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Uvod

V navaznosti na kvalitativni havarii pitné vody v kvétnu 2015 v Praze Dejvicich byly
testovany alternativni metody vhodné pro zachyt mikrobiologické kontaminace pitné
vody, které by informaci o kvalité vody poskytly v kratSim Case nez klasické kultivacni
metody. V souladu s pozadavky Vyhlasky €. 252/2004 Sb. v platném znéni se pro
laboratorni kontrolu pitné vody pouzivaji kultivaéni metody, které nam informaci
o pripadné mikrobiologické kontaminaci pitné vody davaji v rozsahu 24 — 72 h a nejdfive
po uplynuti tohoto Casového rozmezi jsou k dispozici vysledky vSech mikrobiologickych
analyz pro porovnani s hygienickymi limity pitné vody.

SouCasné standardné vyuzivané kultivacni techniky jsou zalozené na detekci
indikatorovych  organisml fekalniho znecisténi a stanoveni celkového poctu
mikroorganismd, ale patogennich organism{, které témito technikami nelze postihnout se
ve vodnim prostiedi mlze vyskytovat vice.

Z tohoto dlivodu jsme se v PVK zacali zajimat o alternativni metody, které by nam
informaci o kontaminaci vody daly v kratSim ¢asovém horizontu, aby bylo mozné rychleji
zjistit pfiCiny kontaminace a zahajit napravna opatfeni. Soucasné jsme pozadali o
spolupraci i VSCHT, abychom mohli otestovat SirsSi spektrum vhodnych a dostupnych
metod a méli jsme také k dispozici odbornou konzultaci a zdzemi pri feSeni této
problematiky.

Metody testované v laboratofi PVK

MéFeni amonnych iontd

Nasledné po simulaci havarie, ktera probéhla v prlbéhu Cervna 2015 na odstaveném
vodovodnim Fadu v Praze Dejvicich, se ukazalo, Zze v podminkach prazské vodovodni sité
Ize pro zjisténi masivni fekalni kontaminace, pouzit méfeni amonnych iontl a z toho
ddvodu, Ze amonné ionty se za normalnich okolnosti vyskytuji v koncentraci do ~0,05

mg/I.

Tato metoda neni vhodna v pripadech, pokud se ke zdravotnimu zabezpeceni vody
pouziva chloraminace. Z realizovanych méreni, v podminkach PVK, se prokazalo, ze
pomoci méfeni amonnych iontl Ize detekovat fekalni kontaminaci vody v fadu
10 000 KTJ1/100 ml a vice (Obr. 1).

Metoda BactControl

Poloautomatické semikvantitativni fluorescencni méreni biochemické aktivity. Vysledky
enzymatické aktivity se prepocitavaji na ekvivalentni pocty bunék koliformnich bakterii
(KB) a Escherichia coli (EC).
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Porovnani vysledkla stanoveni Escherichia coli laboratorni kultivaéni metodou dle
SOP &. MB 1/16 a vysledki amonnych ionta na vzorcich vod s fekalni kontaminaci
{Cerven 2015)
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Obr. 1. Stanoveni E. coli— porovnani CSN EN ISO 9308-1 a identifikace
fekalni kontaminace s pouzitim stanoveni amonnych iontt

Vysledek 1 analyzy je k dispozici do 3 h. Doba analyzy je zavisla na mnozstvi vzorku
prefiltrovaného k analyze. Metoda je primarné urcena pro on-line provoz, pro kontinualni
sledovani kvality vody. V podminkach PVK byla metoda testovana pro screeningové
sledovani kontaminace rliznych vzork{ pitné vody, tj. rlizné matrice pitné vody. Analyzu
KB a EC u jednoho vzorku Ize naprogramovat a spustit, pfi priibéhu analyzy neni nutna
pritomnost obsluhy. Vysledek je vyznamné zavisly na druhovém slozeni a fyziologickém
stavu pritomnych bakterii, ovlivnéni vysledku také zplsobuje pfitomnost chloru i
vedlejSich produktl chlorace ve vodé, coz snizuje aktivitu pritomnych bakterii.
Problémem je obsah Zeleza u vzorkl z distribu¢ni sité i pfi hodnotach Zeleza pod
hygienickym limitem tj. < 0,20 mg/l. Dochazi k zanaSeni filtru a snizovani filtracni
rychlosti (prodlouzeni ¢asu filtrace = navySovani ¢asu zkousky).

Systém umoznuje automatické rozesilani varovnych hlaseni resp. naméfenych vysledkd.
Pro provedeni zkousky neni nezbytna laboratof, nebot’ cely postup (vCetné filtrace)
probiha v mobilnim analyzatoru BactControl.

Ze srovnavacich mefeni rizné kontaminovanych vzorkd vody akreditovanou metodou dle
CSN EN ISO 9308-1 a metodou BactControl vyplyva, ze u vzorkd s koncentraci
E. coli v desitkach bakterii/100 ml metoda s mirou spolehlivosti 90 % poskytuje
prokazatelny zachyt fekalni kontaminace.

Cast vzorkd analyzovanych po havarii resp. vyluce v prazské distribucni siti vykazuje
faleSné pozitivni odezvu u koliformnich bakterii, prestoze akreditovanou metodou
kontaminace prokazana nebyla.
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Kvantitativni interpretace vysledkl miZze byt pro cca 10 % vzork( i s fadovou chybou
odhadu kontaminace.

Vysledky stanoveni E£. coli z pristroje BactControl Ize tedy vyuzit pro identifikaci fekalni
kontaminace pitné vody a jako podklad pro zahajeni napravnych opatreni v distribucni siti
v pripadé aktivity £. colinad mezi stanovitelnosti.

V dubnu tohoto roku probéhlo také testovani pristroje ColiMinder, ktery pracuje
na podobném principu jako BactControl. Zavéry ztohoto testovani budou shrnuty
VvV prezentaci.

Metoda MicroSnap (Hygiena International)

Metoda MicroSnap je semikvantitativni bioluminiscencni test pro orientacni stanoveni
poctu koliformnich bakterii a £. coli Na zakladé namérené odezvy v jednotkach RLU
(relative light unit) Ize odhadnout Uroven kontaminace. V sérii Ize zpracovat vice vzork{ s
casovou narocnosti 6,5 - 8,5 h.

Pro provedeni zkousky je nezbytné zazemi laboratore, nebot’ postup zahrnuje
membranovou filtraci 100 ml vzorku, kultivaci v termostatu pro pomnozeni pritomnych
mikroorganismd a naslednou inkubaci pred méfenim signalu po pridavku vzorku
do detekéniho pripravku.

Selektivita zjiStovanych mikroorganisml je zajisténa slozenim pomnozovaciho bujénu
a Cinidel v detekénim pripravku. Namérenou hodnotu RLU je nutno korigovat na slepé
stanoveni zpracované v sérii vzorkd.

Z provedenych méreni Ize definovat zavér, Ze pfi kontaminaci pitné vody v fadu desitky
bakterii/100 ml metoda poskytuje s mirou spolehlivosti 90 % prokazatelny zachyt
kontaminace.

Cast vzorkd analyzovanych po havarii resp. vyluce v prazské distribucni siti, stejné jako v
pripadé metody BactControl, vykazuje pozitivni odezvu signalu, prestoze akreditovanou
metodou kontaminace prokazana nebyla (falesné pozitivni kontaminace).

Interpretace vysledk mdlze byt ucca 10 % vzorkl i sfadovou chybou odhadu
kontaminace ve smyslu nadhodnoceni.

Metoda MicroSnap predstavuje dopliikovy semi-kvantitativni rychlotest k metodé
BactControl i k metodé kultivacni pro ziskani rychlejsi informace o pripadné fekalni
kontaminaci pitné vody pro vétsi pocet vzorkd.

Aktualné Ize vysledky vyuzit jako podklad pro zahajeni napravnych opatfeni v distribucni
siti, i kdyz v nékterych pripadech nebude mikrobiologicka kontaminace nasledné
prokazana (po ukonceni akreditované kultivacni metody).

Metoda SuperSnap (Hygiena International)
— modifikovana metoda méreni ATP

Metoda SuperSnap je zalozena na méreni celkového ATP (adenosintrifosfatu). Z divodu
vyssi citlivosti bylo testovano méreni ATP ve stéru mikrobialni suspenze zkoncentrované
ze 100 ml vzorku.

Na zakladé namérené odezvy v jednotkach RLU (relative light unit) Ize odhadnout Uroven
znecisténi — metoda detekuje mikrobidlni znecisténi a soucasné pritomnost organické
hmoty slouzici pro rlst a rozvoj mikroorganism{. Odecet vysledk{ série vzork( se provadi
po 20 minutach inkubace pti 36 °C. Méreni signalu (RLU) se provadi na stejném pfistroji
(luminometru) jako metoda MicroSnap.

Vzorky je vhodné analyzovat paralelné. Kritickym mistem zkousky je Cistota prostredi
a procesu zkoncentrovani vzorku.

Z dosavadnich méfeni vzork{ pitné vody a pitné vody s pridavkem odpadni vody vyplyva,
Zze metoda poskytuje prokazatelny rozdil hodnoty ATP mezi hygienicky nezavadnou
pitnou vodou a kontaminovanou vodou (odezva se liSi o 1 az 2 rady).
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Metoda neni specifickd — vysledky Ize interpretovat pouze jako odhad mnoZzstvi aktivni
mikrobidlni biomasy (mikroorganismd a organického znecisténi ve vzorku).

Metoda je vzhledem k rychlosti ziskani vysledku zavedena do rutinniho pouzivani —
pravidelné jsou kontrolovany vzorky po vylukach a havariich v distribucni siti a vzorky dle
aktualni potfeby technologl pitnych vod (napf. vzorky odebirané na zakladé podnétu
Hygienické stanice).

Zavéry z testovani v laboratori PVK

Na zakladé zjisténi z testovani jednotlivych metod je nutné stanovit vhodnost metody pro
zachyceni jednotlivych Urovni fekalni kontaminace pitné vody:

I. Voda obsahuje fekalni kontaminaci v fadu 10 000 KTJ/100ml a vice; Ize prokazat
pritomnosti amonnych iontd; BactControl i Microsnap poskytuji pozitivni odezvu, ale
pro identifikaci fekalni kontaminace postacuji amonné ionty (viz Obr. 1).

II. Voda obsahuje fekalni kontaminaci v hodnotach 10 az 1000 KTJ/100ml; amonné
ionty jsou pod mezi stanovitelnosti; BactControl i Microsnap poskytuji pozitivni
odezvu — fekalni kontaminace je prokazana.

III. Voda prekracuje hygienicky limit pro stanoveni E£. coli v jednotkach KTJ1/100ml;
amonné ionty jsou pod mezi stanovitelnosti; BactControl i Microsnap poskytuji
odezvu dle fyziologického stavu bakterii a vtéchto drovnich ,mirnéjsi®
kontaminace, tj. jednotkové prekroCeni hygienického limitu, pfipadné potvrzeni, Ze
voda je bez fekalni kontaminace, identifikuje pouze kultivaéni metoda dle CSN EN
ISO 9308-1.

Na zakladé vysledkl testovanych alternativnich metod nelze deklarovat hygienickou
nezavadnost pitné vody ve smyslu splnéni pozadavk( vyhlasky na pitnou vodu, ale Ize je
vyuzit jako podklad pro zahajeni napravnych opatreni resp. varovny podnét pro provéreni
kvality vody v distribucni siti.

Metody testované v laboratofi VSCHT

Metoda méreni ATP systémem Kikkoman Corp stérkami LuciPacW

Na pracoviéti VSCHT Praha se k méFeni Grovné ATP pouZiva pristroj lumitester PD-10
(Kikkoman Corp.) a stérky LuciPacW. U ATP je zaznamenavana jeho rychla preména,
v systému je pomérné nestabilni. Proto je ddlezité pfi odbéru vzorku a vlastnim méreni
dodrzovat konstantni podminky, napt. teplotu, expozici svétlu a hodnotu pH (7 — 8,5),
alespori 20 min ponechat stérky temperovat pfi laboratorni teploté. Prlibéh reakce je
velmi rychly, jiz po 10 sekundach je mozné znat vysledek Urovné kontaminace
v jednotkach RLU. U tohoto typu pfistroje, lumitester PD-10 a pouzivanych stérek je
nutné zminit, Ze plvodné nejsou vyvinuty pro systém kontroly kvality vody, ale pro
hodnoceni povrchd v potravinarskych zafizenich. Tudiz jakoukoliv pfipadnou kontaminaci
v Fadech 10? anebo 10° KTJ piitomnou ve vod&, neni pfistroj schopny ze stérky
adekvatné analyzovat a vyhodnotit, napf. vychazi faleSné negativni signal ve smyslu
realné se vyskytujici kontaminace (11 az 15 RLU). Proto je nutné hodnoceny vzorek
upravit tak, aby bylo mozné metodou se swab stérkami pouzit. Osvédcil se zpdlsob
jednorazové filtrace vzorku vody pres membranové filtry, sterilni millipore 0,22 ym, ¢imz
se zajisti zachyt i pfipadnych sporulujicich organism@. Navihéenou stérkou LuciPacW se
pak kvantitativné setre veskera ulpéla biomasu z povrchu filtru a zjisti se hodnota RLU.
Tento zplsob méfeni je mozné vyuZit i pfi terénnim hodnoceni, k dispozici je nutné mit
napr. v plastovém provedeni filtracni sestavu s ru¢ni vakuovou pumpou s manometrem
(dodava f. Merck, napr.).

H,S strip test
Tento test predstavuje velmi jednoduchy screeningovy test na zjisténi pritomnosti

© W&ET Team, doc. Ing. Petr Dolej§, CSc., Ceské Budéjovice 2016



Citace — Vavruskova L., KolaF K., Kabatova J., Vejmelkova D., Rihova AmbroZova J.: MoZnosti vyuZiti alternativnich
metod pfi feSeni vyjimecénych stavd mikrobialni kontaminace.

Shornik konference Pitna voda 2016, s. 241-246. W&ET Team, C. Budé&jovice 2016. ISBN 978-80-905238-2-1

fekalniho znecisténi vody, ktery je zalozeny na detekci sulfanu produkovaného
bakteriemi. Sulfan produkuji zastupci celedi Enterobacteriaceae a také napriklad
sulfatredukujici bakterie (Clostridium perfringens). Pro tento typ testu je potfebna
kultivace vzorku v laboratofi, vzorek se inokuluje do peptonové vody (Fluka 70179)
ve zkumavce, nezbytna je jistd mikrobiologicka zkuSenost s volbou adekvatné pouzitého
pomeéru kultivaéniho média a vzorku (coZ vyrobce neuvadi). V nasi laboratofi se osvéddil
pomér objemu peptonové vody a vzorku vody (nefedéného, pfi Uvaze kontaminace vody
v Fadech 10? KTJ v ml) napt. 5:5, 5:3, 10:2. Mezi zatku a vnitfni sténu zkumavky se
umisti detekcni strip a kultivuje se pfi 35 az 38 °C. Pritomnost bakteridlni populace se
projevi jiz po par hodinach jemnym zakalem peptonové vody a pritomnost bakterii se
schopnosti produkce sulfanu se projevi ¢ernym zabarvenim stripu papiru jiz po 18 h.

Barvici metody vyuzivajici fluorescencniho znaceni

Ucinné a dostupné jsou kity f. Molecular Probes, kterymi se zjisti nejen piitomnost
bakterii ve vzorku, ale soucasné je mozné i rozliseni zivych bunék od mrtvych. Pro zjisténi
pritomnosti a vitality bunék bakterii se doporucuje kit, jehoz obchodni nazev je
LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, L-7012). Kit kombinuje
dvé barvici slozky, urcené pro zjisténi vitality bunék bakterii a zaloZené na metabolismu
bunék nebo integrité membran. Velkou vyhodou téchto kitl je jejich rychla aplikace
a vizualizace fluorescencnich produktl (povrchové znaceni, znaceni intracelularnich
organel, apod.). Kity Ize aplikovat ke vzorkdm Cdistych ¢i smésnych kultur (napft.
z exponencialné rostoucich kultivaci) a pfirodnim vzorklm, byly vyuzivany i pro systém
hodnoceni kontaminace ve vodach. Detekci se nezjisti typ bakterie a kontaminantu, ale
jeho vitalita. Priprava vzorku a proces barveni vyzaduje alesponi 20 minut prace
v laboratofi, vlastni mikroskopické vyhodnoceni zabere 10 az 20 minut ¢asu na posouzeni
charakteru vzorku a pfipadné i kvantifikaci pritomnych bunék.

Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR slouzi k detekci a jako mezistupen pti identifikaci mikroorganism. Béhem PCR
dochazi k rychlému pomnozeni vybraného Useku DNA, jehoz syntéza je fizena kratkymi
oligonukleotidy (tzv. primery). PCR je velice citlivda metoda, umoznuje detekci jediné
kopie DNA ve vzorku tim, Ze tuto sekvenci namnozi do té miry, Ze je ji mozno po separaci
gelovou elektroforézou a obarveni snadno detekovat [1].

Uspésnost PCR do znacné miry ovliviuje kvalita vstupniho materidlu. Je mozné pouzit
komercné dostupné izolacni soupravy (kity), jejichz vyhodou je Casova nenarocnost
a vétsinou snadnost provedeni, nevyhodou je financni nakladnost.

Izolace DNA ze vzork{ vody uméle obohacené mikrobialni kontaminaci byla provedena za
pouziti RapidWater a PowerWater DNA izolacnich kit (MO BIO). Pfislusny objem vzorku
byl filtrovan pres 0,22 pm membranovy filtr, ten byl vlozen do pfilozené zkumavky, a
nasledné se postupovalo dle instrukci vyrobce. Koncentrace ziskané DNA byla mérena na
nanofotometru Implen P330 (Tab. 1).

Tabulka 1. Charakteristika zpracovavanych vzork

Filtrovany DNA Filtrovany DNA
C. objem [ml] |zoll(?tcn| c[ng/ul] ] <. objem [ml] |zoll(?tcn| c [ng/pul]
1 100 RW 4,2 6 200 PW Pmd
2 200 RW 3,7 7 100 PW Pmd
3 100 PW pmd 8 100 PW Pmd
4 200 PW pmd 9 200 PW Pmd
5 100 PW pmd 10 500 PW Pmd
RW = RapidWater, PW = PowerWater, pmd = pod mezi detekce.
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PCR s obecnymi bakteridlnimi primery (Bac341F+Bac907R) byla provedena dle [2]
za pouZiti cykleru Biometra T-Personal. Z vysledkl (Obr. 2) je patrna citlivost PCR.
I presto, Ze koncentrace DNA izolované pomoci PW kitu byla pod mezi detekce, ve vSech
vzorcich byla prokdzana pritomnost bakterii.

M1 2 3456k M7 8910k-

- el bl b4 0o
-
-

- .

Obr. 2. Elektroforetické vyhodnoceni PCR produktd vzorkd z Tab. 1.
M...velikostni standard, k-...negativni kontrola.

Casové naro¢nost PCR zaleZi na mnozstvi vzorkl, které se zpracovavad najednou.
Priblizné: filtrace vzorku a izolace DNA (70 min), pfiprava PCR reakce (20 min), PCR
reakce (120 min), elektroforéza (60 min), barveni (15 min), porfizeni fotodokumentace
(5 min). Tzn. celkem necelych 5 h od prevzeti vzorku v laboratofi po ziskani vysledku.

Prozatim bylo provedeno testovani izolace DNA komercnimi kity a PCR s obecnymi
bakterialnimi primery na vzorcich uméle kontaminované pitné vody. DalSim krokem bude
vyzkouSeni specifické PCR pro hygienicky vyznamné bakterie ve vodach [3],
standardizace filtrovaného objemu a rozSireni moZnosti detekce na dalSi hygienicky
vyznamné mikroorganismy (viry, prvoky).

Zavéry z testovani v laboratofi VSCHT

Metoda méfeni ATP je metoda citiva a mize se uplatnit pfi monitoringu
mikrobiologické kvality pitné vody v distribu¢nim systému. Je mozné ji povaZovat i za
test zneciSténi, protoZze detekuje nejen mikrobidlni znecisténi, ale i pritomnost
organické hmoty, slouzici jako substrat pro nasledné zachyceni a pomnozeni
mikroorganismd. Systém méFeni pomoci LuciPacW je mozné vyuZit i v terénu, pokud
mame k dispozici prenosné filtracni zafizeni s rucni vakuovou pumpou a jednorazovée
balené filtry. Varovnym signalem pritomné kontaminace ve 100 ml prefiltrovaného
vzorku je jiz Groven RLU 100. Tato hodnota vychazi ze zatim uskutecnénych testd se
vzorky vody uméle obohacené mikrobidlni kontaminaci v fadech 10%az 10° KTJ v ml.
Metoda H,S strip test je sice metoda velmi jednoducha a ucinna ve zjisténi pritomnosti
fekalniho znecisténi vody, nicméné je nevhodna z pohledu operativniho pfistupu
v feSeni pritomného mikrobidlniho znecisténi v distribu¢nim systému. Po 18 h je
potvrzena kontaminace metodou Colilert dokonce i kvantitativné.

Metoda vyuzivajici LIVE/DEAD kit je metoda vyzadujici nejen laboratorni zazemi, ale i
dostatecné vybaveny fluorescencni mikroskop a zkusenosti s barvicimi metodami a
mikroskopickou kvantifikaci.

PCR se jevi jako citlivda metoda pro zjiSténi bakteridlni kontaminace pitnych vod.
Nicméné je potfeba tuto metodu standardizovat. Vzhledem k ¢asové Uspore
ve srovnani s kultivacnimi metodami bude PCR podrobnéji testovana s primery
specifickymi pro hygienicky vyznamné druhy bakterii ve vodach na realnych vzorcich
kontaminovanych vod.
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