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PFistupy pfi monitorovani mikrobidlniho znecisténi koupacich vod

Abstrakt: Toto monotématické ¢islo vzniklo jako jeden z vystup@ grantového projektu TACR, TJ04000132
,VyuZiti metod molekularni biologie k identifikaci zdrojii znecisténi v koupacich vodach”. Shrnuje vysledky
terénnich Setfeni a laboratornich stanoveni mikrobiologickych, chemickych a fyzikdlnich ukazatelG.
Vyhodnocuje vyuZitelnost alternativnich metod (kultivacnich i molekuldrné biologickych) pro stanoveni
mikrobiologickych indikatorl fekalniho znecisténi a ukazuje na mozZnosti vyuZiti stanoveni chemickych
ukazateld pro pomoc pfi zjistovani plvodu znecisténi. Na prikladu vysledkd z vybranych koupacich lokalit se
snazi dat dohromady rGzné skupiny vysledk( (mikrobiologické, chemické, fyzikalni) a shrnout, co jednotlivé
ukazatele mohou o kvalité koupaci vody fici a jak spolu mohou souviset.

Klicova slova: koupaci vody, indikatory fekalniho znecisténi, qPCR, chemické ukazatele, trasovani plvodu
znecisténi

Approaches in monitoring microbial contamination of bathing waters

Abstract: This monothematic issue was developed as one of the outputs of grant project TJ04000132 ,Use of
molecular biology methods to identify sources of bathing water contamination” supported by the Technology
agency of the Czech Republic. It summarizes the results of our field investigations and laboratory analyses of
microbiological, chemical and physical indicators. It evaluates the use of alternative methods (cultivation
methods and molecular biology methods) for the determination of microbial indicators of faecal contamination
and the possibilities of the use of chemical indicators for faecal contamination tracking. On the example of
several bathing locations it demonstrates different groups of indicators (microbiological, chemical, physical)
and summarizes what each indicator can tell us about bathing water quality and how they are related to each
other.
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Uvod
Béhem léta se mnoho lidi obraci na rlizné webové aplikace, kde je mozné ziskat informace o kvalité

koupaci vody (napf. www.koupacivody.cz, www.mzcr.cz/kvalita-vody-ke-koupani ¢i  stranky

prislusnych hygienickych stanic, napr. www.khsova.cz/obcanum/kvalita-vody,

www.khspce.cz/koupaci-vody apod.). Zndamé obrazkové ikony znazorriujici vhodnost ¢i nevhodnost
dané lokality ke koupani (vhodna ke koupani (E), vhodn3, ale s mirné zhorsenymi vlastnostmi (E ),
voda se zhorsenou jakosti ( E ), voda nevhodna ke koupani (), nebo dokonce voda nebezpecna

()) vychazeji ze souborného zhodnoceni mikrobiologickych, biologickych a fyzikalnich ukazateld,
jak je popsano v prfiloze 6 vyhlasky Ministerstva zdravotnictvi ¢. 238/2011 Sb. Z fyzikalnich ukazatel(
se hodnoti prihlednost a smyslové postiZitelné vlastnosti vody, z biologickych mnoZstvi sinic,
chlorofylu a a riziko vzniku cerkariové dermatitidy a z mikrobiologickych ukazatel( tzv. indikatory
fekalniho znecisténi (tj. E. coli a intestindlni enterokoky). Ve vyzkumném projektu jsme se zabyvali
zejména zminénymi mikrobiologickymi ukazateli, které jsou ze zdravotniho hlediska nejdllezité;jsi,

a proto je toto Cislo ¢asopisu vénované hlavné jim.

Pti hodnoceni kvality koupaci vody nejde ale vidy jenom o kvantitativni zhodnoceni vyskytu ci
absence jednotlivych indikator(l, ale mélo by jit téZ o hledani ptipadného zdroje znecisténi, aby se
mohlo pfistoupit k cilenym napravnym opatfenim a také pro presnéjsi odhad moznych druhl
pritomnych patogen(. K tomu by mohl pomoci podrobnéjsi vyzkum, véetné napt. uréeni konkrétniho
druhu bakterii. Zde totiz vysledky, které poskytuji klasické kultivacni metody (pres veskeré
nedostatky stale nejvhodnéjsi pro béiny provozni monitoring), jiz nesta¢i a je vhodné vysledky
kultivace doplnit dalsimi metodami. Témi jsou napf. PCR, gPCR, MALDI-TOF, sekvenace Usekl DNA
apod. Kromé toho lze pro komplexnéjsi predstavu uvedené analyzy doplnit chemickymi indikatory
antropogenniho znecisténi, jako je napfiklad stanoveni amonnych iontd, mocoviny, pripadné kofeinu.
Béhem naseho vyzkumného projektu jsme se témito rliznymi moznymi pfistupy zabyvali, a proto
v dalsi ¢asti tohoto Cisla prezentujeme nase ziskané vysledky rlznych stanoveni i zhodnoceni, co ndm

mohou jednotlivé ukazatele o znecisténi fici.

Zdroje znecisténi koupacich vod

V nasledujicim pfehledu jsou uvedeny hlavni zdroje mikrobidlni kontaminace vod, které je tfeba brat
v Uvahu pfi hodnoceni kvality koupaci lokality (profilu ke koupani). lJejich aktualni vyznam zalezi
predevsim na velikosti a vzdalenosti zdroje znecisténi od koupaciho mista a také na velikosti
a charakteru vlastniho koupaciho mista. Zaroven se na mire znecisténi koupacich vod podileji pfirodni

faktory, zejména pocasi — teplota vody a vzduchu, smér vétru, slunec¢ni svit, mnoZstvi srazek a jejich



rozlozeni. Z nich nejvétsi negativni vliv na kvalitu vody mivaji prdvé posledné jmenované srazky.

Zdroje znecisténi mohou byt:

e Bodové (evidované) zdroje: vypousténi komundlnich odpadnich vod — vypusti z COV nebo
prepady z kanalizaci (evidence podle vyhlasky o bilanci a PRVKUK), vypousténi z urcitych
pramyslovych zdroji znecisténi, velkochovy hospodarskych zvifat (evidované jako bodové
zdroje).

e Difuzni zdroje: vypousténi komunalnich odpadnich vod z obci mimo evidenci, obce bez
kanalizace, chatarské osady a zahradkarské kolonie, skladky, ulozisté hnoje a dalSich
zemédélskych odpadu.

e Plosné zdroje: Uroven, zplsob a ¢asovani hnojeni okolnich pozemkd, pastviny, volné Zijici
zvitata.

e Vnitfni zdroje (v nadrzi): hospodareni na rybnicich (ryby, driibez), vodni ptactvo (trvalé
hnizdéni, kolonie), sedimenty v nadrzi.

e Rizika plynouci z vlastni rekreace: znecisténi pfimo na brehu (kempy, tabofristé, toalety,

sprchy), podet navstévnik(/koupajicich se, vodni sporty, hausbéty a lodni doprava, rybafri.

Hodnoceni kvality koupaci vody — ukazatele a metodika

Mikrobiologické indikatory fekalniho znecisténi

Mikrobiologickymi indikatory fekalniho znecisténi jsou mikroorganismy (zde bakterie) vyskytujici se
prirozené v gastrointestindlnim traktu clovéka a teplokrevnych Zivocichl. lJejich pfitomnost ve
vodnim prostiedi tedy indikuje mozné fekalni znedisténi konkrétni vodni lokality/vodniho zdroje,
a tudiz ukazuji na moznou pFitomnost enterickych patogenl (véetné virll). Pro monitoring koupacich
vod se pouzivaji jako mikrobiologické indikatory Escherichia coli (E. coli) a intestinalni enterokoky

(vyhlaska ¢. 238/2011 Sb., ve znéni pozdéjsich predpisu).

Ukazatel Escherichia coli
Charakteristika a metody stanoveni

E. coli je gramnegativni fakultativné anaerobni tycinkovitd bakterie patfici do celedi
Enterobacteriacea. Je soulasti prirozené stfevni mikrofléry teplokrevnych Zivocichll véetné clovéka
a ve stfevech produkuje jednak fadu latek s antibiotickymi ucinky (koliciny) a téZ se podili na tvorbé
vitaminu K. Ve vodé se v nasich zemépisnych sitkdch nerozmnoZuje. Kromé komensalnich kmenl

existuji ale i kmeny podminéné patogenni, které mohou zpUsobit zejména dva typy infekci:



extraintestindlni (hlavné infekce mocovych cest) a intestinalni (prljmova onemocnéni vyvolana tzv.

enteropatogennimi kmeny).

E. coli patfi zaroven mezi tzv. koliformni bakterie, coz byla uméle vytvorend skupina gramnegativnich
nesporulujicich ty€inkovitych bakterii z ¢eledi Enterobacteriacae schopnych fermentovat laktézu na
kyselinu, pfipadné aldehyd a zaroven nevykazujici cytochromoxidazovou aktivitu. Dnes koliformni
bakterie zahrnuji jesté Sirsi skupinu mikroorganismd, nebot stanoveni neni zaloZzeno na prakazu
fermentace laktodzy, ale na enzymové aktivité B-D-galaktosidazy, coz je prvni enzym Stépici laktdzu na
glukézu a galaktézu. Ty vsak jiz nemusi byt u vSech B-D-galaktosidazy pozitivhich kmenl dale
fermentovény. Laboratorni stanoveni E. coli je €asto spojeno pravé se stanovenim koliformnich
bakterii. Stanoveni obou ,skupin“ (samostatna E. coli i veskeré koliformni bakterie) je relativné
nendrocné a vysledky jsou znamy do 24 hodin. Pro béZzny monitoring se nej¢astéji pouzivaji kultivaéni
metody, a to kultivace na pevnych nebo v tekutych selektivné-diagnostickych kultivacnich pdach.
Stanoveni koliformnich bakterii je zaloZzeno na detekci aktivity enzymu B-D-galaktosidazy, coz je prvni
enzym v metabolismu laktdzy (viz vyse). E. coli je pak od koliformnich bakterii odliSena na zakladé
detekce enzymu B-D-glukuronidazy, ktery ma vétsina kmen( E. coli a naopak témér zadny z jinych
druhd koliformnich bakterii (1). Vysledkem stanoveni na pevnych ptdach je pocet kolonie tvoficich
jednotek (KTJ)/misce, resp. naockovany objem, pfipadné se vysledky standardné prepocitavaji na 100
ml. Stanoveni v tekutych kultivacnich médiich je zaloZzeno na stejném principu (téZ na detekci
B-D-glukuroniddzy), vysledkem je vSak tzv. nejpravdépodobnéjsi pocet (MPN, most probable

number)/ uréeny objem vzorku vody.

Kromé kultivacnich metod se v soucasné dobé testuje téZ vyuziti molekuldarné biologickych metod
jako metod doplikovych ke kultivaénim metodam. Jednd se zejména o vyuziti kvantitativni
polymerazové retézové reakce (qPCR) nebo reverzni transkripéni polymerazové retézové reakce (RT-
PCR). Metoda gPCR je zaloZena na detekci a nasledném mnohondsobném namnoZeni urcitého
specifického useku DNA dané bakterie, metoda RT-PCR je zaloZena na detekci urcitého specifického
useku RNA dané bakterie, ktery je nasledné prepsan do DNA sekvence a v dalsim kroku opét
mnohonasobné namnoZen. Vyhodou RT-PCR oproti qPCR je, Ze molekuly mRNA jsou mnohem méné
stabilni neZ DNA a jsou rychle degradovany. Proto detekce RNA lépe odrazi mnozstvi Zivotaschopnych
bunék neZ detekce DNA, kterd mize byt pfitomna v prostfedi i volna po bakteridlni lyze. Na druhou
stranu je ale laboratorni prace s RNA v dlsledku jeji rychlé degradace sloZitéjsi a nachylnéjsi ke
kontaminacim. Pro koupaci vody se vyvijeji pfedevsim metodiky qPCR stanoveni. Vysledkem ¢gPCR je
pocet genomovych jednotek (GU) nékdy oznacovanych jako genomové ekvivalenty (GE) na objem
zpracovaného vzorku. ProtoZze metodiky tohoto stanoveni jsou stale ve fazi testovani, existuje

i nékolik moznych gend, na kterych by mohla byt detekce a kvantifikace zaloZena. Existuji komeréni



sady (kity), kde detekce vychazi z kultivacnich stanoveni a je tedy zaloZena na detekci a kvantifikaci
genU lacZ (kodujiciho enzym [B-D-galaktosidazu) a nékterého zgenli kédujicich enzym B-D-
glukuroniddzu (uidA) nebo regulujicich produkci tohoto enzymu (uidR) (napt. AquaScreen Escherichia
coli, Minerva Biolabs). Metody testované vramci Evropy jsou zaloZeny na detekci a kvantifikaci
specifické casti genu pro ribozomalni 16S rRNA, v americkych normach je to naopak na zakladé
detekce specifické ¢asti genu pro 23S rRNA. Kromé toho je mozné v literature najit i Udaje o dalSich
moznych kandidatech — napf. gen tuf kédujici elongacni faktor EF-Tu, gen cyd kodujici cytochrom bd
komplex apod. (2). VsoucCasné dobé neexistuje zadna studie, ktera by prokazala, zda néktery
z uvedenych gend je pro kvantifikaci lepsi ¢i horsi, obecné se ale pro standardizované metody uvaZuje
o tfech prvné zminénych genech, tedy 23S rDNA v Americe a 16S rDNA v Evropé, pfipadné jesté
o uidA, uidR (firemni sady). Metoda, ktera se vyviji a je testovana Evropskou komisi, je zaloZzena na

detekci ¢asti 16S rRNA specifické pro E. coli.
Kultiva¢ni metody stanoveni E. coli

Jak jiz bylo uvedeno vyse, kultivacni metody stanoveni E. coli jsou zalozeny na detekci aktivity
enzymu B-D-glukuroniddzy. Pro koupaci vody jsou metody stanoveni predepsané vyhlaskou
¢. 238/2011 Sh. Jedna se o kultivaci na pevném selektivnim chromogennim médiu (Chromogenic
Coliform Agar (CCA)) s chromogennimi substraty, kde E. coli (vykazujici jak aktivitu B-D-galaktosidazy,
tak B-D-glukuronidazy) roste ve formé modrych az fialovych kolonii (obrazek 1), koliformni bakterie
jako rliZové az cervené kolonie (pouze aktivita B-D-galaktosidazy) a doprovodna mikrofldra zlstane

bezbarva (podle CSN EN 1SO 9308-1). Viysledky se udavaji jako KTJ/100 ml.

Druha doporucena metoda je miniaturizovana metoda stanoveni v selektivné diagnostickém tekutém
médiu s fluorogennim substratem na detekci B-D-glukuroniddzy na mikrotitracnich destickach, kde je
vysledkem nejpravdépodobnéjii pocet (most probable number, MPN) (CSN EN 1SO 9308-3) (obrazek
1).

Ani jedna z uvedenych metod vsak neni zcela vhodnd pro matrici koupacich vod, zejména nasich
stfedoevropskych; u CSN EN ISO 9308-1 je to z diivodu velkého mnoZstvi doprovodné mikrofléry,
atudiz zna¢ného zkresleni vysledki. Metoda dle CSN EN ISO 9308-3 mé vysokou mez detekce
(15 MPN/100 ml), je pracnd, finan¢né naro¢na a minimalni baleni 25 ks je nevhodné pro laboratore,
které testuji jen maly pocet koupacich vod. Proto je snaha najit vhodnéjsi kultivaéni média a/nebo
kultivacni podminky, které by vice eliminovaly doprovodnou mikrofléru a zaroven byly tak citlivé, ze
by neeliminovaly Zadné pritomné bakterie E. coli (starsi bakteridlni buriky, stresované nedostatkem

Zivin, UV zarenim apod.).



koliformni bakterie
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doprovodna mikrofléra

Obr. 1 A. Stanoveni E. coli na chromogennim kultivaénim médiu CCA podle €SN EN 1SO 9308-1
a miniaturizovanou metodou v tekutém médiu s fluorogennim substratem podle €SN EN ISO 9308-
3 (obr. 1 B).

Na médiu CCA roste E. coli ve formé modrych kolonii, koliformni bakterie jsou rGZzové aZ Cervené
a doprovodnd mikrofléra zlstane bezbarva. Pfi miniaturizované metodé stanoveni E. coli se jako
pozitivni odecitaji fluoreskujici jamky.

Jednou z takovych alternativ je pouziti metody dle CSN EN I1SO 9308-2, vyuzivajici dFivéj$i patent
firmy IDEXX z USA, pomoci komercniho kitu (napt. Colilert Quanti-Tray). Jde téZ o stanoveni
v selektivné diagnostickém tekutém médiu, které je zaloZené opét na detekci enzymu
B-D-glukuronidazy (fluorogenni substrat, stejny jako v metodé dle CSN EN ISO 9308-3), ale systém ma
vétsi rozsah detekce. Vysledkem je opét nejpravdépodobné;jsi pocet (MPN) (obrazek 2). Tento postup
je v Ceské republice ale zatim schvélen pouze pro pitné vody, nikoliv pro vody koupaci, pfestoze je
pro tuto matrici vhodnéjsi nez vyhlaskou predepsané chromogenni médium CCA. V nasem vyzkumu
jsme z dlGvodu presnéjsiho vyhodnoceni vysledkl tuto metodu pouzivali, ale je tfeba zminit, Ze

pouziti metody dle CSN EN ISO 9308-2 je finanéné mnohem naro&néj$i nez metoda dle CSN EN 1SO

9308-1 a po stanoveni zUstane velké mnozstvi infekéniho plastového odpadu.

Obr. 2. Stanoveni E. coli dle CSN EN 1SO 9308-2 (Colilert Quanti-Tray).
Zluté svitici jamky znaéi piitomnost koliformnich bakterii, jamky obsahujici E. coli navic fluoreskuji
pod UV svétlem.

Proto jsme v ramci projektu testovali jesté jiny postup stanoveni, a to kultivaci na dalSim pevném
chromogennim médiu Trypton Bile X-glucuronide agar (TBX), kde je detekce zalozena téZz na enzymu
B-D-glukuronidaze. E. coli roste ve formé tyrkysovych kolonii; dalsi koliformni bakterie nejsou

odliSeny a s ostatni doprovodnou mikroflérou rostou ve formé bilych kolonii (obrazek 3).



Obr. 3. Stanoveni E. coli na Trypton Bile X-glucuronide agar (TBX).
E. coli zde roste ve formé tyrkysovych kolonii.

Optimalizovand metodika stanoveni na TBX médiu byla publikovana JoZicem a kol. (3). Tato
optimalizace vsak byla provedena na chorvatskych, tj. velmi cistych a malo ozivenych koupacich
vodach (more a horska jezera). Nebylo ale jisté, Ze tato metoda bude fungovat i na nase typicky
hodné ozivené vody s bohatou doprovodnou mikroflérou. Proto jsme metodu na zakladé uvedené
publikace testovali i na nasich vzorcich, a to véetné kroku predkultivace za nizsi teploty, tj. ve 36 °C po
dobu 4 hodin, coz by mélo pomoci doprovodnou mikrofléru eliminovat. Vysledky téchto analyz
ukazuje tabulka 1. Z tabulky je patrné, Ze na TBX médiu navic s krokem predkultivace za nizsi teploty
bylo moiné dosdhnout obdobnych vysledkd jako s metodou dle CSN 1SO 9308-2 (Colilert/Quanti-
Tray). Zaroven bylo ovéreno 17 typickych kolonii (tj. presumptivni kolonie E. coli, které na tomto
médiu rostou ve formé tyrkysovych kolonii) pomoci MALDI-TOF. Celkem 15 z téchto 17 kolonii bylo
identifikovdno jako E. coli s vysokym identifikacnim skére. Zbylé 2 kolonie byly identifikovany jako
E. marmotae, coz je novy druh rodu Escherichia, izolovany z trusu himaldjskych svistd (tudiz je taktéz

fekdlniho plvodu) (4).

Metoda stanoveni E. coli z koupacich vod na TBX médiu mda vysoky potencidl stat se optimalni
metodou pro vysetfovani E. coli v koupacich vodach. Je tedy slibna a je i finanéné méné narocna nez
metoda dle CSN EN 1SO 9308-2. V tuto chvili se uvaZuje o jejim navrzeni v podobé& mezinarodni normy
ISO 9308-4 (stanoveni E. coli ve vodach svysokym obsahem doprovodné mikrofléry). Jedinym
potencialnim (organiza¢nim) problémem se zda byt uvedena ctyrhodinova predkultivace, to Ize vsak

vyfesit termostatem s automatickym pfepinanim teploty.



Tab. 1. Vysledky stanoveni E. coli z koupacich vod (2 lokality) na TBX médiu s riznymi metodickymi
variantami.

Primarni kultivace Sekundarni kultivace Pisnik Mélice Rybnik Seberak

- TBX 44 °C 38 18

- TBX 36 °C 43 Prerostlé doprovodnou

mikroflérou
neselektivni agar TBX 44 °C 45 24
36°C4h
TBX36°C4 h TBX 44 °C nd 23
- €SN EN 1SO 9308-2 32 15,8

nd — nedetekovano

Molekularné biologické metody stanoveni E. coli

Ackoliv je jiZ jasné, Ze pro béiny monitoring jsou bézné kultivaéni metody stale nejvhodnéjsi, nebot
jsou relativné levné a technicky nendrocné, v pfipadé havarijnich situaci ¢i nutnosti znat konkrétni
druh bakterie (epidemie, havarie) mohou naopak molekularné biologické pfistupy ty kultivacni
vhodné doplnit. V mikrobiologii vody se vSak, na rozdil od klinické a potravinarské mikrobiologie,
standardizované molekuldrné biologické metody teprve tvofi a jsou predmétem testovani.
V soucasné dobé jsou dostupné dvé normy Americké agentury pro ochranu Zivotniho prostredi (US
EPA), které se vsak tykaji stanoveni enterokok(, a to US EPA 161: Enterococci in Water by TagMan
Quantitative Polymerase Chain Reaction a US EPA 1609: Enterococci in Water by TagMan
Quantitative Polymerase Chain Reaction with Internal Amplification Control (IAC) Assay. Obdobu
téchto norem pro E. coli z koupacich vod US EPA stale jesté testuje a upravuje. Vradmci Evropy
existuje v této oblasti norma na stanoveni legionel ISO/TS 12869 Water quality — Detection and
quantification of Legionella spp. and/or Legionella pneumophila by concentration and genomic
amplification by quantitative polymerase chain reaction (qPCR), ktera se sice tyka pitné vody a jinych
mikroorganismd, ale Ize z ni metodicky vychazet. Metodiky pro detekci E. coli z koupacich vod jsou

téz i vramci EU pfedmétem diskuse a testovani. My jsme v naSich studiich vychazeli z americkych
norem US EPA 1611, US EPA 1609 a normy ISO pro legionely ISO/TS 12869, ze znalosti ziskanych pfi

stazi v Italii (Joint Research Centre, Ispra) a z pokynU pro mezilaboratorni porovnavani organizované

Evropskou komisi (Joint Research Centre, Ispra).

Pfed vlastnim testovanim gPCR metody bylo tfeba optimalizovat podminky izolace DNA na matrici
vnitrozemské (tuzemské) koupaci vody. Ve velké casti zahranicni literatury i vramci testovani
metodiky na mezinarodni Urovni se totiz pod pojmem koupaci vody mysli slané morské vody, nikoliv

rybniky ajezera, jako je tomu u nds. Vnitrozemské rybniky jsou oproti morskym vodam silné



mikrobidlné i biologicky (fytoplanktonem) oZivené, a proto nelze jednoduse prevzit postupy z jinych

matric.

Optimalizace izolace DNA i ndsledné porovnani kultivacni a molekuldarné biologické metody bylo
provedeno jednak na umeéle pfipravenych (spikovanych) vzorcich, jednak na pfirodnich vzorcich
koupacich vod. Pro spikovani byl pouzit sbirkovy kmen E. coli CCM 3954. Pro obé metody (jak
kultivacni, tak gqPCR) bylo vidy pouZito 100 ml vzorku, nebot na tento objem jsou podle vyhlasky

¢ 238/2011 Sb. vztahovany vysledky mikrobiologickych analyz.

Ve vétsSiné odborné literatury i pripravovanych metodach se pro zkoncentrovani vzorku pouziva
filtrace pres polykarbonatovy filtr, z néhoz se bunky v nasledujicich krocich 1épe odmyiji nez z ¢asto
pouzivanych nitrocelulézovych filtrd (5). V nasSich experimentech byly pouZity polykarbonatové filtry
o porozité 0,4 um (Isopore). Filtry byly nasledné rozstfihany na 4 stejné dily a DNA byla izolovana
jednim z komerénich kolonkovych kit firmy Qiagen (PowerWater a/nebo PowerSoil). Béhem
optimalizace bylo zjisténo, Ze zatimco pfi izolaci Cistych spikovanych vzork( byla vytéZnost (mnozstvi
DNA mérené nanodropem) i Cistota vyizolované DNA s obéma kity srovnatelna, u pfirodnich vzork
jsme ve vice nez poloviné vzork( méli vytéZznost vétsi s PowerSoil kitem nez Power Water kitem. Pro
dalsi praci jsme proto pouzivali na izolaci DNA PowerSoil kit (Qiagen) plvodné urceny pro izolaci DNA
z pldy a kompostl. Vysledna DNA byla vZdy eluovana do 50 ul pufru C6, ktery byl soucasti kitu. Na
gPCR analyzu bylo pouzito 5 ul vzorku. Vnitfni kontrola izolace a amplifikace byla zvolena podle US
EPA 1609, tj. DNA z lososa (10 pg/ml), ktera byla pfidana ke vSem vzorkdim a kontrolam pred vlastni

izolaci, a to tak, aby koneéna koncentrace DNA lososa ve vzorcich byla 0,2 pug/ml.

Pro kvantifikaci E. coli pomoci gPCR jsme pouzivali metodu absolutni kvantifikace, pfi které bylo
mnozstvi DNA méfeno na zdkladé amplifikace, a kvantifikaci E. coli specifické casti genu pro
16S rRNA. Pro gPCR byly pouzity TagMan sondy nesouci FAM fluorofor a BHQ zhdasec. Sekvence
primerll a sond byla prevzata z odbornych ¢lankd tykajicich se testovani robustnosti a limitl
pripravované normy na detekci E. coli pomoci qPCR v koupacich vodach a z pokyn( pro mezinarodni

srovnavaci studii na stanoveni E. coli pomoci qPCR v koupacich vodach (tabulka 2) (6).

Tab. 2. Sekvence primerl a sond pouZivanych pro detekci a kvantifikaci E. coli

Nazev Sekvence Pouziti
EC16Sf CATGCCGCGTGTATGAAGAA amplifikace a kvantifikace ¢asti | _.
. Sivaganesan
EC16Sr CGGGTAACGTCAATGAGCAAA genu 16S rRNA E. coli, pro gPCR
EC16S sonda [6-FAM]-TATTAACTTTACTCCCTTCCTCCCCGCTGAA-BHQ kvantifikaci E. coli
Sketta 22f GGTTTCCGCAGGTGGG amplifikace a kvantifikace
Sketta 22r CCGAGCCGTCCTGGTC intergenové oblasti rRNA |« o0 1619
operonu lososa, interni kontrola
Sketta 22sonda [6-FAM]-AGTCGCAGGCGGCCACCGT-BHQ qPCR
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Podminky gPCR reakce byly: 1. 95 °C 30 sec, 2. 95 °C 10 sec, 3. 60 °C 30 sec, krok 2—3 opakovan
42krat, pristroj CFX (BioRad). Pro pfipravu standardni kfivky byl pouzit komercni standard DNA E. coli
DSM 30083 (Minerva) a pro amplifikacni reakci byl pouzit Probe Fast Universal (Kapa Biosystems).
Vysledky byly vyjadfovany jako GE (genomové ekvivalenty)/100 ml vzorku. Vysledek GE/100 ml byl
porovnan s kultivaénim stanovenim metodou dle CSN EN ISO 9308-2 (Colilert Quanty-Tray). Na
obrazku 4 jsou data vynesena pro lepsi zobrazeni a prehlednost v semilogaritmickém znazornéni.

Celkem bylo porovnano 35 nezavislych vzorkd.
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5,00 . ° ."
_ o e
E 4,00 2 .&
= ® - @
() o
& 3,00 o o8 .
oo e 8- o
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Obr. 4. Semilogaritmické znazornéni porovnani vysledkli dvou metod (kultivaéni a qPCR) pro
kvantifikaci E. coli z koupacich vod.

Vysledky kultivacniho stanoveni jsou v MPN/100 ml vzorku a vysledky gPCR stanoveni v GE/100 ml
vzorku. V grafu je té# ukazana rovnice regresni primky i hodnota spolehlivosti R’.

Z rovnice vzniklé regresni p¥imky byla vypoctena i hodnota R* (hodnota spolehlivosti), ktera fika,
s jakou presnosti lze z vysledkl stanoveni jednou metodou (zde kultivacni) predpovédét vysledek
stanoveni druhou metodou (zde qPCR). Do jaké miry jsou tedy vysledky obou metod porovnatelné.
Samoziejmé &m je R? vétsi, tim jsou vysledky obou metod porovnateln&jéi. V' nasem pfipadé byla
hodnota spolehlivosti R? 0,69, co? koresponduje s udaji v publikované literatute, kde se uvad&ji

hodnoty spolehlivosti pfi obdobnych porovnanich v rozmezi 0,63-0,80 (7, 8).

Ve vyhlasce €. 238/2011 Sb. je uvedeno, Ze koupaci voda hodnocend jako vhodna ke koupani musi
mit mnozZstvi E. coli pod 500 KTJ (nebo MPN)/100 ml. Jedna se o hodnotu 95. percentilu stanoveni za
posledni 4 roky. Pro zjednoduseni nasich ivah mlzeme fict, Ze je to limitni hodnota pro jednorazové
stanoveni E. coli z koupaci vody. Cilem vyse uvedeného porovnani by tedy mélo byt uréeni takové

hodnoty GE/100 ml, kterd odpovida 500 KTJ (MPN)/100 ml a ktera by byla tedy limitni hodnotou pfi
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stanovovani E. coli pomoci qPCR. Zde je ale tfeba si uvédomit, Ze pro takovéto zavéry je treba
velkého mnozstvi dat z rliznych laboratofi a také Ze vysledek gPCR je na rozdil od kultivacnich metod
mnohem vice ovlivnén dalsimi faktory, jako jsou napf. mozné inhibitory PCR reakce (zejména u velmi
zakalenych (turbidnich) vzork(), zplsoby izolace DNA, vlastni provedeni (chyby v pipetovani,
manipulace se vzorkem apod.). Uvedené nedostatky jsou sice pfi gPCR analyzach oSetfeny rdznymi
kontrolami (blank, negativni kontroly, pozitivni kontroly, paralelni stanovovani vzorku analyzované
koupaci vody, do které bylo pfiddno zndmé mnoistvi sbirkového kmene E. coli (tzv. spikované
vzorky), apod.), i tak vSak uvedené skutecnosti znesnadnuji jasné urceni limitni hodnoty a v soucasné
dobé stéle probihaji studie na sbér dat a jejich vyhodnocovani. Pfi nasich analyzach bylo vzork( nad
500 MPN/100 ml méné nez polovina, a proto zde ani orientaéni limitni hodnotu qPCR neuvadime. Pro
porovnani, vinformaénim systému PiVo byl v nami sledované koupaci sezéné, tedy v roce 2021,

ze 183 sledovanych koupacich profilt prekrocen limit 500 KTJ/100 ml 13krat, tedy cca v 7 %.

Z vyse uvedeného je patrné, Ze pro bézny monitoring koupacich vod jsou kultivaéni metody stale
nejvhodnéjsi. Na druhou stranu z vysledk( korelaci nejen nasich, ale i publikovanych v literatufe také
vyplyva, Ze qPCR lze s dobrou spolehlivosti pouZit pro rychlé predbéZné orientacni zjisténi mnoZstvi
danych bakterii, kdy je vysledek tfeba znat co nejdfive (epidemie), ptipadné u stanovovani bakterii,
kde jsou kultivacni metody zdlouhavé (napf. legionela, salmonela), apod. DalSim moznym vyuZitim

molekuldrné biologickych metod v praxi je detekce gen( virulence, pfipadné antibiotické rezistence.

Ukazatel intestinalni enterokoky
Charakteristika a metody stanoveni

Druhym v koupacich vodach stanovovanym indikatorem fekdlniho znecisténi jsou intestinalni
enterokoky. Jedna se o skupinu grampozitivnich, kataldza negativnich kokd, nej¢astéji se vyskytujicich
jako diplokoky. Jsou to chemoorganotrofové, jejichz hlavnim koncovym produktem pti fermentaci
cukrl je kyselina mlécna. Ackoliv fenotypické a biochemické odliseni enterokokl od ostatnich
bakteridlnich druhu je sloZité, mezi hlavni znaky tohoto rodu patfi pfitomnost D antigenu, tolerance
k vy$sim teplotam (az 45 °C) i schopnost rlstu v pfitomnosti 6,5% NaCl a pfi pH hodnoté 9,1.
Taxonomicky patfi mezi kmen Firmicutes, Celed Enterococcacae. V soucasné dobé zahrnuje tento rod
43 druh (9). Jsou pfirozenou soucasti mikrofléry traviciho traktu teplokrevnych Zivocichd a clovéka,
ale na rozdil od E. coli byly izolovany i z traviciho traktu nékterych bezobratlych (korysi, $neci) (10,
11), z povrchovych sladkych i slanych vod, z pady ¢i z rostlinné vegetace. Nékteré druhy (nap¥. E.
faecalis, E. faecium) jsou i podminéné patogenni. Jimi zplsobenad onemocnéni mohou byt infekce

mocovych a Zlucovych cest, méné casto pak infekce ran ¢i endokarditidy. Zastupci tohoto druhu jsou
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téZz znami svou rezistenci na antibiotika, v sou¢asné dobé zejména rezistenci k vankomycinu, ktery byl
dlouhd léta podavan pfi infekcich multirezistentnimi kmeny pfedevsim u hospodarskych zvirat.

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze pfitomnost enterokok(l ve vodé mize mit rlizny plvod. Bud jsou
zdrojem odpadni vody ¢i exkrementy Zivocichl, a to jak obratlovcl, tak bezobratlych. Za typické
intestinalni druhy jsou povaZovény E. faecalis, E. faecium, E. durans, E. hirae (12). Mohou byt ale téz
pfirozenou soucasti vodniho ekosystému a vyskytuji se tam volné nebo mohou byt asociovany
s rostlinnou vegetaci (typicky E. mundtii, E. casseliflavus) (13, 14) nebo se zooplanktonem (15),
pfipadné se mohou do vody dostat z ptdy (16).

Laboratorné se stanovuji opét predevsim kultivacné na selektivné diagnostickych pevnych pldach,
jsou kultivacné nendrocné a vysledek je zndm za 48 hod. Stanoveni v tekutém médiu se zatim
neujalo. Pro matrici koupaci voda je predepsano stanoveni podle CSN EN ISO 7899-2, tj. stanoveni na
pevném médiu podle Slanetze a Bartleyové (SB). Médium SB obsahuje jednak azid sodny pro
potlaceni rlstu doprovodné mikroflory (hlavné gramnegativnich tycinek) a dale trifenyltetrazolium
chlorid, ktery enterokoky redukuji na ¢erveny formazan, a proto rostou na tomto médiu ve formé
tmavé cervenych kolonii (obrazek 5). Naslednym konfirmaénim testem, pfi kterém je prokazana
schopnost hydrolyzy eskulinu v prosttedi Zlu¢ovych soli po dobu 2 hodin, jsou enterokoky odliseny od
doprovodné mikrofléry. Na rozdil od stanoveni E. coli jsou kultivacni metody stanoveni enterokok(
i pro matrici koupaci vody vyhovuijici, a neni tedy snaha je pro bézny provozni monitoring ménit.
Pouze v nékterych lokalitdch se mezi koloniemi vyrostlymi na SB médiu wyskytuji vyssi pocty
kolonii/druhi Lactobacillus plantarum nebo Pediococcus pentosaceus (rostou jako nazloutlé, nikoliv
cervené kolonie, ale Zlu¢-eskulinovy test je pozitivni). Problém ale je, Ze pfi kultivaénim stanoveni
jsou zachyceny vsechny druhy enterokokd a neni mozné odlisit druhy fekalni od téch, které mohou
mit jiny nez fekalni plvod. Tato skuteénost muze potom zkreslit interpretaci vysledk(, nebot zvyseny
pocet enterokokll nemusi vidy indikovat fekdlni (humanni) znecisténi dané lokality.
V problematickych lokalitach (lokalitach s dlouhodobé nevyhovujici kvalitou) mlze proto pro lepsi
interpretaci vysledk(l pomoci dourcit druhy enterokokl néktera z dalsSich specializovanéjsich metod

jako je sekvenace DNA ¢i MALDI-TOF).

Obr. 5. Intestindlni enterokoky na médiu podle Slanetze a Bartleyové.
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Matrici asistovana laserova desorpce/ionizace (matrix-assisted laser desorption/ionization — MALDI-
TOF) je metoda zaloZend na laserové desorpci a ionizaci molekul za Gcasti matrice. Jedna se
o techniku, ktera vyuziva tzv. mékké ionizace. Ta zplisobuje, Ze molekuly nejsou Stépeny, ale pomoci
matri¢niho roztoku (my pouzivame derivaty kyseliny skoficové) pouze ionizovany. Nabité Castice jsou
rozdéleny na zakladé molekulové hmotnosti v elektrickém a magnetickém poli. V mikrobiologii slouzi
k identifikaci bakterii na zakladé jedinecného sloZeni proteinl. Proteinové profily jsou srovnavany
s databazemi kmen( ze svétovych sbirek, tudiz Ize identifikovat pouze druhy, jejichZ zastupci ve
sbirkach jsou.

Sekvenovani je souhrnny termin pro metody, které umoznuji zjistit pofadi nukleotid(l v uréitém Useku
¢i v celé molekule DNA. Dnes je znamo mnoho takovych metod, mezi nejpouzivané;jsi patfi pavodni
tzv. Sangerova metoda, dale pyrosekvenovani a dnes zejména metody sekvenovani nové generace
(tzv. NGS — next-generation sequencing — 454, Solexa, nanopdérova technologie apod.). Sangerova
metoda a z ni odvozené postupy jsou v soucasné dobé celkem levné a jsou vhodné zejména pro
analyzu DNA dCistych vzorkd. Naopak metody sekvenovani druhé generace jsou rychlejsi, presnéjsi
a umoznuji analyzu i komplexnich vzorkd (vody, pldy apod.), ale jsou proto i drazsi a pracnéjsi.
Nicméné vysledkem vSech sekvenacénich metod je poradi nukleotidd daného sekvenovaného useku ci
molekuly DNA. Tato sekvence je pak porovnana s databdzi znamych sekvenci (napt. BLAST, EMBL)
ana zakladé podobnosti se zndmymi sekvencemi je surcitou specifickou pravdépodobnosti

identifikovana.
Identifikace enterokokt metodou MALDI-TOF

Intestinalni enterokoky byly stanoveny membranovou filtraci na médiu SB (kultivace 48 hodin pfi
36 °C) a konfirmaci na Zluc-eskulinovém agaru (2 hodin pfi 44 °C). Poté byly kmeny uchovavany
v chladu a v pripadé potreby precistény na médiu SB. V pripadé nizkého poctu vyrostlych enterokok
byly identifikovany vsechny vyrostlé kolonie, v pripadé vyssiho poctu bylo kidentifikaci izolovano
podle moznosti 10-12 kolonii. VSichni typicti zdstupci kolonii byli pfed vlastni identifikaci cerstvé
kultivovdni na krevnim agaru (Columbia) 24 hodin pti 36 °C. Identifikace probéhla metodou MALDI-
TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization) na pfistroji Bruker Daltonic MALDI Biotyper.
V pfislusné databazi bylo zafazeno, a tudiZ bylo mozno identifikovat, 34 druh( enterokokd (MBT
8468). Za dostatec¢nou identifikaci bylo povazovano dosaZzeni identifikacniho skére 2,300 az 3,000
(vysoce pravdépodobna identifikace), 2,000 aZ 2,299 (pravdépodobna identifikace druhd) a 1,700 az
1,999 (pravdépodobnd identifikace rodu). Vidy bylo kontrolovano, Ze inasledné ,identifikované
druhy” patfily do stejného rodu i druhu. Pro zvysSeni kyselosti prostfedi, a tim pro zvyseni
spolehlivosti identifikace, byly kultury oSetfeny kyselinou mravenci. Celkem bylo identifikovano 280

kolonii enterokok a vysledky jsou znazornény na obrazku 6.
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Obr. 6. Vysledky identifikace enterokoku ze sledovanych lokalit.

Na ose y jsou pocty urcenych kmen.

Identifikace enterokokd sekvenovanim

Sekvenovani je druhou metodou k uréeni druhl stanovenych enterokokd, jak bylo popsano vyse.
Protoze ale sekvenovani celého genomu je velmi naro¢né a ndakladné, pro ucely rychlého urceni
relativné znadmych organism( v podstaté i zbytecné, pouziva se vtéchto pfipadech sekvenace jen
urcitych usekt DNA (genl nebo intergenovych oblasti), o kterych se vi, Ze obsahuiji Useky unikatni pro
dany druh. Zaroven to musi byt ale Useky, které jsou Siroce rozsitené v genomech organismui (pro
nase zdejsi ucely v genomech bakterii), musi mit dostateCnou velikost pro moZna porovnani, ale
zaroven nesmi byt pfili§ dlouhé, aby se daly sekvenovat. Useky DNA, které splriuji vyse vyjmenovana
kritéria, jsou v literatufe nazyvany molekuldrni markery a je jich popsano velké mnozstvi. Asi
nejznaméjsi molekularni markery, které byly mimo jiné pouZity i pro tvorbu fylogenetickych stromd,
jsou geny pro 16S rRNA nebo 23S rRNA (17, 18). Mezi dalsi markery patfi nékteré geny, jejichz
produkty se podileji na expresi genové informace (transkripci a translaci). Jsou to napt. geny kédujici
podjednotku RNA polymerazy (rpo) nebo tRNA syntaz (napt. pheS) (19) nebo elongacniho faktoru TU
(tuf), pfipadné intergenové oblasti mezi nimi (20). Druhou skupinou markerd u bakterii popsanych
v literatufe jsou geny kdédujici proteiny primarniho metabolismu, napf. geny pro podjednotku ATP
syntazy (atpA), chaperoniny (con60) nebo proteiny komponent bunééné stény, peptidoglykanu (napf.
ddl). Jindy muze jit o geny kdduijici faktory virulence (napf. esp povrchovy protein s funkci adhesinu)
¢i antibiotické resistence (ABC transportéry, enzymy modifikujici antibiotika apod.) (21-23).

V nasem projektu jsme na zakladé literdrni reSerSe vytipovali 22 nejvhodnéjsich molekularnich
markera, které byly pouzity pro uréeni druhi u jinych druhi bakterii nebo pfti tvorbé fylogenetickych

stroml enterokokl. Z nich byly pak pro testovani vybrany tfi, které na zakladé in-silico analyz
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dokazaly odlisit skupinu intestinalnich druh( enterokokl od téch spiSe pfirodnich a jejichZz velikost
byla 300-500 bp, aby mohly byt pozdéji pouZity i pro metody sekvenovani druhé generace. Jednalo
se o dvé variabilni oblasti 16S rRNA (V1-V3 oblast 16S rRNA, V6-V9 oblast 16S rRNA) a ¢ast genu pheS
kddujiciho phenylalanin tRNA syntazu.

Uvedené markery byly otestovany nejdfive na sbirkovych kmenech enterokokd. Z minulych projektd
financovanych z instituciondlni podpory i z analyz provedenych v rdmci tohoto projektu vime, Ze
v ramci zkoumanych koupacich lokalitach se nejcastéji vyskytuje 6 druhl enterokoku: E. faecalis, E.
faecium, E. durans, E. hirae (typicky fekalni druhy), dale E. mundtii a E. casseliflavus. Na téchto Sesti
druzich byly proto testovany vybrané 3 markery. Pro PCR reakci byla pouzita vysoce pfesna Phusion
High Fidelity polymeraza (BioLabs) a podminky reakce vychazely z odbornych ¢lankd (19). Ackoliv ¢ast
genu pheS byla pouZita jako marker ve studiich (19) a pro amplifikaci jsme poufZili podminky reakce
jako ve zminéné publikaci, bylo vysledkem amplifikace vidy vice produktl. A to i po snaze
optimalizovat podminky reakce zvysenim hybridizacni teploty primerd, zkrdcenim doby elongace
apod. Tento marker jsme tedy nechali pouze jako pomocny, pouze pro porovnani velikosti ziskanych
produktd, které byly pro kazdy druh jiné. Amplifikované Useky 16S V1-V3 a 16S V6-V9 byly precistény
komerénim Nucleic Acid Purification kitem (BiolLabs) a poslany na sekvenaci do laboratofe SeqMe.
Obdrzena sekvence byla poté nami porovnana s databazi BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Prvnich deset bakteridlnich druhl, u nichZz byla identita
dané sekvence 100%, ukazuje tabulka 3. Pokud byly uvedeny rlizné kmeny daného druhu, je zde
uveden vidy jen prvni z nich. Obecné se zdd, Zze marker 16S rRNA V6-V9 ukazoval trochu lepsi
vysledky identifikace nez 16S rRNA V1-V3, ale i z literatury vime, Ze pti téchto typech analyz je vidy
lepsi kombinovat vice markerl, nez se spoléhat jen na jeden. S obéma markery odpovidaly
identifikace kmen( E. faecium, E. faecalis a E. mundtii danym druhim. To m(zZe byt dano i tim, Ze
tyto druhy jsou nejvice prozkoumdny a je pro né tedy v databazi BLAST nejvice dat. U sbirkového
kmene E. durans byly amplifikované segmenty identifikovany jako patfici k E. faecium, E. durans,
E. hirae nebo E. lactis. To neni moc prekvapujici, nebot vSechny tyto 4 druhy patfi do stejné
fylogenetické vétve tvofici skupinu E. faecium (9). Ani vzhledem k trasovani plivodu znecisténi tato
méné spolehliva identifikace tolik nevadi, protoze vSechny uvedené druhy patfi mezi typicky fekalni.
Proto by pro interpretaci vysledkl v kazdém pfipadé poukazovaly na znecisténi humanniho, pfipadné
zvifeciho plvodu. Obdobna situace byla u sbirkového kmene E. casseliflavus. Zde se opakované mezi
identifikacemi se stejnym identifikacnim skdre objevovaly druhy E. casseliflavus a E. gallinarum. Tyto
dva druhy patfi ke stejné fylogenetické vétvi a ani jeden z druhd nemusi byt fekalniho plvodu. Pfi
pouziti iseku 16S V1-V3 se objevil téz druh E. canintestini. Ten patfi do skupiny ,E. dispar”, coz je jina
fylogenetickd skupina nez E. casseliflavus a E. gallinarum. Jak ndzev ,canintestini“ napovida, byl

izolovan ze stfev zdravych pst (9), coz by mohlo byt pro interpretaci vysledkll trochu zavadéjici.
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Nicméné, vzhledem k tomu, Ze pfi pouziti 16S rRNA V6-V9 se tento druh mezi identifikacemi
neobjevil, bylo by v tomto ptipadé vyhodou pouZit kombinaci dvou marker( a podle vysledki
a dalSich stanoveni se priklonit bud k jedné nebo druhé varianté (tedy fekalni ¢i spiSe nefekalni

druhy).

Tab. 3. Vysledky sekvenovani produkti 16S V1-V3 a 16S V6-V9 namnoZenych ze sbirkovych kmeni
enterokoku

Sbirkovy Vysledek sekvenace
kmen
V1-V3 16S rRNA V6-V9 16S rRNA
CP046108.1 Enterococcus faecalis strain CP076498.1 Enterococcus faecalis strain
E. faecalis 133170041-3 UAMS_EL53

MT526413.1 Uncultured bacterium clone OTU_11

ONO013206.1 Enterococcus faecium strain
E. faecium MT597570.1 Enterococcus faecium strain 1698 HBUAS62664

MT196421.1 Enterococcus faecium strain

E. durans FFNL2300 CP037955.1 Enterococcus hirae strain CQP3-9

LR607372.1 Enterococcus durans strain
MKO007316.1 Enterococcus sp. strain 13 4928STDY7387704

MF077130.1 Enterococcus durans strain 54-LR3

KF826018.1 Enterococcus lactis strain CGLBL159

E.

casseliflavus | MT597704.1 Enterococcus gallinarum strain 1880 | MT597704.1 Enterococcus gallinarum strain 1880

MK967084.1 Enterococcus canintestini strain 110 MT482670.1 Enterococcus sp. strain OL6

E. mundtii MZ869161.1 Enterococcus mundtii strain Yal7 AP019810.1 Enterococcus mundtii 15-1A

MK818515.1 Bacterium strain AWKUM?2

KP843064.1 Uncultured bacterium clone 5L2

Obdobné jsme testovali uvedené markery (16S V1-V3 a 16S V6-V9) na pfirodnich izolatech Sesti
druhll enterokoku. Pfirodni izolaty pochdzely z rizného prostredi (trus, rostliny, koupaci voda).
Izolaty byly identifikovany pomoci MALDI-TOF a zamraZené uchovany v 30% glycerolu v -20 °C. Pro
Gcely testovani genovych marker( byla z uchovanych kment izolovana DNA a pouZita jako templat na
PCR reakci s primery pro 16S V1-V3, 16S V6-V9. Vysledky (tabulka 4) byly obdobné jako u sbhirkovych
kmenU: u kmen0 E. faecium, E. faecalis a E. mundtii odpovidaly identifikace danym druhlm. U kmene
E. durans byly amplifikované segmenty identifikovdny jako patfici k E. faecium, E. durans nebo E.
hirae. U druhu E. casseliflavus se opét mezi identifikacemi se stejnym skére objevoval druh E.

casseliflavus a E. gallinarum a s 16S V1-V3 i E. canintestini. Ten vSak nebyl identifikovan s 16S V6-V9.
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Tab. 4. Sekvenace 16S V1-V3 a 16S V6-V9 z prirodnich vzorkli enterokoki a srovnani vysledkl sekvenace s identifikaci daného druhu pomoci MALDI-TOF

Lokalita/oznaéeni

Identifikace MALDI

Identifikace sekvenaci 16S V1-V3

Identifikace sekvenaci 16S V6-V9

MT597704.1 Enterococcus gallinarum strain

Mélice rakosi POD_013F_E. casseliflavus LCA484773.1 Enterococcus sp. CSQRZR4.5.2 1880
MT585575.1 Enterococcus casseliflavus strain
MK806672.1 Enterococcus casseliflavus strain D1 902

KF254559.1 Enterococcus gallinarum strain 998

MT597704.1 Enterococcus gallinarum strain

Stankov rakosi POD_012F_E. casseliflavus MN901966.1 Enterococcus casseliflavus strain NCIMB 11449 1880
MT585575.1 Enterococcus casseliflavus strain
MZ475082.1 Enterococcus sp. strain LP149 902

KM823663.1 Enterococcus gallinarum strain MKU-TS1

Stankov koupaci voda

POO_O0O06F_E. durans

MT457707.1 Enterococcus faecium strain MLG20-30

CP037955.1 Enterococcus hirae strain CQP3-9

MKO007316.1 Enterococcus sp. strain 13

MN493617.1 Enterococcus durans strain 11267

MF077130.1 Enterococcus durans strain 54-LR3

Stankov koupaci voda

POO_OOQ7F_E. faecalis

MT604856.1 Enterococcus faecalis strain 2429

CP076498.1 E. faecalis strain UAMS_EL53

Stankov koupaci voda

POO_OO5F_E.faecium

MT510498.1 Enterococcus faecium strain 5971

MNO055949.1 Enterococcus faecium strain
ClaCz117

MKO007316.1 Enterococcus sp. strain 13

0OM943006.1 Enterococcus sp. strain Dg13

Pilsky ryb. koupaci
voda

POO_OQ9F_E. hirae

MF326336.1 Enterococcus hirae strain 1-Y2-11

CP055232.1 Enterococcus hirae strain 708

Starikov rakosi/R8

POO_014F_E. mundtii R8

MF136804.1 Enterococcus mundtii strain 15

AP019810.1 Enterococcus mundtii 15-1A

Na zavér jsme uvedené markery testovali na izolatech enterokokl z nezndmych vzorkl koupacich vod a vysledky stanoveni porovnavali s vysledky stanoveni

MALDI-TOF. Prvni vysledky téchto stanoveni a porovnéni vysledkii MALDI-TOF a sekvenace ukazuje tabulka 5.
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Tab. 5. Vysledky identifikace druhl enterokoku izolovanych ze vzorki koupaci vody metodou MALDI-TOF a Sangerovym sekvenovanim

Lokalita/oznaéeni

Identifikace MALDI

Identifikace sekvenaci 16S V1-V3

Identifikace sekvenaci 16S V6-V9

Seberov/SebH1_3

POO_008F_E.casseliflavus/skére
2,8

MT597704.1 E. gallinarum strain 1880

KX881405.1 Enterococcus sp. AMR3203

MK967090.1 E. casseliflavus strain 116

MN880198.1 E. casseliflavus strain EC2-9

MK967084.1 E. canintestini strain 110

MH259881.1 Enterococcus sp. strain HA3

Podébrady/Pod1_11

POO_O010F_E. hirae/skére 2,2

MG786416.1 E. hirae strain ICMP 20897

KX570936.1 E. viikkiensis strain MG6

KX485320.1 E. thailandicus strain MG6

KF040096.1 E. hirae strain Sha 22

Podébrady/Pod1_10

POO_011F_E. mundtii/skére
1,72

MK818515.1 Bacterium strain AWKUM?2

AP019810.1 E. mundtii 15-1A

KP843064.1 Uncultured bacterium clone 512

MT557791.1 Enterococcus sp. strain AAUGM-16

MZ869161.1 E. mundtii strain Yal7

Starikov/1_H5

POO_006F_E. durans/skore 1,8

MT457707.1 E. faecium strain MLG20-30

CP037955.1 E. hirae strain CQP3-9

MKO007316.1 Enterococcus sp. strain 13

MN493617.1 E. durans strain 11267

MF077130.1 E. durans strain 54-LR3

Starikov/1_03

POO_007F_E. faecalis/skére
1,79

MT604856.1 E. faecalis strain 2429

CP076498.1 E. faecalis strain UAMS_EL53

Starikov/1_H1

nespolehliva
identifikace/nejblizsi shoda
E.facecium

MT510498.1 E. faecium strain 5971

MNQ055949.1 E. faecium strain ClaCZ117

MKO007316.1 Enterococcus strain 13

OM943006.1 Enterococcus sp. strain Dg13

Pilsky/Pil1_1

POO_O0OQ9F _E. hirae/skore 2,15

MF326336.1 E. hirae strain 1-Y2-11

CP055232.1 E. hirae strain 708

Vysledky byly obdobné jako u testovani sbirkovych a pfirodnich izolatll. Pomoci MALDI-TOF identifikovany druh jako E. casseliflavus vysel pti sekvenaci jako
E. casseliflavus, E. gallinarum nebo E. canintestini. Pfi porovnani vysledk(l z obou markert a s pfihlédnutim k vySe uvedenym analyzam se sbirkovymi kmeny
by se dalo pfedpokladat, Ze jde spiSe o enterokoky jiného nez Cisté fekalniho plvodu. U druhu E. hirae izolovaného z koupaci vody v Podébradech se pfi
sekvenaci objevily téz druhy E. thailandicus a E. viikiensis. E. thailanduicus patfi spolu s E. hirae do Sirsi skupiny ,E. faecium®, takze jde spiSe o fekalni druhy
(9). E. vikkiensis patfi do skupiny ,E. avium“, tedy skupiny vazané na stfevni trakt ptak(. Druh E. vikiensis vsak neni v nami pouzivané databazi MALDI

(Bruker, ref. 8468) zaveden, a proto se ani nemohl objevit mezi MALDI identifikacemi. Zde by tedy opét pomohlo srovnat vysledky identifikace z obou
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marker(. Vysledky identifikace tohoto vzorku z MALDI-TOF jednoznacné ukazovaly na druh E. hirae.
Jeden izolat ze Starikovského rybnika nebylo mozné spolehlivé urcit metodou MALDI (nizké skore),

ale naopak jej bylo mozné spolehlivé urcit sekvenaci.

Z vySe uvedenych vysledkl je patrné, Ze vysledky identifikace enterokokli metodou MALDI-TOF
a pomoci sekvenace jsou srovnatelné a pokud mdme k dispozici pfistrojové vybaveni, tak i ¢asové
obdobné narocné. Z obou pfistupll lze urcit, zda identifikované druhy patfi spise k fekalni ¢i spise
k jiné nez fekalni skupiné enterokokl, coz by bylo dileZité predevsim pfti sledovani dlouhodobé

mikrobialné ,,nevyhovujicich” koupacich lokalit.

DalSi mozné chemické ukazatele

V letech 2004-2011 v navaznosti na smérnici 76/160/EHS (Council Directive of 8 December 1975
concerning the quality of bathing water 76/160/EEC) o kvalité vod ke koupani bylo ve vyhlasce ¢.
135/2004 Sh., kterou se stanovi hygienické pozadavky na koupalisté, sauny a hygienické limity pisku
v piskovistich venkovnich hracich ploch, zakotveno téz stanoveni dusikatych latek (amonnych iontd,
dusi¢nant a dusitanl) a dalSich chemickych (napf. celkového fosforu), fyzikalné-chemickych
a senzorickych ukazateld. Zvyseny obsah dusikatych latek ve vodé muzZe vypovidat jednak o mozZnosti
kontaminace vody dusikatymi hnojivy pouzivanymi v zemédélstvi, ale také o moznosti fekalniho
znecisténi odpadni vodou, stanoveni celkového fosforu zase predstavuje nejdulezitéjsi limitujici prvek
pro rozvoj sinic a fas. V roce 2011 bylo vSak stanoveni dusikatych latek z vyhlasky vypusténo, diky
vyznamné redukci ukazatel( v nové smérnici EU 2006/7/ES. Vzhledem k tomu, Ze chemické ukazatele
v koupacich vodach nemaji pfimy zdravotni vyznam, nebyly pti transpozici smérnice 2006/7/ES do
nové vznikajici narodni legislativy zarazeny a dnes se tedy na oficidlnich koupacich lokalitach
nesleduji. Nicméné my jsme do naseho projektu zaradili stanoveni amonnych iontl jako pomocného
ukazatele vedle dalsSich chemickych indikator(, o kterych je v literatufe mnohem méné dat. Jako dalsi
mozné chemické ukazatele jsou v literature diskutovany mocovina, kofein a koprostanol. Mocovina
a kofein jsou sice vylu¢ovany moci, a nejsou tedy ukazateli fekalniho znecisténi, nicméné logicky i tak

mozné antropogenni (nepfimo i fekalni) znecisténi indikuji.

Mocovina se nachazi v moci savcl, obojZivelnik(i a nékterych ryb a v prostiedi je rozkladana cinnosti
bakterialnich enzym( na amoniak a oxid uhli¢ity. Do vodniho prostiedi se miUZe dostat jednak pfimo
s moci, ale je téZ v mensi mife vylucovana pokozkou pfi poceni. To mizZe byt problém predevsim
v dezinfikovanych koupacich vodach (bazénech), nebot pfi reakci mocéoviny s chlorem vznikaji zdravi
Skodlivé trichloraminy (24). Vétsina popsanych metod na stanoveni mocoviny se proto také tyka
stanoveni v dezinfikovanych vodach. V nasem projektu jsme se snazili optimalizovat metodiku

stanoveni i pro pfirodni koupaci vody a vysledky ziskané béhem optimalizace jsou popsany nize.
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Koprostanol vznika ve stfevech ¢lovéka a vyssich Zivocichl metabolismem cholesterolu a je ho mozné
detekovat v odpadnich vodach z domacnosti (25, 26). Jako mozny indikator fekalniho znecisténi byl
pouZit i v nékolika studiich (27-29).

Kofein je nejen soucasti velmi Casto uZivanych napoji (kava, coca cola, ¢aj, energetické napoje)
a Cokolady, ale i farmaceutickych produktt. Do prostfedi se dostava predevsim spolu s antropogenni
¢innosti odpadnimi vodami z lidskych sidlist (je vyluéovan mo¢i) i z prdmyslu. Ackoliv se nachazi
ivpfirodé jako soucast nékterych rostlin (zejména kdvovnik, cajovnik, kakaovnik, v naSich
podminkach v rizném mnozstvi i napf. ve fazolich), zejména v nasich zemépisnych sitkach je jeho
mnozstvi v pfirodé zanedbatelné (30). Primérna spotfeba kofeinu na obyvatele a den byla podle dat
z potravinové databdze ,Food Balance Sheet of the United Nations“ v roce 2013 v Evropé 288,58 mg,
s tim, Ze zde ale byly velké rozdily v primérné spotrebé v jednotlivych zemich. Pro srovnani v Jizni
Americe to bylo 263,42 mg a v Severni Americe 148,4 mg (31). V odpadnich vodach z lidskych sidlist
v kanadské Britské Kolumbii byly naméfeny koncentrace kofeinu 20-300 pg/l (26, 32), v fekach
v rliznych ¢astech svéta (Spanélsko, Velka Britanie, USA) byly naméreny koncentrace 0,007-49,6 ug/I
(31, 33-35), v morskych vodach Stfedozemi a USA to bylo 0,002-0,1 ug/l (36—38), ale u pobfrezi byly
koncentrace vidy o néco vyssi (0,045-0,33 pg/l) (39, 40). Nase vysledky stanoveni kofeinu jsou

uvedeny spolu s ostatnimi souhrnnymi vysledky u jednotlivych koupacich lokalit.

Dalsim diskutovanym indikatorem je sledovani xenobiotik (analgetik apod.). Tato stanoveni se hojné
uzivaji v oblasti odpadnich vod, napf. k monitoringu pouzivanych drog v populaci apod. Myslime si
ale, Ze v koupacich vodach ma tento ukazatel jen omezené pouZiti. Naopak pravé kofein muze
pripadné vytipovat lokality, kde by mohl byt takovy problematicky vyskyt ocekdvan (spolu s typem
lokality — diskotéky apod.).

Optimalizace metodiky stanoveni mocoviny

V prvni fazi (kvéten 2021) byl vyuZit postup podle SOP dr. Krysla (Labtech v Klatovech), ve kterém je
stanoveni mocoviny provadéno spektrofotometricky za plsobeni 4-dimethylamonobenzaldehydu
(DMAB) v kyselém prostredi. Absorbance vzniklého Zluté zbarveného kondenzacéniho produktu se
méfi pfi vinové délce 420 nm. Mez detekce byla 322 mg/l a mez stanovitelnosti byla 657 mg/I|, coz
jsou hodnoty o 2—3 rady vyssi nez oc¢ekdvané nalezy mocoviny v povrchovych vodach. Vsechny vzorky
povrchovych vod odebrané v mésici kvétnu byly pod mezi detekce. Tato metoda je tedy pro
zamysleny Ucel nepouzitelna. Navic je nevhodna pro vzorky, které obsahuji fasy ¢i huminové latky,
jejichz pritomnost ve Starikovském a Pilském rybniku byla evidentni. Bylo tedy nutné prejit na

citlivéjsi metodu.
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V Uvahu pfipadalo nékolik metod umoznujicich stanovovat koncentrace mocoviny na Urovni desetin
mg/l. Z nich jsme vybrali metodu zaloZzenou na enzymatickém rozkladu mocoviny uredzou na amonné
ionty a jejich ndsledném stanoveni spektrofotometricky (41). Oproti citovanému postupu vsak byla
vyuZita jind metoda na stanoveni amonnych iontd (podle CSN ISO 7150-1 (75 7451) — reakce
amonnych iontd se salicylanem a chlornanovymi ionty v pfitomnosti nitroprussidu sodného za vzniku
svétle Zluté aZ modré slouceniny).

V dostupné literature byla tato metoda pouzita na morskych vodach (41), takze jsme jeji vhodnost
pro pouZziti na vnitrozemskych povrchovych vodach museli nejdfive ovérit.

Pfitomné castice a organismy mohou pfimo rusit spektrofotometrické stanoveni. Ddle mohou
pfitomné bakterie a fytoplankton mocovinu vyuZivat a sniZovat jeji koncentraci. Proto byly vSechny
vzorky ihned po pfijezdu do laboratofe filtrovany pres filtry o velikosti péru 0,45 pum.
K Ubytku/rozkladu modoviny vlivem pfitomnych organismld muzZe pres chlazeni vzorku dochazet
i béhem dopravy do laboratore. Ztéchto dlvodd byl k filtrovanym vzorkim z ptirodnich lokalit
paralelné pfidavan v misté odbéru interni standard mocoviny (1 mg/I). Ubytek se ve vét$iné pfipad
pohyboval mezi 10 az 20 %, vyjimecné az 24 % (tabulka 6). K omezeni rozkladu béhem dopravy do
laboratofe by bylo spravnéjsi filtrovat vzorky jiz v misté odbéru. V povrchovych vodach se také
mohou vyskytovat latky, které inhibuji aktivitu uredzy. Kvlli tomu byl k filtrovanym vzorkdim
z pfirodnich lokalit paralelné pfidavan v laboratofi interni standard modoviny (1 mg/l). Inhibice byla
zjiSténa ve vSech zkoumanych vzorcich a pohybovala se mezi 6 az 18 % (tabulka 6), coz povaZzujeme

za prijatelné.

Tab. 6. SniZeni koncentrace mocoviny (v %) po pfidani 1 mg/l v misté odbéru a v laboratofi v ramci
odbért v zafi 2021

Rozklad béhem dopravy do Inhibice uredzy po pridani
Lokalita laboratore (%) mocoviny v laboratofi (%)
Meélice/H 16,7 8,8
Eliska 17,3 8,9
Podébrady 23,8 15,9
Starikov/H 6,2 5,5
Pilsky 16,6 11,4
Seberdk/pritok 13,1 17,6

Vzhledem k tomu, Ze vypocitand mez detekce metody je 0,06 mg/l a mez stanovitelnosti 0,11 mg/l, je
metoda dostatecné citlivd i pro ucely monitorovani koupacich vod. Ve vodach, kde se koupou lidé, Ize

ocekavat koncentrace mocoviny na uUrovni desetin aZz jednotek mg/l (42). Vzhledem k pfijatelné
vytéZnosti a dostatecné citlivosti Ize podle naseho nazoru metodu pouzivat na rlznych typech

povrchovych vod bez obavy, Ze poskytne zavadéjici udaje.
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Mikrobiologické a chemické pfistupy k odliseni plivodu znecisténi koupacich
vod

Je samoziejmé, Ze na kvalitu koupacich vod ma vliv mnoho faktor( a to nejen samotna pritomnost i
nepfitomnost zdroje znecisténi a velikost recipientu, ale téZz napf. pocasi, mnozstvi srazek, smér
vétru, odbérové misto a dalsi. Kromé toho je tfeba se na vysledky laboratornich analyz divat nikoliv
jako na jednotliva data, ale jako na celkovy souhrn vysledkl rliznych analyz, které je tfeba spolu
porovnat a korelovat. Vztahy nékterych ukazatel(l jsou jiz v literatufe popsany, jiné jsou stdle
pfedmétem zkoumani, k némuZ jsme chtéli pfispét i v rdmci naseho projektu. Prikladem je
vyhodnoceni mikrobiologickych indikator(i, kde nejde pouze o samotné mnoizstvi E. coli (EC)
a intestindlnich enterokok( (IE), ale téZ o jejich pomér. V travicim traktu Zivocich( totiz prevlada
mnozstvi enterokokl (IE) nad E. coli (EC), zatimco u lidi je tomu naopak. V literatufe je proto
popsano, Ze pokud je EC/IE < 0,7, je plvod znedisténi zvifeci a pokud je EC/IE > 4, je plivod znecisténi
humanni. Pomér mezi 0,7 a 4 je plvod smiSeny (43). Tento pomeér je tfeba brat jako orientacni, ale
spolu s dalsimi indikatory mizZe napomoci k objasnéni zdroje znecisténi v dané lokalité.

Souvislost mezi mikrobiologickymi a chemickymi ukazateli (zejména kofeinem) neni, zejména
v koupacich vodach (more, jezera) a rekach, Uplné zfejma a spiSe se zd3, Ze kazdy z téchto ukazatelll
indikuje mistné ¢i casové odlisSny zdroj kontaminace. V publikované literatufe pojednavajici
o koupacich vodach (more, jezera) a fekach se vétsinou pise, Ze korelace mezi kofeinem a indikatory
fekalniho znecisténi byla nizka (44, 45). Kurrisery ale upozornil na to, Ze vétsi korelace je ve vzorcich
ze sedimentu neZ zvody, coZz by mohlo souviset srozdilnou rychlosti prezivani mikroorganisma
v téchto dvou prostredich (46).

V dalSich kapitolach predstavujeme korelace stanovenych mikrobiologickych i chemickych ukazatel(i
na jednotlivych lokalitach. Posledni kapitola je pak vénovana souhrnnému zhodnoceni korelace vsech

vysledkll bez ohledu na urcitou lokalitu a zhodnoceni, co nam takové korelace mohou fici.

Testovani metod a riznych pristupli k hodnoceni kvality koupaci
vody na vybranych koupacich lokalitach

Pro testovani vysSe popsanych mikrobiologickych, chemickych i fyzikalnich ukazatel(l kvality koupaci
vody bylo vybrano 6 lokalit, které patfi kromé jedné mezi oficidlni koupaci profily. Lokality byly
vybrany tak, aby byly riznorodé, s rGiznou drovni mozného fekalniho znecisténi (od nevyhovujicich po
velmi Ccisté), srlznym druhem podlozZi (piscité lomy, bahnité dno) i srdznymi moZnymi zdroji
fekalniho znecisténi (kempy, mésto, pfiroda) a s riznym bezprostifednim okolim (velké rakosi, nizka
trava, piscitd plaz). Jednalo se o Starikovsky rybnik, pisnik Mélice, koupalisté Seberdk, Pilsky rybnik

u Monince, jezero Podébrady a rybnik EliSka. Tabulka 7 ukazuje data o vybranych lokalitach za
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posledni Ctyfi roky, jak jsou uvedena v informacnim systému PiVo, kde jsou shromazdovany vysledky

analyz akreditovanych laboratofi z oficidlnich koupacich lokalit.

Tab. 7. Vysledky hodnoceni Sesti vybranych koupacich lokalit za poslednich 5 let, tak jak jsou
uvedeny v informacnim systému PiVo.

Lokalita Rok 95. p. TKB/EC | 90. p. TKB/EC 95. p. IE 90. p. IE Celkové €R
(ov) (ov) (ov) (ov)
2017 289 173 658 405 nevyhovujici
. ., 2018 272 159 527 340 nevyhovujici

f:,z:l.'fwky 2019 321 185 604 392 nevyhovujici
2020 428 230 678 415 nevyhovujici
2021 479 258 757 450 nevyhovujici
2017 239 140 478 279 prijatelna
2018 280 169 905 491 nevyhovujici

Pisnik Mélice 2019 220 144 699 422 nevyhovujici
2020 185 130 406 277 prijatelna
2021 260 161 428 278 prijatelna

Koupalisté

Seberdk 2020 94 52 40 29 vyborna
2017 152 97 113 77 vyborna
2018 172 104 141 87 vyborna

Jezevro 2019 141 91 138 88 vyborna

Podébrady
2020 118 72 156 94 vyborna
2021 120 73 94 60 vyborna

Moninec,

Pilsky rybnik 2021 95 59 31 24 vyborna

Pro hodnoceni vysledkil se pouziva 95. a 90. percentil za posledni 4 roky. Lokalita Seberak nebyla
v roce 2019 v provozu a v predchozich letech nebyla dostatecné testovana, proto jsou zde uvedena
pouze data za rok 2020. Vysledky z Pilského rybniku byly do IS PiVo zafazeny poprvé v roce 2021.

EC - E.coli, IE — intestinalni enterokoky

Vybrané lokality byly béhem koupaci sezény navstiveny cCtytikrat, a to jednou na zacatku (kvéten),
dvakrat béhem sezény (Cerven a srpen) a jednou na konci (zafi). Vzorky byly odebrany z mista, které
slouzi jako oficialni vzorkovaci misto pro danou lokalitu, u rozsahlejsich lokalit byla navic vzorkovana

dalsi 1-2 mista.

Pred vlastnim vzorkovanim byla staZzena data ohledné pocasi a srazek v dané lokalité. Data pochazela
z volné pristupnych Gdaji Ceského hydrometeorologického Ustavu a byla vidy stahovana tak, aby
pokryla den vzorkovani a 72 hodin pfed vlastnim odbérem vzorku. V misté odbéru bylo sledovano
pocasi: zaznamenany byly srazky, teplota vzduchu, teplota vody, prihlednost a pocet lidi, ptactva

a zvére. Kazdy vzorek byl odebran v biologickém duplikatu.

Po privezeni do laboratore byly vzorky hned zpracovany, jak je uvedeno na obrazku 7. Cést vzorku

(100 ml) byla pouZzita na stanoveni E. coli pomoci qPCR, jak bylo popsano v kapitole ,,Molekularné
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biologické metody stanoveni E. coli“ a ¢ast (100 ml) na kultivani stanoveni E. coli podle CSN EN SO
9308-2:2014. Dalsi c¢ast vzorku (100 ml) byla pouzita na kultivacni stanoveni intestindlnich
enterokok(l podle CSN EN ISO 7899-2. Z narostlych misek byly pak bakterie v jednotlivych koloniich
identifikovany do druhld pomoci metody MALDI-TOF a zaroven byla ze stejnych kolonii izolovana
DNA, ktera slouzila jako templat pro PCR reakci a nasledné sekvenovani molekularnich markerd, jak
je popsano v kapitole ,Ukazatel intestinalni enterokoky”. Dalsi ¢ast vzorku byla pouZita pro chemické
analyzy, pfi kterych byly stanoveny ukazatele souvisejici s metabolismem dusiku — tedy amonné
ionty, mocovina a dalsi ukazatel pfimo souvisejici s antropogennim znecisténim — kofein. VSechny
chemické ukazatele kromé kofeinu byly stanoveny v laboratoti SZU, kofein byl stanoven v laboratofi
Povodi Labe vHradci Krdlové. Stanoveni chemickych ukazatelll méla slouzit k doplnéni
mikrobiologickych a molekularné biologickych analyz jako dalsi podplirné ukazatele pripadného

antropogenniho znecisténi.

Kultivaéni stanoveni E.coli (Coliert)

(MPN/100 ml) — - ‘ Zakal (NTU)
) NH4+ (mg/l)
porovnani vysledki t porovnani vysledk(
E—) mocovina (mg/1)
porovnani vysledki

e kofein{ng!l]

Kvantifikace E.coli pomoci

_ Fil izol. NA
GPCR (GE/100 ml a CCE/100ml) ltrace s zolaceD)

Kultivaéni stanoveni intestindlnich porovnani vysledkd]viech analyz

/ enterokoki (KTJ/100 ml)

Izolace DNA a sekvenace molekuldrnich marker( () MALDI identifikace enterokokd do druhd
Identifikace enterokokl do druhid
porovnani vysledkd

Obr. 7. Schématické zobrazeni analyz provedenych na odebranych vzorcich koupacich vod.

Vysledky stanoveni na jednotlivych lokalitach

Lokalita Stankovsky rybnik

Tato jihoceska lokalita je na zakladé mikrobiologickych stanoveni dlouhodobé hodnocena jako
nevyhovujici (tabulka 7), a to pfedevsim z dlvod( vysokého poctu enterokokl. Zdroj znecisténi ale
neni jasny. V Gvahu pfipadaji predevsim blizké kempy a chaty a v tésné blizkosti mola, kde byly
odebirany vzorky, jsou téz maringotky k pronajmuti. Standardni odbérové misto, vyuzivané pro
vysledky zasilané do informacniho systému PiVo do konce koupaci sezony 2021 (odpovida nasemu
mistu H, viz nizZe), bylo situovano na vyse zminéném mole, kde ale v dobé nizkého stavu vody hloubka

vodniho sloupce nepresahuje 1 m.
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Z nasich drivéjsich analyz ale také vime, Ze mezi druhy enterokok vyskytujicich se na této lokalité je
Casto identifikovan i druh E. casseliflavus asociovany s moznosti pomnozZeni na rakosi (47). Protoze se
jednd o rozsahlejsi lokalitu, vzorky byly odebirany na tfech rlznych mistech: misto H (odbérové misto
pro ZU do roku 2021; uprostfed kemp(, rékosi, rybafi), misto 01 (chatova oblast, dle informaci
mistnich obyvatel Usti septik(, rakosi) a misto 03 (u hraze, vétsi hloubka u brehu, pajéovna lodék).

V odbérovych mistech H a 01 jsou vyznamné rdkosové porosty (obrazek 8).

Obr. 8. Rakosové porosty na brezich Starikovského rybnika.

Z poméru hodnoceni 95., resp. 90. percentilu hodnot (EC) ku hodnotam (IE) na této lokalité (tabulka

8) se zd3, Ze znedlisténi je spisSe zvifeciho plvodu nez lidského.

Tab. 8. Pomér 95. resp. 90. percentilu hodnot E. coli (EC) ku hodnotam intestinalnich enterokoka
(IE) v lokalité Stankovsky rybnik za uplynulych 5 let.

EC95. p./IE 95. p. EC 90. p./IE 90. p.
2017 0,4 0,4
2018 0,5 0,5
2019 0,5 0,5
2020 0,6 0,5
2021 0,6 0,5

Data ohledné E. coli a enterokokll byla prevzata z informacniho systému PiVo.

Obdobné jsme téz porovnali vysledky absolutnich hodnot (EC) a (IE) naSich kultivaénich analyz
a zjistili, Ze poméry znaci spiSe plvod zvifeci nebo smiSeny neZ humanni (tabulka 9, posledni tfi

sloupce).

Z MALDI-TOF identifikovanych a/nebo sekvenaci identifikovanych druhl previladaji spise fekalni
druhy (E. faecium, E. faecalis, E. durans, E. hirae), které ale mohou pochdzet téz z traktu zvirat. Pouze
ojedinéle se mezi nimi vyskytl téZ potencidlné , nefekalni” E. casseliflavus. Jenom v zafijovém vzorku
z mista 03 byl E. casseliflavus prevazujici druh. Dlouhodobé vyznamné rozdily ve druhovém slozeni

enterokok( mezi jednotlivymi profily vSak nebyly zaznamenany.
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Vysledky doprovodnych chemickych analyz ukazuje tabulka 9. Koncentrace mocoviny byla ve vétsiné
vzorkd pod mezi detekce. Koncentrace kofeinu byla nejvyssi v misté 01 (chatova oblast) v ¢ervnu
asrpnu a pak vmisté 03 (pGjéovna lodék) v kvétnu a cervnu. Zejména u mista 03, které je
v neobydlené ¢asti u hraze, byly hodnoty kofeinu nejvyssi a ani v jednom pfipadé (misto 01 ani misto
03) nekorelovaly se zvySenym mnozstvim mikrobiologickych indikatord fekalniho znecisténi. Korelace
mezi kofeinem a amonnymi ionty nebyla taktéz nijak vyznamna. Obdobny vysledek jsme ale
pozorovali i na dvou jinych lokalitach, v Mélicich a dlouhodobé i na rybniku Eliska. Domnivame se
tedy, Ze parametr kofein mudze ukazovat na znelisténi Casové a/nebo mistné odlisné od toho
nedavného, indikovaného pfitomnosti E. coli, pfipadné fekalnich enterokokd, ackoliv k tomuto zavéru

bude tfeba jesté dalSich dat.

Z udaju o pocasi a srazkach je zfejmé, Ze pouze pred srpnovym odbérem prselo, jinak odbérim

predchazely dny bez desté (obrazek 9).

Tab. 9. Vysledky chemickych a mikrobiologickych analyz vzorkl ze tfech odbérovych mist na
lokalité Starfikovsky rybnik.

NH4+ Modovina Kofein EC IE EC/IE

Misto H (ng/1) (mg/1) (ng/1) (MPN/100 ml) | (KTJ/100 ml)

kvéten 174 <MD 87 4 6 0,7
cerven 50 0,229 59 117 37 3,2
srpen 12 <MD 53 32 24 1,3
zari 37 <MD <50 4 20 0,2
Misto 01

kvéten 61 <MD 87 5 56 0,1
cerven 23 <MD 116 10 138 0,1
srpen 22 <MD 119 7 4 1,8
zZari 16 <MD <50 10 22 0,5
Misto 03

kvéten 124 <MD 184 4 9 0,4
cerven 50 <MD 292 19 10 1,9
srpen 21 <MD <50 31 45 0,7
zari 19 <MD <50 4 8 0,5

< MD = pod mezi detekce
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Obr. 9. Data znazornujici vyvoj teplot (horni grafy) a mnoistvi srazek (spodni grafy) 72 h pied
a v den odbéru vzorki.

Data byla stazena z volné dostupnych tdaji CHMU.

Lokalita pisnik Mélice

Obr. 10. Pohled na odbérové misto na lokalité pisnik Mélice.

Lokalita pisnik Mélice je oblibenou koupaci lokalitou situovanou v Pardubickém kraji. Na jeho bfehu
se nachazi nékolik autokempu. V ramci hodnoceni kvality vody patfi téZ mezi ty znecisténéjsi (tabulka
7). Je to jedna zlokalit, kterou jsme sledovali jiz v minulosti. | zde byl také identifikovan kromé

fekalnich druh( druh, ktery nemusi byt vzidy fekalni, tj. E. casseliflavus.

Tato lokalita je téZ rozsahla, a proto bylo vzorkovano na 3 rliznych mistech s tim, Ze misto H bylo opét

shodné s odbérovym mistem provozovatele/krajské hygienické stanice, které neni v misté nejvétsiho
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poctu koupajicich se, ale na strané protilehlé, nicméné navétrné. Dalsi nas profil 01 byl na plazi
uprostied nejvétsiho autokempu, profil 03 na plazi, kde nebyl autokemp, ale kiosek s obcerstvenim,
tudiz byla plaz hojné vyuzivana. Ani zde nebyly shledany velké rozdily v druhovém sloZeni enterokokd

mezi jednotlivymi profily.

Z porovnani percentild mnozstvi E. coli a intestindlnich enterokok(l se zda, Ze plvod pfipadného

znecisténi mlZe byt spiSe zvifeci neZ antropogenni (tabulka 11).

Tab. 10. Pomér 95., resp. 90. percentilu hodnot (EC) ku hodnotam (IE) v lokalité Mélice za
uplynulych 5 let.

EC 95. p./IE 95. p. EC 90. p./IE 90. p.
2017 0,5 0,5
2018 0,3 0,3
2019 0,3 0,3
2020 0,5 0,5
2021 0,6 0,6

Data ohledné E. coli a enterokokUl byla prevzata z informacniho systému PiVo.

Poméry absolutnich hodnot E. coli a intestindlnich enterokok( ukazuje tabulka 10, ze které je patrné,

Ze pomér EC/IE je obdobny jako pfi porovnavani hodnot percentild.

Z identifikovanych enterokokl prevazuji fekalni E. faecalis, E. faecium a E. durans. Pouze v srpnovém

odbéru z lokality 01 a ¢astecné téz 03 prevazuji nefekdlni druhy E. casseliflavus a E. gallinarum.

V zadném z analyzovanych vzorkd nebyla detekovana mocovina a kofein byl ve vétsi mife pouze ve
dvou vzorcich, pficemz ani vjednom z nich nebyl zdroven vyznamny pocet E. coli. Je to obdobny
vysledek jako u Starikovského rybnika, kde se domnivame, Ze kofein muizZe indikovat znecisténi
pochazejici ze vzdalenéjsi lokality. | zde je to vSak pouze domnénka, kterou bude trfeba dale

prozkoumat.
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Tab. 11. Vysledky stanoveni chemickych a mikrobiologickych ukazatelli ve vzorcich z koupaci
lokality Mélice.

NH4+ Mocovina Kofein EC IE EC/IE
(ms/1) (mg/l) (ng/1)
Misto H
kvéten 20 <MD 86 2 12 0,2
cerven 15 <MD 90 70 160 0,4
srpen 11 <MD <50 100 101 1,0
zafi 21 <MD 57 17 34 0,5
Misto 01
kvéten 23 <MD 69 6 21 0,3
cerven 27 <MS 73 110 72 1,5
srpen 17 <MD 104 13 106 0,1
zafi 14 <MD 57 5 9 0,6
Misto 03
kvéten 8 <MD 170 4 7 0,5
cerven 17 <MD 89 17 33 0,5
srpen 9 <MD 69 11 36 0,3
zari 19 <MD <MS 4 17 0,2

< MD pod mezi detekce, < MS pod mezi stanovitelnosti.

Lokalita rybnik Seberdk

Obr. 11. Rybnik Seberdk — pohled z odbérového mista na molu na venkovni restauraci nachazejici
se na brehu rybnika.

Lokalita rybnik Seberak je jedna z nejnavitévovanéj$ich prazskych koupacich lokalit, jejiz kvalita viak
byva jiz brzy v l1été zhorsend. Na brehu se nachazi venkovni restaurace. Na této lokalité byly vzorky
odebrany ze dvou mist: a) z pfirodniho koupali$té Seberov, b) zjihozapadu pfitékajiciho potoka.
Pritékajici potok je povazovan za jeden z hlavnich zdroji antropogenniho znedcisténi této lokality
(bodové a difuzni zdroje znecisténi). Proto jsme predpoklddali, Ze zde budou vyssi koncentrace
indikatorl fekalniho znecisténi.

Na lokalité Seberak previddalo podle poméru EC/IE na zalatku sezény znedidténi spise humanniho

pGvodu a pozdéji pak plvodu smiseného (tabulka 12). Tomu té7 odpovida, Ze prevazujici druhy
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identifikované z kvétnovych a cCervnovych odbérll byly E. faecium a E. faecalis. V srpnu se pak

objevuje i E. hirae a E. mundtii, v zati pak i E. casseliflavus.

V tomto pfipadé byl kofein zméren ve zvysené koncentraci ve viech vzorcich kromé dvou zafijovych,
coz by odpovidalo nejvétsi navstévnosti jak blizké restaurace, tak vlastniho rybnika v letnich dnech.
Stim koreluje i zvySené mnoiZstvi E. coli (kromé jednoho z odbérl) a prevaha fekalnich druh(

enterokokd.

Tab. 12. Vysledky stanoveni chemickych a mikrobiologickych parametra na lokalité Seberak.

NH4+ Mocdovina Kofein EC IE EC/IE

Odbér H (ng/1) (mg/1) (ng/1)

kvéten 267 <MD 204 33,9 3,5 9,7
cerven 126 <MD 185 107 59 1,8
srpen 173 <MD 120 34 144 0,2
zafi 126 <MS <MD 52 32 1,6
Odbér pritok

kvéten 168 <MS 144 241,35 24,5 9,9
cerven 461 <MD 167 797 368 2,2
srpen 374 <MS 113 228 56 4,1
zari 261 0,127 50 262 50 5,2

< MD pod mezi detekce, < MS pod mezi stanovitelnosti.

Pilsky rybnik, Moninec

Obr. 12. Pohled na molo na stfedoceském Pilském rybniku u obce Jetfichovice.

Tato lokalita lezi ve Stfedoceském kraji u obce Jetfichovice a znamého lyZarského strediska Moninec.
Lokalita patfi mezi ty CistSi a je oficialné sledovana az od roku 2019. Vroce 2021 byla lokalita
orientacné hodnocena jako vybornd. Jde o mensi rybnik, a proto bylo odebirdno z jednoho hlavniho

mista.

Podle poméru EC/IE jde spiSe o lokalitu se smiSenym znecisténim (tabulka 13). Mezi identifikovanymi

druhy enterokok( prevladaly E. hirae, E. faecalis a E. durans, ojedinéle se vyskytl tézZ E. casseliflavus.

Z chemickych ukazatell nebyla detekovana ani v jednom ze vzork(i mocovina a kofein se pohyboval

pod 100 ng/I.
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Tab. 13. Stanoveni chemickych a mikrobiologickych ukazatelli ve vzorcich z lokality Pilsky rybnik,

Moninec.
NH4+ Modovina Kofein EC IE EC/IE
(pg/1) (mg/1) (ng/1)
kvéten 1 <MD NA 72,3 11 6,6
cerven 47 <MS 93 192,05 80 2,4
srpen 38 <MD 84 7,5 3 2,5
zari 17 <MD NA 14,8 4 3,7

< MD pod mezi detekce, < MS pod mezi stanovitelnosti, NA neanalyzovano.

Lokalita koupalisté Podébrady

Obr. 13. Odbér na pfirodnim koupalisti Podébrady.

Ptirodni koupalisté Podébrady je jezero s pisCitou plazi. Na jeho bfehu se nachazi restaurace
i autokemp, vodni plocha je vSak rozsahla. Kvalita vody byva v této lokalité vyborna (tabulka 7). Pro
nase analyzy byly vzorky odebrany z jednoho mista a vysledky jsou shrnuty v tabulce 14. V tomto
pfipadé zvySené koncentrace kofeinu ze srpnového vzorku koreluji s vyrazné zvysSenym poctem E. coli
i intestinalnich enterokokd. Pomér EC/IE se rovnal 4, coz by ukazovalo spise na humanni plvod
znedisténi. Z intestindlnich enterokokl byly izolovany typicky fekalni druhy E. faecium, E. feacalis

a E. hirae.

Tab. 14. Vysledky chemickych a mikrobiologickych analyz vzorki z pfirodniho koupalisté
v Podébradech.

NH4+ Modovina Kofein EC IE EC/IE
(g/1) (mg/1) (ng/1)
kvéten 19 <MD NA 6,4 36,5 0,2
cerven 16 <MD <50 66,3 48 1,4
srpen <MD 121 488,4 122 4,0
zari 8 <MD NA 22,3 30 0,7

< MD pod mezi detekce, < MS pod mezi stanovitelnosti, NA neanalyzovano.



Lokalita Eliska

Obr. 14. Rybnik Eliska nachazejici se na izemi Prahy 9.

Rybnik Eliska nepatfi mezi oficidlné sledované koupaci lokality, ale zaradili jsme ji do naseho vybéru
na zakladé pilotnich méreni v prvnim roce feSeni projektu. Ackoliv se jedna o lokalitu pomérné
mikrobidlné cistou, k naSemu prekvapeni zde bylo stanovitelné mnozstvi kofeinu, a proto jsme se

rozhodli sledovat tuto lokalitu i v dalsi koupaci sezéné.

Eliska se nachazi na Gzemi Prahy 9 — Hornich Pocernic a je soucasti soustavy dalSich rybnikd (rybnik
Barbora) spojenych Svépravickym potokem. Rybnik je relativné maly a bylo zde pouze jedno

vzorkovaci misto.

V tabulce 15 jsou vysledky mikrobiologickych stanoveni na této lokalité. Zajimawvéjsi byly ale hodnoty
stanoveni kofeinu, které byly po cely rok nad 100 ng/l, stejné jako pfi pilotnich analyzach v roce
predeslém. Z nasSich mikrobiologickych analyz je patrné, Ze jde o lokalitu celkem cCistou i v dobé

koupaci sezény.

Tab. 15. Stanoveni chemickych a mikrobiologickych ukazateld ve vzorcich z rybnika Eliska.

NH4+ Mocovina Kofein EC IE EC/IE
(pg/1) (mg/1) (ng/1)
kvéten 86 <MS 296 5,2 8,5 0,6
cerven 83 0,121 133 14,8 8 1,9
srpen 108 <MD 118 5,2 82 0,1
zari 61 <MD <MD 4,1 30 0,1

< MD pod mezi detekce, < MS pod mezi stanovitelnosti.

Vzhledem k tomu, Ze vysledek s vétSim mnozstvim kofeinu v relativné Cistém prostiedi byl zajimavy,
odebrali jsme téz jeden vzorek v sousednim rybniku Barbora, ktery je s EliSkou spojen Svépravickym
potokem. | zde byl detekovan kofein v koncentraci 171 ng/l. Na rozdil od Starikovského rybnika
a Mélic, kde byl téZ detekovdn kofein, ale pouze jednou ¢i dvakrat, v EliSce byl stanoven opakovang,

a proto by bylo zajimavé tuto lokalitu dale zkoumat a zjistit, co miZe byt zdrojem uvedeného kofeinu
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ve vodé (mozna antropogenni znecisténi z oblasti Xaverova nad touto soustavou). To vsak by jiz bylo

nad rdmec tohoto projektu.

Celkové shrnuti vSech vysledki a jejich korelace

V predchozi kapitole byly prezentovany vysledky stanoveni mikrobiologickych a chemickych
ukazatell v jednotlivych sledovanych lokalitach. V této kapitole jsme se snazili porovnat vysledky
stanoveni souhrnné, najit mezi nimi pripadné souvislosti a porovnat je s udaji publikovanymi
v literatufe i s Udaji z nasich predchozich analyz.

Z laboratornich stanoveni je zdkladnim ukazatelem pro hodnoceni kvality koupaci vody stanoveni
mikrobiologickych indikatord fekdlniho znecisténi (E. coli a intestindlnich enterokok). Kultivaéni
stanoveni, jak je predepsano vyhlaskou, ndm sice napovi o kvalité vody, ale nelze z néj vidy jasné
prokazat plvod znecisténi. Zejména v pripadé zvySeného mnoistvi enterokokll muZe jit jak
o znedisténi fekalniho plvodu, tak castecné muze byt i vysledkem namnoZeni plvodné fekalnich
druh( v prostfedi. Urcitym orientacnim voditkem pro posouzeni pivodu mulze byt zminény pomér
mnozstvi E. coli a intestinalnich enterokok(. Dalsim voditkem muze byt urceni druhu enterokok
(spise fekalnich druhl ¢i spise pfirodnich druhd) pomoci metod MALDI-TOF ¢i sekvenovanim.
V nasich vzorcich jsme béhem celé koupaci sezény nachdazeli fekalni druhy E. faecium, E. faecalis a E.
durans a/nebo E. hirae (obrazek 6). V zafi se na vétiiné lokalit (Seberov, Starikov, Mélice, ojedinéle
v Moninci a na Elisce) objevil i potencidlné nefekalni druh E. casseliflavus. Obdobné slozeni druh(
jsme pozorovali jiz dfive, zejména na lokalité Starikov a Mélice. Tam se téZ vedle fekalnich druht
objevoval i potencialné nefekdlni E. casseliflavus a vysledky druhového sloZeni byly téz ovlivnény
odbérovym mistem. | kdyZ je tfeba vtéto oblasti dalsSiho zkoumani, mohlo by toto pozorovani
znamenat, Ze ne vzdy zvySené mnozstvi enterokokl musi indikovat fekalni znecisténi.

Dalsim moznym voditkem pro zjiSténi zdroje znecisténi a pfipadné i k jeho vytrasovani je stanoveni
chemickych ukazatell. Jak jiz bylo zminéno vyse, v letech 2004-2011 bylo ve vyhlasce ¢. 238/2011 Sb.
predepsano vedle stanoveni mikrobiologickych ukazatel( téZ stanoveni amonnych iontd, dusi¢nand
a dusitan a vysledky téchto stanoveni jsou proto uvedeny i vsystému PiVo. Na zacatku reseni
projektu jsme se proto nejdfive snazili porovnat stanovovana mnoizstvi sloucenin dusiku
a pfitomnych indikatord fekalniho znecisténi. Celkem jsme nasli v systému PiVo kolem padesati
zaznamdu, ze kterych bylo mozné porovnat mikrobiologické ukazatele versus néktery z chemickych
ukazateld. Nicméné béhem tohoto porovnavani jsme nenasli Zddnou vyznamnou korelaci, tj. napf.
vzorky s vyssi hladinou intestindlnich enterokokl byly jednou spojeny s mnozstvim amonnych iontl
v fadu desetin, jindy tisicin mg/l apod. V nasich analyzach jsme dosli k podobnym zavérim, jak

ukazuji obrazky 15 a 16.
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Obr. 15. Porovnani vysledkl stanoveni amonnych iont (osa x) a E. coli (osa y).
Na obrazku vlevo jsou data bez vysledk( lokality Seberak, aby bylo moiné lépe porovnat vysledky
nizsich hodnot obou ukazatel(.
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Obr. 16. Porovnani vysledkd stanoveni amonnych ionti (osa x) a intestinalnich enterokokt (osa y).
Na obrazku vlevo jsou data bez vysledkl lokality Seberov, aby bylo mozné lépe porovnat vysledky
nizsich hodnot obou ukazatel(.

To neni zase az tak prekvapivé, nebot na rozdil od pitnych vod nema u povrchovych (koupacich vod)
tento ukazatel takovy vyznam, protoze amonné ionty mohou vznikat i pfirozenymi procesy, napf. pfi
rozkladu tél mrtvych organismi apod., a nemusi tedy souviset vyloZzené s fekalnim znecisténim.
Z tohoto dlvodu bylo také toto ustanoveni z vyhlasky vypusténo. Pro nas ale slouzil jako pomocny
chemicky ukazatel, protoZe o jinych testovanych chemickych ukazatelich se toho vi malo.

Porovnani vysledk(l stanoveni druhého ukazatele — kofeinu versus mikrobiologické ukazatele — je
znazornéno na obrazku 17. Kofein koreloval se zvySenym mnozstvim mikrobiologickych indikator(
fekalniho znecisténi na znetisténé lokalité Seberdk a v Podébradech. V ostatnich p¥ipadech, kdy byl
detekovan, se jednalo o lokality (Eliska) s nizkym poctem mikrobialnich indikator( fekalniho
znecisténi (obrazek 17 a tabulka 15). Obdobné pozorovani mizeme najit i v nékolika zahrani¢nich

studiich (44, 45). Tak napfik

ad ve studii Lindena byly naméfeny koncentrace kofeinu na rlznych
mistech feky Sinos v Brazilii od 0,2 do 16 mg/|, pficemz ale hodnota korelaéniho koeficientu mezi
fekalnimi koliformnimi bakteriemi a koncentraci kofeinu byla nizka (r2 = 0,4) (45). Ve studii Paiga

v

a kol., ve které analyzovali vzorky vody z morského pobfezi, naméfili maximalni hodnotu kofeinu
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0,525 mg/l. Tato hodnota i ostatni koncentrace v fadech stovek ng/l byly ve vzorcich hodnocenych

podle mnoizstvi indikator( fekalniho znecisténi jako vyhovujici (vSechny byly do 15 MPN/100 ml) (44).
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Obr. 17. Porovnani vysledkl stanoveni kofeinu a E. coli a kofeinu a intestinalnich enterokokti na
nami sledovanych lokalitach.

V literature se setkdvame jak se studiemi, kde koncentrace kofeinu korelovala s indikatory fekalniho
znecisténi, tak s témi, u nichz byla korelace velmi nizkd. Zhruba jde ale fici, Ze tam, kde byla popsdna
zvySena koncentrace kofeinu a zaroven vyssi koncentrace fekalnich indikatord, se jednalo o studie na
odpadnich vodach (48). Naopak u povrchovych vod (feky, more, jezera) byla korelace mezi kofeinem
a fekdlnimi bakteriemi, stanovovanymi jako skupina fekalnich koliformnich bakterii nebo jako E. coli
a intestindlni enterokoky, velmi nizka (30, 44, 45). Kurisseri ve své praci studoval stabilitu kofeinu
v povrchovych vodach a v sedimentu béhem celého roku a porovnaval ji s délkou preZiti koliformnich
bakterii a E. coli. Kofein byl degradovan mnohem pomaleji neZz sledované mikroorganismy
a degradace byla pomalejsi v zimé nez v lété. To si vysvétloval jednak snizenou biologickou aktivitou
vSech organismi v zimnim obdobi a taky mensim mnoZstvim UV zareni, které mimo jiné ovliviiuje
rychlost rozkladu kofeinu (46, 49). Kromé toho v sedimentu je rychlost rozkladu kofeinu jesté
pomalejsi nez v povrchové vodé a vtéchto podminkach mnoZstvi kofeinu téz vice korelovalo
s mnozstvim sledovanych fekalnich indikator( (46).

KdyZz jsme se pokusili porovnat mnozZstvi kofeinu a amonnych iontdl, zjistili jsme, Ze zvysena
koncentrace obou téchto ukazatell byla ve fekdlné znecisténé lokalité Seberak a v jednom ze vzork(
z lokality Starnkov. Naopak na Elisce, kde byl kofein detekovan opakované v rlznych koncentracich, se
mnozstvi amonnych iont( drzelo na podobné koncentraci. To mlze byt disledkem zcela jiné stability

obou indikator( v rliznych pfirodnich podminkach (obrazek 18).
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Obr. 18. Porovnani stanoveni amonnych iontti a kofeinu v nami sledovanych lokalitach.

Z vyse uvedeného vyplyva, Zze mikrobidlni indikatory fekalniho znecisténi signalizuji relativné cerstvé
znecisténi dané lokality. Na dlouhodobé znecisténych lokalitdch ndm samy o sobé nefeknou nic
o jeho plvodu. V tom pfipadé je dobré zvazit i dalsi okolnosti odbéru (mozna pFitomnost rakosovych
porostl, charakter dna apod.) a ptipadné pfistoupit k dalsim dopliikovym analyzam (identifikace
druhl enterokokd, stanoveni chemickych ukazatell), které by mohly usnadnit odliseni fekalniho (a
pfipadné antropogenniho) znecisténi od zvySeni mnozstvi mikrobiologickych indikatorl fekalniho
znecisténi na zakladé prirodnich procesu.

Na druhou stranu chemicky ukazatel kofein je zndmkou Cisté antropogenniho znecisténi, ale
vzhledem kjeho stabilité mulzZe signalizovat znecisténi pochazejici ze vzdalenéjsi lokality nebo
znecisténi, které je starsiho data. Kazdé z téchto stanoveni (mikrobiologické ukazatele vs. chemické)
ma tedy svlj vyznam a kazdé signalizuje néco jiného, a mohou se tedy pfi hodnoceni kvality koupaci

vody vhodné doplnovat.

Zaver

Toto monotématické cislo shrnuje poznatky tykajici se poufZiti riznych laboratornich metod pfri
monitorovani znecisténi koupacich vod a vyhodnocovani jejich vysledk(. Snazi se pribliZit vyuzZiti
molekuldrné biologickych metod (zejména qPCR, sekvenovani, MALDI), které se i v mikrobiologii vody
zacinaji rozvijet, a zhodnotit jejich pfinos pro hodnoceni kvality koupacich vod. Prace se také zabyva
dalsimi chemickymi ukazateli (mocovina, kofein), které mohou byt téz vyuZity pti hledani zdroja
znecdisténi koupacich vod jako indikatory antropogenniho znecisténi. Zavérem je pak shrnuti, co ndm

které ukazatele mohou o kvalité vody fici.

Predkladané cislo AHEM je uréené Sirsi odborné verejnosti i pfimo pracovnikim zabyvajicim se
hodnocenim kvality koupacich vod jednak jako prehled o novych metoddch a moznych pfistupech

jednak jako ,odrazovy mustek” pro analyzy v oblasti hledani zdrojl znecisténi koupacich vod.
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