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Abstrakt

V minulosti sa sledoval vyskyt oocy8typtosporidium parvurmo vodnom prostredi na
Slovensku s dlmadom na ich mozna pritomntbsvo vodarenskych nadrziach
a podzemnych zdrojoch pitnych véd. Vyskumny Ustadného hospodarstva je jednym
z rieSit¢ov medzinarodneho projektu DINAMICS, ktory je zaswvany Eurdpskou
komisiou vramci 6. ramcového programu. Tento [kioje zamerany na vyuZitie
nanotechnologii pre analyzu patogénnych mikroomgaav, ktoré by mohli y
zneuzité v bioteroristickych utokoch. Jednym Z'aigch mikroorganizmov je aj
Cryptosporidium parvum

Pre klasické analyzy pre detek€uyptosporidium parvunsa vyuzivaju napbvé filtre

s vysokou kapacitou filtrovanej vody.

V ramci rieSenia projektu DINAMICS sa pristupilodkternativnym metodam filtracie
vzoriek vody z pohadu on line analyz v pripade havarijnych stavoe fakéto dely
nie je vhodné vyuZitie filtracie Vkych objemov vzoriek, nak&o sa predpoklada
masivny vyskyt sledovanych mikroorganizmov.

V tomto prispevku prezentujeme vysledkyt&gnosti réznych typov membranovych
filtrov pre &ely predfiltracie vody a naslednej analyzy na araanotechnolégii.

Charakteristika projektu DINAMICS

Medzinarodny projekt DINAMICS je zamerany na vymplogickych nanosenzorov
schopnych detekcie patogénnych mikroorganizmov \amnem prostredi najma
soifadom na mozné vyuZitie tychto patogénnych mikroomyaov v
ramci bioteroristického utoku.

Hlavnymi cieg’mi rieSenia tohto projektu su:

— optimalizovad metddy vhodné pre odber vzoriek v pripade momitari aj
v pripade havérie a vyvidlpostupy pre zakoncentrovanie vzoriek pre staneveni
patogénov, ktoré vyvolaju ochorenie aj prime nizkych infeknych davkach ako
je to v pripade€Cryptosporidium parvura Giardia lamblig

- vytypova’ miesta mozného bioteroristickeého ataku u vybramadavatiov pitnej
vody, vytypovanie bodov vo vodovodnej sieti dokdit pre sledovanie kvality
vody,

— odskuSanie viacerych materialov pre pouzitie v teaioologii pri identifik&cii
patogénnych mikroorganizmov,

— vybratie druhov mikroorganizmov, ktoré by mohli ont zdravie obyvatéstva
prostrednictvom systémov zasobujucich pitnou vodou,
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— uvybranych druhov mikroorganizmov vytypavaiseky DNA, zhromazdi
zoznam génov vhodnych pre bioinfokné metody, vhodné na hybridizaciu
a pripravu oligonukletidovych sond,

— pri sledovanych druhoch mikroorganizmov vywininetody pre &nnu lyzu
buniek, odskudalinnog’ a vhodnos oligonukleotidovych sond pomocou PCR
reakcii,

— vypracovanie planu pre priemyselné odskuSanie fymica validaciu, odskusanie
prototypu najskér v laboratérnych podmienkach aweknej faze aj v realnom
systéme.

Hlavnym prinosom projektu bude vyuZite ,lab-on-a-chip® zariadenie na detekciu
patogénov, vyuZivajuce bodové rozpoznanie n&amg DNA ajej naslednu
hybridizaciu. DINAMICS bude integrovasenzor na hybridizaciu DNA a signalny
proces na silikbnovom alebo polymérovom substrétetekcia bude zaloZzena na
elektrickom signale a zachytenie signalu cez alwsorpV Ziarenia. Tato moznége
zaloZena na poznani réznej absorpcie UV Ziarenielapej DNA. Takyto sensor by
bolo moZné vyuii jednak v pripade havérii (medzi tieto je moznéadir aj
bioterorizmus), jednak ako prostriedok systematiokénonitoringu vodovodnej siete,
ktory je neustale potrebny na zabemsee hygienicky nezavadnej vody pre obyVsiteo

a aj na celkové monitorovanie prostredia.

V tomto projekte vyuZivame skusenosti a vysledkskamné z rieSenia doktorandskej
prace zameranej na sledovanie vyskytu oo€ygptosporidium parvuna cystGiardia
lambliavo vodnom prostredi na Slovensku.

Rozbor problematiky

Stanovenie patogénnych prvokov vo vodnom prossedyZaduje sledovanie ¥eeho
mnoZstva testovanej vzorky vody, néko sa jedna o parazity malych mikroskopickych
rozmerov, vyskytujice sa vo vode v nizkej koncamitralna situacia nastava
samozrejme ak dochadza k havarijnym situaciam, adrip k rdéznym Zivelnym
pohromam, ktoré zvySuju riziko vyskytu predmetnyetiogénov vo vode. Prikladom je
zazanamenanie vysokého vyskytu oodysgptosporidium parvunv Ceskej republike,
na lokalite Slezska Harta, kde bola zaznamenanéekaracia 7400 oocyst/100 | vody
pocas povodovej situacie v roku 1997 [2].

Legislativa tykajuca sa vyskytu a sledovania patogévo vodnom prostredi na
Slovensku sa vychadza z Direktivy 98/83/EC [1] &ste platného Nariadenia viady
354/2006 [9]. Direktiva 98/83/EC pre kvalitu vodgenu pre’udska spotrebu oztiaje
Clostridiumperfringensako indikatorovy ukazovategre vodu ovplyvnenu povrchovou
vodou. Pozitivny vyskytClostridium perfringenspoZaduje identifikaciu pritomnosti
patogénnych mikroorganizmov, na@ryptosporidium(pozn. 2).

Stanovenie oocysiCryptosporidium parvuma cyst Giardia lamblia vo vodnom
prostredi sa uskuttiuje poda siasne platnej normy IS05553[6]. Uvedena norma
odpor&a pouzitie koncentracie na filtri Envirochek, pdpa Filta-Max. Poth DolejSa
[3] sa na zaklade publikovanych vysledkov ako naegiriejSie filtre pre odber vzoriek
na identifikaciu dvoch vybranych prvokov os¥édfiltre Envirochek (polypropylénova
filtracn&d n4ph v plastovom puzdre, odpafany prietok 2 I/min.) a Micro-Wynd
(polypropylénova filtréna naph v univerzalnom plastovom puzdre) obidva 8keet’ou
porov 1 um. Vyrobca uvadza fgznos pre filter Envirochek az 91 %. Uvedenymi
filtrami sa odporda koncentrovéobjemy vody nad 10 I.
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Metodika spracovania vzoriek

Pri analyzach vzoriek vody v havarijnych stavock j@ mozna a ani¢élnd filtracia
takychto vé&kych objemov. V takychto extrémnych pripadoch ssdpoklada masivny
vyskyt trvalych Stadii patogénnych organizmov, @rere poZadovanu identifikaciu
patogénov je Uplne postguca filtracia menSieho objemu testovanej vzorlody
Z tohto dévodu sme testovali aj iné typy membrawmbwviiltrov pre &ely prefiltracie
vzoriek vody a pre nasledné analyzy na urovni reatotologii.

Vybrali sme si celkovo osem typov membranovychdit

* Gelman Sciences skkos’ou pérov 0,8 pm a 0,45 um
* Whatman s vikos’ou pérov 0,2 um a 0,45 um

* polykarbonat s vikos’ou pérov 0,2 um a 0,45 um

* Millipore s vd’kos’ou pérov 0,45 pm

* Nylon s vékos’ou p6rov 0,2 pm.

Vzorky pitnej vody sme umelo kontaminovali realnykuncentraciami Standardnéko
kmeia oocystCryptosporidium parvumod desiatky jedincov do sto jedincov v 10 ml.
Vybrali sme zamerne nizke koncentracie ood@syptosporidium parvunmakdko
infekéna davka sa pohybuje volwei nizkych koncentraciach, ptal DolejSa a kolje
infekéna davka precloveka od 1 oocysty do 100 oocySt parvum[4]. Oocysty
Cryptosporidium parvunsme ziskali z Parazitologického Ustaveskej akadémie vied
v Ceskych Budjoviciach. Oocysty boli izolované z fekalii infikemého hovadzieho
dobytka trpiaceho kryptosporididzou za pouZitiaiwéz chloridového gradientu na
koncentraciu 1.10oocyst/ml. Oocysty sme skladovali v redestilovar@je (reverznou
osmébzou ziskanej vode) s pridavkom antibiotik anayitotik pri 4 °C maximalne 6
mesiacov.

Cez kazdy vybrany membranovy filter sme prefiltdowezorku destilovanej vody
(Millipore) o objeme 10 ml, s réznou inokulaciou ogst Cryptosporidium parvum
(1,9.16 oocyst/10 ml, 1,9.7000cyst/10 ml). Destilovani vodu sme si vybralitpre
lebo neobsahuje Ziadne neZziaduce komponenty, Kigrénohli aZzova samotnu
filtraciu cez filter ako v pripade pitnej vody (abeston), pripadne inych kvapalnych
matric mlieko (tuky, bielkoviny) a jablkov&a@va (cukry, kvasinky) [12].

Po prefiltrovani sme jednotlivé filtre farbili Spéckym farbenim metylvioléou poda
Milacek a Vitovec [8] na zviditimenie oocys€Cryptosporidium parvunPo farbeni sme
filtre vysusili a na podloZznom skKu pozorovali pod olejovou imerziou pri Z2%eni 10
x 100.

Vysledky a diskusia

Pri testovani membranovych filtrov sme celkovo zimtdi osem typov filtrov, pdom
jeden typ Nylon bol pre tietocély testovania filtracie vzoriek vody nevyhovujuci.
Kazdy testovany filter sme hodnotili dvakratize sme celkovo spracovali 20
membranovych filtrov. Nevyhnutné je podotkn®e predkladané vysledky zhrnuté
vtab. 1 su zatiavysledkami predbeznymi, nakm prace na danom projekte stale
pokraiuju a testovanie membranovych filtrov préely predfiltracie vzoriek vody budu

i nad’alej predmetom nasSich prac v nasledujucom obdobi.

Vysledky vyaznosti pre vSetky typy testovanych filtrov uvadeaeko priemerné
hodnoty z dvoch paralelnych stanoveni (Tab. 1)trésilGelman Science (0,45 pm)
a Whatman (0,45 pm) sme testovali aj pri vy3Sejckotracii -1,9.18 oocyst/10 ml
destilovanej vody. Pri tejto vysSSej koncentracii cpst bola dosiahnuta pri
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membranovom filtri od firmy Gelman Sciences (0,4%n)udvojnasobne vysSia
vytaznos, aZz 45 %, v porovnani s nizSou testovanou konaeiotn - 1,9.16 oocyst/10

ml destlilovanej vody, kde sme zaznamenali 28 %aiyos. Vel'mi nizke vy¥azZnosti
sme stanovili pri koncentrécii 1,9100cyst/10 ml destilovanej vody na acetat nitrat
celulézovych filtroch Whatman (0,45 pum) len 4 %aafiltri s menSou porovitasu,
Whatman (0,2 pum), len 9,5 %. Pri polykarbonatoviitthoch s ve’kos’ou pérov 0,2
um a 0,45 um sme stanovili porovria@ pomerne vysoku ¥@Znos 62 % a 67 %.
Polykarbonatové filtre su Vei tenké ajemné, preto bolo potrebné s nimi pri
jednotlivych krokoch farbenia pracavapatrne. Filtrami Millipore, zloZenymi z acetéat
nitrat celuldzy, sme ziskali najvysSie percentéainosti az 85 %.

Pri filtracii inokulovanej destilovanej vody ce4tfe Nylon (0,2 um) nebola mozna
kvantifikacia oocysCryptosporidium parvumnakdko po Specifickom farbeni farbivo
metylviole presSlo do pérov filtraco spdsobilo tmavofialové sfarbenie filtra bez
moznosti kvantifikdcie oocyst olejovou imerziou.nie filter nie je vhodny predagly
predfiltracie vody a naslednej analyzy na urovnnatachnologii, uvedenym spésob
spracovania vzorky.

Taburlka 1. Porovnanie vyfaznosti oocysiCryptosporidium parvum s prislusnou
koncentraciou v modelovej vzke destilovanej vody pre vybrané typy
membranovych filtrov

Typ testovaného
filtra A B C D E F G

Koncentraciaocyst
(oocysty/ tgZnos (%)
10 ml dest. vody)

1,9.16 - 45 - 22 - - -
1,9.1G 47 28 9,5 4 62 67 85

Vysvetlivky:

- Gelman Sciences (priemer 25 mmlkas’ pérov 0,8 um)
- Gelman Sciences (priemer 25 mmlkast’ pérov 0,45 pum)
- Whatman (priemer 47 mm, ks’ pérov 0,2 um)

- Whatman (priemer 47 mm, Rlos’ p6rov 0,45 pum)

- polykarbonat (vigkos” porov 0,2 pum)

- polykarbonat (i&kost’ porov 0,45 pum)

- Millipore (ve’kos’ pérov 0,45 pm)

OTMmMmoOO >

Vytaznosti dosiahnuté membranovymi filtrami (Millippr@&/hatman, polykarbonéat a
in€) sme porovnali aj s vgznosami ziskanymi cartridge filtraciou na filtroch Maer
Wynd a Envirochek, ktora bola ¢@mm inej Studie. V§aZzno$ oocyst z pitnej vody (s
koncentraciou 4.10 4.1 oocyst/10 I) pri pouZiti filtra Envirocheck sa pybiovala od
33 do 78 %, pri pouziti filtra Micro-Wynd od 33 @8 %,c¢o su porovnaiiné vysledky
aké sme dosiahli pri filtracii cez sledsované menbwe filtre. Na zaklade nasSich
vysledkom mézZeme konStatayaze na v§aznos oocyst mal vplyv nielen spbsob
separacie, ale aj zloZenie kvapalnej fazy [12].

R6znymi spbésobmi filtracie a vgZznosami stanovenia sa zaoberali aj ini autori vo
svojich pracach [5, 13, 11, 7, 10]. Franco a Klspolu s kolegami sledovali podobne
ako my efektivnasstanovenia oocysEryptosporidium parvuna cystGiardia lamblia,
v pripade tychto autorov vsak vzorkach povrchovych vod, v rieke Atibaia v Biaz
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Autori overovali dva typy metdd stanovenia patogénenembranovu filtraciu
s naslednou eluaciou filtra v 0,1 % Tween 80 (RMtdda), ktorou dosiahli vysSiu
vytaznog, Vv porovnani sdruhou pouZitou metddou stanove@jde acetone-
dissolution method” - ADM metdda), peryptosporidium41,6 % a preGiardia az
91,8 %. Pre RM metdédu pouzili filtre podobne ako maSej Stadii, Millipore, ale s
vacsou vékos'ou porov 3 um. Druhou pouzitou metddou bola metdedenia
acetonom (,the acetone-dissolution method“) (ADM)orou ziskali vy§aZznosti pre
Cryptosporidium30,0 % a preGiardia len 4,0 %. My sme pouzivali tak isto filtre
Millipore 0,45 um nakd’ko ve’kos’ oocyst Cryptosporidium parvunje 2-6 pm,¢o
bolo predpokladom pre zachytenie oocyst na fifrpouzitymi filtrami Millipore sme
v8ak pri stanoveni oocysEryptosporidium parvuneiskali az dvojnasobne vysSiu
vytaznos (87 %) v porovnani s vysledkami Franco a kol. §4%), co moéZzeme vSak
pripisov& aj tomu, Zze my sme pracovali s destilovanou vodmnSieho objemu ako
uvadzani autori, ktori filtrovali povrchovu vodurieky, kde je predpoklad vysSieho
mnoZstva ruSivych faktorov, ako je napr. abiosestiésy, detrit a iné [5]. Viaznosou
membranovych filtrov pri sledovani vyskytu oocystyosporidii a cyst giardii sa
zaoberali aj ini autori [13]. Celkovo testovalitpéiltrov: Pall Envirochek (EC),
Envirochek pre w&ie objemy (EC-HV), membranové filtre Millipore, &aius
membranove filtre (SMF) a filter Filta-Max (FM). [&bvali destilovant a povrchovu
vodu o koncentracii 10 oocyst a 10 cyst/1 liter.jW8&Siu vytaznos dosiahli pri
destilovanej vode filtraciou filtrom Filta-Max (ogsty 28.2 +/- 8, cysty 49.8 +/- 12.2).
Autormi dosiahnuta §aznos je v porovnani nasSimi vysledkami nizSia pri poufiitra
Millipore. V pripade testovania filtracie pitnej dp cez filter Pall Envirochek sa nami
dosiahnuta waznos pohybovala az v rozmedzi od 33 do 78 %g£@ri my sme
testovali vy3Siu koncentraciu oocyst kryptospor{dil.0--4.1¢ oocyst/10 1), na w&om
objeme pitnej vody az 10 | v porovani s vysledkaiahlsena a kol [13]. Iny typ filtra
pouzili na univerzite v Japonsku [11]. Sledovaliskyt Cryptosporidium parvum
v prirodnych vzorkach vody pouzitim fluorescenciesitu na membranovom filtri. Na
filtrdciu pouzivali hydrofilny polytetrafluoretylavy filter (FISH), ktorym ziskali az
98.8 +/-0.4 % vyaznos. Pod’a Shepherda a Wyn-Jonesa celul6zo-acetatovymniiltro
(velkog” porov 1,2 pm) je mozné dosiahhwysoku vyaznos pre oocysty
Cryptosporidium parvunktoré stanovovali v pitnej a povrchovej vode (reeuyedené
percentualna waznos). Shepherd a Wyn-Jonesvyse tvrdia, Zze celul6zovo-nitratovy
filter (velkos’ porov 3,0 um) nie je vhodny pre cysdyardia [10]. Vysoku vytaznos
70,5 % pre oocystyCryptosporidium parvurma celul6zo-acetatovom filtri dosiahli
McCuin akol. [7]. Naopak pri naSich pokusoch belgaznos prave na celulézo-

e

filtrov.

Zavery

Z doterajSich vysledkov testovania membranovychrofil pre &ely predfiltracie
vzoriek vody a naslednej analyzy na arovni nanatetdyii sa ako najvhodnejSie zdaju
byt filtre Millipore a polykarbonéatoveé fitre, ktorynsia dosiahli najvysSie v@Znosti pri
stanoveni oocysEryptosporidium parvum destilovanej vode.

V praci s membranovymi filtrami sa dialej pokr&uje a vysledkom by malo
byt porovnanie vyaznosti uz nami otestovanych membranovych filtrillipore,
Whatman a iné) a cartridge filtrov (Micro-Wynd avimochek) po zakoncentrovani
vzoriek vody inokulovanych oocystami kryptosporidiiednotlivymi  krokmi
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centrifugacie pre tely predfiltrdcie vody a naslednej analyzy vzoriak Udrovni
nanotechnologii .
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