WHO, Geneva, 18.

Casemore D.P., Wright S.E., Coop R.L. 1997. Cryptosporidiosis — human and animal epidemiology.
In: Cryptosporidium and cryptosporidiosis (Ed. R. Fayer). CRC Press, Boca Raton: 65-92.

Current W.L. 1989. Cryptosporidiosis. In: New strategies in parasitology. (Ed. K.P.W.J. Mc Adam)
K.P.W.J., Churchill Livingstone. Edinburgh, London, Melbourne, New York.

Dagan R., Fraser D., EI-On J., Kassis 1., Deckelbaum R., Turner S. 1995. Evaluation of an enzyme im-
munoassay for the detection of Cryptosporidium spp. in stool specimens from infants and young
children in field studies. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene 52: 134-138.

Da Silva AJ., Bornay-Linares F.J., Moura [.N.S., Slemenda S.B., Tuttle J.L.., Pieniazek N.J. 1999, Fast
and reliable extraction of protozoan parasite DNA from fecal specimens. Molecular Diagnostic 4:
57-64.

Garcia L., Bruckner D.A. 1997. In: Diagnostic Medical Parasitology. ASM Press, Washington. D. C.,
3rd ed: 638-641.

Fayer R., Morgan U., Upton S.J. 2000. Epidemiology of Cryptosporidium: transmission, detection and
identification. International Journal for Parasitology 30: 1305-1322.

Graczyk T.K., Cranfield M.R., Fayer R. 1996. Evaluation of commercial enzyme immunoassay (EIA)
and immunofluorescent antibody (IFA) test kits for detection of Cryptosporidium oocysts of spe-
cies other than Cryptosporidium parvum. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene 54:
274-279.

Ignatius R., Eisenblitter M., Regnath T., Mansmann U., Futh U., Hahn H., Wagner J. 1997. Efficacy
of different methods for detection of low Cryptosporidium parvum oocyst numbers or antigen con-
centrations in stool specimen. European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
16: 732-736.

Johanson D.W., Pieniazek N.J., Griffin D.W., Minser L., Rose J.B. 1995. Development of a PCR pro-
tocol for sensitive detection of Cryptosporidium oocysts in water samples. Applied and Environ-
mental Microbiology 61: 3849-3855.

Kehl K.S., Cicirello H., Havens P.L. 1995. Comparison of four different methods for detection of




220 A. WERNER I WSP.

Cryptosporidium species. Journal of Clinical Microbiology 33: 416-418.

Lindsay D.S., Upton S.J., Owens D.S., Morgan U.M., Mead J.R. 2000. Cryptosporidium andersoni n.
sp. (Apicomplexa: Cryptosporiidae) from cattle, Bos taurus. Journal of Eucaryotic Microbiology
47: 91-95.

Majewska A.C., Kasprzak W., Werner A. 1997. Prevalence of Cryptosporidium in mammals housed
in Poznan Zoological Garden, Poland. Acta Parasitologica 42: 195-198.

Majewska A.C., Kasprzak W., Werner A., Kozakiewicz B. 1999. Investigations on cryptosporidiosis
in humans and livestock from the same localities. Acta Parasitologica 44: 212-214.

Milaéek P., Vitovec J. 1985. Differential staining of cryptosporidia by aniline-carbol-methyl violet and
tartrazine in smears from faeces and scrapings of intestinal mucosa. Folia Parasitologica 82: 50.

Nichols G., Mclauchlin J., Samuel D. 1991. A technique for typing Cryptosporidium isolates. Journal
of Protozoology Research 38: 237-240.

Nina J.M.S., Mcdonald V., Deer R.M.A., Wright S.E., Dyson D.A., Chiodini P.L., Mcadam K.PW.J.
1992. Comparative study of the antigenic composition of oocyst isolates of Cryptosporidium
parvum from different hosts. Parasite Immunology 14: 227-232.

Sloper K.S., Dourmashkin R.R., Bird R.B., Slavin G., Webster A.D.B. 1982. Chronic malabsorption
due to cryptosporidiosis in a child with immunoglobulin deficiency. Gur 23: 80-82.

Stanisz A. 1998. Przystepny kurs statystyki w oparciu o program STATISTICA na przykiadach z
medycyny. Stat Soft Polska, Krakow.

Ungar B.L.P., Soave R., Fayer R., Nash T.E. 1986. Enzyme immunoassay detection of immunoglob-
ulin M and G antibodies to Cryptosporidium in immunocompetent and immunocompromised per-
sons. Journal of Infectious Diseases 53: 570- 578,

Weber R., Bryan R.T., Bishop H.S., Wahlquist S.P., Sullivan J.J., Juranek D.D. 1991. Threshold of
detection of Cryptosporidium oocysts in human stool specimens: evidence for low sensitivity of
current diagnostic methods. Journal of Clinical Microbiology 29: 1323-1327.

Zaakceptowano do druku 4 czerwca 2004




