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Szybka metoda oceny liczebnosci jaj helmintéw w sciekach

‘Wymagania sanitarne dotyczace rolniczego wykorzystania scie-
kéw powoduja min. koniecznos¢ okreslenia w Sciekach uzywanych
do nawodnieri liczebnosci jaj pasozytow jelitowych, ktérych nie
powinno by¢ wigcej niz 10 szt. fdm? [1], przy czym odpowiednie
wytyczne WHO zalecaja aby ich §rednialiczebnos¢ nie przekraczata
1 szt/dm® [2]. Metodyka badan liczebnosci j jaj pasozytéw polega
najczesciej na sedymentaciji 1 dekantacji prébek sciekéw w polu
grawitacyjnym (lub przy uzyciu wiréwki) [3] oraz flotacji jaj paso-
Zytow z badanego materialt w wodnych roztworach soli o gestosci
1,2+1,39 g/cm’ [4]. Zawiesiny otrzymane metoda sedymenta-
cji-dekantacji—flotacji sa nastepnie kontrolowane mikroskopowo.
Sprawno$¢ tych metod nie przekracza 80% [5], a zreguly osiaga nie
wiecej niz 50% [6,7]. Rozmiary jaj pasozytéw wynosza S0x90 pm,
w przypadku Ascaris lumbricoides hominis L.1758 (glista ludzka)
130%65 pm, w przypadku Trichocephalus trichiuris 1L.1771 Schrank
1788 (wlosoglowka). GestosE jaj tych pasozytéw wynosi okoto
1,1 g/cm3 wigc przy ich rozmiarach i liczebnosci masa Jaj stanowi
Irummalny udziat w masie osadéw mekowych (ok. 6 1078 %) (8]
1 z reguly sa one maskowane przez inne elementy skladowe tych
osadéw.

Podczas badafi wody, a takze Sciek6w i osadow Sciekowych,
wymagane jest uzyskanie informacji o jakosci analizowanego
materiatu oraz jej zmiennosci w czasie. Jezeli jako$é moze ulegad
zmianom, a W przypadku §ciekéw wspétczynniki zmiennosci sa
zwykle znaczne, to wartosci otrzymanych statystyk (Srednia aryt-
metyczna, odchylenie standardowe, warto$¢ najwyzsza) sa tylko
estymatorami parametréw rzeczywistych i na ogét réznia sie
od nich. Réznice pomiedzy estymatorami i warto§ciami rzeczy-
wistymi maleja wraz ze wzrostem liczby badanych prébek.

Podczas badaii zwiazanych z ocena stanu sanitarnego $cie-
k6w miejskich Lublina kierowano sig norma [9] oraz normami
zwiazanymi z badaniem wody i §ciekéw [10,11]. Przestrzega-
nie zawartych w tych normach zalecer, ze wzgledu na chara-
kterystyke badanego materialu, wymagatoby pobierania dla
potrzeb jednej analizy 218 dm® sciek6w i dzielenia ich na
8704 prébek [8]. W zwiazku z tym podjeto prébe opracowania
metodyki pozwalajacej na uzyskanie zadowalajacych rezulta-
téw (przedzial 1 poziom ufnosci odpowiednio 0,1X i 0,9)
znacznie mniejszym nakladem pracy. Niniejszy artykul jest
prezentacja opracowanej metody.

Material i metodyka

Materialem uzytym w badaniach byty:

— Scieki miejskie z sieci kanalizacyjnych Lublina (352 tys.
mieszkaric6w) i Swidnika (23 tys. mieszkafic6w) doplywajace
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tacznie w ilosci 80+100 tys.m3/d do oczyszczalni ,,Hajdéw”
(Sredni tadunek zawiesin ogdlnych 23,1 t/d),

—jaja Ascaris lumbricoides suis L.1758 (glista $wini) w za-
wiesinie wodnej, uprzednio utrwalone 3% roztworem forma-
liny, zabarwione fioletem krystalicznym i policzone w hemo-
cytometrze Fuscha-Rosenthala.

Przy opracowanin metody poshizono si¢ pomyslem opisanym
przez Hellwiga [12] polegajacym na tym, Ze przy liczeniu ryb
w jeziorze odlawia si¢ jakas ich liczbe i znakuje zaktadajac na
pletwy znaczniki, po czym z powrotem wpuszcza sig je do
jeziora. Nastepnie ponownie przeprowadza si¢ poléw i calkowita
liczbe ryb w jeziorze oblicza sig z proporcji ryb znakowanych
i nie znakowanych w nowym potowie. Pomyst ten zmodyfiko-
wano uzywajac do okreslenia liczby jaj pasozytéw jelitowych
w $ciekach materiatu pochodzacego z zewnatrz badanego obie-
ktu. Wykorzystano tu sposob shizacy do oceny dokladnosci
metod analitycznych z uzyciem tzw. odzysku [5], polegajacy na
oznaczeniu nieznanego st¢zenia badanej prébki oraz ponownym
oznaczeniu tej samej probki po dodaniu okreslonej ilosci wzorca.
Uzyskanar6znica pomigdzy stezeniem prébki wzbogaconej i nie
wzbogaconej do ilosci wzorca jest miara odzysku. Odzysk wy-
noszacy 100% jest idealna dokladnoscia metody.

Jako wzorzec postuzyly jaja A. lumbricoides suis pozyski-
wane z samic glist znajdowanych w tresci jelitowej $win
rzeinych. Poniewaz A. lumbricoides hominis i A. lubmricoi-
des suis (glista ludzka i glista §wini) w zasadzie nie réZnia si¢
od siebie i czesto traktowane sa jako jeden gatunek [13], stad
ich jaja sa w zasadzie jednakowe (z uwzgl¢dnieniem zrézni-
cowania wewnatrzgatunkowego i np. tego, Ze jaja niezaplo-
dnione maja wigksza gestos$¢ od zaplodnionych).

Z pozyskanych z rzeZni okazéw, po ich utrwaleniu w 3%
formalinie, wypreparowano macice (dlugie parzyste nitkowate
twory znajdujace si¢ wewnatrz jamy ciata glist — samice sa
wyraZnie wicksze od samcéw) i z nich, korzystajac z generatora
ultradZwiekéw, ekstrahowano jaja. Wodna zawiesing jaj oczysz-
czono z resztek zdezintegrowanych tkanek poprzez kolejne sedy-
mentacje i dekantacje. Czysto$¢ zawiesiny jaj badano mikrosko-
powo. Po otrzymaniu czystego zageszczonego materialu barwio-
no jaja fioletern krystalicznym. Zabarwiona zawiesing plukano
woda wodociagowa, a nastepnie sedymentowano i dekantowano
az do uzyskania bezbarwnej cieczy nadosadowej. StgZenie zawie-
sin okre§lono przy pomocy hemocytometru Fuscha-Rosenthala
0 glebokosm komory 0,2 mm i catkowitej powierzchni pomiarowe;j
34mm’. Z Imanowanej zawiesiny macierzystej sporzadzono —
poprzez rozcierficzenie — zawiesing jaj o liczebnosci 100 szt. fem®
(kontrolowana tym samym hemocytometrem).

Badania prowadzono wg nastepujacej procedury:

~ prébki do badan pobierano, transportowano i przechowy-
wano zgodnie z normami [9-11,14],

— pobrano 5 prébek, kazda o objetosci 1 dm?,
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- do kazdej z probek dodano 1 cm’ zawiesiny zawierajacej
100 zabarwionych fioletem jaj glisty,

— prébki sedymentowano, dekantowano i homogenizowa-
no mikserem w celu doktadnego wymieszania wzorca z bada-
nym materiatem, a takze dla rozdrobnienia fragmentéw za-
wiesin, mogacych maskowacé (oblepiac) doplywajace ze Scie-
kami jaja pasozytow jelitowych,

— ze zdekantowanego i wymieszanego osadu Sciekowego (za-
wierajacego dodane zabarwione jaja glisty i ewentualnie jaja
znajdujace sie w §ciekach) sporzadzono preparaty mikroskopowe,

— z kaizdej z 5 prébek sukcesywnie sporzadzano po 40
preparatéw, przegladano je w powigkszeniu 75-krotnym i li-
czono znajdowane jaja barwne (dodane) i nie zabarwione
(naturalne, nie zabarwione fioletem jaja glist i wlosogidwek
sa brunatne); kazda liczona sztuke kontrolowano w powig-
kszeniu 150 i 600-krotnym,

~ liczbe jaj naturalnych (q) okreslono z zaleznosci:

q=(qo'p)/Po N

gdzie:

q - znajdujaca si¢ w sposéb naturalny w badanej prébcee frakcja
jaj pasozytéw jelitowych,

qo—Obserwowana w prébee frakcja jaj naturalnych (nie zabarwionych
fioletern); jest to suma wszystkich znalezionych jaj naturalnych we
wszystkich preparatach z probki,

p —dodana do prébki frakcja jaj zabarwionych (100 szt.),

Po — Obserwowana w prébce frakcja jaj zabarwionych.

Wyniki badan
Uzyskane rezultaty wykazaly, ze w badanym materiale

liczebnosé jaj pasozyt6w jelitowych miescita si¢ w przedziale
3,84+8,51 szt./dm? (tab.1).

Tabela 1. Rezultaty badar

Nr préby Po % P q
1 51 3 100 588
2 47 4 100 851
3 47 3 100 638
4 48 2 100 4,16
5 52 2 100 3,84
- %49 £223 | %=2,8+0.79 - ¥=5,75 10,84

Przy 40 preparatach, sporzadzonych z osadu po sedymentacji
i dekantacji 1 dm’® Sciekéw, dokladno$éé metody miescila sie
w granicach 47+52%. Zwigkszajac liczbe preparatéw z prébki
mozna (kosztem czasu uzytego na badania) zwigkszy¢ jej do-
ktadnosé. Jednakze uzyskane wyniki w zasadzie nie zalezaty od
dokladnosci metody, gdyz w pieciu prébkach, przy zréznicowa-

nej liczebnosci naturalnych jaj pasoZytéw, odzysk wzorca byt
prawie jednakowy. Wyniki stosowanej metody zalezaly wigc
od fluktuacji liczebnosci szukanych elementéw w probkach,
przy mniej wigcej wyréwnanej dokladnoéci pomiaru.

Gdyby uzyskiwane wyniki potraktowaé rutynowo, wow-
czas w badanych prébkach liczebno$¢ jaj wynositaby srednio
2,8 szt./dm3, mieszczac si¢ w przedziale 2+4 szt./dm3, a wiec
znacznie ponizej wyliczonych rezultatéw. Mozna zatem stwier-
dzié, ze zastosowana metoda pozwolita na skrécenie czasu badani
oraz na uzyskanie wiarygodnych wynikéw.

Praca zostata wykonana w ramach tematu nr PZB-31-03/7.
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A Quick Method for the Quantification of Helminth Ova in Wastewater

The method proposed in this paper applies to the parasitolo-
gical analysis of sewage which is to be used in agriculture
(irrigation of crops). With the methods that are in use now only
30 to 75% of eggs .can be determined in the sample. Our
investigations have shown that the addition of a certain number
of Ascaris lumbricoides suis L.1758 ova (coloured with crystal-

lineviolet) to the investigated sample makes itpossible to control
the accuracy of the method proposed, as well as to determine
the actual number of helminth eggs. The method has two major
advantages — it shortens considerably the duration of the ana-
Iytical procedure and yields reliable results.
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