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ABSTRACT. This study was carried out to determine the role of non-biting synanthropic flies as carriers of
Cryptosporidium spp. oocysts in the vicinity of the city of Gdansk (NE Poland). In 2001-2003, flies were collected
from three breeding sites: cow sheds and meadows in the Bystra cattle farm and municipal landfill Szadétki using
inhaustors (aspirators) and entomologic nets. A total of 2358 specimens of the families: Muscidae (n=1598),
Calliphoridae (n=739) and Sarcophagidae (n=21) were collected and analysed in 249 pools consisted of 9.5 insects, in
average. Microscopic examination was used to detect Cryptosporidium spp. oocysts in the fly faeces deposited on the
glass microscope slides and stained by Zhiel-Nielsen method. The mean number of faecal droplets per one glass slide
was 11.5. Ooocysts of Cryptosporidium spp., stained from light pink to bright red, were found in fly faeces deposited
on 25 (27.5%) of 91 glass slides checked. The highest prevalence of the pathogen was observed in faecal droplets
deposited by flies collected in municipal landfill (50% investigated slides). DNA of Cryptosporidium spp. was extracted
from the surface eluants of flies and/or their gut homogenates and purified. Then extracts were examined by PCR using
CPB-DIAGF and CPB-DIAGR primers amplifying a variable region SSU-rRNA of all Cryptosporidium species.
Altogether 387 isolates, 228 from surfaces and 159 from gut homogenates, were obtained from 249 pools of flies and
analyzed. A specific 435 bp fragment of DNA was obtained in 49 (12.7%) lysates tested. In 10.4% pools, DNA of the
pathogen was detected only in the surface eluants while in 7.6% only in gut extracts. In the case of two pooled samples
(0.8%) Cryptosporidium spp. was found in both types of lysates. In total, Cryptosporidium spp. was detected in 47/249
pools of flies (18.9%). Assumed that each positive pool contained just one infected fly, the percentage of specimens able
to oocysts transmission were calculated at the minimal level 2.0% (n=47/2358). The result obtained comfirm that
synanthropic flies can harbour oocysts of Cryptosporidium spp. both externally and internally, and disseminate them
mechanically in the environment. Therefore, under unsanitary conditions could be involved in the transmission of
human and animal cryptosporidiosis.
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Wstep gatunkOw zwierzat, w tym u zwierzat hodowlanych
— bydto, owce, kozy, swinie i konie, jak rowniez
Pierwotniaki z rodzaju Cryptosporidium sa paso- u ludzi. Chorujacy osobnik wydala wraz z katem

zytami jelitowymi wystgpujacymi zaréwno u wielu ogromne ilosci oocyst; w przypadku cielagt nawet



232

M. Racewicz i wsp.

ok. 1010 dziennie, tj. 107 w przeliczeniu na 1 g katu
[1]. Oocysty Cryptosporidium spp. sg bardzo opor-
ne na dziatanie niekorzystnych czynnikéw srodowi-
ska oraz wykazuja dlugotrwaly, wysoka inwazyj-
nos¢, przy czym dawka efektywna, wystarczajaca
do zarazenia, jest niewielka i wynosi srednio 132
oocysty [2]. Sprzyja to btyskawicznemu rozprze-
strzenianiu pasozyta migdzy wrazliwymi osobnika-
mi.

Krazenie pierwotniakéw z rodzaju Cryptospori-
dium w Srodowisku naturalnym jest stabo poznane.
Potencjalnymi wektorami oocyst Cryptosporidium
spp. mogg by¢, znane ze swej wyjatkowej aktywno-
sci epidemiologicznej, muchy domowe (Musca do-
mestica) 1 inne muchéwki synantropijne [3-7].
Owady te, przyciggane zapachem gnicia i fermenta-
cji, wybierajg na swe zerowiska i miejsca rozrodu
odchody ludzkie i zwierzgce, wszelkie produkty
rozktadu tkanek, odpadki kuchenne, $mieci itp.
Znajdujace si¢ na nich lub w ich przewodach pokar-
mowych mikroorganizmy chorobotwdrcze muchy
przenosza mechanicznie i szeroko je rozprzestrze-
niaja.

Celem niniejszych pracy bylo zbadanie roli sy-
nantropijnych muchéwek krétkoczutkich (tgkory-
sych) (Diptera, Brachycera) w naturalnym krazeniu
oocyst Cryptosporidium spp. na terenie miejskim
(Tréjmiasto) i wiejskim (wies Bystra).

Material i metody

Muchéwki z trzech rodzin: Muscidae (muchy),
Calliphoridae (plujki) i Sarcophagidae (Scierwice)
odtawiano na trzech stanowiskach zlokalizowa-
nych: w oborze (I) i na tagkach (II) gospodarstwa ho-
dowlanego bydta mlecznego na Zutawach (wies By-
stra ok. 12 km od Gdarniska) oraz na wysypisku
Smieci w Gdansku-Szadoétkach (III). Potowéw do-
konywano przy pomocy inhaustoréw oraz siatek en-
tomologicznych w okresie: sierpiefi—paZdzier-
nik 2001, maj—paZdziernik 2002 oraz maj—wrze-
sien 2003. Badania mikroskopowe. Do klatek
z odlowionymi muchami na 24 godziny wstawiano
podstawowe szkietka mikroskopowe celem zebra-
nia odchodéw owaddéw. Wszystkie szkietka barwio-
no nastepnie standardowg metoda Ziehl-Neelse-
na i przegladano pod mikroskopem pod immersja
w poszukiwaniu oocyst Cryptosporidium spp. Ba-
dania molekularne. Muchy, posegregowane wg
ich przynaleznosci do rodziny, badano indywidual-
nie lub w pulach zawierajgcych od 2 do 20 osobni-
kéw (Srednio po 9,5 much/pule). Owady uSmierca-

no przez zamrozenie w temp. —20°C i ptukano w bu-
forze PBS pH 7,2. Ponadto z wybranych losowo pu-
li much wypreparowano przewody pokarmowe. Na-
stepnie z przewodéw pokarmowych much oraz z po-
pluczyn z powierzchni ich ciata, izolowano DNA
Cryptosporidium spp. przy uzyciu aparatu Fast Prep
Instrument (BIO 101, USA), wg protokotu Da Silva
i wsp. [8]. Ostatni etap oczyszczania DNA wykony-
wano przy uzyciu komercyjnego zestawu ,,DNA
Clean up” (A&A Biotechnology, Gdynia).

Uzyskane izolaty postuzyly do wykonania taficu-
chowej reakcji polimerazy (PCR) ze znanymi z pu-
blikacji starterami CPB-DIAGF (5°-AAG CTC
GTA GTT GGA TTT CTG-3”) i CPB-DIAGR
(5"-TAA GGT GCT GAA GGA GTA AGG-37)
[9], pozwalajgcymi na amplifikacjg DNA wszyst-
kich gatunkéw Cryptosporidium w zmiennym re-
gionie SSU-rRNA, wg procedury podanej przez au-
torow.

Matryce do kontroli pozytywnych pochodzity
z zasobow CDC w Atlancie, USA. Do kontroli ne-
gatywnej zamiast matrycy dodawano jatowg, rede-
stylowang wodg¢. Reakcje przeprowadzano w termo-
cyklerach Gene Amp PCR system 2400 i 9700 (Ap-
plied Biosystems).

Detekcji specyficznego produktu amplifikacji
o wielkosci 435 par zasad (pz) dokonywano metodg
elektroforezy w 2% zelu agarozowym z dodatkiem
bromku etydyny, wobec wzorca masowego DNA
(100-500 pz). Elektroforez¢ przeprowadzano w bu-
forze Tris-Borate-EDTA (pH 8,2) przy napig-
ciu 150 V i natgezeniu 500 mA, przez 35 minut.

Wyniki

Na trzech stanowiskach: w oborze (I) i na tgkach
(II) gospodarstwa hodowlanego bydia mlecznego
na Zulawach oraz na wysypisku smieci w Gdarisku-
-Szadétkach (III) odtowiono ogétem 2358 synantro-
pijnych muchéwek krétkoczutkich z rodziny Musci-
dae (n=1598), Caliphoridae (n=739) i Sarcophagi-
dae (n=21).

Oocysty Cryptosporidium spp. wykryto zaréwno
w drobinach kalu much, jak i na powierzchni ciata
oraz w przewodach pokarmowych tych owadéw.

Aby oceni¢ wystgpowanie pasozyta w kale
przejrzano pod mikroskopem 91 podstawowych
szkietek mikroskopowych, na ktérych muchy zlozy-
ty odchody. Na kazdym szkietku znajdowalo si¢
od kilku do kilkudziesigciu drobinek katu: ogé-
tem 1047, srednio 11,5 na jedno szkietko. Na 25
szkietkach (27,5%) stwierdzono obecnos¢ barwig-
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Tabela 1. Detekcja Cryptosporidium spp. w izolatach pochodzacych z powierzchni ciata i przewodéw pokarmowych
much przy zastosowaniu specyficznych starteréw reakcji PCR: CPB-DIAGF oraz CPB-DIAGR

Table 1. PCR detection of Cryptosporidium spp. in lysates from the exoskeletons and gut homogenizations of
synanthropic flies using specific primers: CPB-DIAGF and CPB-DIAGR

Liczba badanych izolatéw/liczba pozytywnych (% pozytywnych izolatéw)
No. lysates/no. postitive (%positive)

Powierzchnia ciata Przewody pokarmowe Razem
Exoskeletons Guts Total
228/28 (12,3) 159/21 (13,2) 387/49 (12,7)

Tabela 2. Obecnos¢ oocyst Cryptosporidium spp. u much w zaleznosci od przynaleznosci odtowionych owadéw do
rodziny
Table 2. Presence of Cryptosporidium spp. oocysts in flies according to the family

Liczba badanych Liczba/% dodatnich | Liczba zbadanych Min.%
Rodzina puli puli* owadéw zarazonych** P
No. pools tested | No./(%) positive pools No. flies tested Min.% infected

Muscidae 163 31/19,0 1598 1,9
Calliphoridae 79 15/19,0 739 2,0
>0,05
Sarcophagidae 7 1/14,3 21 4.8
Razem/Total 249 47/18,9 2358 2,0

Objasnienia/Explanations: *pozytywne izolaty z powierzchni ciata i/lub przewodéw pokarmowych (positive isolates from
exoskeletons and/or guts of flies), **przy zalozeniu, ze kazda pozytywna pula zawierala tylko jedna muche z obecnoscig oocyst
(provided that in each positive pool only one infected fly was present)

Tabela 3. Obecnos¢ oocyst Cryptosporidium spp. u much odlowionych w réznych miesigcach
Table 3. Presence of Cryptosporidium spp. oocysts in flies collected in various months

Liczba pozytywnych/liczba zbadanych puli much . . Min.%

Miesigc odtowu No. positive/No. tested pools of flies %dOdath’h puli zarazonych
much ogétem
Month of i i % positive pools much* P
collection Pow1§rzchn1a Przewody Razem op P Min.% infected
ciata pokarmowe (totally) .
Total flies

Exoskeleton Guts
V (May) 3/14 0/6 3/14 21,4 2,3
VI (Jun) 12/55 0/38 12/57 21,1 2,2
VII (Jul) 3/31 8/31 11/31 35,5 3,7

0,0807

VIII (Aug) 8/69 7/44 13/73 17,8 1,9
IX (Sept) 0/35 4/35 4/50 8.0 0,8
X (Oct) 2/24 2/5 4/24 16,7 1,8

Objasnienia/Explanations): *przy zalozeniu, ze pojedyncza pula sklada si¢ srednio z 9,5 much i kazda pozytywna pula zawierata
tylko jedng muche z obecnoscig oocyt (provided that single pool consisted of avg. 9.5 flies and each positive pool contained only
one infected fly)
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Tabela 4. Obecnos¢ oocyst Cryptosporidium spp. u much odlowionych na poszczegdlnych stanowiskach

Table 4. Presence of Cryptosporidium spp. oocysts in flies according to the collections site

Liczba pozytywnych/liczba zbadanych puli much . . Min.%

Stanowisko No. positive/No. tested pools of flies %dOdath/h puli zarazonych
much ogélem
odiowu i i % positive pools much* P
Collection site Pow1e?rzchma Przewody Razem °op P Min.% infected
ciata pokarmowe (totally) .
Total flies

Exoskeleton Guts
I 15/127 14/77 28/129 21,7 2,3
1T 4/55 3/52 7174 9,5 1,0 0,0383
I 9/46 4/30 12/46 26,0 2,7

Objasnienia/Explanations): *I — obora i II — laki gospodarstwa rolnego w Bystrej na Zutawach oraz (III) wysypisko $mieci

w Gdarisku-Szadétkach (I — cow-shed and Il — meadows of Bystra farm (Zulawy region), and IIl — municipal landfill Szad6tki)
** przy zalozeniu, ze pojedyncza pula sktada si¢ srednio z 9,5 much i kazda pozytywna pula zawierala tylko jednag muche

z obecnoscig oocyst (provided that single pool consisted of avg. 9.5 flies and each positive pool contained only one infected fly)

cych sie swoiscie na ré6Zowo-czerwono o0ocyst
Cryptosporidium spp. Oocysty stwierdzono na 5/10
szkietek (50%) zawierajacych kal much ztapanych
na wysypisku §mieci oraz na 12/40 szkietek (30%)
1 8/41 szkietek (19,5%) z odchodami much odtowio-
nych odpowiednio na pastwiskach i w oborach go-
spodarstwa bydta mlecznego na Zutawach.

Przy zastosowaniu techniki PCR przebada-
no 2358 much w 249 pulach. DNA patogenu ekstra-
howano z powierzchni ciata i/lub przewodéw pokar-
mowych much danej puli. £.3cznie uzyskano i podda-
no amplifikacji 387 izolatéw, odpowiednio: 228
1 159. Prazek wielkosci 435 pz, charakterystyczny dla
Cryptosporidium spp., uzyskano w przypadku 49 izo-
latéow (12,7%). Odsetki wynikéw pozytywnych,
w zaleznosci od pochodzenia izolatu DNA, byly po-
réwnywalne 1 wynosity 12,3% i 13,2% (Tabela 1).

W 26 badanych pulach much (10,4%), DNA pa-
sozyta wykryto wylagcznie w ekstraktach z po-
wierzchni ciala owadéw, w 19 (7,6%) wylacznie
w ekstraktach z przewodéw pokarmowych, a jedy-
nie w przypadku dwéch puli much (0,8%) w izola-
tach pochodzacych z obu rodzajéw badanego mate-
riatu.

Ogoétem  Cryptosporidium  spp. wykryto
w 47/249 puli much (18,9%). Przy zalozeniu, ze ka-
zda dodatnia pula zawierala jedynie jedng zarazong
muche, minimalny odsetek osobnikéw zdolnych
do transmisji oocyst wynosit 2,0% (n=47/2358)
(Tabela 2). Zaréwno odsetki pozytywnych puli
(14,3-19,0%), jak i minimalny poziom zarazenia
(1,9-4,8%) badanych Muscidae, Calliphoridae
i Sarcophagidae byly poréwnywalne (P>0,05) (Ta-
bela 2).

Obecnos¢ oocyst Cryptosporidium spp. na po-
wierzchniach lub w przewodach pokarmowych
much stwierdzano przez caly sezon badawczy,
od maja (2,3%) do pazdziernika (1,8%), a minimal-
ny poziom liczebny w kolejnych miesiacach byt od-
powiednio poréwnywalny (P=0,0807) (Tabela 3).

Zaobserwowano réznice w poziomie obecnosci
patogenu w zaleznosci od stanowiska odtowu much
(Tabela 4). Minimalne odsetki owadéw z obecno-
Scig oocyst Cryptosporidium spp. odnotowane
w oborach gospodarstwa w Bystrej (2,3%) i na wy-
sypisku smieci w Gdarisku-Szadétkach (2,7%) byty
porownywalne (P=0,588), natomiast odsetek stwier-
dzony na tgkach gospodarstwa w Bystrej byt
od nich znamiennie, odpowiednio 2,3-2,7 razy, ni-
zszy (P=0,0383).

Omowienie wynikow

Wyniki naszych badan potwierdzajg przyjete za-
tozenie, ze muchowki mogg petni¢ w Polsce istotng
role w rozprzestrzenianiu pasozytniczych pierwot-
niakéw z rodzaju Cryptosporidium na tereny pod-
miejskie i miejskie.

Dotychczas niewiele wiadomo o roli muchéwek
synantropijnych w rozprzestrzenianiu Cryptospori-
dium spp. Badania w tym zakresie podjeto dopiero
w ostatnich latach, gtéwnie w Stanach Zjednoczo-
nych [3,10,11]. PiSmiennictwo europejskie zawiera
natomiast zaledwie jedng pozycje [12]. Badania na-
sze potwierdzily, ze synantropijne Diptera z dzikich
populacji Muscidae, Calliphoridae i Sarcophagidae
moga mechanicznie przenosic¢ oocysty Cryptospori-
dium spp., w tym C. parvum, zarbwno na po-
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wierzchni ciala jak 1 w przewodzie pokarmowym
[7]. Zatem sg one naturalnymi tgcznikami pomigdzy
skupiskami odpadéw a innymi substratami, na kt6-
rych réwniez zZeruja, w tym rozmaitymi produktami
Zywnosciowymi, rozsiewajac oocysty poprzez bez-
posredni kontakt powierzchni ciata z odchodami,
wymiocinami itp.

Minimalny poziom obecnosci oocyst, przy zato-
zeniu, ze kazda dodatnia pula zawierala tylko jedng
noszacg oocysty muche, wynosit 2,0%. Odsetek ten
jest poréwnywalny z uzyskanym dla Musca dome-
stica z terenéw miejskich w Aragonii, Hiszpania
[12]. Przebadano tam 60 puli much, z ktérych kazda
liczyta 10 osobnikéw i C. parvum wykryto w 11 pu-
lach (18%). Przy zalozeniu jw. minimalny poziom
obecnosci oocyt wyniostby zatem 1,8%. W rzeczy-
wistosci naturalny poziom zarazenia jest zapewne
znacznie wyzszy. Graczyk i wsp. [4,10] podaja bo-
wiem, Ze wszystkie odtowione przez nich muchéw-
ki z dzikich populacji Calliphoridae, Sarcophagidae,
Muscidae, Anthomyiidae i Psychodidae miatly
oocysty C. parvum na powierzchni ciata. Srednio
na jedng muche przypadato od 50 do 73 oocyst. Po-
nadto analiza odchodéw tych muchéwek réwniez
wykazata w nich obecnos¢ oocyst, np. w przypad-
ku M. domestica pojedyncza drobinka katu zawiera-
ta srednio 7+3,2 oocysty [3]. Stwierdzano je row-
niez na powierzchni ciata larw i poczwarek w licz-
bie ok. 1501 300, w zaleznosci od stadium. Nadmie-
ni¢ tu jeszcze nalezy, ze oocysty pozostawaly inwa-
zyjne.

Zrédtem oocyst Cryptosporidium spp. na terenie
tak i w oborach gospodarstwa hodowlanego bydta
mlecznego na Zutawach byly bez watpienia odcho-
dy kréw naturalnie zarazonych tym pasozytem, kt6-
rego wystepowanie odnotowano tam juz kilka lat te-
mu [13]. Po raz pierwszy stwierdzono tez wéwczas
mozliwos¢ zarazenia bydta nie tylko C. parvum, ale
réwniez C. felis, gatunkiem do niedawna notowa-
nym wylacznie u kotéw [14] i os6b chorych
na AIDS [15].

Wyniki naszych badari sg zgodne z rezultatami
innych badan terenowych [10] oraz laboratoryjnych,
z M. domestica jako modelem [3]. Muchy te miaty
kontakt z odchodami bydlgcymi zawierajgcymi
oocysty C. parvum. Oocysty znajdowano nastgpnie
zar6wno na powierzchni ciala, jak i w przewodzie
pokarmowym owadéw. Wykrywano je réwniez
na powierzchniach odwiedzanych przez muchy
(Srednio 108 oocyst/1cm?).

Zapach odchodéw bydlecych silnie przyciaga
muchy, ktére wybierajg je na swe zerowiska i miej-

sce rozrodu, a ich lepkos¢ dodatkowo sprzyja natu-
ralnej zdolnos¢ szczecinek i wioskéw much do ,,wy-
tapywania” drobinek katu wraz z oocystami Crypto-
sporidium. Trudno jednak jednoznacznie okresli¢
7Zrédto zarazenia much na wysypisku S$mieci
pod Gdariskiem, tym bardziej, ze odsetek zarazo-
nych owadéw wtiasnie tam byl najwyzszy. Mozna
ewentualnie domniemywac, ze do zarazenia doszlo
na terenach okolicznych drobnych gospodarstw rol-
nych. Muchéwki moga bowiem dokonywa¢ dosé
dlugich przelotéw, co powoduje, ze owady te sg na-
turalnymi tgcznikami pomiedzy rozmaitymi skupi-
skami odchodéw i odpadkéw.

Whiosek

Synantropijne muchéwki krétkoczutkie (Dipte-
ra: Muscidae, Calliphoridae, Sarcophagidae) rozwi-
Jjajace sie¢ w/lub majace kontakt z odchodami i odpa-
dami zanieczyszczonymi oocystami Cryptospori-
dium spp. moga je mechanicznie przenosi¢ i roz-
przestrzeni¢ na nowe miejsca. Tym sposobem mu-
choéwki mogg pehic rol¢ efektywnych, mechanicz-
nych wektoréw patogenu, a w przypadku ztych wa-
runkéw higienicznych by¢ wlgczone w transmisje
zwierzgcej 1 ludzkiej kryptosporydiozy.
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