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Suhrn

Metddy detekcie a analyzy nukleovych kyselin sa v poslednych rokoch zacali uplatfiovat’
aj v oblasti vodarenskej mikrobiologickej praxe. Vzhladom na Specifické a nestale
zloZenie vodnej matrice je zavadzanie a Standardizacia tychto metdd do rutinnej
analytickej praxe zatial' len na vyskumnej Urovni. Cielom nasej prace bolo otestovat’
pouzitie real-time PCR metddy s pouzitim farbicky SYBRGreen na kvantitativne
stanovenie Legionella spp. a Salmonella spp. vo vzorkach pitnych a podzemnych véd.
Detekény limit metddy bol stanoveny na 10* aZ 10° KTJ/ml. V rdmci optimalizécie
metddy boli otestované r6zne sposoby prekoncentracie vzoriek vody ako aj metddy
izolacie DNA.

Uvod

Voda uréena na ludskd spotrebu t. j. pitna voda podlieha prisnym kritériam kvality,
ktoré sU ustanovené legislativou. Napriek tomu, Ze v eurdpskych krajinach je
zabezpeceny vysoky Standard kvality pitnej vody a celkovo vody pouzivanej pre I'udsku
potrebu, nebezpecenstvo vyskytu ochorenia sposobeného mikrobiologicky znecistenou
vodou je stale aktualne. Mikrobiologicka kvalita pitnej vody je kontrolovana najma
prostrednictvom end-point monitorovania vyskytu indikatorovych mikroorganizmov
a niektorych patogénnych mikroorganizmov ako Sal/monella spp., Legionella spp.
a Pseudomonas aeruginosa. Sucasné Standardné postupy pouzivané na detekciu
mikroorganizmov z vodného prostredia sU zaloZzené na kultivacnych metddach. Hoci
tieto metddy predstavuju nezastupitelnd detekciu pri mikrobiologickych analyzach véd,
nie sU schopné pokryt’ rozmanité podmienky vodného prostredia a preto neumoznuju
detekciu mnohych pritomnych baktérii vo vodnom prostredi [1]. PouZitie tychto metdd
komplikuje aj skutocnost/, Zze niektoré baktérie si schopné v stresovych podmienkach
(hladovanie, neoptimalna teplota rastu, zvySeny osmoticky tlak, nevhodné svetelné
podmienky a pod.) obmedzovat svoju metabolicki aktivitu a stavaju sa
nekultivovatelnymi (viable but nonculturable, VBNC). Navyse, pre mnohé vyznamné
patogény s moznym vyskytom vo vodnom prostredi ako napr. Shigella spp., Yersinia
enterocolitica, Listeria monocytogenes, Aeromonas spp. neexistuju dodnes v slovenskej
ako aj eurdpskej legislative normované postupy na ich detekciu priamo z vodného
prostredia.

V rdmci zlepSovania mikrobiologickej kontroly kvality vod sa zacinaju v eurdpskych
krajinach aplikovat’ do vodohospodarskej praxe najma nové kontrolné pristupy na
roznych Urovniach ako napr. stratégie monitorovania mikrobiologickej kvality vod na
zaklade principov HACCP, aplikacia postupov Water Safety Plans, pouzitie novych
indikatorovych mikroorganizmov ako aj zavadzanie novych detekénych metdd
s vyuzitim technik molekularnej bioldgie [2]. Diagnostické metddy, vyuzivajlce principy
z oblasti molekularnej bioldgie, otvaraju pre vodarenské laboratdria nové moznosti
rutinnej analyzy. Tieto metddy poskytuji najma mensiu ¢asovi narocnost’ (nie je nutna
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kultivacia a konfirmacia), vyssSiu citlivost’ (detekcia aj jednej molekuly DNA) ako aj
Specificitu, zaloZzenl na detekcii skupinovo-, rodovo-, druhovo-, poddruhovo-
Specifickych sekvencii DNA alebo RNA molekul [3].

Zakladom pre rozvoj molekularno-biologickych metéd bolo vyvinutie metddy
polymerazovej retazovej reakcie (PCR) v 80. rokoch 20. storocia [4]. Pocas kratkeho
obdobia sa metdda PCR stala najpouzivanejSou amplifikacnou metddou, pricom jej
aplikacie su v poslednych rokoch vyuZzivané aj v oblasti environmentalnej mikrobioldgie.
PCR je v podstate jednoduchy metodicky postup, ktory umoziuje in vitro amplifikaciu
(zmnoZenie) Specifického Useku dvojvldknovej DNA v priebehu 60 minit na 10°
molekdl [5]. V sucasnosti je popisanych mnozstvo dalSich modifikacii klasickej PCR
reakcie ako duplex PCR, multiplex PCR, nested PCR ako aj metdda reverzne
transkripcnej (RT) PCR. Vyhodami tychto metdd sU exaktnost, vysoka citlivost,
reprodukovatelnost a pomerne jednoducha prakticka realizovatelnost. Nevyhodou
vSak mdZe byt' potencialne riziko kontaminacie reakcii a detekcia iba na kvalitativnej
Urovni. Dalsim posunom vo vyvoji metdd bolo pouzitie kvantitativnej PCR, umoziujlcej
detekciu produktov PCR v priebehu reakcie tzv. real-time PCR s naslednou
kvantifikaciou pritomnej DNA vo vzorke. Vyhodami real-time PCR metddy je redukcia
odchylok, zvysenie citlivosti, redukcia ¢asu analyzy, eliminacia spracovavania produktov
po PCR a znizenie kontaminacie produktom pouzitim uzatvorenych skimaviek [2, 6].
Aplikacie PCR detekénych metdd vo vodarenskej mikrobioldgii si v stcasnosti iba na
experimentalnej Urovni za absencie normovanych postupov. Pre vyuzitie tychto metdd
v rutinnych analyzach je preto potrebné vypracovat’ konkrétne metodické pristupy
zohl'adnujuce vyznamné Specifika detekcie z vodnej matrice.

Cielom nasSej prace bolo overit' pouzitie kvantitativnej real-time PCR metddy na
detekciu dvoch hygienicky vyznamnych patogénov Sa/monella spp. a Legionella spp.
priamo z vody.

Salmonella spp.

Salmonely su v prirode vel'mi rozSirené, vyskytuju sa v Crevach Cloveka a zvierat
(primarne patogény), ale aj u bezstavovcov (hmyz, klieste). Vyskytuji sa bezne
v prostredi odpadovych, povrchovych, zavlahovych a podzemnych vod a za vhodnych
podmienok sU schopné prezZivat' vo vode mesiace az roky [7]. Salmonely su schopné
perzistovat’ vo vodnom prostredi vo VBNC Stadiu, ale nazory réznych autorov na
zdravotné riziko tychto stadii su rézne [8]. Iked salmonely pritomné vo vodnom
prostredi nepredstavuju vyznamny podiel v Sireni salmoneldézy, vo vode sa bezne
vyskytuju a znizuju jej vyuzitelnost. Vyskyt salmonel v pitnych vodach znamena
zavazné bezprostredné ohrozenie lI'udského zdravia, v povrchovych vodach poukazuje
na znacné fekalne znecistenie a v domovych splaskoch moze naznacovat’ pritomnost’
neznameho bacilonosica.

Pre stanovenie salmonel vo vodnom prostredi plati norma STN ISO 6340 Kultivacné
stanovenie Sa/monella spp. [9]. Predpisana metdda kultivacného stanovenia pozostava
zo Styroch postupnych inkubacnych krokov s pouzitim selektivnych a neselektivnych
pod a s biochemickym potvrdzovanim typickych koldnii vyrastenych na prislusnych
médiach. Stanovenie Sa/monella spp. pomocou kultivacnych metdd je ¢asovo narocné,
s nedostatocnou konfirmaciou pozitivity a s vystupnou informaciou iba o pritomnosti
a nepritomnosti tejto baktérie vo vzorkach vody.

V poslednych rokoch boli pre stanovenie salmonel otestované rozne kvalitativne ako aj
kvantitativne PCR detekcéné metddy, a to najma pre potraviny a klinické vzorky [10,
11]. V nasej praci sme sa rozhodli otestovat’ metddu kvantitativnej real-time PCR
s pouzitim neSpecifickej DNA viazucej farbicky SYBRGreen, ktora by umoznila
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kvantifikovat’ salmonely priamo vo vodach. Vyhodou real-time PCR metddy s pouzitim
nespecifickych farbiciek je moznost’ nadvaznosti na protokol klasickej PCR metody
s malymi modifikaciami. Na detekciu salmonel pomocou real-time PCR metédy sme
teda vybrali par primerov S212f a S500r na detekciu génu £fimC, ktory u salmonel
kdduje syntézu fimbrii. PouZitie tohto génu na identifikaciu salmonel pomocou klasickej
PCR metddy bolo jasne zdokumentované v praci Drahovska a kol. [12], kde ho autori
prace odskusali na 53 serotypoch salmonel a 25 inych rodov baktérii. Velkost
amplifikovaného produktu 289 bp zodpoveda poziadavkam na optimalnu velkost
produktu pre pouzitie neSpecifickej farbicky SYBRGreen .

V rdmci optimalizacie metddy bolo otestovanych 25 kombinacii koncentracii primerov s
pouzitim 50, 100, 200, 250, 300 nM primeru na reakciu. Pre testovanie bola pouzZita
kvantita templatovej DNA 10* kdpii gendmu v reakcii. Pre kazdy par primerov boli
urené hodnoty Ct (prahovy cyklus) a dRn (fluorescencia normalizovana referencnou
farbickou ROX). Specificita amplifikdcie PCR produktov bola identifikovana
prostrednictvom krivky topenia a hodn6t Tm (teplota topenia). Pre dalSie testovanie
boli po optimalizacii vybrané primery s koncentraciou 200 nM S212f a 200nM S500r.
Analyza krivky topenia tzv. disocia¢na krivka, zodpovedajlica Specificite reakcie,
vykazovala pre jednotlivé koncentracie primerov jeden homogeénny produkt s
konStantnym Tm 85°C * 1°C. Specificita primerov bola otestovana s pouzitim
referenénych kmenov Salmonella enterica CCM 4420, izolatov Salmonella sp. z
povrchovej vody (Dunaj, Vah), izolatov E.col, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris,
Yersinia enterocolitica, Campylobacter sp., Listeria monocytogenes z povrchovych vod.

Real-time PCR reakcia prebiehala v termocykléri Mx3005P s pouzitim 2x Brilliant II
SYBR Green QPCR master mixu (Stratagene) s teplotnym programom: 10 min pri 95
°C, 40x (30 s pri 95 °C, 60 s pri 60 °C). Real-time PCR reakéna zmes obsahovala 12,5
bl 2x Brilliant®II SYBR® Green QPCR master mixu (Stratagene), 0,5 ul kazdého z
primerov s vyslednou koncentraciou 200 nM, referencnu farbicku ROX nariedenu 1:500
s objemom 0,375 pl a 10 ul DNA templatu. Kone¢ny objem reakénej zmesi bol 25 pl.
Na zaklade ziskanych hodndt prahového cyklu (Ct) verzus logaritmus koncentracie
desat’nasobne riedenej genomickej DNA Sa/monella enterica CCM 4420 bola vytvorena
kalibratnda krivka, ktord vykazovala dobri linearitu v rozsahu od 10° az 10° KT)/ml s
korelaénym koeficientom R? =0,976 a s efektivnostou amplifikacie 102,7%. Detekény
limit metddy bol stanoveny na 10° KTJ/ml.

Pre izolaciu bakteridlnej DNA priamo z vody bez kultivatného medzistupria bolo
otestovanych niekolko jednoduchych sposobov izolacie DNA na baze hrubej lyzy buniek
(lyzu povarenim v PCR pufri, v TE pufri, TE pufri s SDS, v deionizovanej vode, alkalicka
lyza, lyzu s pouzitim proteindzy K, lyzu s pouzitim kombinacie lyzozymu a proteinazy
K alyzu s pouzitim Chelex 100) ako aj pouzitie dvoch komercnych izolaénych kitov
Power Water® DNA isolation kit (MoBio Laboratories, Inc.) a ForensicGEMTMSaliva
isolation kit (ZyGEM). Kazda pouzita lyzacna metdda bola testovana trikrat. Metdda
s pouzitim Chelexu ako aj komercny kit ZyGEM poskytovali Statisticky najlepSie
vytaznosti templatovych DNA po priamej izolacii zo vzoriek vody.

ZvysSenie koncentracie stanovovanych mikroorganizmov vo vodach je mozné
dosiahnut’ prostrednictvom koncentracie vzorky metddou mebranovej filtracie. Pre
moznost’ uplatnenia tejto metodiky pre zvySenie kvantifikacie baktérii metddou real-
time PCR bolo potrebné overit’ pouzitelnost’ réznych typov membranovych filtrov.
V nasich experimentoch sme si do testovania vybrali 3 typy membranovych filtrov
s velkostou pérov 0,2um — nitratceluldzovy (Millipore) a dva rozne polykarbonatové
filtre NUCLEPORE (Whatman) a ISOPORE (Millipore). V sérii testov s modelovymi
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vzorkami as pouzitim poctu 200 buniek Salmonella enterica CCM 4420 sme
odskusavali vytaznost’ patogénov po filtracii a naslednej ellcii. Sposoby ellcie zahfRali
sonifikaciu, premieSavanie na Vortexe so sklenenymi gulickami, bez guliCiek,
z nastrihanym filtrom, s filtrom vcelku. NajvysSie dosiahnuté percento vytaznosti
nepresiahlo 60 az 80 %, pricom najlepSie vytaznosti boli dosiahnuté s pouzitim
polykarbonatového filtra.

Po optimalizacii pripravnych metodickych medzikrokov (filtracnd metdda, izolacna
metdda DNA) a zakladnych reakénych podmienok real-time PCR boli pripravené
modelové vzorky pitnych a podzemnych vod, obohatené bunkami S. enteritis CCM
4420 s koncentraénym rozsahom 10% az 10° KTJ/ml. Pre obe vodné matrice bolo mozné
aplikovat’ uvedeny typ kvantitativnej real-time PCR bez naznaku inhibicie amplifikacie.
Z predbeznych vysledkov sa nam zatial' podarilo Uspesne kvantifikovat’ testovany
mikroorganizmus iba na Grovni detekéného limitu 10* KT1/ml.

Legionella spp.

Prirodzenym vyskytom legionel su sladkovodné systémy prirodnych vod [13], vihka
poda, kompost ako aj drevné substraty. Nachadzame ich v rozvodoch teplej vody,
najmda na miestach tzv. mrtvych bodov potrubia [14], v kupeloch, v bazénoch, v
chladiacich veziach ako aj v chladiacej vode klimatizaénych zariadeni [15]. Aquatické
biofilmy najmé na korodujucich materidloch vodovodnych systémov si povazované za
vyznamné ekologické miesta, ktoré umoznuju prezivanie a mnozenie legionel. Biofilmy
v distribucnych sietach pitnych vod umozriuji legioneldm vytvorenie nepriamej
rezistencie voci chloracii, pripadne inym pouzitym dezinfekciam a stavaju sa preto
velkym problémom pri zabezpecCovani zdravotne nezavadnej vody pre obyvatel'stvo.
V pripade legionel je tieZ popisované VBNC stadium, ktoré moze byt potencidlnym
zdrojom infekcie [16].

I ked dodnes neexistuje vSeobecne prijaty bezpecny limit pre pocty legionel
v distribucnej sieti pitnej vody, s zname mnohé pristupy k tejto skutocnosti na Urovni
doporuceni [17] alebo jednotlivych narodnych legislativ roznych Statov. Doporucené
limity v narodnych legislativach krajin EU zacinaju okolo hodnoty 50-100 KTJ/ml. Vel'ka
pozornost’ pri detekcii Legionella spp. je sustredenda na kontroly zariadeni ako su
chladiace veze a systémy pre teplt vodu vo vel'kych budovach. Stanovenie pritomnosti
Legionella spp. v pitnej vode nie je zatial' zaradené v ramci kontroly pitnej vody
(Smernice Rady 98/83/ES, 1998 a Nariadenia vlady SR ¢. 354, 2006).

Stanovenie legionel je Standardizované v normach STN ISO 11731 a STN ISO 11731-2,
[18, 19] ktoré popisuju kultivacné metddy izolacie Legionella spp. pre vsetky druhy
enviromentalnych vzoriek vratane vzoriek pitnej vody, vody pouzivanej v priemysle,
prirodnych vod ako aj pre sedimenty a kaly. Stanovenie Legionella je zalozené na
kultivacii opracovanej vzorky na timivych selektivnych médiach s aktivnym uhlim a
kvasnicnym extraktom, ktoré s navySe obohatené a-ketoglutaratom a antibiotikami
[13]. Velkou nevyhodou kultivacného stanovenia legionel je az 10-driova kultivacia.

Vyvoj molekularnych metdd pre identifikdciu a detailnd typizaciu legionel presiel
v poslednych rokoch rychlym vyvojom. Pre Siroké spektrum vod vratane odpadovych
bolo popisané pouzitie viacerych PCR metdd na detekciu L. pneumophila a Legionella
spp. [20, 21]. Aplikacia real-time PCR metddy s pouzitim farbicky SYBRGreen na
detekciu L. pneumophila vo vzorkach vody bola nedavno detailne popisana aj v praci
autorov [22]. Na zaklade Uspesnych vysledkov tejto prace sme sa rozhodli otestovat’
uvedenu metddu na stanovenia Legionella pneumophila sg.1.
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Metodické postupy real-time PCR s pouzitim neSpecifickej farbicky SYBRGreen
otestované na stanovenie Sa/monella spp. boli pouzité aj pre optimalizaciu tejto
metddy pri stanoveni Legionella pneumophila sg.1. Z naSich predchadzajlcich
skusenosti s pouzitim klasickej PCR metddy boli pre pouzitie kvantitativnej real-time
PCR vybrané primery mip2f, mip2r, ktoré boli navrhnuté pre Useky DNA v oblasti génu
mip kdédujlceho 24 kDa protein, zohravajlci Ulohu pri zosilneni infektivity makrofagov
[23]. Produkt amplifikacie o velkosti 131 bp zodpoveda zakladnej poziadavke na
optimalnu velkost’ produktu pre pouzitie nespecifickej farbicky SYBRGreen.

V ramci optimalizacie metddy bolo otestovanych opat’ 25 kombinacii koncentracii
primerov, ale s pouzitim vysSich koncentracii od 200, 300, 400, 500, 600 nM primeru
na reakciu. Pre d'alSie testovanie boli po optimalizacii vybrané primery s koncentraciou
500 nM mip2f a 500nM mip2r. Analyza krivky topenia tzv. disociacna krivka,
zodpovedajica Specificite reakcie, vykazovala jeden homogénny produkt s
konStantnym Tm 78°C * 1°C. Specificita primerov bola otestovana s pouzitim
referencnych kmenov Legionella pneumophila sg.1., Legionella anisa, Legionella spp.,
izolatov a referencnych kmenov baktérii z Celade Enterobacteriaceae. Kalibracna krivka
vykazovala dobru linearitu v rozsahu od 10% az 10° KTJ/ml s korelaénym koeficientom
R? =0,996 a s efektivnostou amplifikacie 113,7%. Detek&ny limit metddy bol stanoveny
na 10> KTJ/ml. Optimalizovana metdda lyzy s pouzitim Chelexu ako aj prekoncentra¢na
metdéda membranovej filtracie s pouzitim polykarbonatového filtra boli rovnako
zapracovana do celkovej metodiky stanovenia Legionella pneumophila sg. 1.

Optimalizovand metdda real-time PCR s pouzitim SYBRGreen farbicky bola v naSich
testoch porovnanavana s kvantitativnym stanovenim pomocou Standardnej kultivacnej
metddy. Pri pouziti Cistych kultir bola pozorovana silna korelacia medzi oboma
metddami. Pri porovnani oboch metdd pre r6zne typy realnych vod ako pitné vody
z DS, voda z chladiarenskych vezi a podzemna voda boli detekované 1 az 2 log vyssie
poCty metddou kvantitativnej real-time PCR. Zistené rozdiely si uvadzané aj v inych
literarnych zdrojoch [22], priCom predpoklad vyssSej vytaznosti real-time PCR metddy je
v detekcii zivych, VBNC a aj mrtvych buniek. NavysSenie detekovanych poctov buniek
PCR metddou mo6ze byt spbsobené aj izolaciou DNA z buniek legionel, ktoré prezivaju
v amébach, ktoré ale nie je mozné stanovit’ kultivacne.

Zaver

V stcasnej dobe sa pripravuju prvé technické navrhy eurdpskych noriem na detekciu
patogénov vo vodach pomocou kvantitativnej metddy real-time PCR. Jednotlivé
metodické postupy navrhovanych noriem su ale uvadzané velmi vSeobecne, bez
konkrétnych  informacii na drovni objemov  achemikdli. Pre potreby
reprodukovatelnosti a optimalnej citlivosti metddy bude potrebné rozpracovat
metodiku do najmensich detailov. Prvé testovanie v naSom laboratdriu bolo zamerané
na optimalizaciu kvantitativnej real-time PCR s pouzitim neSpecifickej farbicky
SYBRGreen. Metdda nevyzaduje pritomnot’ a optimalizaciu dalSich Specifickych sond,
nie je limitovand moznymi zmenami v templatovej sekvencii a patri medzi financne
dostupnejsie metddy molekularnej bioldgie.
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