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Moznosti odstranovania oocyst Cryptosporidium parvum
z pitnej vody, mlieka a jablkovej Stavy

JANA PETRIKOVA - IVAN JANYI - LIVIA TOTHOVA - PETER SIEKEL

SUHRN. Sledoval sa vplyv dvoch typov ndpliove;j filtrdcie na izoldciu oocyst Cryptospori-
dium parvum z pitnej vody, UHT mlieka a z jablkovej $tavy. Vytaznost oocyst z pitnej
vody bola pri pouzitf filtra pre filtraciu malych objemov s velkostou pérov 1 um od 36 %
do 67 %, pri pouziti filtra pre filtraciu velkych objemov kvapalin s velkostou pérov 1 um
od 33 % do 65 %. Vytaznost z UHT mlieka a jablkovej $tavy bola nizsia. Pri pouzitf
velkoobjemového filtra bola vytaznost z mlieka v priemere 10 % a z jablkovej Stavy
v priemere 16 %. Maloobjemovy filter nebol vhodny na filtraciu UHT mlieka, vytaznost
z jablkovej Stavy pri jeho pouziti bola v priemere 13 %. Na vytaznost oocyst mal vplyv
nielen spdsob separdcie, ale aj zloZenie kvapalnej fazy.

KruUCoVE sLovA: Cryptosporidium parvum; pitnd voda; mlieko; jablkova Stava; ndpliiové
filtre; vytaznost; oocysty

Globdlne znecistovanie zivotného prostredia ma za ndsledok rozsiro-
vanie roznorodych organizmov do prostredia, ktoré nie je ich typickym
biotopom. Vo vodnom biotope sa potom moZu prejavovat rozne. Takto
sa do vodného prostredia dostdvaju aj patologické bezfarebné bicikovce,
napr. Cryptosporidium parvum. Tomuto organizmu sa dnes vo svete venu-
je vo vodohospoddrskej praxi vela pozornosti. Nielenze patri k zdravotne
nebezpeénym organizmom, ale jeho vyskyt sposobuje problémy pri upra-
ve vody na pitnd. V minulosti sa zaznamenalo niekolko velkych epidémii
v rdznych krajindch sveta, ktoré mali fatdlne ndsledky. C. parvum patri
k najmens$im kokcididm, velkosti 2-6 um (obr. 1). Od ostatnych kokecidif
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OBR. 1. Cryptosporidium parvum

(autor: dr. M. Kalab, Agriculture and Agri-Food Canada, Ottawa, Ontario, Kanada).
FiG. 1. Cryptosporidium parvum

(author: dr. M. Kalab, Agriculture and Agri-Food Canada, Ottawa, Ontario, Canada).

sa IiSi tym, Ze napdda teplokrvné ZivocCichy, kde svoje vyvojové Stadium
preziva na hostitelskych bunkdch ako extraceluldrny parazit. Infekéni formu
tvoria oocysty, ktoré sa $iria fekdlno-ordlnou cestou, predovSetkym vodou,
zvieratami, ale aj kontaminovanymi potravinami (surové mlieko, nepasteri-
zované ovocné Stavy, ovocie, zelenina, miso) [1-3]. Zdrojom ndkazy mdzu
byt niektoré doméce a volne Zijice zvieratd. U roznych pacientov sa popisala
rozna manifestdcia ochorenia: u imunokompetentnych pacientov, hlavne
u detf, sa opisuje 10-14 dni trvajice ochorenie sprevadzané vodnatymi hnac-
kami, ktoré mozu byt sprevadzané teplotou, bolestami brucha a zvracanim.
Po ukonceni vyvojového cyklu prvoka dochddza k spontdnnemu uzdraveniu.
U imunodeficientych pacientov, hlavne s ochorenim AIDS, sa opisuju chro-
nické, uporné, zivot ohrozujice vodnaté hnacky s horic¢kami, bolestami bru-
cha, ibytkom hmotnosti a kachektizdciou. Kryptosporidie mdézu u takychto
pacientov tiez vnikniit do plic, kde potom spdsobuju bronchidlne symptomy.
Podla epidemiologickych vyskumov sa ukazuje, Ze organizmy su infek¢né aj
v plne sporulovanom §tddiu. Laboratdrne sa identifikuje priamo v mikrosko-
pickom obraze zo stolice. Infekénd déavka je rozna, pohybuje sa od 10 do 100
oocyst a zavisi od imunitného systému jedinca [4].

Hoci C. parvum nie je schopny rdast v potravindch, méze v nich dlhud dobu
prezivat, najmi ak maju zvySenu aktivitu vody. Napr. surové mlieko, surové
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parky, vnutornosti, Salat, musty. Tepelnd uprava potravin, 70 °C a ¢as 2 minu-
ty zabezpedi nielen elimindciu mikrobidlne;j flory, ale i inaktivaciu C. parvum
[5].

Vo vodohospodarskej praxi sa C. parvum dnes venuje vela pozornosti
nielen vo svete, ale aj u nés. Nielenze patri k zdravotne nebezpecnym orga-
nizmom, ale je problematicky aj z technologického hladiska upravy vody
na pitnu. Sledovanie vyskytu a jeho odstraniovanie z pitnej vody je kompliko-
vané v dosledku nizkej koncentracie a malych rozmerov. Naopak rezistencia
odpocinkového Stdadia voci chloracii vody umoznuje jeho prezivanie a detek-
ciu i vo vzorkach, ktoré presli ipravou [4]. U¢inné je ultrafialové Ziarenie,
ktorého pouzitie je finan¢ne ndrocné a pre velké objemy upravovanej vody
v praxi tazko pouZitelné.

Hoci sa publikovalo uz mnoho technik izoldcie a detekcie C. parvum
z rOznych typov vOd, izoldcia z potravin v kvapalnom stave nie je dosta-
to¢ne preStudovand. PretoZe su to organizmy, ktoré sa nedaju v prostredi
pomnozit, je nutné pouzit také izola¢né postupy, ktoré si schopné kvapalnui
vzorku dostatocne zakoncentrovat. Nasledne sa musi pouzit detekénd meto-
da, ktord bude schopnd nizku koncentrdciu oocyst C. parvum detegovat.
V pripade vdd sa najcastejSie pouziva na izoldciu oocyst napliiova (cartridge)
filtrdcia v kombindcii s imunomagnetickou separdciou a naslednou imu-
nofluorescenénou mikroskopiou ako detekénou metddou [6]. Nevyhodou
mikroskopickych metdd je, ze su ¢asovo naro¢né a vyzaduju si dostatocne
skuseného hodnotitela. Na druhej strane sa vyvijaju rychle detekéné metddy
zaloZené na polymerdzovej retazovej reakcii, ktoré su schopné detegovat aj
nizku koncentrdciu oocyst vo vzorkdch, st ¢asovo nendro¢né a zniZuju riziko
nesprdvnej mikroskopickej identifikdcie oocyst. KedZe kazdy krok separdcie
prispieva k urcitym stratdm oocyst pocas ich izoldcie, je nutné optimalizovat
izola¢né postupy tak, aby ndslednd detekcia bola schopnd stanovit aj nizke
koncentrdcie. V naSich podmienkach dostupné filtracné metddy pouZzivané
na izoldciu C. parvum z vody sme pouzili aj na kvapalné potraviny typu
mlieka a ovocnej Stavy.

Material a metdédy

Priprava vzoriek kvapalnych matric

Vzorky kvapalnych matric sa vybrali na zdklade predpokladaného priro-
dzeného vyskytu oocyst C. parvum, ktoré sa mdzu kontaminovat prostrednic-
tvom fekdlif infikovaného hovédzieho dobytka. Pitnd voda, 100% jablkova
Stava a trvanlivé nizkotu¢né mlieko sa zdmerne kontaminovali oocystami

229



PETRIKOVA, J. - JANYIL, 1. - TOTHOVA, L. - SIEKEL, P.

C. parvum s koncentraciou 4.101, 4.102 a 4.103 jedincov na 101 kvapalnej
vzorky. Desiatkové riedenie sa pripravilo zo zakoncentrovaného cistého izo-
latu, ktorého pocet sa stanovil mikroskopicky pouzitim Biirkerovej komorky.
Cisty izolat C. parvum s koncentraciou 1.108 jedincov v 1ml deionizovane;
vody konzervovanej pridavkom antibiotik a antimykotik a uchovavany
pri teplote 4 °C pocas 6 mesiacov sa ziskal z infikovaného hovéadzieho dobyt-
ka (Parazitologicky tistav AV CR, Ceské Budéjovice, Ceskd republika).

Filtrdacia kvapalnych matric
Na izoléciu oocyst C. parvum z troch typov kvapalnych matric sa pouZzili

dva typy népliovej filtréacie:

— filter urc¢eny na filtrdciu malych objemov kvapalin, maximdlne 101,
s velkostou porov 1 um, u¢innou filtra¢nou plochou 1300 cm? a odpo-
rucanym prietokom 2 l.min-! (Gelman Sciences, East Hills, USA),

— filter urceny na filtraciu velkych objemov kvapalin, niekolko sto az tisic
litrov, s velkostou porov 1 um a odporic¢anym prietokom 3-5 L.min-!
(CUNO Europe S. A., Les Attaques, Franctizsko).

Filter urceny na filtraciu malych objemov kvapalin je samostatny modul
skladajici sa z plastového puzdra s prietokovou a odtokovou trubicou
na koncoch filtracného modulu. Vo vniitri puzdra je umiestnend polypropy-
lénova filtra¢nd ndpln. Filter urceny na filtrdciu velkych objemov kvapalin
predstavuje polypropylénovu filtraénui ndpln s plastovym puzdrom, ktory
tvori sucast Specidlnej odberovej aparatury.

Izoldcia C. parvum z kvapalnych matric

Na filtraciu 101 kvapalného média sa pouzili oba typy filtrov, aby sa overi-
la ich pouZitelnost na dané kvapalné potraviny s ndslednym moznym pouzi-
tim v praxi. Zdroven sa stanovila vytaznost izola¢nych postupov pri pouZziti
danych typov filtrov. Naslednd izoldcia oocyst z filtrov sa uskuto¢nila pomo-
cou niekolkostuprniovej centrifugdcie, pricom sa vzorka zakoncentrovala
z objemu 10 litrov na objem 1ml.

Izolacia oocyst C. parvum z filtra na malé objemy kvapalin sa vykona-
la bez rozobratia filtra podla postupu uvedeného v ndvrhu pripravovane;j
eurdopskej normy [7].

Pri izolacii oocyst C. parvum z filtra na velké objemy kvapalin sa postu-
povalo podla nami navrhnutého postupu. Po prefiltrovani kvapaliny sa filter,
skladajuci sa z vldkien, odmotal a rozdelil na polovicu, do oboch polovic
sa pridalo po 1,51 timivého roztoku. Potom sa filter ru¢ne prepieral dosta-
tocne dlhy ¢as (30 mintt) a nechal sa vylihovat 24 h, aby sa oocysty krypto-
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sporidii uvolnili. Po 24 hodindch vylihovania sa filter dostatocne vyzmykal
a vyluh z filtra za zakoncentroval na velkoobjemovej centriftige z objemu
31 v 400ml kyvetach pri 5000g po dobu 30 mintit aZ na objem 100 ml. Tento
proces bol ¢asovo ndrocnejsi a pracnejsi. Po centrifugdcii sa supernatant
odsal pomocou vodnej vyvevy. Zo 400 ml povodného objemu v jednej kyvete
zostalo asi 100ml. Nésledne sa tieto menSie objemy znovu centrifugovali
v 100ml kyvetéch pri 3000g pocas 30 min. Po druhom stupni centrifugdcie sa
opat supernatant odsal vodnou vyvevou a nasledoval posledny krok centri-
fugdcie pri podmienkach 2000g po dobu 10 minuit v sklenych 10ml skimav-
kach. Sediment sa fixoval 5% roztokom K>Cr207. VSetky pouzité kyvety sa
po kaZzdom kroku dokladne vymyli, aby na stendch kyviet a nddob nezostal
prichyteny infek¢ény material. Takto zakoncentrované vzorky boli pripravené
na Specifické farbenie pre stanovenie C. parvum.

Stanovenie poctu oocyst C. parvum po izoldcii z kvapalnych matric

Pre zistenie kvantity sa prepardty vyhodnocovali v nativnom stave ako aj
po farbeni. Mikroskopicky sa analyzoval kvantitativne cely objem vzorky,
ktory sa dal na podlozné sklicko v mnozstve 100 ul. Na lepsie zviditelnenie
kryptosporidii sa pouzilo farbenie podla Milacek-Vitovec [3]. Vzorka sa
najprv fixovala metanolom v plameni, nésledne sa farbila roztokom metyl-
violete po dobu 30 mintit, potom sa vzorka sa opldchla pod jemnym pridom
tecucej vody. Diferencidcia sa vykonala pomocou 2% kyseliny sirovej, nasle-
dovalo opldchnutie pod jemnym pridom tecicej vody a dofarbenie prepa-
ratu oranzou G alebo 1% tartrazinom v 1% kyseline octovej po dobu 8 min.
Nakoniec sa preparat opldachol pod tecicou vodou. Zafarbené preparaty sa
vyhodnotili mikroskopicky s pouzitim mikroskopu Nicon Eclipse 600 (Nikon
Optoteam, Bratislava, SR) s kontrastom DIC (Nomarského kontrast, roz-
liSovaci interferencny kontrast). Pri zvacSeni 10x40 sa pouzila komorka
CYRUS I (Meopta-optika, Pferov, CR), ktord shizi na kvantifikdciu mik-
roorganizmov v mikroskopickom rozbore vody. Mriezka tejto komorky
m4 rozmery 10x10mm a je rozdelend na §tvorce a obdlzniky so stranami
250 um a 125 um. Pri zviacSeni 10x 100 sa pouzila olejovd imerzia. Oocysty
kryptosporidii sa identifikovali na zdklade svojho charakteristického sfarbe-
nia a morfoldgie, velkost oocyst sa pohybovala od 3,5 do 6,5 um.

Vysledky a diskusia

Tato prdca je sucastou vyvoja rychlej detekénej metddy na stanovenie
Cryptosporidium parvum v pitnej vode, v mlieku a v jablkovej Stave zaloZenej
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na polymerazove] retazovej reakcii. Izoldcia nizkej koncentracie oocyst,
velmi malych rozmerov, z velkého objemu kvapalnej matrice si vyzaduje
izola¢né postupy s ¢o najvysSou vytaznostou.

Vykonalo sa 10 analyz s pouZitim filtra pre malé filtrované objemy
kvapalin a 10 analyz s pouzitim filtra pre velké objemy filtrovanych kva-
palin, pre 3 rozne kvapalné matrice o objeme 101, ktoré boli kontamino-
vané 3 rOoznymi koncentraciami oocyst. Pocty oocyst po zakoncentrovani
sa kvantifikovali mikroskopicky. Vytaznost testovanych izolacnych postupov
pre dané kvapalné matrice je uvedend v tab. 1. Z tabulky vyplyva, zZe naplno-
va filtrdcia, ktord je najcastejSie pouZivanou separacnou metédou na izold-
ciu oocyst C. parvum z vody, dosahuje pomerne vysoku vytaznost pri oboch
napliovych filtroch. Vyrobca filtra pre malé objemy uvddza vytaznost az
91 % na rozdiel od vytaznosti zistenej v naSich podmienkach. Nami zistend
vytaznost filtra uréeného na malé filtrované objemy kvapalin sa pohybovala
od 36 % do 66 %. V pripade filtra pre velké objemy kvapalin vyrobca vytaz-
nost neuvadza. Nami stanovend vytaznost sa pohybovala od 35 % do 65 %,
¢o je pomerne vysokd vytaznost na rozdiel od vysledkov, ktoré publikovali
KFIR a kol. [8]. Ti hodnotili vytaznost protozoalnych parazitov v pitnej vode
pouzitim filtra pre velké objemy a ich vytaznost sa pohybovala v priemere
12,2% v porovnani s vytaznostou 13,4 % filtra zaloZeného na podobnom
principe. Mnohi autori poukazuju na to, Ze vytaznost len v malej miere
zavisi od druhu pouzitého filtra. To sa potvrdilo aj v naSich stanoveniach.
Nizke vytaznosti niektori autori, ktori sa venuju problematike izoladcie
a identifikdcie oocyst, pripisujui tomu, Ze 5-30 % oocyst nie je mozné zachy-

TaB. 1. Vytaznost oocyst C. parvum z vody, UHT mlieka a jablkovej Stavy
pouzitim dvoch typov ndplnovych filtrov (n = 10).
TaB. 1. Recovery rates of the oocysts of C. parvum from water, UHT milk and apple juice
using two types of cartridge filters (n = 10).

Typ kvapaliny! Pitnd vodaZ? UHT mlieko3 Jablkovd $tava*
Typ filtra’ A B A | B A | B

Koncentracia inokula

starnost?
(pocet oocyst v 10 1)6 Vytaznost’ [%]

4.103 66,8 65,6 - 10,3 13,2 14,9
4.102 57,9 37,4 - 8,8 12 14
4.10! 36,3 354 - 11,9 15 20

A —filter na malé objemy kvapalin, B - filter na velké objemy kvapalin.

A —filter for small quantities of liquid, B - filter for large quantities of liquid. 1 - type of liquid, 2 - drinking
water, 3 - UHT milk, 4 - apple juice, 5 - type of filter, 6 - concentration of inoculum (oocysts per 10 1),
7 - recovery rate.
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tit na pouzitych filtroch, 2-30 % zachytenych oocyst nie je mozné eluovat
[9] a Ze vysoké straty oocyst su aj pocas centrifugicie a precistovania [10].
Z tychto dovodov sme sa pri experimentdlnej prdci snazili eliminovat straty
oocyst sposobené pri zakoncentrovavani dostatocnym oplachom centrifugac-
nych kyviet, 24 hodinovym eluovanim vldkien filtra pre velké objemy a ich
dostatocnym vypieranim. Vytrepdvanie vlakien filtra na trepacke Stomacher
(Seward, Thetford, Velkd Britdnia - interny postup v Alcontrol Laboratories,
Bradford, Velkd Britdnia) po¢as 5 minit sme nepokladali za dostatocny
na eludciu oocyst zachytenych na filtri.

Izol4cia oocyst C. parvum zalozend na ich zrdZani pomocou CaCOj3 nie
je ¢asto pouzivany typ separacie. VESEY a kol. [11] kontaminovali 101 pitnej
vody oocystami o koncentracii 6,08.102 oocyst na 1ml a zrdzali ich pomo-
cou CaCOs. Nasledovala centrifugdcia, farbenie a vyhodnotenie pomo-
cou prietokovej cytometrie. Pomerne vysokd vytaznost, ktori dani autori
dosiahli, bola v rozmedzi 69-76,9 % (n=3). VysSia vytaznost oocyst mohla
byt sposobend malym poctom stanoveni (n=3), vysokym poctom oocyst
v malom objeme spracovanej vody (6,08.10° oocyst/10 1). Na rozdiel od nami
zistenej vytaznosti pouzitim naplnove;j filtracie, kedy sa koncentrdcia oocyst
pohybovala od 40 do 400 v 10 litroch filtrovanej vody. Pomerne vysokd
vytaznost, 75-95,4 %, sa dosiahla i pri pouZiti Fe>O3 alebo Al2O3 [12]. Preto
by sme v dalSej praci cheeli overit vytaznost oocyst pouZitim zrdZania pomo-
cou CaCOs3 najmi z objemov s nizkou koncentraciou oocyst. S ohladom
na detekciu C. parvum pomocou metddy zaloZenej na polymerdzovej reta-
zovej reakcii (PCR) by mala byt ndplnova filtracia postacujuca. Zistilo sa,
Ze ak koncentrécia oocyst v 101 kvapaliny bude 4.102 a vytaznost filtra bude
len 15 %, izoldcia oocyst bude postacujuca na ich detekciu pomocou PCR
metddy, ktord navrhol DENG a kol. [13]. Pri nami ziskanej minimédlnej vytaz-
nosti 15 % by mal 1ml zakoncentrovanej vzorky pred imunomagnetickou
separdciou obsahovat minimalne 60 oocyst. Hoci koncentrdcia oocyst pred
separdciou, ktord pouzili DENG a kol. [13], bola ovela nizSia (30 oocyst na
100ml jablkovej §tavy) ako nami ziskand koncentrdcia po separicii, bola
detekcia C. parvum pomocou PCR metddy pozitivna [13]. Preto navrhnuty
spdsob izolacie oocyst C. parvum pomocou ndpliovej filtracie z potravino-
vych kvapalnych matric sa ukazuje ako jeden z moznych a dostupnych sposo-
bov izoldcie oocyst pred ich samotnou detekciou pomocou PCR metddy.

Nakolko nie su publikované Studie o vytaznosti a ziskavani oocyst C. par-
vum z inych typov kvapalnych matric, nez je voda a najmé z vac¢Sieho objemu
kvapalin (viac ako 100 ml), v dalSej praci bude potrebné zamerat sa na ove-
renie inych typov separdcie, nez je ndpliova filtracia i s ohladom na detekciu
pomocou PCR metdd.
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Zaver

Medzi patogénne organizmy vyskytujice sa v pitnych vodach a v potra-
vindch predstavujui parazitické prvoky, medzi ktoré patri aj C. parvum,
zvlastnu skupinu. Napriek tomu, Ze sa vyskytuju ¢asto, byvajui prehliadané
a pozornost sa im venuje az v pripade, ked spdsobuju vazne problémy.
PredloZend prédca sa zamerala na Studium izoldcie oocyst C. parvum z potra-
vinovych kvapalnych matric a pitnej vody v koncentraciach vyskytujuicich sa
v redlnych podmienkach s cielom minimalizovat straty oocyst pri ich izol4cii.
Z redlne dostupnych filtraénych postupov sa skimali dva typy nédpliovej
filtracie, pre filtraciu malych objemov, ako aj pre filtraciu velkych objemov
kvapalin. Ziskané vysledky poukazuji na mozZnost vyuZzitia danych typov
filtracie pri izoldcii oocyst z pitnej vody, mlieka a jablkovej Stavy. Ziskané
izola¢né postupy budu sucastou vyvijanej detekénej metddy zalozenej
na polymerdazovej retazovej reakcii na stanovenie C. parvum v pitnej vode,
mlieku a jablkovej Stave.
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Elimination possibilities of Cryptosporidium parvum oocysts
from potable water, milk and apple juice

PETRIKOVA, J. - JANYI, 1. - TOTHOVA, L. - SIEKEL, P.:
Bull. potrav. Vysk., 44, 2005, p. 227-235.

SumMARY. Two types of the cartridge filtration were studied for the recovery of Cryptospori-
dium parvum oocysts from drinking water, UHT milk and from the apple juice. The reco-
very rate for the oocysts from the drinking water ranged from 36 % to 67 % when a filter
for small quantities of the filtered liquid was used (pore size 1 um), and ranged from 33 %
to 65 % when a filter for large quantities of the filtered liquid (pore size 1 um) was used.
The recovery rates for the oocysts from UHT milk and apple juice were lower. When a filter
for large quantities of the filtered liquid was used, it was 10 % on average from milk and 16 %
on average from the apple juice. The filter for small quantities of the filtered liquid was not
suitable for the filtration of UHT milk and when used with the apple juice, a recovery rate
of 13 % on average was determined. Recovery rates for the oocysts were influenced not only
by the separation technique employed, but also by the composition of the liquid phase.

KEYWORDS: Cryptosporidium parvum; drinking water; milk; apple juice; cartridge filters;
oocysts; recovery
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