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Suhrn

Podla Smernice rady 98/83/ES, 1998 o kvalite pitnej vody je medzi poZadovanymi
parametrami pre mikrobiologicku kvality vody zahrnuté stanovenie Pseudomonas
aeruginosa len v pripade vzoriek balenej vody. Tohto patogéna vSak na nasom
pracovisku opakovane nachadzame aj pocas stanovenia indikatorov znecistenia pitnej
vody ako su koliformné baktérie a £scherichia colj, a to najma vo vzorkach vody priamo
z kohutika u spotrebitela. Zamerali sme sa na pripad, kde sme mali potvrdeny vznik
infekcie, sposobenej P. aeruginosa. Cielom nasej prace bolo potvrdit’ jeho pritomnost’ a
zistit’ konkrétny zdroj, pripadne miesto vyskytu v testovanom distribu¢nom systéme.
Detekciu a identifikaciu sme robili kultivacnou metédou podla platnej normy STN EN
16266 pre stanovenie P. aeruginosa, a odskusali sme aj PCR metddu so zameranim na
stanovenie génu pre produkciu exotoxinu A. Na zaklade naSich skusenosti vidime
potrebu stanovovania tohto druhu v SirSom rozsahu a nie len vo vzorkach balenej vody.

Uvod

Vzhl'adom na to, Ze pitna voda je pre Zivot nevyhnutnd, zasobovanie spotrebitel'a musi
byt adekvatne a dodavatel’ musi zabezpedit' vodu najlepsej kvality za danych okolnosti.
V tomto kontexte prvou liniou ochrany je zhodnotenie kvality vody po stranke
fyzikalnej, chemickej a mikrobiologickej. Takéto vyhodnotenie je mozné urobit’ na
zéklade vykonanych analyz a dohl'adu na proces Upravy pitnej vody [1].

Voda po Uprave vstupujica do distribucnej siete je zvycajne vhodna pre konzumaciu,
ale vplyvom distribucnej siete budov, mo6ze dojst’ k zhorseniu jej kvality. Cely povrch
distribu¢ného systému, ktory je v kontakte svodou moze byt kolonizovany
mikroorganizmami, ktoré vytvoria biofilm. Biofilm reprezentuje Specificki formu
bakterialnej kolonizacie distribucného systému vody. Tato Specificka forma zapezpecuje
biostabilitu mikrobidlnych komunit, ich pretrvavanie a uvolfiovanie planktonickych
buniek mikroorganizmov do tecucej vody. V praci [2] autor uvadza, Zze 95 % vsSetkych
baktérii je v biofilme a 5 % vo vodnej fazi. Biofilm vo vodnom systéme je prevazne
tvoreny autochténnou vodnou mikroflorou, ktora nema vplyv na zdravie spotrebitelov,
ale mézu sa tu vyskytovat podmienene patogénne a patogénne mikroorganizmy.
K zhorSeniu vody v distribu¢nom systéme a jej kontaminacii vody mikroorganizmami
moze dojst’ z viacerych pricin: krizové prepojenie, spatna nasatie vody, prerazenie
potrubi, poziarne hydranty, domové pripojenia, poskozené vodojemy, kontaminacia pri
kladeni novych potrubi alebo pocCas opravnych prac, nespravne nainstalované
zariadenia, zle udrZiavané akumulacné zariadenia. Mikroorganizmy pritomné v biofilme
su chranené pred stresom a dezinfekciou. Pseudomonas aeruginosa je navyse schopny
sa zUcastfovat’ priamo pri tvorbe biofilmov v potrubi a preto méze lahsSie prezivat’
v nepriaznivych podmienkach [4, 5, 6]. Najmd& mukoidné kmene tejto baktérie su
charakteristické svojou nadprodukciou extracelularneho polysacharidu alginatu, ktory
moze tvorit' zaklad biofilmu [7]. Niektoré mikroorganizmy ako Legionella spp. a
Pseudomonas spp. sa rozmnozuju vo vode a moOzu teda predstavovat' hygienicky
vyznamné zdravotné riziko [3].
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Pseudomonas aeruginosa je druh rodu Pseudomonas, ¢elad Pseudomonadaceae. Je to
gramnegativna, pohybliva s polarnymi bicikmi, nesporulujlica tycinka, ktora je pozitivha
na oxidazu a katalazu. Vykazuje oxidacny typ metabolizmu indikovany skuskou Hugha
a Leifsona. VSeobecne redukuje dusiCnany aZz na dusitany a rozkladom acetamidu
produkuje amoniak. Vacsina kmenov (98 %) produkuje vo vode rozpustny
fluoreskujlci pigment (pyoverdin). Pigment pyocyanin (modro-zeleny) produkuje viac
ako 90 % kmenov. Cast’ kmenov moze produkovat’ este Cerveny pigment pyorubin.
Vacsina kmenov je schopna rastu pri 42 °C, ale nie pri 4 °C, Co odliSuje Pseudomonas
aeruginosa od Pseudomonas fluorescens, ktoré rastu pri 4 °C, ale nie pri 42 °C. P.
aeruginosa skvapalnuje zelatinu, hydrolyzuje kazein, ale nehydrolyzuje Skrob [8].

Z hygienického hladiska je z rodu Pseudomonas najdolezZitejSi druh P. aeruginosa,
ktory je vyznamne zastUpeny v nozokomialnych nakazach [9]. Pseudomonady su
metabolicky velmi nendrocné, su saprofytické a zucastiiuju sa pri rozklade organickej
hmoty. BeZzne sa vyskytuju vo volnej prirode, v odpadovej vode, Crevnom trakte
zivoCichov aj cloveka. Vyznamnou Crtou P. aeruginosa je jeho schopnost’ rast’
v prostredi s nizkym obsahom Zivin. Uz vroku 1971 upozornili autori [10] na
skutocnost, Ze P. aeruginosa je schopny rastu v destilovanej vode pouZzivanej pri
priprave liekov. Niekolko autorov opisalo rast P. aeruginosa v prirodzenom vodnom
prostredi, vo vodovodnej vode atiez na povrchu vhodného organického materidlu
v kontakte s vodou [11, 12].

P. aeruginosa je typickym predstavitelom podmieneného patogéna. Urcité percento
klonov vlastni potrebné faktory virulencie na spdsobenie infekcie. P. aeruginosa moze
sposobovat’ rozne infekcie, ale zriedka vazne ochorenie u zdravych jedincov bez
nejakej predispozicie, nenapada zdravé organy, zvycajne sposobuje infekcie u organov,
ktoré su urcitym sposobom poskodené. Spbsobuje napriklad infekciu koze, popalenin,
byva castym infekénym faktorom pri cystickej fibroze, sposobuje pneumdnie u
intubovanych pacientov. TieZ mbze sposobovat’ infekcie mocovych ciest, septikémiu,
osteomyelitidu, endokarditidy [13]. V niektorych pracach je uvadzany ako pOvodca
gastroenteritid sposobenych pitnou vodou ako cestou prenosu [14]. Folikulitida a usné
infekcie si spojené s teplou vodou a vlhkym prostredim ako suU plavecké bazény
a kupele [15]. Vel'a kmenov je rezistentnych voci velkému rozsahu antibiotik, co moze
zvySovat’ vyznam vyskytu tohto organizmu v nemocniciach [16, 17, 18, 19].
Rozmanitost metabolizmu P. aeruginosa, jeho tolerancia k fyzikalnym podmienkam
prostredia vratane teploty prispela k jeho Uspechu ako patogéna. Jeho vyskyt vo vode
umoznuje skutocnost’, Ze ma nizke naroky na vyZivu, vo vode sa mdze rozmnozovat/, je
schopny v tomto prostredi dlho prezivat a schopnost P. aeruginosa spomalit’
metabolizmus v nepriaznivych podmienkach.

P. aeruginosa produkuje niekolko virulentnych faktorov, patri sme niekol'ko
extraceluldrnyh produktov, ktoré sa zicastruji na poskodzovani tkaniva po jeho
preniknuti do organizmu. Extracelularne virulentné faktory su: exoenzym A, exoenzym
S, elastaza, alkalicka proteaza, hemolyzin, fosfolipaza C. Exoenzym A je produkovany
vacsinou kmenov izolovanych z klinickych vzoriek a je zodpovedny z poskodenie tkaniv.
Pritomnost’ génu kddujuceho produkciu exotoxinu A je vyuzivani pri identifikacii
izolatov P. aeruginosa pomocou PCR metddy [19].

Napriek tomu, Ze stanovenie P. aeruginosa vo vzorkach pitnej vode nie je predpisané
v legislativne [20], moZnost jeho pritomnosti vo vode z distribuCnej siete je
publikovana vo viacerych pracach [21, 22, 23]. Po Upravach pouzitych na dezinfekciu
pitnej vody sa vtomto prostredi zvyCajne vyskytuje len v malom mnozstve. Pri
prezivani v chlérovanej vode tomuto organizmu pomaha aj schopnost’ produkovat
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polysacharidové puzdra. Mukoidné formy P. aeruginosa vykazuju vyssiu rezistenciu voci
chléru [24]. V praci [25] autori urobili prehlad z vysledkov hygienického dohl'adu
sledovania kvality pitnej vody v distribu¢nych systémoch budov zo 419 lokalit
v Nemecku. NajvysSie percento vzoriek s prekrocenymi limitmi bolo pri sledovani
mikrobiologickych ukazovatel'ov, ako Legionella spp. (12,8 %) a P. aeruginosa (2,9%).
Obidva tieto mikroorganizmy predstavuji priame zdravotné riziko pre l'udi s oslabenou
imunitou. Autori z Brazilie [26] uvadzaju az 28 % pozitivnych vzoriek na pritomnost’ A,
aeruginosa, zaroven vyslovuju odporucanie pridat’ P. aeruginosa jako parameter pri
pravidelnej kontrole pitnej vody z kohdtika.

Metody

Kultivacné stanovenie

Stanovenie Pseudomonas aeruginosa bolo robené kultivacne podla normy [27]. Pouzité
testy na konfirmaciu ziskanych izolatov: produkcia pyocianinu, fluorescencia na King B
médiu, produkcia amoniaku z acetamidu, oxidaza, rast pri teplote 44 °C a 4 °C. Na
potvrdenie identifikacie konfirmacnych testov uvedenych v norme boli prezumptivne
kolonie dalej potvrdzované pomocou komerénych  biochemickych testoch
NEFERMTEST?24 (Erba-Lachema).

Pouzité metody pre izolaciu DNA

Pre izolaciu DNA z bakteridlnych kulttr boli pouzité dva spdsoby izolacie kit ZyGEM DNA
Extraction kit Using forensicGEM Saliva (Ecoli) a jednoducha izolacia DNA povarenim.
PCR reakcia

Pre stanovenie druhu Pseudomonas aeruginosa sme pouzili PCR reakciu podla autorov
[19] sprimermi pre exoA gén, ktory kdduje produkciu exotoxinu A exoAf (5'
GACAACGCCCTCAGCATCACCAGC 3') a exoAr (5' CGCTGGCCCATCCGCT-CCAGCGCT 3"
a vyslednym produktom amplifikacie s velkostou 396 bp. PCR reakéna zmes (20ul)
obsahovala: 5xGoTaq pufor, 1,25U GoTaq DNA Polymerazy (Promega), 0,2 mM dNTP,
2,5 mM MgCl, primery s vyslednou koncentraciou 0,1 pM a 5 pl izolovanej DNA.
Amplifikicia prebiehala v termocykléry Mastercycler®ep (Eppendorf, Hamburg)
s teplotnym programom: Uvodna denaturacia 95°C 5 min. + 40 x (95°C 60s, 55°C 60s,
72°C 1 min.) + 72°C 10 min. Vysledny produkt (10ul) bol detekovany pomocou
elektroforetickej separacie v 1,5 % agardzovom gély (70 V; 1,5 hodiny) v UV-svetle po
farbeni s Gold View™ pripadne s etidiumbromidom s vyslednou koncentraciou
0,25ug/ml.

Vysledky

Monitorovanie pritomnosti P. aeruginosa

V naSej praci pocas mikrobiologickych analyz pitnej vody odobratej z kohdtika sa
stretdvame s vyskytom popisanej patogénnej baktérie. V jednom pripade bola
pritomnost’ AP. aeruginosa spojena s preukazanou gastroenterididou u dietata. Dieta
trpelo opakovanym vyskytom akutnej gastroenteritidy s povrdenim pritomnosti tohto
patogénu vo vyteroch zo stolice. Ciel'om nasej prace bolo potvrdit’ pritomnost’ a zistit’
konkrétny zdroj P. aeruginosa na roznych miestach distribu¢ného systému.

Testované miesta boli rozdelené na viaceré urovne:
« testovanie v ramci bytovej jednotky kde sa vyskytla nakaza (kuchyna, kupelna
umyvadlo, kupelia sprcha),
+ testovanie na urovni viacerych bytovych jednotiek na jednom podlazi,
« testovanie na Urovni viacerych bytovych jednotiek nad sebou
« privod vody pred vstupom do budovy.
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Prvotné testovanie bolo robené v troch po sebe idlcich mesiacoch, pricom posledny
odber bol urobeny po sanacnych opatreniach zo strany prevadzkovatela vodovodnej
siete.

Zachyt P. aeruginosa vo vzorkach pitnej vody, pri prvom odbere odobrané vzorky
studenej a teplej vody v kuchyni aj kdpelni. Pri podozreni na epidémiu spdsobenu
vodou je podla normy [27] potrebné odoberat’ pitnG vody z kohdtika bez
predchadzajucej dezinfekcie a odpuUstania vody. Preto sme pre odber volili dva
sposoby, a to odber priamo z kohutika bez odpustania pre kontrolu kvality vody, ktora
je uréena priamo na spotrebu. Druha vzorka bola odobratd po dezinfekcii odberového
miesta a kratkom odpustani za Ucelom kontroly kvality vody nachadzajlucej sa
v miestnej distribucnej sieti. Vo vsetkych takto odobratych vzorkach bola zistena
pritomnost’ fluorescentnych pseudomonad, ktoré boli nasledne identifikované jako A.
aeruginosa, P. fluorescens a P. putida. Detekované pocty fluorescentnych
pseudomonad na prislusnych odberovych miestach bytu st uvedené v tabulke €. 1.

Tabulka 1. Pocty pseudomonad s pozitivhou fluorescenciou (KTJ) v 500 ml
vzorkach vody odobranych na prislusnych odberovych miestach bytu
s detekovanou nakazou v troch po sebe iducich mesiacoch (1,2,3).

Kuchyna Kapel'na
Odber priamo Odber po Odber priamo Odber po
z kohutika dezinfekcii kohutika z kohutika dezinfekcii kohutika
KTJ1/500 ml KTJ1/500 ml KTJ1/500 ml KTJ1/500 ml
1 98 100 57 60
2 70 50 80 25
3 5 2 3 0

Analyza vody v ostatnych bytovych jednotkach v ramci budovy jednak na rovnakom
poschodi a aj na roznych poschodiach, v ramci jednej stUpacky, vsetky vzorky
vyhovovali poZiadavkam pre kvalitu pitnej vody a pseudomonady neboli detekované.
Analyzou vody na odberovom mieste pred vstupom do budovy bola zistena pritomnost’
druhu Pseudomonas fluorescens na koncentracnej Urovni 50 KT1/100 ml. Pritomnost’
iného druhu pseudomonad nebola detekovana.

Pritomnost’ pseudomonad v bytovej jednotke ako aj na mieste vstupu do budovy po
sanacnych opatreniach (zvySena koncentracia chléru v distribucnej sieti) nebola sice
Uplne odstranena , ale pocty boli radikalne znizené na uroven < 10 KTJ/500 ml.

Po konzultacii s majitelom bytovej jednotky boli nasledne odstranené vsetky
vodovodné batérie v byte a boli nahradené novymi. Mesiac po instalacii novych
vodovodnych batérii bol urobeny opakovany odber v bytovej jednotke ako aj kontrolny
odber na vstupe do budovy. Odberové miesto na vstupe do budovy vykazovalo
negativitu pritomnosti pseudomonad, na rozdiel od bytovej jednotky, kde bol opat
pozorovany narast poctu pseudomonad a navyse s potvrdenou pritomnostou druhu
Pseudomonas aeruginosa.

Z doterajSich  vysledkov predpokladdme moznl kontinudlnu kolonizaciu tymito
baktériami vo vodovodnej sieti kontrolovanej bytovej jednotky. Predpokladame, ze
prislusné miesto moéze byt v dbsledku nedostatocnej lokalnej chloracie kolonizované
biofilmom, ktory je samotnym rezervoarom Pseudomonas aeruginosa ako aj inych
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druhov pseudomonad. V nasledujucom roku planujeme pokracovat’ v kontrolnych
analyzach z prislusnej vodovodnej siete.

Konfirmacia ziskanych izolatov bola urobena podla testov predpisanych v norme [27]
plus vybrané pridané biochemické testy. Zaroven sme pre potvrdenie izolatou
otestovali pritomnost’ génu exoA, ktory kdduje tvorbu exotoxinu A, ktory patri medzi
virulentné faktory P. aeruginosa. Podla zdroja [19] aZz 95 % kmenov P. aeruginosa
produkuje tento toxin.

394bp —»

Obrazok 1. PCR amplifikacia exoA génu, v drahe 1 referencny kmen
Pseudomonas aeruginosa, draha 2 negativna kontrola, drahy 3 az 9 izolaty
zo vzoriek vody v sledovanej domacnosti, draha 10 DNA marker 100 bp.

Zaver

Na zaklade naSich skdsenosti a publikovanych informacii patogénna baktéria
Pseudomonas aeruginosa sa vyskutuje vo vode z kohutika u spotrebitel'a, m6ze ohrozit’
zdravie najma o0sOb s oslabenou imunitou, deti a starSich osob. Viacero autorov
odporuca zaradit’ stanovenie tejto baktérie medzi kritéria pre stanovenie kvality pitnej
vody.
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