
Оригинальное исследование

Том 4, № 2, 2012           ЖУРНАЛ ИНФЕКТОЛОГИИ26

Введение

По данным ВОЗ, в России одним из наибо-

лее частых и угрожающих жизни осложнений у 

ВИЧ-инфицированных пациентов, не получавших 

антиретровирусной терапии (АРВТ), является сни-

жение массы тела [1]. Одна из причин истощения 

у пациентов с ВИЧ-инфекцией – это инфекцион-

ные поражения кишечника, приводящие к диарее. 

Инфекционные агенты, наиболее часто поражаю-

щие ЖКТ, – это цитомегаловирус и представи-

тели двух групп паразитических одноклеточных, 

криптоспоридий и микроспоридий [4, 5]. Роль 

микроспоридий и криптоспоридий в развитии 

диарейного синдрома практически не изучалась в 

России, и именно эти оппортунистические инфек-

ции, вызываемые эукариотическими микроогра-

низмами, стали объектами наших исследований. 

Результаты изучения влияния микроспоридий на 
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Резюме. Криптоспоридии были обнаружены у 17 из 

99 (17,2%) ВИЧ-инфицированных пациентов Клиниче-

ской инфекционной больницы им. С.П. Боткина, Санкт 

Петербург. С помощью полимеразной цепной реакции 

(ПЦР) и рестрикционного анализа методом полимор-

физма длин рестрикционных фрагментов (ПДРФ) были 

выделены два вида возбудителей: Сriprtosporidium par-

vum у 11 (64,7%) и C. hominis – у 6 (35,3%) пациентов. 

У пациентов с криптоспоридиозом уровень CD4(+) лим-

фоцитов был достоверно ниже, чем у пациентов без 

криптоспоридиоза. У пациентов с криптоспоридиозом 

достоверно чаще наблюдались длительные (>10 дней) 

диареи. Нарушения всасывания питательных веществ 

и снижение массы тела выявлялись у пациентов с крип-

тоспоридиозом, но достоверных отличий от пациен-

тов без криптоспоридиоза по этим признакам выяв-

лено не было. Данное исследование является одним из 

первых описаний криптоспоридийной инфекции у ВИЧ-

положительных пациентов в России.

Ключевые слова: ВИЧ-инфекция, оппортунистиче-

ские инфекции, диарея, крпитоспоридиоз.

Abstract. The representatives of genus Cryptosporidium 

were found in 17 of 99 (17, 2%) HIV patients in Clinical In-

fectious Diseases Hospital named after S.P. Botkin. The re-

striction fragment length polymorphism (RFLP) assay identi-

fied two types of these agents Сriprtosporidium parvum in 

11 (64,7%) and C. hominis in 6 (35,3%) patients. The level 

of CD4+ lymphocyte in the patients having cryptosporidiosis 

was significantly lower than in patients without cryptospori-

diosis. In patients with cryptosporidiosis prolonged diarrhea 

were found at significantly higher rate. Also the patients with 

cryptosporidiosis demonstrated malnutrition and weight 

loss, but not at significantly higher rates. The present study is 

one of the first describe of cryptosporidiosis in Russia. 

Key words: HIV, opportunistic infection, diarrhea, Cryp-

tosporidium.
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Полимеразная цепная реакция (ПЦР). Ампли-

фикацию русский гена малой субъединицы (18S) 

рибосомальной РНК (SSU rDNA) Cryptosporidium 

sp. проводили посредством «вложенной» ПЦР по 

методу Xiao et al. [16, 17].

Рестрикционный анализ методом полиморфизма 

длин рестрикционных фрагментов (ПДРФ). C целью 

установления вида криптоспоридий ДНК, амплифи-

цированную с помощью ПЦР (SSU rRNA области ге-

номной ДНК), подвергали рестрикционному анали-

зу. Для рестрикции ПЦР продукта использовали две 

рестриктазы: SspI и VspI (Сибэнзим, Россия).

Дифференциацию видов криптоспоридий по-

водили в соответствии с электрофоретической 

картиной (табл. 1, рис. 1).

Таблица 1

Характер распределения длин рестрикционных 
фрагментов продуктов ПЦР SSU области 

у представителей разных видов криптоспоридий

Вид возбудителя 

криптоспоридиоза

Фермент 

рестрикции

Длины получаемых при 

рестрикции фрагментов 

(количество пар оснований)

C. parvum SspI 450, 267, 108, 12, 11

VspI 629, 115, 104

C. hominis SspI 450, 267, 111, 12, 11

VspI 561, 115, 104, 71

Жирным выделены видимые в геле фрагменты.

развитие диспептического синдрома у пациентов 

на стадии СПИДа опубликованы ранее [6–8], а на-

стоящая работа посвящена криптоспоридиям. 

Криптоспоридии – группа облигатных па-

разитических протистов, относящихся к типу 

Apicomplexa, паразитирующих в кишечном эпите-

лии млекопитающих, включая человека. У челове-

ка криптоспоридии чаще всего поражают дисталь-

ные отделы тонкой кишки, хотя у лиц с иммуноде-

фицитом они могут поражать любые отделы ЖКТ 

от желудка до прямой кишки, а также желчевыво-

дящие пути, поджелудочную железу, дыхательную 

систему [9,11,12]. 

Материалы и методы

Работа выполнена в КИБ им. С.П. Боткина 

в Санкт-Петербурге. Материал был собран от 

99 ВИЧ-инфицированных пациентов в возрасте от 

20 до 60 лет мужского и женского полов. От каждо-

го пациента в течение 3 дней собиралось 1–3 об-

разца стула, которые фиксировали в 2,5% K
2
Cr

2
O

7
 

и хранили при температуре +4°C. 

Клинический анализ крови, иммунограммы 

и копрограммы, используемые для анализа дан-

ных, проводили в течение 7 дней до или после 

забора кала на исследование. Параллельно осу-

ществлялся опрос пациентов и изучение исто-

рий болезней для анализа жалоб, оценки уровня 

лихорадки и снижения веса пациентов за по-

следний год. 

Световая микроскопия. Для окраски крип-

тоспоридий карбол-фуксином (модификация 

окраски по Цилю – Нильсену) [15] 100 микро-

литров суспензии кала, хранящегося в 2,5% рас-

творе бихромата калия, отмывали в физиологи-

ческом растворе 2 раза центрифугированием при 

10000 g в течение 10 мин. Осадок ресуспензиро-

вали в 100 мкл физиологического раствора. На 

предметное стекло наносили 20 мкл суспензии и 

равномерно распределяли, после чего стекло вы-

сушивали в вытяжном шкафу и фиксировали ме-

танолом. Для приготовления рабочего раствора 

карбол-фуксина 10 г основного фуксина раство-

ряли в 100 мл абсолютного спирта и смешивали с 

50 г фенола, растворенного в небольшом количе-

стве дистиллированной воды, добавляли дистил-

лированную воду до 1 л. Мазки кала окрашивали 

в приготовленном растворе в течение 30 мин, за-

тем промывали водопроводной водой и обесцве-

чивали в 1% спиртовом растворе серной кислоты 

в течение 90 с. Готовые мазки промывали в про-

точной воде и промокали фильтровальной бума-

гой. Затем мазки докрашивали 3% раствором ма-

лахитового зеленого 2 минуты, промывали в про-

точной воде, высушивали в вытяжном шкафу и 

изучали в светлом поле микроскопа (Leica) при 

увеличением в 1000 раз. 

Рис. 1. Гель-электрофорез продуктов ПЦР-ПДРФ. 

1,4 – C. parvum; 2, 5 – C . hominis; 4 (3) – маркер 

молекулярных весов (100–1100 п.о., шаг 100 п.о.); 

1, 2 – после обработки рестриктазой SspI; 

4, 5 – после обработки рестриктазой VspI 

Статистическая обработка данных. Для ста-

тистической обработки данных использовалась 

программа Statistica 6.0. При статистическом ана-

лизе определялись средние величины, стандарт-

ная ошибка средней арифметической, стандарт-

ное отклонение. При нормальном распределении 

уровни показателей описывались в виде «среднее 

значение ± стандартное отклонение», проверка 

гипотез о равенстве двух средних производилась с 
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Таблица 3

Результаты обследования пациентов 
на криптоспоридии методами световой 

микроскопии, ПЦР и ПДРФ

Н
о

м
е

р
 

п
а

ц
и

 е
н

 т
а Результат 

световой 

микроскопии

Результат ПЦР серии образцов 

кала

Результат 

ПДРФ

Образец 

№ 1

Образец 

№ 2

Образец 

№ 3

145 + + + + C. parvum

115 – + + + C. parvum

95 + + + – C. parvum

96 + – + + C. parvum

80 – + – – C. hominis

81 + + – – C. hominis

92 + + – – C. hominis

159 + + + C. parvum

165 – + + н/д* C. parvum

75 – – + н/д C. hominis

154 – – + н/д C. parvum

120 н/д + н/д н/д C. hominis

127 + + н/д н/д C. parvum

139 + + н/д н/д C. parvum

170 + + н/д н/д C. parvum

177 – + н/д н/д C. parvum

178 – + н/д н/д C. hominis

н/д – исследование не выполнялось.

Характеристика пациентов

Распределение пациентов по возрасту и полу. 

Среди 17 пациентов с криптоспоридиозом было 

4 (32,5%) женщины и 13 (76,5%) мужчин. Средний 

возраст больных с криптоспоридиозом составил 

33,5±9,9 лет и колебался от 20 до 57 лет. Среди 82 

пациентов без криптоспоридиоза были 31(37,8%) 

женщина и 51 (62,2%) мужчина. Средний воз-

раст пациентов без криптоспоридиоза составил 

32,2±8,4 лет и колебался от 18 до 62 лет. Возраст-

ной и половой состав группы пациентов с крипто-

споридиозом и без криптоспоридиоза достоверно 

не различались (p=0,6 и р=0,3 соответственно). 

Уровень CD4+ Т-лимфоцитов у пациентов 

с криптоспоридиозом. Из 99 пациентов количество 

CD4(+) клеток было оценено у 98 человек: у 17 па-

циентов с криптоспоридиозом и у 81 пациента без 

криптоспоридиоза. У пациентов с криптоспори-

диозом уровень CD4 (+) Т-лимфоцитов колебался 

от 7 до 647 кл/мкл и составил в среднем 50кл/мкл 

(P10=9, P90=196). У пациентов без криптоспори-

диоза уровень CD4 (+) Т-лимфоцитов колебался 

от 0 до 636 кл/мкл и в среднем составил 74 кл/мкл 

(P10=11, P90=450). Эти различия оказались до-

стоверными при использовании теста Холмогоро-

ва – Смирнова (p<0,05) (табл. 4).

помощью T-критерия Стъюдента. При ненормаль-

ном распределении значений уровни показателей 

описывались в виде «медиана (Персентиль10 – 

Персентиль90), а сравнение выборок проводили 

с помощью критерия Манна – Уитни и теста Хол-

могорова – Смирнова. Различия между группами 

считались достоверными при p<0,05. Для оценки 

взаимосвязи между качественными признаками 

использовали точный тест Фишера для таблиц 2×2. 

Результаты и обсуждение

При микроскопии мазков кала, окрашенных 

карбол-фуксином (рис. 2), от 99 пациентов ооци-

сты криптоспоридий были выявлены у 16 (16,2%) 

человек. С помощью ПЦР наличие криптоспори-

дий хотя бы в одном образце от пациента было вы-

явлено у 17 (17,2%) пациентов (табл. 2). Учитывая 

субъективность микроскопического анализа и ми-

ровую практику, только диагнозы, подтвержден-

ные ПЦР, расценивались как положительные на 

криптоспоридиоз.

Рис. 2. Мазки кала с ооцистами криптоспоридий, 

окрашенных карбол-фуксином 

Таблица 2

 Количество пациентов, положительных при 
обследовании на криптоспоридии различными 

методами

СМ* ++ СМ* + Всего

PCR + 7 75 82

PCR ++ 9  8 17

Всего 16  83 99

* – световая микроскопия; ++ – положительный 

диагноз; + – отрицательный диагноз.

При проведении ПДРФ было обнаружено, что 

у 6 (35,3%) пациентов возбудитель криптоспори-

диоза относится к виду Cryptosporidium hominis, 

а у 11 (64,7%) — к виду Cryptosporidium parvum 

(табл. 3). 
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инфекций ЖКТ, связанных с условно-патогенной 

флорой среди разных групп пациентов (с крипто-

споридиозом и без криптоспоридиоза), было ре-

шено, что эти инфекции ЖКТ не могли значимо 

повлиять на результаты исследования.

Анализ жалоб пациентов с криптоспоридиозом 

и без него. Из 99 пациентов жалобы на жидкий стул 

предъявляло около половины 8 (47%) пациентов с 

криптоспоридиозом. В то же время среди пациен-

тов без криптоспоридиоза на диарею жаловалось 

54 (65%) больных. Данные различия оказались не-

достоверными (p=0,2) (табл. 5). 

У пациентов с криптоспоридиозом, отмечавших 

диарею, длительность ее была достоверно больше, 

чем у пациентов без криптоспоридиоза и состави-

ла 17,5 (P10=0, P90=112) и 5,5 (P10=3, P90=30) 

дней соответственно (p<0,05). Количество пациен-

тов с диареей более 10 дней при криптоспоридиозе 

также было достоверно выше, чем в его отсутствии 

(p=0,06) (см. табл. 5). Никаких достоверных отли-

чий в частоте стула, консистенции стула, наличии 

патологических примесей выявлено не было. 

При криптоспоридиозе жалобы пациентов на 

боли в животе выявлялись у 75%, а без крипто-

споридиоза – у 53% (p=0,3). Тошнота, рвота, га-

зообразование у пациентов с криптоспоридиозом 

и без него выявлялись довольно редко и одинаково 

часто. Лихорадка была обнаружена у подавляюще-

го большинства пациентов и с криптоспоридиозом 

(88,4%), и без криптоспоридиоза (82,9%). Длитель-

ность и высота лихорадки, характеризующейся 

в основном субфибрильной температурой, досто-

верно не отличались у пациентов с криптоспори-

диозом и без него.

У 76,5% пациентов с криптоспоридиозом было 

выявлено снижение массы тела, в то время как 

Таблица 4

Распределение пациентов с криптоспоридиозом 
и без него в зависимости от уровня CD4(+) клеток

Количество 

CD4кл/мкл крови

кл/мкл

Число обследованных 

пациентов (%)

P

Криптоспоридии

выявлены не выявлены

< 100 13 (76,5%) 46 (56,8%) >0,05

100–200 3 (17,6%) 15 (18,5%) >0,05

201–400 0 10 (12,35%) >0,05

> 400 1 (5,95%) 10 (12,35%) >0,05

Всего 17 (100%) 81 (100%)

Медиана 50 (P10=9, 

P90=196)

74 (P10=11, 

P90=450).

<0,05

Изучение влияние криптоспоридиальной 

инфекции на ЖКТ 

Чтобы исключить влияние других инфекций 

ЖКТ на характер копрограмм, была исследована 

встречаемость этих инфекций у пациентов. 

Среди исследованных на криптоспориди-

оз у 7 (58,3%) пациентов с криптоспоридиозом 

и 47 (73,4%) без криптоспоридиоза выявили раз-

личные инфекции ЖКТ. Облигатно патогенные 

возбудители были выявлены у 2 (16,7%) пациентов 

с криптоспоридиозом и у 13 (20,3%) пациентов без 

криптоспоридиоза. Достоверных различий в часто-

те встречаемости сопутствующих инфекций ЖКТ 

между пациентами с криптоспоридиозом и без 

криптоспоридиоза выявлено не было (p=1,0). 

Пациенты, перенесшие инфекции, обуслов-

ленные облигатными патогенами, сальмонеллез 

и дизентерию, были выведены из дальнейшего 

анализа. Учитывая равномерное распределение 

Таблица 5

Связь наличия криптоспоридиоза с жалобами на диарею и нарушениями стула

Признак Признак выявлен

N пациентов (%)

Признак не выявлен

N пациентов (%)

Всего 

пациентов

P

Крипто ++ Крипто + Крипто ++ Крипто +

Наличие диареи 8 (8,1) 54 (54,5) 9 (9,1) 28 (28,3) 99 (100) 0,2

Диарея >10 дней 7(11,3) 18 (29) 1(1,6) 36(58,1) 62 (100) 0,06

Диарея ≤ 10 дней 1 (1,6) 36 (58,1) 7(11,3) 18(29) 62 (100)

Боли в животе 4 (6,0) 30 (44,8) 7(10,4) 26(38,8) 67 (100) 0,3

Тошнота 3 (4,5) 20 (29,9) 8(11,9) 36(53,7) 67 (100) 0,7

Рвота 3 (4,5) 17 (25,4) 8 (11,9) 39(58,2) 67 (100) 1,0

Газообразование 1 (1,5) 11 (16,4) 10(14,9) 45(67,2) 67 (100) 0,7

t° тела > 37,3°C 15(15,3) 68 (69,4) 2 (2) 13 (13,3) 98 (100) 1,0

Снижение массы тела 13 (13,1) 56 (56,6) 4 (4) 26 (26,3) 98 (100) 0,6

Крипто ++ – пациенты с криптоспоридиозом; Крипто + – пациенты без криптоспоридиоза.
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криптоспоридиозом и без криптоспоридиоза по-

казано в таблице 6. 

При анализе клинического анализа крови ни-

каких достоверных отличий между пациентами с 

криптоспоридиозом и без него выявлено не было.

В ходе нашей работы мы нашли подтвержде-

ние ранее опубликованным выводам [10, 12, 18, 

19] о том, что высокая степень субъективности 

оценки зараженности, связанная с квалификаци-

ей микроскописта, качеством оптики и реактивов, 

не позволяет считать окраску карбол-фуксином 

надежным методом клинической диагностики 

криптоспоридий. Мы считаем, что использование 

ПЦР дает более достоверные результаты при диа-

гностике криптоспоридиоза, так же, как и микро-

споридиоза. К тому же ПЦР-диагностика позволя-

ет идентифицировать вид возбудителя с помощью 

последующего рестриктазного анализа и/или сик-

венирования продуктов амплификации.

Встречаемость криптоспоридиоза у ВИЧ-ин-

фицированных пациентов в нашем исследовании 

составила 17%, что несколько ниже мировой стати-

стики для данной группы пациентов (24%) [9,10].

Считается, что наиболее обычным возбу-

дителем криптоспоридиоза человека является 

C. hominis [20–24]. В нашем исследовании, напро-

тив, значительно чаще выявлялся вид C. parvum, 

более характерный для мышей, крыс, кошек, со-

бак, волков и других млекопитающих [12, 20]. За-

ражение человека C. hominis связано с антропо-

нозным механизмом распространения, в то вре-

мя как C. parvum рассматривается как зоонозная 

у пациентов без криптоспоридиоза снижение 

веса наблюдалось в 53% (p=0,6). Как у пациентов 

с криптоспоридиозом, так и без него чаще встре-

чалось снижение массы тела менее чем на 10% 

(см. табл. 5).

Изменения в копрограммах пациентов 

при криптоспоридиозе

Копрологическое исследование кала было про-

ведено 61 пациенту: 10 пациентам с криптоспори-

диозом и 51 пациенту без криптоспоридиоза.

При сравнении показателей копрограмм было 

выявлено, что неоформленный стул определялся 

у 7 (70%) пациентов с криптоспоридиозом. В то 

же время у пациентов без криптоспоридиоза нео-

формленный стул был выявлен у 48 (92,2%) чело-

век (данные различия оказались недостоверными). 

У 43% пациентов с криптоспоридиозом стул был 

жидким, среди пациентов без криптоспоридиоза 

жидкий стул наблюдался у 21,6% больных. Сни-

жение всасывания органических веществ было 

выявлено у всех (100%) пациентов с криптоспори-

диозом, и только у 70,5% пациентов без криптоспо-

ридиоза. Нарушение всасывания органических 

веществ в первую очередь проявлялось нарушени-

ем (снижением) всасывания углеводов, которым 

страдали 71,4% пациентов с криптоспоридиозом 

и 78,7% больных без криптоспоридиоза. Явления 

поражения толстого кишечника, как у пациентов 

с крпитоспоридиозом, так и без него встречались 

редко и одинаково часто в обеих группах. Распре-

деление изменений в копрограммах у пациентов с 

Таблица 6

Распределение изменений в копрограммах у пациентов 
с криптоспоридиозом и без криптоспоридиоза

Признак Признак выявлен

N пациентов (%)

Признак не выявлен

N пациентов (%)

Число пациентов

(%)

P

 Крипто ++ Крипто +  Крипто ++ Крипто +

Неоформленный стул 7 (9,8) 47 (78,7) 3 (6,6) 4 (4,9) 61 (100) 0,08

Кашицеобразный стул 4 (7,4) 36 (66,7) 3 (5,6) 11 (20,3) 54 (100) 0,4

Жидкий стул 3 (5,6) 11 (20,3) 4 (7,4) 36 (66,7) 54 (100)

Нарушения всасывания 

б, ж, у 

7 (13) 36 (66,7) 0 11 (20,4) 54 (100) 0,3

Нарушения всасывания б 1 (1,9) 7 (13) 6 (11,1) 40 (74) 54 (100) 1,0

Нарушения всасывания ж 2 (3,7) 11 (20,4) 5 (9,3) 36 (66,7) 54 (100) 1,0

Нарушения всасывания у 5 (9,3) 37 (68,5) 2 (3,7) 10 (18,5) 54 (100) 0,6

Наличие слизи 0 (1,6) 6 (11,1) 7 (13) 41 (75,9) 54 (100) 1,0

Наличие эритроцитов 2 (3,7) 7 (13) 5 (9,3) 40 (74) 54 (100) 0,3

Наличие лейкоцитов 0 2 (3,7) 7 (13) 45 (83,3) 61 (100) 1,0

Крипто ++ – пациенты с криптоспоридиозом; Крипто + – пациенты без криптоспоридиоза; б, ж, у – белки, жиры, 

углеводы.
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инфекция [12]. Превалирование вида C. parvum 

над C. hominis служит доказательством того, что 

в Санкт-Петербурге заражение криптоспоридия-

ми, так же, как и микроспоридиями [6–8], про-

исходит через животных и является следствием 

неблагоприятных санитарно-эпидемических усло-

вий в городе.

Большинство пациентов, у которых были обна-

ружены криптоспоридии (76,5%), находились на 

продвинутых стадиях ВИЧ-инфекции с выражен-

ной иммуносуппрессией, количеством CD4(+) 

T-лимфоцитов менее 100 кл/мкл. Это подтверж-

дает точку зрения, что криптоспоридиоз являет-

ся оппортунистической инфекцией у пациентов 

с выраженным иммунодефицитом [12, 25, 26].

Основными клиническими проявлениями 

криптоспоридиоза у ВИЧ-инфицированных счи-

тается длительная диарея с развитием синдрома 

мальабсорбции, которая приводит к потере мас-

сы тела пациентов [10, 27], а иногда может при-

водить и к дегидратации [28]. В данном исследо-

вании случаев криптоспоридиоза с тяжелой диа-

реей выявлено не было. Криптоспоридиоз чаще 

протекал как длительная, вялотекущая инфекция 

без выраженных клинических проявлений, что 

зачастую описывается у ВИЧ-инфицированных 

пациентов [29–33]. В целом, в нашем исследо-

вании течение криптоспоридиоза отличалось от 

течения микроспоридиоза, который протекал 

достоверно чаще с изменением консистенции 

стула, приводя к нарушению всасывания в тон-

ком кишечнике, с развитием синдрома мальаб-

сорбции. Однако при криптоспоридиозе у паци-

ентов с жалобами на диарею длительность диа-

реи была достоверно выше, чем у пациентов без 

криптоспоридиоза и составила 17 дней, как и в 

случае микроспоридиоза.

Как отмечалось выше, каких-либо специфич-

ных жалоб у пациентов с криптоспоридиозом не 

было. На боли в животе жаловалось 38,4% боль-

ных, на тошноту и рвоту – по 23%, что соответ-

ствует данным, описанным в других исследовани-

ях [10, 14]. 

Заключение

Таким образом, наше исследование показа-

ло преимущество молекулярного метода диагно-

стики криптоспоридий, выявило относительно 

высокую встречаемость криптоспоридий у ВИЧ-

инфицированных пациентов. Также были про-

демонстрированы некоторые тенденции влияния 

криптоспоридиоза на состояние пациентов. Для 

более четкого описания клинической картины 

криптоспоридиоза и подтверждения наших пред-

положений требуется более масштабное исследо-

вание с включеним большего числа пациентов. 
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