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STRESZCZENIE

Wprowadzenie. Obecno$¢ pierwotniakow pasozytniczych w wodzie przeznaczonej do spozycia jest przewaznie nastep-
stwem niewtasciwie prowadzonych procesow jej uzdatniania. Aktualnie, w Polsce, rutynowe badania wody w kierunku
wykrywania pierwotniakoéw z rodzaju Cryptosporidium i Giardia nie sa prowadzone.

Cel badan. Celem badan byta optymalizacja metody wykrywania oocyst Cryptosporidium sp. i cyst Giardia sp. w prob-
kach wody powierzchniowej w oparciu o zatozenia metodyczne zawarte w normie ISO 15553:2006 i przy zastosowaniu
automatycznej stacji pluczacej Filta-Max xpress.

Material i metoda. Badania wstgpne prowadzono na probkach wody kontaminowanej oocytami i cystami szczepdw
referencyjnych Cryptosporidium sp. i Giardia sp. Dalsze badania prowadzono z zastosowaniem probek srodowiskowych
wody pobranej z kilku uje¢ wody powierzchniowej (21 probek z Wisty i 8 probek z Zalewu Zegrzynskiego). Probki wody
zageszczano przy uzyciu stacji Filta-Max xpress, a nastepnie oczyszczano je metoda separacji immunomagnetycznej. Cy-
sty 1 oocysty barwiono za pomocg FITC i DAPI i prowadzono obserwacje mikroskopowe z wykorzystaniem mikroskopu
epifluorescencyjnego.

Wyniki. Zastosowanie 9-cyklowego systemu ptuczacego w badaniach fortyfikowanych probek wody, pozwolito na uzyskanie
Sredniego odzysku oocyst Cryptosporidium w wysokosci 60,6% i cyst Giardia w wysokosci 36,1%. W probkach srodowisko-
wych wody pochodzacej z ujg¢ powierzchniowych wykazano obecno$¢ poszukiwanych pierwotniakéw. Cysty Giardia wykryto
we wszystkich badanych prébkach wody powierzchniowej w liczbie od 1,0/10 1 do 4,5/10 I pochodzacej z ujecia na Zalewie
Zegrzynskim i z ujecia na rzece Wisle w liczbie od 1,0/10 1 do 38,9/10 1. Oocysty Cryptosporidium obecne byty w 50% probek
wody powierzchniowej z ujg¢ Zalewu Zegrzynskiego i 47,6% probek z Wisty, a ich liczba w obu przypadkach byta zblizona
1 wynosita od 0,5 do 2,5 oocyst/10 1. Badania potwierdzity, ze zastosowana metoda jest wlasciwa do wykrywania obecnosci
pierwotniakow pasozytniczych w wodzie. Jej efektywno$¢, szczegdlnie w przypadku probek o duzej zawartosci substancji
organicznych i zawiesin, zalezy od przygotowanych podprobek i zmniejszenia szybkosci ptukania filtrow.

Whioski. Metoda wykrywania Cryptosporidium sp. 1 Giardia sp. z zastosowaniem automatycznej stacji ptuczacej Filta-
-Max xpress moze by¢ wykorzystywana w rutynowych badaniach oceny mikrobiologicznej jakosci wody. Stwierdzanie
obecnosci Cryptosporidium sp. i Giardia sp. w probkach wody pochodzacej z uje¢ wody powierzchniowej wskazuje na
niebezpieczenstwo przedostawania si¢ ich do wody przeznaczonej do spozycia, dlatego badania pierwotniakow pasozytni-
czych powinny by¢ wiaczone do monitoringu wody.

ABSTRACT

Background. The presence of parasitic protozoa in drinking water is mostly a result of improperly maintened the water
treatment process. Currently, in Poland the testing of Cryptosporidium and Giardia in water as a part of routine monitoring
of water is not perform.
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Objective. The aim of this study was the optimization of the method of Cryptosporidium and Giardia detection in water
according to the main principles of standard ISO 15553:2006 and using Filta-Max xpress automatic elution station.
Material and method. Preliminary tests were performed on the samples contaminated with oocysts and cysts of reference
strains of both parasitic protozoa. Further studies were carried out on environmental samples of surface water sampled
directly from the intakes of water (21 samples from Vistula River and 8 samples from Zegrzynski Lake). Filtration process
and samples volume reducing were performed using an automatic elution system Filta-Max xpress. Next, samples were
purified during immunomagnetic separation process (IMS). Isolated cysts and oocysts were stained with FITC and DAPI
and than the microscopic observation using an epifluorescence microscope was carried out.

Results. Recovery of parasite protozoa in all contaminated water samples after 9-cycles elution process applied was mean
60.6% for Cryptosporidium oocysts and 36.1% for Giardia cysts. Studies on the environmental surface water samples showed
the presence of both parasitic protozoa. Number of detected Giardia cysts ranged from 1.0/10 L up to 4.5/10 L in samples
from Zegrzynski Lake and from 1.0/10 L up to 38.9 /10 L in samples from Vistula River. Cryptosporidium oocysts were
present in 50% of samples from the Zegrzynski Lake and in 47.6% of samples from the Vistula River, and their number in
both cases was similar and ranged from 0.5 up to 2.5 oocyst/10 L. The results show that applied procedure is appropriate
for detection the presence of parasitic protosoan in water, but when water contains much amount of inorganic matter and
suspended solids test method have to be modified like subsamples preparation and filtration process speed reduction.
Conclusions. The applied method with the modification using Filta-Max xpress system can be useful for the routine moni-
toring of water. Detection of Cryptosporidium and Giardia in all samples of water taken from the intakes of surface water
shows the possibility of transfering of the protozoan cysts into the water intended for the consumption, therefore the testing

of Cryptosporidium and Giardia should be included into the monitoring of water.

WSTEP

Niektore pierwotniaki pasozytnicze, w tym z rodza-
ju Cryptosporidium i Giardia, mogg by¢ przenoszone
za posrednictwem wody, co powoduje, ze sa jednym
z czynnikow mogacych wywotywac tzw. choroby wo-
dozalezne u ludzi [14, 16, 24, 25, 34]. Znaczenie tych
organizmoéw jako czynnikow etiologicznych zarazen
pasozytniczych wzrosto pod koniec lat 70-tych wraz
ze zwigkszeniem liczby 0sob z zespotami obnizonej
odpornosci m. in. wérod ludzi zarazonych wirusem
HIV, chorych na nowotwory, po chemioterapii czy po
zabiegach transplantacyjnych [1, 15, 21, 26, 32, 33,
34]. Wzrost znaczenia epidemiologicznego pierwot-
niakow pasozytniczych spowodowal, ze w latach 90.
w krajach Europy Zachodniej zaczeto wskazywaé na
potrzebe oznaczania obecnosci tych organizmow w wo-
dzie przeznaczonej do spozycia przez ludzi. Uznano,
ze pierwotniaki pasozytnicze powinny by¢ istotnym
dodatkowym elementem kontroli i nadzoru jakosci
wody przeznaczonej do spozycia przez ludzi, obok
mikroorganizmoéw wskaznikowych takich jak bakterie
grupy coli, Escherichia coli, enterokoki czy clostridia
redukujace siarczyny [8, 9, 17, 28, 32, 34]. Duza prze-
szkoda w wprowadzeniu badan rutynowych w tym
kierunku, byt brak odpowiedniej metody. Najwigkszym
problemem, z ktorymi musialy si¢ zmierzy¢ laboratoria
wykonujace badania w kierunku wykrywania obecnos$ci
i oznaczania pierwotniakow pasozytniczych, stanowito
zageszczenie probki wody oraz uzyskanie jak najwiek-
szego odzysku oocyst i cyst tych organizméw, gdyz ich
koncentracja w probkach srodowiskowych moze by¢
stosunkowo nieduza [3, 22]. W latach 1996-1998 Envi-

ronmental Protection Agency (EPA) opublikowata dwie
metody oznaczania pierwotniakdw pasozytniczych,
ktore zostaty zwalidowane pod koniec lat 90.,a w 2001
1 2005 roku przeszty pozytywng weryfikacje [30, 31].
W roku 2006 ukazata si¢ norma ISO 15553:2006 Water
quality — Isolation and identification of Cryptospori-
dium oocysts and Giardia cysts from water, bazujaca
na wczesniej opublikowanych metodach EPA i prezen-
tujaca zalozenia metodyczne wykrywania oraz izolacji
form przetrwanych pierwotniakow pasozytniczych [11].
Metoda wg normy ISO, podobnie jak metody wg EPA,
obejmuje trzy etapy badania: 1) zageszczanie oparte
na technice filtracji (FM), 2) oczyszczanie - separacja
immunomagnetyczna (IMS), 3) wykrywanie pierwot-
niakéw technikg immunofluorescencji (FA).

W rozporzadzeniu Ministra Zdrowia w sprawie
jakosci wody przeznaczonej do spozycia przez ludzi
[23], wskazana jest konieczno$¢ wykonywania badan
w kierunku Cryptosporidium sp. w wodzie pochodzacej
zuje¢ powierzchniowych lub mieszanych, w przypadku
gdy w wodzie uzdatnionej, przeznaczonej do spozycia,
zostanie wykryta obecno$¢ Clostridium perfringens.
Jednak badania w tym zakresie, w ramach rutynowe;j
kontroli wody przeznaczonej do spozycia nie sg pro-
wadzone przez stuzby sanitarnej w Polsce.

Celem badan byta optymalizacja metody wykrywa-
nia oocyt Cryptosporidium i cyst Giardia ze srodowiska
wodnego przy zastosowaniu automatycznej stacji ptu-
czacej Filta-Max xpress, do wyplukiwania pod ci$nie-
niem zatrzymanych na filtrach czgstek stalych, w tym
poszukiwanych pierwotniakow oraz ocena przydatnosci
tej metody do stosowania w badaniach rutynowych.



Nr 4

Wykrywanie pierwotniakow pasozytniczych Cryptosporidium i Gardia w $rodowisku wodnym

501

MATERIAL I METODA

Badania na materialach referencyjnych

Probki wody wodociggowej o objetosci 20 1 forty-
fikowano referencyjng zawiesing oocyst Cryptospori-
dium (99 = 1,4) i cyst Giardia (99 £ 1,6) - Easy Seed
(f-my BTF) a nastepnie badano wg zalozen normy
ISO 15553:2006. Wykonano oznaczenia 20 probek
kontaminowanych referencyjng zawiesing oocyt/cyst
pierwotniakow pasozytniczych.

Zageszczanie: filtracja, elucja, wirowanie

Przygotowane probki poddawano zageszczaniu, po-
przez filtracje przez specjalne filtry z poliuretanu o $red-
nicy poréw 1 pm, z predkoscig ok. 2 1/min. Nastepnie,
organizmy zatrzymane na filtrze byly wyptukiwane
roztworem buforu fosforanowego (PBS) z dodatkiem
Tween 20, w automatycznej stacji ptuczacej Filta-Max
xpress (f-my IDEXX). Uzyskany w ten sposob eluat
(okoto 400 ml) poddawano nastepnie wirowaniu przy
wzglednej sile odsrodkowej 2010 x g, (2900 obrotow /
min) w stozkowych gilzach, w wyniku czego pierwot-
niaki pasozytnicze wraz z innymi czgstkami statymi
osadzane byly w dolnej, wyprofilowanej czgsci gilzy.
Nadmiar supernatantu usuwano pozostawiajgc probke
0 objetosci okoto 10 ml.

Oczyszczanie: metoda separacji immunomagnetycznej
(IMS)

Technika IMS opiera si¢ na zdolno$ci tworzenia
kompleksow antygen - przeciwciato, ktore oddzielane
sg od czastek statych przy pomocy pola magnetycznego
i przemywania. Zageszczona probka, w postaci osadu,
przenoszona jest do specjalnie profilowanych probéwek
(f-my DYNAL) przeznaczonych do separacji immuno-
magnetycznej. Do badanej probki dodawane sg specy-
ficzne zestawy buforow oraz przeciwciat skierowanych
przeciwko antygenom zlokalizowanym w strukturach
zewnetrznych oocyst Cryptosporidium i cyst Giardia
(GV Combo f-my Invitrogen). W trakcie mieszania (1
godz. - 1,5 godz.) powstaja kompleksy przeciwciato -
cysta/oocysta, ktore nastgpnie w polu magnetycznym
oddzielane sg z mieszaniny. Kolejne etapy polegaja na
dalszym oczyszczaniu utworzonych kompleksow przy
stopniowym zmniejszaniu objetosci probki. Kompleksy
rozbijano zakwaszajac srodowisko reakcji, a uzyskana
50 pl probke umieszczano na szkietku podstawowym
w celu jej wybarwienia oraz wykonania preparatu mi-
kroskopowego.

Wykrywanie — metoda epifluorecencji i obserwacji
mikroskopowych

Obserwacje mikroskopowe pozwalajg na potwier-
dzenie obecnosci i okreslenie liczby pierwotniakow

z rodzaju Cryptosporidium 1 Giardia w badanej probce

wody. Preparaty mikroskopowe utrwalano za pomoca

alkoholu etylowego, a nastepnie barwiono dwuetapowo, :

— FITC (f-my BTF)- barwnik fluorescencyjny, wia-
7acy sie z zewnetrznymi strukturami cyst/oocyst,
obserwowana jest zielona fluorescencja w $wietle
o dt. fali 480 nm (Swiatto niebieskie)

— DAPI (f-my Sigma)- barwnik wykazujacy silne
powinowactwo do DNA, szczegblnie do regiondow
bogatych w wigzania A-T; widoczny wyznakowany
materiat jadrowy, charakterystyczny dla oznacza-
nych organizméw w §wietle o dt. fali 350 nm (UV).

Obserwacje preparatu i liczenie oocyst Cryptospo-
ridium 1 cyst Giardia wykonywano pod mikroskopem
epifluorescencyjnym (NIKON) zaopatrzonym w filtr

UV oraz filtr $wiatla niebieskiego. Dodatkowo wyko-

nano obserwacje specyficznych struktur komérkowych

badanych organizméw z zastosowaniem kontrastu
fazowego (DIC) w celu potwierdzenia obecnosci izo-
lowanych pierwotniakow pasozytniczych.

Badania srodowiskowe probek wody powierzchniowej

Badania w kierunku wykrywania oocyst i cyst
pierwotniakéw pasozytniczych z rodzaju Crypto-
sporidium 1 Giardia na prébkach srodowiskowych
wykonano wedlug zatozen metodycznych zawartych
w normie ISO 15553:2006 i zastosowaniu na etapie
zageszczania automatycznej stacji pluczacej Filta-Max
xpress. Do badan wybrano 2 uj¢cia powierzchniowe
wody przeznaczonej do spozycia, roznigce si¢ miedzy
sobg jakoscig oraz rodzajem ujmowanej wody. Probki
0 objetosci 20 | wody pobrano z uje¢ zlokalizowanych
na rzece Wisle (21 probek) i Zalewie Zegrzynskim (8
prébek). Charakter probek srodowiskowych, na ktorych
prowadzono badania, a szczego6lnie duza ilo$¢ czastek
statych zawieszonych w wodzie (rzeka Wista), wy-
musit wprowadzenie zmian w stosunku do wczesniej
prowadzonych badan na probkach fortyfikowanych. Na
etapie filtracji zmniejszono predkos¢ filtracji w zakresie
1,2-1,5 1/min, co usprawnito proces oraz w przypadku
braku mozliwosci przefiltrowania calej probki spowo-
dowanym zapchaniem si¢ poréw filtra, dzielono ja na
mniejsze podprobki. Kolejna zmiana dotyczyta etapu
po wirowaniu, kiedy to osad dzielony byt na mniejsze
podrobki, ktore poddawano separacji immunomagne-
tycznej. W przypadku probek o duzej zawartosci osadu,
poddanie jej w catosci immunomagnetycznej separacji
uniemozliwiato prawidtowe wyznakowanie oocyt/cyst
pierwotniakow ze wzgledu na interferencje tla (dane
niepublikowane). Powyzsze modyfikacje mialy na celu
zminimalizowanie wplywu krytycznych dla badania
etapow (filtracja, IMS), ktére mogly spowodowac ob-
nizenie odzysku, a tym samym skuteczno$ci wykrycia
pierwotniakow pasozytniczych z rodzaju Cryptospori-
dium 1 Giardia w badanych préobkach.
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WYNIKI I DYSKUSJA

Badania wstepne, wykonane na 20 probkach
fortyfikowanych, pozwolity na okreslenie odzysku
oocyst Cryptosporidium 1 cyst Giardia. Probki wody
byty filtrowane przez poliuretanowe filtry zamknigte
w specjalnych kapsutach, a proces elucji prowadzony
byt w automatycznej stacji ptuczacej Filta-Max xpress,
ktora pozwala na plukanie filtra w 9 cyklach. W przy-
padku oocyst Cryptosporidium sp. stwierdzono odzysk
w zakresie od 30% do 94% ($rednio 60,6%). Dla cyst
Giardia sp. odnotowany odzysk byl mniejszy i wy-
nosit od 6% do 74% ($rednio 36,1 %). Duze wahania
w odzysku wykrywanych pierwotniakow mogg by¢
spowodowane, wieloetapowg obrobka badanej probki
1 zwigzanymi z nig stratami. Wyniki badan odzysku
przedstawiono na rycinie 1.

Nalezy podkresli¢, ze do potowy lat 90. tych me-
tody stosowane do wykrywania pierwotniakéw paso-
zytniczych w wodzie byly malo precyzyjne i bardzo
pracochtonne. Charakteryzowaty si¢ niskim odzyskiem,
a badania dawaty duzo wynikow falszywych zaréwno
pozytywnie jak i negatywnie. Najwazniejsze zmiany
zachodzace podczas udoskonalania tych metod, ktore
wplynely na poprawe ich sprawnosci, dotyczyty m.in.
procesu filtracji oraz elucji [35]. Wykazano, ze probki
powinny by¢ filtrowane z predkos$ciag nie wicksza niz
2 I/min., gdyz zwigkszenie predkosci moze powodowac
nierownomierny przeptyw wody przez kapsule filtra,
co znacznie zmniejsza wydajnos¢ procesu. Na wiel-
ko$¢ odzysku oocyst/cyst z probki ma rowniez wptyw
proces elucji. Badania wykazaty, ze kazda dodatkowa
elucja zwigksza odzysk o 5-15% dla Giardia i 0 2-3%
dla Cryptosporidium [13]. W przypadku zastosowania
systemu elucji Filta-Max xpress, dla probek o objetosci
10-20 litréw sredni odzysk oocyst Cryptosporidium wy-
nosit 88,8% [19, 20]. Na etapie zageszczania probek, na
odzysk oocyst/cyst majg rowniez wptyw warunki wiro-
wania eluatu. Duza frakcja oocyst/cyst pozostaje w su-

pernatancie po wirowaniu przy niskiej wzgledne;j sile
odsrodkowej (RCF), a wzrost RCF wptywa na zwigk-
szenie odzysku - zmniejszenie strat oocyst/cyst. Przy
wzroscie RCF od 1040 x g do 6700 x g zaobserwowano
spadek strat z 25% do 11% dla Giardia 1z 32% do 12%
dla Cryptosporidium [13]. Na poprawe efektywnosci
wykrywania pierwotniakdw pasozytniczych w probkach
srodowiskowych miato réwniez wplyw zastosowanie
techniki IMS. Dodanie znakowanych przeciwcial do
badanej probki umozliwiato identyfikacje oocyst/cyst
[19, 20]. Powstate w ten sposob kompleksy pozwalaja
na izolacj¢ oocyst Cryptosporidium sp. i cyst Giardia
sp. z duzej ilosci osadéw nieorganicznych obecnych
w probee srodowiskowej. Przy czym na przebieg tego
etapu badania ma kluczowe znaczenie usprawnienie
wczesniejszych etapow oraz prowadzenie ich w od-
powiednich warunkach. Zageszczenie probki poprzez
filtracje, elucje 1 wirowanie, poprawito skuteczne
przyltaczenie przeciwciat do poszukiwanych obiektow,
a tym samym zredukowato wyniki falszywie pozytywne
ireakcje niespecyficzne [19, 20]. Na etapie IMS istotne
znaczenie ma precyzyjne przeniesienie osadu uzyska-
nego w trakcie wirowania do probowek i rownomierne
wymieszanie go z buforami zawierajacymi znakowane
przeciwciata. Ostatnim punktem krytycznym tej metody
badawczej, ktory moze wplywaé na ostateczny wynik
analizy, jest przygotowanie i barwienie preparatu mikro-
skopowego. Poszczegblne czynnosci wymagaja duzej
precyzji ze wzgledu na mate objetosci supernatantu
(do 50 ul) zawierajacego izolowane wczesniej komorki
pierwotniakow pasozytniczych.

Okreslenie i1 analiza wysokosci odzysku jest istot-
nym elementem pozwalajagcym na ocen¢ sprawnosci
metody badawczej przed jej zastosowaniem do badan
rutynowych. W pismiennictwie jest wiele publikacji,
ktére prezentuja efektywnos$¢ izolacji pierwotniakdw
pasozytniczych w oparciu o probki kontaminowane
materiatami wzorcowymi. W zaleznos$ci od rodzaju
zastosowanej metody i rodzaju probek odzysk wahat si¢
w zakresie od 0% do 43% dla oocyst Cryptosporidium
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sp. i od 0% do 90% dla cyst Giardia sp. LeChevallier
1 wsp. [12] przeprowadzili wnikliwg analiz¢ stosowa-
nych metod opartych na immunofluorescencji i doszli
do wniosku, ze majg one wspdlng charakterystyke
w zakresie uzyskiwanych wynikow. Niezaleznie od
stosowanej metody badawczej, sprzetu i odczynnikow
laboratoryjnych, liczba oznaczanych cyst i oocyst jest
zawsze mniejsza od liczby wzorcowej, ktérg probki
byly kontaminowane. Straty w odzysku stwierdzano
najczesciej na etapie zageszczania probki, wiacznie
z procesem filtracji oraz podczas separacji immunoma-
gnetycznej [6, 7]. Z tego powodu najwiecej modyfika-
cji metody, majacych na celu zminimalizowanie strat
podczas izolacji pierwotniakow, dotyczy tych wlasnie
etapow badan. W 2003 r przeprowadzono doktadng
analize skuteczno$ci obu metod badawczych: 1622
11623 proponowanych przez EPA [18, 19, 20]. Badano
odzysk obu metod z uzyciem fortyfikowanych probek
wody surowej i wody uzdatnionej (wodociggowej).
W przypadku wody uzdatnionej odzysk w stosunku do
oocysticyst wynosit48.4 + 11,8%. W przypadku wody
surowej odzysk w przypadku oocyst Cryptosporidium
wynosit od 19,5% do 54,5% , natomiast w przypadku
cyst Giardia wynosil 46,7% do 70%. Prowadzone
poréwnawcze badania miedzylaboratoryjne w USA
1 Kanadzie, wykazaty duzg réznice w wynikach uzy-
skanych przez poszczegoélne laboratoria. Odzyski
w oznaczeniach Cryptosporidium wynosit od 0 do
43%, natomiast Giardia od 0 do 90% [5]. Huang i wsp.
[10] wprowadzili zmiany w roztworach stosowanych
podczas oczyszczania cyst i oocyst pierwotniakow po-
legajace na zastosowaniu zamiast buforu PBS wodnego
roztworu sacharozy, co wptyngto na wzrost odzysku
tych mikroorganizméw w probkach fortyfikowanych.
Znaczne roznice wynikow badan oraz stosunkowo niski
odzysk metody prezentowany przez laboratoria referen-
cyjne $wiadcza o tym, ze metoda izolacji pierwotniakow
pasozytniczych moze nastreczaé wiele problemow.
Wieloetapowos§¢ metody oraz wystepowanie kilku
punktow krytycznych jest powodem znacznych strat na
etapie izolacji, co moze skutkowac uzyskiwaniem przez
laboratoria wynikéw fatszywie ujemnych.

W przeprowadzonych badaniach srodowiskowych,
w wiekszosci badanych probek wody powierzchniowej,
pobranych na ujeciach wody przeznaczonej do spozycia,
stwierdzono obecnos¢ pierwotniakéw pasozytniczych
z rodzaju Cryptosporidium i Giardia. Cysty Giardia
sp. wystepowaly czesciej i w liczbie znacznie prze-
wyzszajacej oznaczang liczbe oocyst Cryptosporidium
sp. W prébkach wody pobranej z Wisly obecnos¢
pierwotniakow pasozytniczych z rodzaju Giardia sp.
stwierdzono, we wszystkich badanych prébkach wody
(100%), natomiast oocysty Cryptosporidium wykryto
tylko w 48% probek. Wyzszej liczbie pierwotniakow
w wodzie sprzyja duza liczba zawiesiny organicznej

1 nieorganicznej, a takze przedostawanie si¢ do wod
powierzchniowych zanieczyszczen wynikajacych
z bytowej lub rolniczej dzialalnosci cztowieka, w tym
fekalnych zanieczyszczen kanalizacyjnych [2, 12, 28].
Dlatego tez wyzsza koncentracj¢ oocyt/cyst pierwotnia-
kow pasozytniczych odnotowano w przypadku probek
wody pobranej z Wisty podczas trwania wysokiego
stanu wody. Wyniki przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Wystepowanie oocyst Cryptosporidium i cyst Giar-
dia w probkach wody pobranych z Wisty podczas
wysokiego i niskiego stanu wody
Occurrence of Cryptosporidium oocysts and
Giardia cysts in water samples from Vistula River
during high and low water level

Liczba oocyst/cyst / litr Liczba oocyst/cyst / litr
podczas wysokiego stanu podczas niskiego stanu
L.p. wody wody
Cryl'ytosporz- Giardia sp. CWI,]IOSPOH_ Giardia sp.
dium sp. dium sp.
1. 0 1,10 0,05 0,55
2. 0,25 0,25 0 0,35
3. 0,05 1,00 0 0,10
4. 0,11 1,33 0 0,20
S. 0 0,89 0 0,30
6. 0,11 3,56 0 0,70
7. 0,11 1,44 0,15 0,15
8. 0,11 2,33 0 0,30
9. 0 0,89 0,05 0,20
10. 0 3,89 0 0,35
11. 0,11 1,00 --- ---

Najwicksza liczbe pierwotniakow odnotowano
w probkach pobranych podczas wysokiego stanu
wody, wywotanego falg powodziowa. We wszystkich
probkach wody pobranej w tym czasie stwierdzono
obecnos$¢ cyst Giardia sp. w liczbie od 0,25 cyst/l do
3,89 cyst/l. Pierwotniaki z rodzaju Cryptosporidium
obecne byty w blisko 64% badanych probek w liczbie
od 0,05 oocyst/l do 0,25 oocyst/l. W probkach wody
pobranych po obnizeniu si¢ stanu wody rzeki Wisty
wykrywano mniejszg liczbe oocyst/cyst pierwotniakow
pasozytniczych. Obecnos¢ oocyst Cryptosporidium sp.
stwierdzono tylko w 33% badanych probkach wody,
w liczbie od 0,05 oocyst/l do 0,15 oocyst/l. Wszystkie
probki zawieraly cysty Giardia sp. (od 0,1 cyst/l do 0,7
cyst/l), podobnie jak w przypadku probek pobieranych
podczas wysokiego stanu wody. Znacznie wyzsze war-
tosci uzyskane podczas wysokiego stanu rzeki zwigzane
byty z duzym tadunkiem organicznym, ktory przedostat
si¢ do jej wod wraz z wodami opadowymi sptywajacymi
z pol w poblizu Wisty i jej doptywow. Dodatkowym
elementem wplywajacym na zwiekszenie koncentracji
pierwotniakéw pasozytniczych w badanych probkach
wody byta zmiana nasilenia nurtu rzeki, ktory spowo-
dowat poruszenie si¢ osadow dennych, zawierajacych
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skumulowane czastki state, w tym cysty i oocysty
pierwotniakoéw. Po obnizeniu si¢ poziomu wody
1 zmniejszeniu predkos$ci nurtu, wykrywana liczba pier-
wotniakodw pasozytniczych w probkach wody z Wisty
ulegta obnizeniu. Obecnos¢ oocyst Cryptosporidium sp.
w probkach wody pobranych z Wisty wykazaty rowniez
badania przeprowadzone przez Sinskiego 1 wsp. [25],
w ktorych zastosowano manualng stacje Filta-Max,
o mniejszej liczbie cykli filtracji.

Roéwniez w probkach wody pobranej z ujgcia opar-
tego na Zalewie Zegrzynskim stwierdzono obecnos¢
pierwotniakdw pasozytniczych. Wszystkie probki z tego
ujecia zawieraty cysty Giardia w liczbie od 0,10 cysty/l
do 0,45 cysty/l. Oocysty Cryptosporidium stwierdzono
tylko w 50% badanych probek, a ich liczba wahata si¢
od 0,05 oocysty/l do 0,20 oocysty/l. Wyniki przedsta-
wiono w tabeli 2.

Tabela. 2. Wystepowanie oocyst Cryptosporidium i cyst
Giardia w probkach wody pobranych na Zalewie
Zegrzynskim
Occurrence of Cryptosporidium oocysts and Giar-
dia cysts in water samples from Zegrzynski Lake

Lp Liczba oocyst/cyst / litr
) oocysty Cryptosporidium sp. cysty Giardia sp.
1. 0 0,25
2. 0 0,25
3. 0 0,15
4. 0,05 0,05
5. 0,10 0,30
6. 0,20 0,45
7. 0,05 0,20
8. 0 0,10

Istotnym elementem, charakterystycznym dla ujecia
na Zalewie Zegrzynskim jest opaskowa kanalizacja
sciekowa w miejscowosciach lezacych w jego bezpo-
srednim sgsiedztwie. Zmniejsza to prawdopodobien-
stwo przedostawania si¢ nieczystosci pochodzacych
z bytowej dziatalnosci cztowieka do wod Zalewu, a tym
samym zmniejsza prawdopodobienstwo wystepowania
w tych wodach pierwotniakow pasozytniczych. Jedno-
czesnie probki pochodzace z tego ujecia wykazywaty
zdecydowanie mniejsza metno$¢ niz probki pobierane
zrzeki Wisty, zarowno przy wysokim jak i niskim stanie
wody. Z tego tez powodu probek pobranych z Zalewu
Zegrzynskiego nie dzielono, zar6wno na etapie filtracji
jak i pozniejszych etapach badania. Jak podaja niektorzy
autorzy istnieje korelacja miedzy metnos$cia, a wykry-
waniem pierwotniakow pasozytniczych w wodzie.
Dane z pismiennictwa wskazuja, ze przy metnosci 0,5
NTU uzyskuje si¢ najwigkszy odzysk oocyst Crypto-
sporidium [28, 29]. Powyzej 0,5 NTU maleje odzysk
oocyst szczegolnie w zakresie 10-40 NTU. Zostato to
potwierdzone zaréwno dla badan standardowych opar-
tych na zatozeniach normy ISO 15553:2006 oraz metod

EPA, jak i metod wykorzystujacych techniki biologii
molekularnej [4, 27].

W przypadku zastosowanej metody wykrywania
i identyfikacji oocyt/cyst pierwotniakéw pasozytni-
czych w probkach $rodowiskowych z uzyciem auto-
matycznej stacji do elucji probek Filta-Max xpress,
uzyskane wyniki badan wskazuja, ze zastosowana
metodyka jest odpowiednia do badan rutynowych pré-
bek srodowiskowych wody. Jednoczes$nie skutecznosé
wykrywania obecno$ci pierwotniakdw pasozytniczych
mozna zwigkszy¢, w przypadku probek bogatych w osa-
dy, zawiesiny organiczne itp., dzielagc badany materiat
na podprobki, na kazdym z istotnych etapoéw badania.

WNIOSKI

1. Wykazano, ze odzysk metody wykrywania Cryp-
tosporidium 1 Giardia przy uzyciu automatycznej
stacji filtracyjnej Filta-Max xpress jest odpowiedni,
a zastosowana metoda moze by¢ wykorzystana do
rutynowej kontroli wod powierzchniowych, na kto-
rych usytuowane sa ujecia wody przeznaczonej do
spozycia.

2. Zastosowanie 9-krotnego procesu elucji, przygo-
towanie podrébek oraz zmniejszenie szybkosci
ptukania filtrow podniosty efektywnos¢ wykrywania
pierwotniakow pasozytniczych w probkach wody.

3. Stwierdzenie obecnosci Cryptosporidium sp. i Giar-
dia sp. w wodzie z uje¢ wody powierzchniowe;j
wskazuje na istnienie niebezpieczenstwa przedosta-
wania si¢ ich do wody przeznaczonej do spozycia.
Uzasadniona jest zatem konieczno$¢ wlaczenia tych
badan do monitoringu wody.
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