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CONSEQUENCES OF GIARDIA AND CRYPTOSPORIDIUM
GENETIC HETEROGENEITY

Protozoan parasites of the Giardia and Cryptosporidium genus are significant causes of
disease and morbidity in humans as well as significant economic losses in livestock
breeding. Parasites of both genera infect the digestive systems in many species of
animals, humans included. Environmentally resistant dispersive stages of the parasites
are excreted with the host feces; they are a contributing factor to the environment’s
biological contamination, particularly in water ecosystems. The issues of potable water
and usage of various types of recreational water reservoirs is immensely pertinent in
developed countries due to waterborne outbreaks effected by protozoan parasites. Over
325 waterborne outbreaks caused by protozoan parasites to date have been reported
worldwide. Giardia and Cryptosporidium were responsible for a majority of the outbreaks,
whereas other protozoan parasites and microsporidia were etiological agents in less than
10% of the reported outbreaks. These outbreaks constitute a significant threat for human
health and longevity as well as posing a great challenge to public health systems world-
wide; morphologically identical parasites of both humans and animals may be present in
water, characterized by varying host specificity, infectivity, antigenicity, and virulence.

The Giardia and Cryptosporidium genera comprise several species with a variegated
range of hosts. Identification of the parasite species is very difficult because cysts and
oocysts of most species have the same morphology. A further complication is their
considerable genetic heterogeneity. Some Giardia and Cryptosporidium species, assem-
blages, sub-assemblages, genotypes, and even subtypes are host-specific, whereas
others indiscriminately infect humans and many species of animals. Mere detection of
Giardia cysts and Cryptosporidium oocysts in water and other environmental samples
thus becomes inadequate; sewage plants and government agencies may still incur
considerable financial losses.

Constantly changing opinions regarding the Giardia and Cryptosporidium genera’s
taxonomic status aptly illustrate the great impact precise identification and/or nomencla-
ture of pathogens bear on environmental laws, estimating risks of human infection,
epidemiological investigations, and particularly on ascertaining the epicenter of water
contamination or outbreak, undertaking any/all available preventative measures, as well
as developing reliable diagnostic tests.
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1. Wprowadzenie

Pasozytnicze pierwotniaki z rodzaju Giardia i Cryptosporidium sa przyczyng wyso-
kiej zachorowalnosci ludzi i znaczacych strat ekonomicznych w hodowli zwierzat.
Pierwotniaki z obu rodzajow pasozytuja w ukladzie pokarmowym wielu gatunkow
zwierzat, w tym i czlowieka. Wydalane wraz z kalem zywicieli stadia dyspersyjne tych
pasozytow przezywaja przez dlugi okres w $rodowisku zewngtrznym i sg jednym ze
sktadnikéw biologicznego zanieczyszczenia $rodowiska, a szczegélnie ekosystemow
wodnych. Problem bezpiecznej wody pitnej oraz korzystania z ré6znego typu zbiornikow
rekreacyjnych w krajach rozwinigtych jest niezwykle aktualny z uwagi na wodnopo-
chodne epidemie wywotywane przez pasozytnicze pierwotniaki. Dotychczas odnotowa-
no ponad 325 wodnopochodnych epidemii na catym $wiecie; wigkszo$¢ z nich byta
wywotana przez Giardia i Cryptosporidium, a tylko niewielka cz¢$¢ przez inne pasozyt-
nicze pierwotniaki i mikrosporydia [27]. Epidemie te stanowig powazne zagrozenie dla
zdrowia i zycia ludzi, a jednocze$nie sg duzym wyzwaniem dla systemu ochrony zdro-
wia publicznego na catym $wiecie, bowiem w wodzie moga znajdowac¢ si¢ morfologicz-
nie identyczne pasozyty ludzi i zwierzat, ktore cechujg si¢ odmienng specyficznoscia
zywicielska, inwazyjnos$cia, antygenowos$cia i wirulencja. Zarowno w obrgbie rodzaju
Giardia, jak 1 Cryptosporidium wyrdznia si¢ szereg gatunkow, ktore cechuja si¢ roznym
kregiem zywicieli. Rozpoznanie gatunku tych pasozytow jest bardzo trudne, poniewaz
cysty lub oocysty wigkszos$ci gatunkéw majg taka sama budowe. Dalszym utrudnieniem
jest ich znaczne zréznicowanie genetyczne. Niektore gatunki, grupy i podgrupy genoty-
poéw, a nawet subtypy Giardia i Cryptosporidium pasozytuja tylko u okreslonych gatun-
kéw zywicieli, podczas gdy inne wystepuja zarowno cztowieka, jak i u licznych gatun-
kéw zwierzat. Zatem, samo wykrycie cyst Giardia i oocyst Cryptosporidium w wodzie
lub innych prébach srodowiskowych staje si¢ niewystarczajace, poniewaz moze wigzaé
si¢ z ponoszeniem ogromnych strat finansowych przez przedsigbiorstwa wodno-
kanalizacyjne i agencje rzadowe.

Stale zmieniajace si¢ poglady na status taksonomiczny w obrebie rodzaju Giardia i
Cryptosporidium doskonale ilustruja jak duzy wplyw ma precyzyjna identyfikacja
patogenu i/lub nazewnictwo na ustalanie norm prawnych, oszacowanie ryzyka zarazenia
ludzi, dociekania epidemiologiczne, a szczegdlnie na ustalenie zrodta zanieczyszczenia
wody lub wystapienia epidemii oraz na podje¢cie wszelkich srodkéw zapobiegawczych, a
takze na opracowanie wiarygodnych testow diagnostycznych.

2. Taksonomia i genetyczne zréznicowanie Giardia

Wraz z rozwojem technik diagnostycznych oraz wykrywaniem tego pierwotniaka u
réznych zywicieli, nomenklatura tego pasozyta stata si¢ przedmiotem licznych kontro-
wersji.

Pierwotniaki z rodzaju Giardia znane sg od ponad 300 lat, kiedy to w 1681 roku van
Leeuwenhoek przedstawit pierwszy opis trofozoitow tego pasozyta [10]. Przez niemal
200 lat pasozyt ten byl zapomniany. Dopiero w 1859 roku czeski lekarz Vilém Dusan
Lambl ponownie odkryt i doktadnie scharakteryzowat tego wiciowca nadajac mu nazwe
Cercomonas intestinalis [31]. W 1888 roku Blanchard stwierdzit, ze Lambl utworzyt
homonim, poniewaz wczesniej inny organizm zostat tak nazwany. Zatem, aby zlikwi-
dowa¢ homonimi¢ i uhonorowaé odkrycie Lambla, Blanchard utworzyt nowy rodzaj
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Lamblia 1 umiesécit w nim tego wiciowca. Jednakze wczes$niej - w 1882 roku Kiinstler
wykryl tego samego wiciowca u kijanek i nazwat go Giardia agilis. W roku 1914
Alexeieff wykazal, ze rodzaj Giardia byt wczeéniej opisany, a zatem zgodnie z zasadami
Kodeksu Nomenklatury Zoologicznej prawidlowa nazwa rodzajowa jest Giardia, a nie
Lamblia. W 1915 roku, Stiles uwazajac, ze jest wiele nieporozumien dotyczacych nazwy
gatunkowej tego pasozyta nadal mu nowa nazwe¢ Giardia lamblia i tym samym jeszcze
bardziej skomplikowat nazewnictwo tego pasozyta.

Nastepnie, wraz z pojawianiem si¢ coraz liczniejszych informacji o wystepowaniu
tego pasozyta u ludzi i réznych zwierzat opisano ponad 40 gatunkéw Giardia [28].
Chociaz wiele z nich bylo morfologicznie identycznych, to wowczas uwazano, ze
populacje Giardia sa wysoce swoiste dla swoich zywicieli. Pézniej, ze wzgledu na
gromadzgce si¢ dowody o braku specyficznosci Giardia ta koncepcja nie byta uznawana
przez wielu badaczy. Totez w 1952 roku, Filice na podstawie roznic w budowie trofozo-
itow wszystkie gatunki Giardia przydzielit do trzech grup morfologicznych: G. agilis
(pasozyt ptazow), G. muris (pasozyt gryzoni) i G. duodenalis (pasozyt czlowicka i
licznych gatunkow zwierzat). Wkrotce wigkszo§¢ badaczy zaczela akceptowac istnienie
trzech morfologicznie odmiennych grup (gatunkow) Giardia, poniewaz badania epide-
miologiczne oraz wyniki licznych do$wiadczalnych krzyzowych zarazen wskazywatly na
brak specyficznosci zywicielskiej w obrebie trzech grup morfologicznych Giardia (2,
14, 19, 34, 54]. Poézniej, dzigki wykorzystaniu nowych technik badawczych, z grupy
morfologicznej G. duodenalis wyodrebniono kolejne gatunki - G. psittaci i G. ardeae -
wystepujace u ptakdéw [12, 13] oraz G. microti - pasozyta nornikéw i pizmaka [16].
Gatunki Giardia wystgpujace u ptakéw wyodrgbniono na podstawie stwierdzenia sub-
telnych ro6znic w budowie trofozoitow widocznych w skaningowym mikroskopie elek-
tronowym oraz znacznych roznic genetycznych.

Aktualnie, w obregbie rodzaju Giardia akceptowanych jest 6 gatunkow (Tabela 1),
ktore cechuja si¢ roznym kregiem zywicieli [38]. Sposrod nich najwigeej kontrowersji
wzbudza gatunek G. duodenalis wystepujacy u ludzi i licznych gatunkéw zwierzat.
Wyniki licznych badan wskazuja, ze jest to albo jeden gatunek charakteryzujacy si¢ duza
zmiennosciag wewnatrzgatunkowa, albo tez stanowi zbiér morfologicznie nierozr6znial-
nych gatunkéw. Ponadto, duze zamieszanie wprowadza synonimowe stosowanie trzech
nazw tego pasozyta: G. intestinalis , G. duodenalis i G. lamblia. Chociaz wedtug eksper-
tow Swiatowej Organizacji Zdrowia prawidlowa nazwa jest G. intestinalis [55], to
jednak obecnie wigkszo$¢ badaczy uznaje, ze zgodnie z zasadami Kodeksu Nomenklatu-
ry Zoologicznej, prawidtowa nazwa jest G. duodenalis [39].

Identyfikacja gatunku Giardia jest bardzo trudna. Cysty wydalane wraz z kalem zy-
wiciela sg najczgsciej podstawa rozpoznania zarazenia. Jednak cysty wigkszo$ci gatun-
kéw Giardia maja takg samg budowe. Obecno$¢ morfologicznie identycznych cyst
Giardia w probach srodowiskowych utrudnia dociekania epidemiologiczne, a takze
oszacowanie ryzyka zarazenia ludzi.
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Tab. 1. Gatunki w rodzaju Giardia

Tab. 1. Species in Giardia genus
Gatunek Zywiciele Morfologia cyst
Species Hosts Cyst morphology

cztowiek, wiele gatunkow
ssakow, ryby

G. duodenalis

man, many species of

mammals, fish

gryzonie
G. muris
rodents )
identyczne
G. agili ta
s pazy identical
amphibians
ptaki
G. ardeae
birds
ptaki
G. psittaci
birds
gryzonie zawierajg w petni zrozni-
cowane trofozoity
G. microti rodents

cysts contain fully differen-
tiated trophozoites

Jednak coraz powszechniejsze stosowanie technik molekularnych w badaniach tego
pasozyta sprawito, ze zaczely si¢ gromadzi¢ liczne dowody wskazujace na znaczne
genetyczne zroznicowanie G. duodenalis. Jedna z pierwszych publikacji na $wiecie
dotyczyla analizy genomu kilkudziesigciu izolatow Giardia, uzyskanych od ludzi i
réznych gatunkow zwierzat z roznych regionéw geograficznych, w tym takze z Polski
[23]. Genetyczna analiza wykazata, ze wigkszo$¢ izolatow Giardia uzyskanych od ludzi
i zwierzat nalezy do dwdch zbiorow genotypdw, ktore wowcezas okreslono jako ,,pol-
skie” 1 ,,belgijskie” [23]. Wraz z udoskonalenie technik izolacji DNA pasozyta bezpo-
srednio z kalu oraz z prob $rodowiskowych zaczely pojawiaé si¢ liczne prace, ktore
ponownie wskazywaly, ze wickszo$¢ izolatow Giardia uzyskanych od ludzi i zwierzat w
roéznych regiondow geograficznych nalezy do dwoch gltéwnych zbiorow genotypow, ktore
sg aktualnie nazwane jako zbiory genotypow A i B [35, 40]. Gromadzi si¢ coraz wigcej
dowodow, ze izolaty G. duodenalis uzyskane od ludzi i zwierzat z grupy B sa bardziej
zréznicowane niz izolaty z grupy A [4, 25, 36]. Ponadto, na podstawie molekularnej
charakterystyki izolatow Giardia uzyskanych réznych gatunkéw zwierzat wykazano
istnienie odrebnych genotypow, ktore charakteryzuja si¢ waska specyficzno$cig zywi-
cielskg [15, 24, 32, 38, 47]. Obecnie, w obrebie G. duodenalis wyrdznia si¢ co najmniej
7 zbioréw genotypow (Tabela 2), ale nadal identyfikowane sg nowe genotypy Giardia,
ktore wystepuja gtownie u dziko zyjacych zwierzat [1, 20].

Pozniej, w obrgbie niektorych grup genotypoéw G. duodenalis (A-F) wyodrgbniono
podgrupy, np. w zoonotycznych grupach genotypéw A i B wyodrebniono odpowiednio
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trzy (Al, A2 i A3) i dwie (B3 i B4) podgrupy, co przyczynito si¢ do dalszej komplikacji
w okresleniu ryzyka zarazenia ludzi [6, 37]. Tym bardziej, ze u cztowieka oraz u niekto-
rych gatunkéw zwierzat moga wystgpowaé rozne podgrupy Giardia i niektére z nich
wydaja si¢ by¢ zaadaptowane tylko do okreslonych gatunkow zywicieli, np. podgrupe
A3 dotychczas wykryto jedynie u dziko zyjacych jeleniowatych [5, 4, 29, 30, 38, 44, 49,
53]. Z czasem, na podstawie polimorfizmu pojedynczych nukleotydow w sekwencji
markerow molekularnych (t. j. w sekwencji DNA pojedynczych gendéw) izolatow Giar-
dia, zaczgto wyrdznia¢ podtypy w obrebie podgrup genotypow tego pasozyta [4, 46].

Tab. 2. Genetyczne zréznicowanie G. duodenalis

Tab. 2. Genetic variation of G. duodenalis

Zbiér genotypow Zywiciele
Assemblages of genotypes Hosts
cztowiek, naczelne, psy i koty, zwierzeta hodowlane,
A gryzonie, dzikie ssaki, ryby
humans, primates, dogs and cats, livestock, rodents,
wild mammals, fish
cztowiek, naczelne, psy, zwierzeta hodowlane, bobry,
szczur, niektére gatunki dzikich ssakéw, ryby
B
humans, primates, dogs, livestock, beavers, rat,
some species of wild mammals, fish
psy, inne psowate
CiD
dogs, other canids
bydto i inne kopytne
E
cattle and other hoofed livestock
koty
F
cats
szczur, chomik
G
rats, hamster

Istotng trudno$cia w interpretacji wynikow genotypowania izolatow Giardia uzyska-
nych od ludzi i zwierzat jest takze fakt, ze wigkszo$¢ badan zroznicowania genetycznego
Giardia byta oparta na analizie pojedynczego markera molekularnego. Kiedy zaczgto
charakteryzowa¢ poszczegdlne izolaty Giardia analizujac jednoczesnie sekwencje kilku
markerow molekularnych, pojawity si¢ problemy z identyfikacja genotypu, np. genoty-
powanie izolatow Giardia uzyskanych od ludzi i zwierzat, oparte na analizie trzech
markerow molekularnych (#pi, gdh, sstRNA) wskazywalo na ich przynaleznos$¢ do
zbioru genotypow A, podczas gdy analiza innego markera (bg) klasyfikowata je do
zbioru genotypow B [4]. Podobng niezgodno$¢ wynikow genotypowania wykazywano
we wczesniejszych badaniach izolatow Giardia uzyskanych od pséw. W zaleznosci od
charakteryzowanego markera molekularnego, izolaty Giardia klasyfikowano jako nie
inwazyjne dla cztowieka genotypy C i D lub jako zbidr genotypow B, ktory charaktery-
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zuje si¢ zoonotyczng potencjg [42, 49]. Wyniki tych badan majg niezmiernie istotne
znaczenie w dociekaniach epidemiologicznych, poniewaz w zalezno$ci od uzytego
markera molekularnego mozna wyciagnag¢ odmienne wnioski dotyczace oszacowania
ryzyka zarazenia czlowieka.

Takze duza trudnoscia w porownywaniu wynikow genotypowania Giardia jest wy-
mienne stosowanie termindéw ,,genotyp”, ,,podgrupa”, ,,subgenotyp’, ,,podtyp” i stoso-
wanie niejednolitego nazewnictwa subgenotypow; ostatnio, aby uniknaé¢ nieporozumien
zaproponowano ujednolicenie tej terminologii; np. A wskazuje na grupe genotypow,
cyfra rzymska (Al) na podgrupe genotypow, a nastepnie cyfry arabskie (Al-1, Al-2 itd.)
na podtypy [4].

Zoonotyczny potencjat G. duodenalis moze by¢ okreslony na podstawie porownania
genotypow pasozyta wystepujacych u ludzi i zwierzat. Jednak, majac na uwadze wyzej
przedstawione trudnosci w interpretacji wynikow genotypowania, nalezy poprzez
poroéwnanie z sekwencjami referencyjnych szczepow ustali¢ kolejno: wpierw przynalez-
no$¢ sekwencji kazdego markera molekularnego badanego izolatu do grupy genotypow
(A-G) [38]; potem, przynalezno$¢ do podgrupy genotypow poprzez identyfikacje poli-
morfizmu pojedynczych nukleotydow w badanych sekwencjach [4], a nastgpnie rozpo-
zna¢ podtyp na podstawie podobienstwa sekwencji [4, 18] i dopiero wtedy, na podstawie
uzyskanych wynikow przeprowadzi¢ kompleksowa analiz¢ markeréw molekularnych
[46]. Jedynie w taki sposob przeprowadzone badania izolatow Giardia uzyskanych od
ludzi i réznych gatunkéw zwierzat umozliwia okreslenie roli zwierzat w szerzeniu
giardiozy u ludzi.

Przyjmujac powyzsze zalozenia, ostatnio przeprowadzono analizg sekwencji czterech
markerow molekularnych (SSU-rDNA, bg, tpi, gdh) 2476 izolatow Giardia uzyskanych
od ludzi, zwierzat i z prob srodowiskowych [46]. Wyniki tych rozleglych badan wskazu-
ja na rézny potencjat zoonotyczny izolatow Giardia w zaleznosci od badanego poziomu
genetycznego zroznicowania oraz od liczby markeréw molekularnych.

Kiedy analizowano sekwencj¢ kazdego markera na poziomie grupy genotypow, to
okazalo si¢, ze u ludzi najczesciej wykrywano zbior B (56%) i A (43%) oraz bardzo
rzadko zbidr C (0.1%), D (0.2%), E (0.2%) i F (0.2%). Zatem, po raz pierwszy wykaza-
no, ze nie tylko zbiory genotypow G. duodenalis A i B powoduja inwazj¢ u ludzi, ale
takze zbiory C-F maja taka mozliwos¢. Grupe genotypow A wykrywano takze czesto u
zwierzat hodowlanych, domowych i dzikich oraz w probach wody. Natomiast zbior
genotypow B sporadycznie identyfikowano u zwierzat hodowlanych i domowych oraz
ponad dwukrotnie rzadziej u zwierzat dzikich i w probach wody niz zbidér A. Wystepo-
wanie pozostatych zbioréw genotypoéw (C-G) byto zgodne z wczesniejszymi wynikami
badan (patrz Tabela 2).

Kiedy przeprowadzono bardziej wnikliwg analiz¢ tych sekwencji na poziomie pod-
grupy genotypow, to wykazano, ze do podgrupy Al nalezy okoto 75% izolatow G.
duodenalis od zwierzat hodowlanych i domowych oraz 25% izolatow od ludzi. Odwrot-
na sytuacj¢ stwierdzono odnosnie przynaleznosci do podgrupy All; w tej podgrupie
znalazta si¢ wigkszos$¢ izolatow od ludzi (75%) i 25% izolatow od zwierzat. Natomiast
do podgrupy AIIl nalezaty gtéwnie izolaty od dzikich zwierzat, kilka od bydta i poje-
dynczy izolat od kota. Podobng czestos¢ wystgpowania ludzkich i zwierzecych izolatow
G. duodenalis stwierdzono w podgrupach BIII i BIV. Zatem na tym poziomie zréznico-
wania genetycznego mozna przyjac, ze izolaty Giardia nalezace do podgrupy Al, All,
BIII i BIV maja potencjal zoonotyczny, podczas gdy izolaty z podgrupy AIIl sg inwa-
zyjne tylko dla zwierzat.
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Kiedy jednak przeprowadzono jeszcze bardziej wnikliwa analize sekwencji kazdego
markera molekularnego, to okazato si¢, ze liczba podtypow Giardia zalezata od badane-
go genu; np. w locus SSU-rDNA wyr6zniono 15 podtypéw w grupie genotypow A, w
tym tylko pi¢¢ wykrywano zaréwno u ludzi i zwierzat, siedem tylko u zwierzat, a trzy
pozostate stwierdzano tylko u ludzi. Takze w loci pozostalych trzech genow (bg, pi,
gdh) stwierdzono od 3 do 18 podtypéw w grupie genotypow A i B i wszystkie mialy
potencjal zoonotyczny. Podtypy okres§lono takze w grupach genotypow C do F. Podtypy
z grup A-E wykryte dotychczas w pojedynczych przypadkach u ludzi byty odmienne od
tych stwierdzanych u zwierzat. Natomiast w grupie F stwierdzono kilkanascie identycz-
nych podtypoéw G. duodenalis u ludzi i kotow. Kiedy jednak analizowano jednocze$nie
r6zne kombinacje dwoch lub trzech markeréw molekularnych liczba potencjalnie zoono-
tycznych podtypow znaczgco malata; np. analiza dwoch markerow nadal wykazywata
obecnos$¢ zoonotycznych podtypow w obrebie grupy A i B, ale kiedy jednocze$nie
analizowano trzy markery molekularne, to stwierdzono jedynie dwa zoonotyczne podty-
py w grupie genotypow A. Zatem, wyniki tych wskazuja, ze zwierz¢ta odgrywaja
niewielka rol¢ w szerzeniu giardiozy u ludzi. Jakkolwiek nie mozna wykluczyé¢, ze
wniosek ten jest zbyt pochopny, poniewaz wigkszo$¢ izolatow Giardia uzyskanych od
zwierzat genotypowano na podstawie sekwencji jednego lub dwoch markerow moleku-
larnych. Ponadto, mimo ze liczne badania wskazuja na znaczne zrdznicowanie gene-
tyczne izolatow Giardia, to jednak nalezy pamigtad, ze ta heterogeniczno$¢ dotyczy
niewielkich fragmentéw genomu tego pasozyta, ktoére nie musza odpowiadaé za jego
inwazyjnos$¢. Potwierdzeniem jest fakt zarazenia ochotnika izolatem Giardia z grupy
genotypow B uzyskanym od wielkoszczura [34]. Okreslenie podtypu tego izolatu nie
bylo wowczas mozliwe, ze wzgledu na brak dostgpnych obecnie metod. Nie mniej,
wykazano, ze transmisja Giardia migdzy zwierzgciem a cztowiekiem jest mozliwa.

3. Taksonomia i genetyczne zréznicowanie Cryptosporidium

Badania dotyczace Cryptosporidium maja trzykrotnie krotsza histori¢ niz badania
nad Giardia. Mimo to, nomenklatura tego pasozytniczego pierwotniaka jest tak samo
skomplikowana, jak w przypadku Giardia.

W 1907 roku amerykanski parazytolog Ernest Tyzzer po raz pierwszy opisat stadia
rozwojowe pierwotniaka, ktore wykryl w gruczotach zotadkowych laboratoryjnych
myszy, lecz dopiero w 1910 roku nadal mu nazw¢ rodzajowa i gatunkowa — C. muris
[50, 51]. W 1912 roku Tyzzer opisat nowy gatunek — C. parvum, ktory w odrdznieniu od
C. muris rozwija si¢ tylko w komorkach nabtonkowych jelita cienkiego i ma mniejsze
oocysty [52]. Przez kilka dziesigcioleci Cryptosporidium uwazano za mato znaczacego i
rzadkiego pasozytniczego pierwotniaka wewnagtrzkomorkowego. Jakkolwiek w tym
okresie sporadycznie wykrywano Cryptosporidium w ukladzie pokarmowym réznych
zwierzat i czgsto na tej podstawie opisywano nowe gatunki tego pasozyta. Podobnie, jak
w przypadku Giardia, z czasem liczba i nazewnictwo gatunkow w rodzaju Cryptospori-
dium ulegaly stalym zmianom. Rozpoznanie gatunku Cryptosporidium jest rowniez
trudne, poniewaz wielko$¢ oocyst wigkszosci gatunkéw jest taka sama lub bardzo
zblizona (Tabela 3). Stad tez obecna klasyfikacja gatunkow oparta jest na nie tylko na
cechach fenotypowych, ale i genotypowych.

Rozwdj technologii molekularnych doprowadzit do znaczacej poprawy jakosci i czu-
losci testow diagnostycznych, genetycznej charakterystyki oraz taksonomicznej klasyfi-
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kacji gatunkow Cryptosporidium. Kategoryzacja gatunkow, genotypow i1 podtypow
Cryptosporidium oparta jest gtdwnie na technikach PCR wykorzystujacych specyficzne
pary starteréw do amplifikacji jednego lub wigcej markerow molekularnych; nastgpnie
produkty amplifikacji sg analizowane przy zastosowaniu techniki RFLP i s/lub sekwen-
cjonowania. Chociaz do identyfikacji Cryptosporidium wykorzystywano rézne markery
molekularne (m.in. SSU rRNA, Asp70, tDNA, gp60), to najczgs$ciej wykorzystywanym
w badaniach epidemiologicznych i genetyce populacyjnej tego pasozyta jest gen gp60, o
czym $wiadczy znaczna liczba sekwencji tego genu, ktére zdeponowano w Banku
Genow NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Aktualnie w obregbie tego rodzaju akceptowanych jest 20 gatunkéw (Tabela 3) [45].
U ludzi najczgsciej wystepuje C. parvum i C. hominis [7]. Wraz z udoskonaleniem
technik umozliwiajagcych precyzyjng identyfikacje gatunku, u ludzi zaczeto takze wy-
krywaé inwazje wywotane przez inne gatunki Cryptosporidium: C. meleagridis, C. felis,
C. canis, C. muris, C. andersoni i C. suis, a takze przez genotypy charakterystyczne dla
jeleni, malp, krolikow, koni, skunkséw 1 pregowcow [7, 17, 26, 45, 56].

Przeprowadzona ostatnio kompleksowa analiza 2663 sekwencji fragmentu genu gp60
izolatow Cryptosporidium uzyskanych z od ludzi i zwierzat z 51 krajow wykazaty
istnienie 6 odmiennych grup podtypoéw C. hominis (Ia, Ib, 1d, Ie, If, Ig) i 10 grup C.
parvum (Ila-11k), przy czym kazda z tych grup zawiera jeden do kilkudziesigciu podty-
pow [26].

Dominujaca grupa podtypdéw C. hominis jest Ib (72%), ktorej wystepowanie stwier-
dzono w 36 krajach z 51 badanych. Natomiast pozostate grupy podtypéw C. hominis
wystepowaly rzadko i byty mniej rozpowszechnione: Ia (10% w 17 krajach), Id (8.4% w
16 krajach), Ie (7.7% w 14 krajach), If (1.6% w 9 krajach), Ig (0.2% w 2 krajach) [26].
Ponadto, wykazano, ze sposrod 12 podtypéw w grupie Ib, podtyp IbA10G2R2 jest
najczestszy (88.5%) 1 jego wystgpowanie stwierdzono w 28 krajach wszystkich konty-
nentéw, za wyjatkiem Ameryki Potudniowej. Podtyp IbA10G2R2 zwiagzany jest z
kryptosporydioza u ludzi i bydta oraz z wieloma wodnopochodnymi epidemiami krypto-
sporydiozy w U.S.A i Europie [9, 21, 22, 26, 33, 48]. Ten podtyp jest takze najczesciej
wykrywany w surowych $ciekach w Milwaukee, nawet 10 lat po wybuchu najwickszej
wodnopochodnej epidemii kryptosporydiozy [57].
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Tab. 3. Gatunki w rodzaju Cryptosporidium [45]
Tab. 3. Species in Cryptosporidium genus [45]
Gatunek Gtowny zywiciel Pomocniczy zywiciel Wlelk?:;;mcyst
Species Major hosts Minor hosts .
Size of oocysts
C. hominis cztowiek diugon, owce, bydto 45x55
humans dugong, sheep, cattle
bydto i inne kopytne,
C. parvum cztowiek jelen, myszy, Swinie 45x55

cattle and other hoofed
livestock, humans

deer, mice, pigs

C. meleagridis

indyk, cztowiek

turkey, humans papugi 4.0-4.5x4.6-5.2
C. canis psy czlowiek 49x4.7
dogs humans
C. felis koty cztowiek, bydto 45x5.0
cats humans, cattle
C. suis swinie czlowiek 44-49x4.0-43
pigs humans
C. wrairi Swinka morska 2 4.9-50x4.8-56
guinea pig
cztowiek, goralek przylad-
C. muris gryzonie kowy, koziot $niezny 56x74
rodents humans, rock hyrax,
mountain goat
C. andersoni bydio, wielbtad owee 56x74
cattle, camel sheep
C. bovis bydto owee 47-53x42-48
cattle sheep
bydto
C. ryanae ? 2.9-41x2.9-3.7
cattle
C. xiaoi owee 2 2.9-44%x29-44
sheep
C. fayeri kangur rudy 2 4551x3.850
red kangaroo
kangur olbrzymi ” 4.56.0 x5.0-6.0

C. macropodum

Eastern grey kangaroo

C. baileyi dréb przeplorkh s.tru5|e, kaczki 46x6.2
poultry quails, ostriches, ducks
. zigby, kurczeta 2
C. gall finches, chicken ’ 83x63
C. serpentis Jgszczurkh weze ? 5.6-6.6 x 4.8-5.6
lizards, snakes
C. varanii Jaszezurki weze 4252x%4856
lizards snakes
C. molnari ryby ? 4.7x 4.5
fish
C. scophthalmi ryby ? 3.7-5.0 x 3.0-4.7

fish
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Co cickawe, dwie kolejne, najczesciej wystepujace grupy podtypow la i Id C. hominis sa
najbardziej zréznicowane i w ich obrebie wykazano istnienie odpowiednio - 25 i 23 podty-
pow, sposrod ktorych dwa podtypy sa dominujace: [aA12G1R1 1 IdA15G1R1 [26].

Z kolei kompleksowa analiza sekwencji genu gp60 C. parvum wykazata, ze dominu-
jaca grupa podtypow jest grupa ITA (58%), ktora jednocze$nie jest najbardziej zréznico-
wana [26]. Grupa Ila zawiera 50 podtypow, sposrod ktorych dwa podtypy I1aA16G2R1
(43%) 1 l1aA19G3R1 (25%) sa dominujace u ludzi i zwierzat we wszystkich regionach
geograficznych, co wskazuje na ich zoonotyczng potencje. Grupa Ilc zawiera 1 podtyp
(IIcA5G3R2), ktory wykrywano wylacznie u ludzi w 11 krajach, natomiast pozostate
grupy (IIb, Ile-11k) sg stabo zréznicowane i rzadko wykrywane u ludzi [26].

Chociaz w ostatnim czasie dokonano znacznego postgpu w poznaniu réoznorodnosci
genetycznej dwoch najczestszych gatunkow Cryptosporidium (C. hominis i C. parvum)
wykrywanych u ludzi, to jednak realny rozmiar ré6znorodnosci genetycznej tych pasozy-
tow nie jest jeszcze w petni poznany. Nadal sg opisywane nowe genotypy lub subtypy
tego pasozyta, np. w tym roku opisano nowe genotypy Cryptosporidium u jezy europej-
skich i u ryb (Mugils cephalus), lecz ich zoonotyczna potencja nie jest jeszcze znana [11,
43]. Wydaje si¢, ze specyficznos¢ zywicielska nie jest stata cechg fenotypowa, o czym
$wiadczy ostatnio opisana wodnopochodna epidemia, ktora byta wywotana przez geno-
typ Cryptosporidium charakterystyczny dla krolikéw [8].

4. Podsumowanie

Poglady odno$nie inwazyjnosci dla ludzi r6znych gatunkéw, genotypoéw lub podtypow
Giardia 1 Cryptosporidium zmienialy si¢ w szybszym tempie niz podejmowane decyzje
prawne zwigzane z kontrolowaniem tych pasozytow. Wedlug obecnie obowigzujacych
norm, wszystkie wykryte oocysty lub cysty sa potencjalnie inwazyjne dla ludzi i woda
pitna jest czegsto uzdatniana w celu usunigcia tego zagrozenia [3]. Stad tez, przedsigbior-
stwa wodno-kanalizacyjne ponosza olbrzymie naktady finansowe wynikajace z przestrze-
gania ustaw, ktore nie odzwierciedlaja aktualnych informacji badan naukowych wskazuja-
cych, ktore gatunki i/lub podtypy Giardia i Cryptosporidium sa inwazyjne dla ludzi.
Zmieniajace si¢ poglady na status taksonomiczny tych pasozytow powoduja takze ko-
niecznos¢ zmiany opisow testow diagnostycznych lub lekow, jak réwniez sprawdzenia ich
wiarygodno$ci lub skutecznosci, co takze wigze si¢ z duzymi naktadami finansowymi.

Wraz z rozwojem technik molekularnych mozna si¢ spodziewac, ze nazwy tych pa-
sozytoéw beda si¢ zmienialy do czasu, kiedy zostanie osiggnigty konsensus i bardzo
prawdopodobne wydaje si¢, ze zostang opisane nowe gatunki Cryptosporidium i Giar-
dia. Chociaz zmieniajgce si¢ poglady na status taksonomiczny w obrgbie obu rodzajow
tych patogendow mogg poczatkowo przyprawi¢ o zawrdt glowy, to - podobnie jak w
przypadku sktadania rozrzuconych puzzli, w koncu uzyskany zostanie peten obraz. W
osiggni¢ciu tego celu pomocne beda nowe technologie molekularne, takie jak: real-time
PCR, mikromacierze lub platforma 454 o wysokiej wydajnosci sekwencjonowania oraz
metody bioinformatyczne, ktore umozliwig analiz¢ poroéwnawcza sekwencji dziesiatek
lub setek markerow molekularnych izolatow Giardia i Cryptosporidium uzyskanych od
ludzi i zwierzat z roznych regionéw geograficznych. Jednak nadal duzym wyzwaniem w
oszacowaniu zagrozenia zdrowia publicznego pozostanie opracowanie wiarygodnych i
szybkich testoéw okreslajacych zywotnos¢ i inwazyjnos¢ stadiow dyspersyjnych tych
pierwotniakow.
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