Citace — Ditrich O., Kva¢ M., Kvétoriova D., Sak B., Brlickova P., Kocianova J., Ryvolova K., Rouskova L.: Role vodnich
bezobratlych pfi odstrafiovani oocyst kryptosporidii z vody.
Sbornik konference Pitnd voda 2010, s. 71-74. W&ET Team, C. Bud&jovice 2010. ISBN 978-80-254-6854-8

ROLE VODNiCH BEZOBRATLYCH
PRI ODSTRANOVANI
OOCYST KRYPTOSPORIDI Z VODY

doc. RNDr. Oleg Ditrich, CSc¥?, doc. Ing. Martin Kva¢, PhDY 2,
RNDr. Dana Kvétoiiova®, RNDr. Bohumil Sak, PhDY, Bc. Petra Bra¢kova?,
Bc. Jitka Kocianov&?, Bc. Kamila Ryvolov&?, Be. Lenka Rouskov@

Y Biologické centrum AV CR, v.v.i. - Parazitologicky Ustav
BraniSovska 31, 37005 Ceske Bud&jovice
2) Jihoteska universita v Ceskych Budgjovicich
BraniSovska 31, 37005 Ceské Budé&jovice
e-mail: oleg@paru.cas.cz

Klidova stadia jednobunécnych parazitd se v nékterych pripadech dostavaji do
povrchovych vod v obrovském mnozstvi a diky své vysoké odolnosti proti plsobeni
vnéjsich vlivl v ni dlouhodobé prezivaji. Pfikladem mohou byt oocysty kryptosporidii
kontaminujici vodu pfi znecisténi lidskymi fekaliemi, zejména vsak pfi znecisténi trusem
hospodarskych zvifat. V povrchovych vodach se oocysty dostavaji do kontaktu
s planktonnimi i bentickymi bezobratlymi Zivocichy a pro mnohé z nich mohou byt
soucasti potravy.

NALEVNICI

BritSti autofi studovali predacni aktivitu nalevnikl, ktera by mohla byt vhodnym
mechanismem pro odstrafiovani oocyst kryptosporidii z volného prostredi. Pri
experimentu v laboratornich podminkach, vystavili Euplotes patella, Stylonychia mytilus
a Paramecium caudatum a davkam obsahujicim 10- 10° kryptosporidii/ ml po dobu 5 aZ
60 minut. Predacni aktivita pak byla zjiSténa vypoctem fluorescencné oznacenych
oocyst, za pouziti epifluorescencni mikroskopie. Zjistili, Ze predacni aktivita u druhu 2,
caudatum je 170 oocyst/ ml) u S. mytilus 60 oocyst/ ml a u £. patella 4 - 10 oocyst/ ml

[1].

VIRNICI (Rotifera)

Americti parazitologové provadéli pokus se Sesti rody vitnikQ: Philodina, Monostyla,
Epiphanus, Euchlanis, Brachionus a Asplanchna, ktefi byli vystaveni oocystam C
parvum, ziskanych z vykald infikovanych telat. Oocysty oznacené FCMA a neoznacené
oocysty byly pridany do suspenze a podavany virnikdm. Oocysty byly dale pozorovany
mikroskopem s fazovym kontrastem a s fluorescenci. Philodina sp., Euchlanis triguetra
a B. gquadridentalus pohltily shodné stejné velké mnozstvi oocyst. Oocysty pohlcené
druhem Philodina sp. byly pozorovany v dlouhé stocené trubici, zfejmé ve streve,
posteriorné od zvykaciho mastaxu. U E. triguetra a B. quadridentalus bylo v zaludku
pozorovano priblizné 25 oocyst. Tam se ale smichaly s ostatnim pozifenym materidlem
a proto nebylo mozné stanovit jejich presné mnozstvi. Mensi mnozstvi oocyst bylo také
nalezeno u Monostyla sp., Asplanchna sp. a Epijphanus brachionus. Pomérné velké
mnozstvi oocyst, vtazenych pomoci brv do corony, bylo zjevné odmitnuto. VétSina
oocyst byla ihned po pozieni vylou¢ena. Doba trvani od pohlceni oocyst k jejich
vylouceni trvala u téchto druhd pfiblizné 15 minut [2].
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V nasich experimentech s vifniky jsme se zamérili na problém, zda jsou oocysty proslé
travicim traktem vifnikl schopny infekce nebo nikoli. Jako modelovy organismus jsme
zvolili vifniky druhu Brachionus calyciflorus. Prokazali jsme, Ze virnici jsou nejen
schopni filtratori, ale i likvidatori oocyst kryptosporidii. Oocysty proslé travicim traktem
virnikd, jiz nejsou schopny dalsi infekce a potvrdila, Ze by vifnici mohli byt pouzivani
v metodice pro vysetfovani pfitomnosti oocyst ve vodach [3].

PERLOOCKY (Cladocera)

V roce 2007 vysla velmi zdarila prace [4] prokazuijici, ze perloocka Daphnia pulicaria
redukuje populace cyst Gilardia intestinalis a oocyst Cryptosporidium parvum
v povrchovych vodach. Potencial D. pulicaria, byl testovan v nadobach, ve kterych bylo
1 x 10* na 66 ml oocyst kryptosporidii a cyst giardii, spole¢né s Fasami Selenastrum
capricornutum, jako potravou, stimulujici normalni pozirani. Efektivita pozirani cysty a
oocysty byla mérena hodnotami odstranénych cyst a oocyst, jejich Zivotaschopnosti,
schopnosti excitace a v pripadé kryptosporidii téz infektivitou na bunécné kulture. Dvé
perloocky v nadobé vyrazné zmensSovaly excystaci (5%) a infektivitu (87%) oocyst C.
parvum. Ctyfi perloocky v nadobé vyrazné snizovaly Zivotaschopnost cyst G. /intestinalis
(52%). Zadné mechanické poskozeni oocyst C. parvum nebylo pozorovano,
pravdépodobné diky jejich malé velikosti. Sténa oocyst nebyla poskozena nebo byla
porusena jen slabé, naproti tomu sténa cyst G. intestinalis byla porusena vyrazné,
pravdépodobné diky jejich velikosti. Data dokazuji, Zze zooplanktonni poZirac¢i maiji
schopnost podstatné snizovat mnozstvi infekénich C. parvum a G. intestinalis ve
vodnich ekosystémech [4].

Jako modelovy organismus jsme pouZili perloocky druhu D. pulicaria ke zjisténi jejich
role pro odstrafiovani oocyst kryptosporidii z vodniho sloupce. Ctyficeti vyhladovélym
perloockam jsme nabidli kryptosporidie, které perloocky aktivné pohlcovaly. Oocystami
kryptosporidii, které prosly zazivacim traktem perloocek, jsme se pokusili perorélné
infikovat sajici BALB/c mysSi. Z vysledkl vyplynulo, Ze perloocky jsou schopny velmi
rychlého a efektivniho pohlcovani (dospélec perloocky byl schopen za 10 minut pozrit
1,5 10* oocyst C. parvum, za hodinu to bylo 2,4 10% oocyst). Oocysty kryptosporidi
byly pro perloocky velmi atraktivni, protoze je selektivné ve vodnim sloupci vyhledavaly
a tim snizovaly jejich pocet, nehledé na to, zda oocysty skutecné jako potrava slouzi.

[5].

ZABRONOZKY (Anostraca)

Spanéléti autofi se snaZili prokazat schopnost pohlcovani a rozdifovani oocyst
kryptosporidii a cyst giardii Zzabronozkou Artemia franciscana, za pouziti DIC
(diferencialni interferencni kontrast) a fluorescencéniho mikroskopu. Oocysty a cysty
byly podavany metanaupliim patého instaru. Metanauplia byla nasledné fixovana
formalinem a prohlédnuta mikroskopem a DIC. Prokazalo se, ze matanauplia pohlcuji a
také vylucuji oocysty kryptosporidii a cysty giardii. Stanoveni mnoZstvi parazitl uvnitf
téla metanauplii bylo velmi obtizné, nebot’ se zde paraziti nachazeli ve velkych shlucich
a travici trakt byl velmi pohyblivy [6]. V dalSi praci se zabronozkou A. franciscana. byla
testovana Zivotaschopnost oocyst C. parvum pozienych metanaupliem za pouZiti dvou
fluorescentnich barviv (DAPI a PI). Vysledky potvrdily, ze A. franciscana pohlcuji a také
exkretuji oocysty kryptosporidii. V zazivacim traktu metanauplii byly nalezeny
neporusené a Zivotaschopné oocysty C. parvum. Toto zjisténi vedlo k Usudku, ze
zabronozky hraji roli v prenosu oocyst. Mohou tak infekci (nap¥, Cryptosporidium
moinari) prenést na jejich potencidlni predatory a vyznamné tak prispivat ke vzniku
epidemii komercnich ¢i zajmovych chovech ryb [7].
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MLZI (Bivalvia)

Uz koncem minulého stoleti zjistii Graczyk se spolupracovniky na Zzabrech a
v hemocytech Ustfic Crassostrea virginica oocysty kryptosporidii , zatimco giardie
v nich nalezeny nebyly [8]. Kryptosporidie byly zjistény i u dalSich miz& v brakickych
vodach [9, 10, 11]. Infekénimi pokusy na sajicich myskach bylo prokazano, ze oocysty
z zaber Ustfic si zachovavaji svoji infektivitu [12]. Dynamika filtrovani oocys
tkryptosporidii a cyst giardii byla sledovana na druzich Dreissena polymorpha a
Corbicula fluminea. Bezprostfedné po kontaminaci vody nebyly ani cysty giardii ani
oocysty kryptosporidii v mlzich nalezeny. MnoZzstvi nalezenych oocyst a cyst se
postupné zvétSovalo z pribéhu péti tydnd a uz po tfech dnech je bylo mozno nalézt
v tkani mizQ, pficemz slavicka D. polymorpha se projevila jako UCinnéjsi filtrator nez
korbikula C. fluminea [13]. Na zakladé téchto i naslednych experimentl pak byly
slavicky D. polymorpha navrzeny jako vhodné indikatory kontaminace povrchovych vod
kryptosporidieni [14].

Také experimentalné bylo potvrzeno, ze mlzi filtruji i¢inné kryptosporidie a ty na jejich
Zabrach dlouhodobé prezivaji [15]. Nékteré druhy mizQ, zvlasté Ustfice, Casto pojidany
v syrovém stavu, coz znich Cini potencidlni prenaseCe nakazy. Kromé oocyst
kryptosporidii byly na Zabrech Ustfic zjistény i oocysty 7Toxoplasma gondia cysty G.
intestinalis [16]. V experimentech na Ustficich (Ostrea edulis) a tapeskach (7apes
decussatus) byl pozorovan prudky pokles viability zachycenych kryptosporidii, coz
autori vysvétluji plisobenim enzyml z hepatopankreatu mizl a Cinnosti hepatocytd,
které kryptosporidie fagocytuji [17]. To vyvolalo Uvahy mozném odstranovani oocyst
kryptosporidii pomoci miz{. Graczyk se spolupracovniky kvantifikovali oocysty filtrované
Ustficemi a zjistili, ze po Case Zzivotaschopnost poklesla a pocet prezivsich oocyst
nepostadi pravdépodobné k infekci zdravého Cclovéka [18]. Naopak, v podrobné
histologické studii s tapeskami 7apes decussatus byly zjiStény Zivotaschopné
kryptosporidie ve stfevé, v Zabernim slizu, a mezi zabernimi filamenty, coz vedlo
k zavéru, ze nékteré oocysty prosly zazivacim traktem zivé a byly vyvrZzeny a
opakované filtrovany [19].

V nasich experimentech jsme jako modelové organismy zvolili slavicku mnohotvarou
(D. polymorpha) a skebli Cinskou (Sinanodonta woodiana). V obou pripadech jde o
introdukované mize, ktefi se v pfirodé agresivné Sifi a nejsou tedy na rozdil od vétSiny
ostatnich velkych miz chranéni. Navic, slavicka se vyskytuje ve velkém mnoZstvi ve
vodnich nadrzich, které slouZi jako zdroje pro Upravu pitné vody (napt. Zelivka).
Vysledky prokazaly, Ze oba druhy mizd G¢inné ze systému odstranuji oocysty
kryptosporidii, ale jde o dlouhodoby proces. Jesté 15. den po pfidani oocyst byly ze
Zaber a te streva izolovany kryptosporidie schopné infikovat sajici mysky a k Uplnému
odstranéni ze systémo doslo az po 22 dnech. Rychlost odstrarfiovani klesaly s klesajici
teplotou [20].

MIzi tedy mohou byt diky svym filtracnim schopnostem vyuzivani jako indikatory
kontaminace vody kryptosporidiemi, ale téZz je sice pomalu, ale ucinné z vody
odstranuji. Jako zdroj lidskych infekci se v nasSich podminkach neuplatfiuji, protoze u
nas nejsou obvykle pojidani, zvlasté ne syrovi. Pokud jde o pritomnost slavicek ve
vodarenskych nadrzich, je tfeba kromé negativnich vlivli ocenit i jejich roli pfi
odstranovani patogend.
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