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Metody detekce vybranych patogenti a podminénych patogent v pitné vodé

Abstrakt: Toto monotematické &islo vzniklo jako aktualizace 33 let starého dokumentu AHEM, pfiloha ¢. 5/1990
Jednotné metody detekce novych mikrobidlnich kontaminant pitné vody. Od té doby doslo k velkému posunu
a modernizaci mikrobiologickych diagnostickych metod, véetné zavadéni metod molekuldrné biologickych.
Zaroven rada rutinné pouzivanych postupt byla na mezindrodni Grovni standardizovana. Toto Cislo AHEM tak
shrnuje soucasné metody stanoveni nejvyznamnéjsich patogennich a podminéné patogennich mikroorganisma
v pitné vodé a ty metody, které nejsou doposud standardizované (detekce bakterii rodu Shigella, Yersinia
enterocolitica, Shiga toxin-produkujicich Escherichia coli, mikroskopickych hub a bakterii rodu Streptomyces),
uvadi v aktualni podobé. Publikace by méla byt vyuZita vrdmci feSeni nenadalych situaci souvisejicich
s kontaminaci pitné vody, jako jsou napf. havarie, epidemie apod.

Klicova slova: pitna voda — kvalita, mikrobiologické vySetfovani vody, patogeny — metody detekce

Methods of detection of selected pathogens and potential pathogens in drinking water

Abstract: This monothematic issue was created as an update of the 33-year-old AHEM document, Supplement
No. 5/1990 Uniform Methods for the Detection of New Microbial Contaminants in Drinking Water. Since then,
there has been a major shift and modernization of microbiological diagnostic methods, including the introduction
of molecular biological methods. At the same time, a number of routinely used procedures have been
standardized at the international level. This issue of AHEM thus summarizes the current methods for determining
the most important pathogenic and potential pathogenic microorganisms in drinking water and the methods
that have not yet been standardized (detection of bacteria of the genus Shigella, Yersinia enterocolitica, Shiga
toxin-producing Escherichia coli, microscopic fungi and bacteria of the genus Streptomyces) are listed in the
current form. The publication should be used when sudden situations related to the contamination of drinking
water, such as accidents, epidemics, etc., are addressed.
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Uvod

Je tomu jiz 33 let, co bylo vydano Cislo AHEM vénované jednotnym metodam detekce novych
mikrobialnich kontaminantd pitné vody (1). Metody vSak byly pouZitelné i pro povrchové, nékteré i pro
odpadni vody, jak je ostatné vyznaceno v jednotlivych postupech. Na jejich zpracovani se podileli
pracovnici hygienické sluzby z tehdejsiho Institutu hygieny a epidemiologie (dnes Statni zdravotni
Ustav), z Krajské hygienické stanice v Plzni a z Lékaiské fakulty hygienické UK (dnes 3. LF UK). Rada
téchto metod se v praxi vice ¢i méné vyuzivala, nékteré slouzily jen jako odborny zaklad pro stanoveni
pfislusnych agens v pfipadé potreby. Jednd se vesmés o patogenni ¢i podminéné patogenni
mikroorganismy, jejichZ stanoveni neni soucasti bézné kontroly kvality pitné vody. Rutinni vySetfovani
a hodnoceni kvality pitnych vod je zaloZzeno na systému indikatort fekalniho znecisténi (predevsim
Escherichia coli (E. coli) a intestinalni enterokoky). VyuZiti metod zde uverejnénych nebo odkazovanych
tak pfichazi v dvahu jen ve specidlnich pfipadech epidemii ¢i podezieni na né, popf. ve sporadickych
pfipadech infekce. V takovych chvilich ale vyvstava potieba co nejrychlejsi analyzy komplikovana
skutecnosti, Ze Zadna laboratof tyto metody rutinné nepouziva, resp. ne ve svém celku.

V pribéhu casu byly nékteré tyto metody vydany na mezinarodni Urovni jako normalizované postupy,
ty evropské jsou pak prejimany do soustavy narodnich technickych norem. Jiné postupy byly ¢asem
v souvislosti s novymi znalostmi a technologiemi modifikovany, zdokonaleny a doznaly tak urcitych
zmén. Proto pfichazi tato aktualizace, aby se vSechny nové pfistupy, postupy a modifikace mohly
dostat do praxe mikrobiologického vysetfovani vod, nebo aby byl alespon odborny zaklad pro analyzy
téchto kontaminant(l v ptipadé potreby.

Existuji sice také postupy stanoveni tychz agens v potravinarské ¢i humanni mikrobiologii, je zde vsak
velky rozdil predevsim pfi jejich zachytu (resp. izolaci) z dané matrice. Postupy konfirmace ci
identifikace pak mohou byt jiz stejné nebo podobné. V mikrobiologii vody vétsSinou identifikace konci
jen na drovni konfirmacnich test(; identifikace rodu, druhu (species) ¢i jesté podrobnéjsi identifikace
(na Urovni poddruhu — subspecies, variety, sérotypu, subtypu, sekvenace usekl DNA) je poZzadovana
jen u nékterych ukazatel(l. V pfipadé vodniho prosttedi také musime pocitat s tim, Ze budou na rozdil
od potravin ¢i biologického/klinického materialu jiné poéty cilovych agens ve vodé, bude jiny jejich
fyziologicky stav a bude jina doprovodna mikrofldra (jak jeji kvantita, tak i kvalita), coZ se musi odrazit
predevSsim na postupech jejich zachytu zvody. Pfi identifikaci je nutno vyuZit spoluprace se
specializovanymi pracovisti.

Jak bylo zminéno vyse, stanoveni (podminénych) patogen( v pitnych nebo jinych vodach se obvykle
provadi pfi podezieni na sporadické nebo epidemické vyskyty nakaz souvisejicich s vodou. Pfi Setfeni
takovych pripadd je dlleZité postupovat systematicky, coz se vztahuje i na rozhodnuti, kdy a kde
odebirat vzorky vody. Upozoriiujeme zde na uzitecny metodicky manudl WHO zaméreny na Setieni
vodou prfenosnych epidemii ,Surveillance and outbreak management of water-related infectious
diseases associated with water-supply system“ (predevsim ¢ast B vénovanou praktickym krokim pfi
Setfeni a zvladani epidemie) (2), dostupny i v ¢eském prekladu.

Struény pfehled zmén u jednotlivych metod uvedenych v Pfiloze €. 5/1990 k AHEM:

e detekce shigel — modifikace stavajiciho postupu;
e detekce Yersinia enterocolitica — modifikace stavajiciho postupu;



detekce Campylobacter jejuni — postup nahrazen normalizovanou metodou CSN I1SO 17995
(3);

detekce mikromycet — postup ponechan;

detekce mykobakterii — postup nahrazen normalizovanou metodou €SN 757840 (4);
detekce enterovirll — postup byl nahrazen normalizovanou metodou pro stanoveni lidskych
enterovird (CSN EN 14486) (5). S touto metodou vak v CR nejsou v soucasné dobé 7adné
zkuSenosti. NRC pro enteroviry pouziva metodu dle WHO — Manual for the virological
investigation of poliomyelitis, kterd zahrnuje dvoufdzovou separaci, izolaci pomoci tkanovych
kultur a konfirmaci metodou PCR (6);

detekce kolifagl — postup nahrazen normalizovanymi metodami na stanoveni somatickych
kolifagli — CSN EN 1SO 10705-2 (7) a €SN EN 1SO 10705-3 (8) a stanoveni F-specifickych RNA
bakteriofagi — CSN ISO 10705-1 (9). Nejednd se viak o lidské patogeny, nicméné se kolifagy
vyuzivaji jako indikator eliminace vird (virovych Castic) v Cisticich procesech;

detekce rodu Streptomyces — ponechan stdvajici postup, identifikaci je tfeba provést ve
specializované laboratofti (NRC pro patogenni aktinomycety, oblastni nemocnice Trutnov).

Nové zarazené ukazatele/metody:

detekce salmonel — dle normalizovaného postupu CSN 1SO 19250 (10);

detekce Listeria monocytogenes (pro koupaci vody ve volné pfirodé) — dle normalizovaného
postupu CSN EN 1SO 11290-2 (11);

detekce Shiga toxin produkujicich E. coli;

detekce enterickych virG — dle normalizovaného postupu CSN P CEN ISO/TS 15216-1 (12).

Zmény provedené v jednotlivych metodach jsou shrnuty v pfiloze. VSechna kultivacni média je tfeba
pouZivat od vyrobc( certifikovanych podle CSN EN 1SO 9001:2015 (13), jako jsou napt. Merck, Oxoid,
HiMedia, XEBIOS, BIORAD a dalsi.


https://www.nemtru.cz/cinnost-nrl-pro-patogenni-aktinomycety

Metody detekce vybranych patogenli a podminénych patogend v pitné
vodé

1. Detekce shigel

Modifikace postupu spociva predevsim v modernizaci pouZivanych kultivaénich médii a vyuziti
modernich diagnostickych metod (PCR, MALDI-TOF, sérotypizace apod.). Modifikaci navrhlo Oddéleni
stafylokokovych a alimentdrnich bakteridlnich infekci (SABI) z Centra epidemiologie a mikrobiologie
Statniho zdravotniho Ustavu.

Charakteristika: Bakterie rodu Shigella jsou gramnegativni, fakultativné anaerobni nesporulujici
tyCinky z Celedi Enterobacteriaceae o velikosti 2 x 0,5 um. Rostou dobre na Zivhych médiich. Jsou
metabolicky malo aktivni, fadu sacharidl zkvasuji za tvorby kyseliny bez plynu, nefermentuji laktézu (a
vétsinou jsou i B-D-galaktozidaza negativni) ani inositol a adonitol, neutilizuji citrat a neprodukuji H,S.
Nedekarboxyluji lysin a jsou nepohyblivé. Shigella je podle genetické shody stejny rod jako Escherichia
(97 % DNA maji stejné) a nelze je rozlisit metodou hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF).

Princip stanoveni: Princip stanoveni spociva v selektivnim pomnoZeni zkoncentrovaného vzorku vody,
kultivaci na selektivné-diagnostickych médiich, orientacni identifikaci metodou MALDI-TOF, PCR
detekci genu ipaH (kddujiciho invazin a specifického pro shigely a enteroinvazivni E. coli) (14), rodové
a druhové identifikaci na zakladé biochemickych reakci a sérotypizaci sklickovou aglutinaci.

Potieby:
e bézZné vybaveni mikrobiologické laboratore,
e zafizeni na membranovou filtraci a sterilni membranové filtry o porozité 0,45 pum,
e pomnoZovaci média: Na selenitové médium, GN bujon o pH 8 (dle Hajna),

¢ selektivné-diagnostickda média MacConkey agar, DC agar, XLD agar, Hektoen enteric agar (15),
pfipadné Chromocult Coliformen agar (dale CCA, bézné pouZivany ke stanoveni koliformnich
bakterii v laboratotich hygieny vody),

e potieby pro biochemickou diagnostiku (diagnostické sety, konvencni biochemické pady nebo
komercni biochemické testy), MALDI-TOF a molekularné-genetickou (zafizeni na PCR),

e potieby pro sérotypizaci (komeréni antiséra, sklicka, fyziologicky roztok).
Pracovni postup:

e  Podle ocekavaného znecisténi se odebere vzorek za sterilnich podminek a za stalého chlazeni
se dopravi do laboratore tak, aby jej bylo moZné zpracovat max. do 18 hodin po odbéru.
Odebrany objem vzorku se fidi o¢ekdvanou kontaminaci, ale v pfipadé pitné vody by mély byt
vidy odebrany minimalné 2 litry.

e Vzorek se zkoncentruje membranovou filtraci. Pro pitnou vodu koncentrujeme minimalné
1000 ml pro kazdé pomnoZovaci médium; pro povrchovou vodu a pro odpadni vodu filtrujeme
obvykle 500 ml, ale kvlli moinému nespecifickému nar(stu ostatnich bakterii z Celedi



Enterobacteriaceae filtrujeme i malé objemy, napt. 1 ml, 10 ml, 100 ml. Pouzivdme sterilni
membranové filtry o porozité 0,45 um. Srolované membrdanové filtry se poté sterilné umisti
paralelné do dvou pomnoZovacich médii (Na selenitové médium a GN bujén).

eV Na selenitovém médiu inkubujeme 18 hodin pti 36—37 °C, v GN bujénu inkubujeme 9 hodin
pfi 36-37 °C. Poté vyockujeme pomnozZenou kulturu do jednotlivych kolonii na rlzna
selektivné-diagnostickd média: MacConkey agar, DC agar, XLD agar, Hektoen enteric agar,
pfipadné i CCA. V pripadé analyzy pitné vody, u které se neocekava velky obsah doprovodné
mikrofldry, lze membranové filtry paralelné umistit pfimo na vySe uvedend selektivné-
diagnosticka média.

e |dentifikace: typické kolonie (laktdéza negativni, svétlé, apod.) se ovéri na MALDI-TOF (tato
metoda je vSak jen orientaéni, nebot Shigella byvd na MALDI-TOF identifikovana jako
Escherichia), dale se provede prlikaz genu kédujiciho invazin IpaH pomoci PCR. Izolace DNA na
PCR byva provadéna paralelné i z mikrobialni biomasy narostlé na membranovém filtru. Izolaty
suspektnich shigel jsou nasledné identifikovany do druhu vyuZitim komercnich nebo
konvencné pripravenych (vétSinou zkumavkovych) biochemickych testll. Potvrzené izolaty
shigel jsou sérotypovany sklickovou aglutinaci.

2. Detekce Yersinia enterocolitica

Modifikace postupu spociva predevsim v modernizaci pouZivanych kultivaénich médii a vyuziti
modernich diagnostickych metod (PCR, MALDI-TOF, sérotypizace, apod.). Modifikaci navrhlo Oddéleni
stafylokokovych a alimentarnich bakteridlnich infekci (SABI) z Centra epidemiologie a mikrobiologie
Statniho zdravotniho Ustavu.

Charakteristika: Yersinia enterocolitica je gramnegativni ty¢inka o rozmérech 0,8-3 pm x 0,8 um
z Celedi Enterobacteriaceae opatiena peritrichalnimi biciky. PreZiva v prostredi pfi pokojové teploté
razné dlouhou dobu, ve studniéni vodé do 6 tydnd, v povrchové vodé s obsahem organickych latek
déle nez rok (16). K nejcastéjSim biosérotyplm Y. enterocolitica vyvolavajicim humanni onemocnéni
patfi 1B/08, 2/05, 27, 2/09, 3/03 a 4/03 (16).

Je pohybliva pfi pokojové teploté, ale ne pfi 37 °C. Je ristové nendrocnd, na DC agaru tvofi malé kulaté
kolonie s celistvym okrajem o prdméru 1 mm. Rlistové optimum je 29 °C, roste vSak dobre i pfi nizkych
teplotach 4-7 °C, ¢ehoz se vyuZiva pfi izolaci z kontaminovaného materialu (15). Jako selektivni ptda
pro izolaci je vhodny CIN agar (Cefsulodin-lrgasan-Novobiocin agar) potlacujici rlst jinych
enterobakterii (17). Z biochemickych vlastnosti je pro ni charakteristicka hydrolyza mocoviny.

Princip stanoveni: Princip stanoveni spociva v selektivnim pomnozeni zkoncentrovaného vzorku vody,
kultivaci na selektivné-diagnostickych médiich a identifikaci na zakladé biochemickych reakci, pfipadné
MALDI-TOF (metodou hmotnostni spektrometrie Ize spolehlivé dourcit do druhu) a sérotypizaci.

Potieby:
e béZné vybaveni mikrobiologické laboratore,

e zafizeni na membranovou filtraci a sterilni membranové filtry o porozité 0,45 um,



e pomnoZovaci média: selektivni Rappaport-Vassiliadisovo médium (17) nebo fyziologicky
roztok s fosfatovym pufrem (16),

¢ selektivné-diagnosticka média: CIN agar,
e potieby pro diagnostiku biochemickou (diagnostické sety) nebo MALDI-TOF,
e potieby pro sérotypizaci (PCR nebo sklickova aglutinace).

Pracovni postup:

¢ Podle ocekdvaného znecisténi se odebere vzorek za sterilnich podminek a za stalého chlazeni
se dopravi do laboratore tak, aby jej bylo mozné zpracovat max. do 18 hodin po odbéru.
Odebrany objem vzorku se fidi ocekavanou kontaminaci, ale v pfipadé pitné vody by mél byt
odebran vzdy minimalné 1 litr.

e Vzorek se zkoncentruje membranovou filtraci (pro pitnou vodu koncentrujeme minimalné 500
ml pro kazdé médium). Pouzivame sterilni membranové filtry o porozité 0,45 um. Srolované
membranové filtry se poté sterilné umisti do pomnozovaciho média (Rappaport-Vassiliadisovo
médium) a paralelné se poklada pfimo na CIN agar.

e Kultivace v pomnoZovacim médiu probiha pfi teploté 30 °C (nékdy i pfi laboratorni teploté) az
21 dni a po 7 dnech i na konci kultiva¢ni doby se pomnoZena kultura vyockuje na CIN agar.

e Paralelné se provadi tzv. chladové pomnoZeni. Srolovany inokulovany membranovy filtr se

umisti do 10 ml fyziologického roztoku s fosfatovym pufrem (nebo Rappaportova bujénu)
a inkubuje se 4-5 dni (nebo az 21 dni) pfi 4 °C. Po 5, resp. 7 a 21 dnech se vyockovava na CIN
agar.

e Kultivace na CIN agaru (jak membranového filtru, tak pomnoZzené kultury) probiha 24 az 48
hodin pfi 30 °C nebo paralelné i pfi 28 nebo 37 °C.

¢ Identifikace: typické kolonie (svétle rGzové kolonie s tmavé Cervenym stfedem) se dale
identifikuji do druhu biochemicky nebo metodou MALDI-TOF. Déle se provede sérotypizace.

3. Detekce mikroskopickych hub

Charakteristika: Pod ndazvem mikromycety rozumime mikroskopické houby, které na specidlnich
agarovych médiich vytvareji vldknité nebo hladké (kvasinkovité) kolonie. Typické ,vodni houby”
(Chytridiomycota a Oomycota) Ziji vétsinou saprofyticky ve vodnim prostiedi a z hygienického hlediska
nemaji vyznam. Jejich izolace a identifikace je obtiZzna. Toto stanoveni se tyka tzv. pravych hub
(Eumycota) patficich do tfid Zygomycetes, Endomycetes, Ascomycetes, Deuteromycetes (Fungi
imperfecti) a Mycelia sterilis. Zastupci tfidy Basidiomycetes se ve vodé prakticky nevyskytuji. Vétsina
mikromycet nalezenych ve vodé patii k druhlim Zijicim v plidé a do vody se dostdvaji druhotné, napft.
vyplavenim z pldy, vétrem nebo s rlznymi organickymi zbytky Zivoc¢isného nebo rostlinného plivodu,
jejichz rozkladu se mohou intenzivné zucastnit. Mohou se zde vyskytnout i mikromycety, o nichZ je
znamo, Ze vyvolavaji nebo za urcitych okolnosti (tzv. oportunni mykoorganismy) mohou vyvolat lidska

onemocnéni. Jde o nepfilis pocetny, ale pfece jen dost pestry vybér mikromycet. Mikromycety mohou



ve vodnim prostredi prezivat ve formé spor ¢i jinych odpocinkovych struktur nebo ¢asti vidken,
malokdy tu vSak dochazi k jejich pomnoZovani.

Princip stanoveni: Stanoveni poctu mikromycet (kolonie tvoficich jednotek) vyrostlych na specialnich
agarovych Zivnych pudach z urcitého objemu vzorku vody.

Vzorek o¢kujeme bud pfimo na povrch média, nebo pouzijeme membranové filtrace.

Po kultivaci v termostatu pocitame mnozstvi vyrostlych kolonii, pfipadné provadime jejich izolaci
a identifikaci.

Metody stanoveni: V soucasné dobé stale neni jednotnd metodika tohoto stanoveni, rozdily
v metodologii uvadéné v odborné literature jsou znacné. Lisi se objem vySetfeného vzorku vody od
1 ml pfimo aplikovaného na médium az po membrdanovou filtraci vySetfeny objem 20-1000 ml. Rlzna
jsou i kultivacni média a dalsi identifikace, pouZitd inkubacni teplota kolisd v rozmezi 20-37 °C.
Nejcastéji se pro stanoveni patogenl pouzivaji média Sabouraudliv agar (pfipadné
s chloramfenikolem), Czapek-Dox agar ¢i sladinkovy agar. Je vhodné pouZit paralelné minimalné 2
riznd média. Je moZné zaslat do specializované laboratofe ke konfirmaci i kolonie vyrostlé na
tryptézovém médiu s kvasnicnym extraktem, které se pouzivd kdetekci kultivovatelnych
mikroorganismu ve vodach.

Pozndmky ze zahraniéni literatury: Americké Standardni Methody, ed. 19%" z roku 1992 (18) uvadi

nasledujici média pro stanoveni mikromycet: neopepton- glucose-rose bengal — aureomycin agar,
Czapek nebo Czapek-Dox agar, pro kvasinky Yeast extract- Malt extract- glucose agar, nebo Malt
extract agar. Uveden je téZ Neopeptone-glucose agar. Némecti autofi (19) pouzili pro mykologicka
vySetfeni pitnych vod Blood agar base a Oxoid a vySetfovali 1 ml vody (vyrostlé kolonie mikromycet
byly dale pfeneseny na PDA agar, Merck (Potato-dextrose agar) a MEA agar, Merck (Malt extrakt agar).
Norska Setfeni pitnych vod (20) se opirala o objemy 100 ml vody zpracované membranovou filtraci
s kultivaci pti 20 °C na médiu DN - 18 agar (dichloran 18% glycerol agar), se kterym ziskali nejlepsi
zkuSenost a vysledky, co se tyce kvantity i kvality pred ostatnimi, napf. DRBC médium (dichloran rose
bengal chloramfenikol agar) a jinymi médii s obsahem bengalské cerveni.

4. Detekce rodu Streptomyces

Charakteristika: Rod Streptomyces, tvofici coenocyticka grampozitivni vidkna o prliméru 0,5-2 um, je
fazen do Celedi Streptomycetacae. Na pevném podkladé vytvari rlizné modifikovana vzdusna mycelia
nesouci velkd mnoZstvi spor. Podle sloZeni Zivného substratu produkuji jednotlivé druhy celou fadu
antibiotik, pigmentl a dalSich, ¢asto vyrazné pachnoucich metaboliti. V naprosté vétsiné se jedna
o saprofytické organismy, vyrazné aerofilni, zkvasujici glukdzy, hydrolyzujici Zelatinu, kasein a skrob,
redukujici nitraty a majici schopnost vyuzit chitin jako zdroj organického dusiku. Teplotni optimum je
25-30 °C, optimalni pH je 6,5-8.

Princip stanoveni: Stanoveni spocivd v kultivaci vzorku vody na pevnych kultivacnich médiich dle
Krajinského a Waksmana s pridavkem streptomycinu a cycloheximidu pro potlaceni nezadouciho ristu
mikrofléry a mikromycet.



Potieby:

bézné vybaveni mikrobiologické laboratore,
diagnosticka média agar dle Krajinského a agar dle Waksmana,
sterilni fyziologicky roztok,

antibiotika streptomycin, cykloheximid s pfipravou: ve 2 ml sterilniho fyziologického roztoku
se rozpusti 40 mg cykloheximidu a 80 mg streptomycinu. Na povrch plotny se pak nanese 0,05
ml kazdého z takto pripravenych roztokd, tj. 2 mg cykloheximidu a 4 mg streptomycinu. Vlastni
preparaci je nutno provést na predsusené plotné tésné pred nanesenim vzorku.
U naockovanych ploten se necha pfi teploté 37 °C (v termostatu) odpafit prebytecna vihkost.
Plotny se pak uzavrou a kultivuji pfi teploté 22—25 °C po dobu minimalné 14 dna. Béhem této
doby se naockované plotny pribézné kontroluji, nebo se prodlouzi kultivac¢ni doba.

Pracovni postup:

Podle ocekavaného znecisténi se odebere vzorek (hladinova vrstva) za sterilnich podminek a za
stalého chlazeni se dopravi do laboratofe tak, aby jej bylo mozné zpracovat max. do 18 hodin
po odbéru. Odebrany objem vzorku se tidi o¢ekdvanou kontaminaci, ale bézné se odebird 100
ml.

Povrch médii se tésné pred ockovanim preparuje roztokem streptomycinu a cykloheximidu.

Na povrch kultiva¢nich médii —agaru dle Krajinského a agaru dle Waksmana, rozlitych v Petriho
miskach a predsusenych se pipetou naockuje po 1 ml vzorku ¢i pfipadné jeho fedéni. Vzhledem
k moznosti prerlstani plotny doprovodnou mikroflérou véetné mikromycet, ockuji se
paralelné vidy 2—-3 plotny od kazdého média.

Pfipadna izolace narostlych kolonii se provadi na Sikmém agaru (Krajinsky, Waksman)
a identifikace mikroskopicky dle tvaru vzdusného mycelia podle dostupného identifikacniho
klice ve specializované laboratofi.

5. Detekce Shiga toxin produkujicich Escherichia colf

Postup byl navrzen ve spolupraci Oddéleni hygieny vody a Oddéleni stafylokokovych a alimentarnich

bakterialnich infekci Statniho zdravotniho Ustavu.

Charakteristika: Shiga toxin-produkujici E. coli (STEC) jsou plvodci prijmového onemocnéni rizné

zavaznosti, které muaze byt komplikovano rozvojem hemolyticko-uremického syndromu (HUS).

Schopnost vyvolat HUS cini STEC nejzdvainéjsSim patotypem prljem vyvolavajicich E. coli.
K celosvétové nejcastéjsim séroskupinam patfi 0157, 026, 0111, 0103, 0145, 0121 a 045. Ke zvyseni
pravdépodobnosti detekce a Uspésné izolace kmene STEC z primarniho materialu (tam, kde se oc¢ekdva

snizené mnozstvi bakterii STEC, at uz v disledku pozdniho odbéru nebo nizsi koncentrace, napt. ve

vodé) se pouzivd imunomagneticka separace (IMS) s uzitim komercné dostupnych reagencii proti
séroskupinam 0157, 026, 0111, 0103 a 0145, pfipadné dalsich (21, 22).



Princip stanoveni: Princip stanoveni spociva v selektivnim pomnoZeni zkoncentrovaného vzorku vody,

IMS, kultivaci pomnozeného vzorku (a paralelné vzorku zpracovaného IMS) na selektivné-

diagnostickych médiich, identifikaci na zadkladé detekce gend kddujicich Shiga toxiny metodou PCR,

identifikaci rodové a druhové metodou MALDI-TOF, pfipadné biochemickymi testy, ddle sérotypizaci

k urceni O antigenu.

Potieby:

béZné vybaveni mikrobiologické laboratore,
zafizeni na membrdanovou filtraci a sterilni membranové filtry o porozité 0,45 um,
pomnozovaci médium: GN bujén (dle Hajna),

selektivné-diagnostickd média: SMAC agar (MacConkey agar se sorbitolem), CT SMAC
(MacConkey agar se sorbitolem, cefiximem a teluritem), EHLY agar (specialni krevni agar pro
detekci hemolyzinu produkovaného STEC, tzv. EHEC-hemolyzinu), pfipadné CCA,

potieby pro diagnostiku molekularné-genetickou (PCR pro detekci genl kddujicich Shiga toxiny
a nékteré O antigeny) a sklickovou aglutinaci,

potfeby pro IMS, MALDI-TOF, biochemickou diagnostiku.

Pracovni postup:

Podle ocekavaného znecisténi se odebere vzorek za sterilnich podminek a za stalého chlazeni
se dopravi do laboratore tak, aby jej bylo mozné zpracovat max. do 18 hodin po odbéru.
Odebrany objem vzorku se fidi o¢ekdvanou kontaminaci, ale v pfipadé pitné vody by mély byt
vidy odebrany minimalné 2 litry.

Vzorek se zkoncentruje membranovou filtraci (pro pitnou vodu koncentrujeme minimalné
1000 ml pro kazdé médium). Pouzivame sterilni membranové filtry o porozité 0,45 pm.
Srolované membranové filtry se poté sterilné umisti do pomnoZovaciho média (GN bujén),
pripadné paralelné i na selektivné-diagnostické ptdy (SMAC, CT SMAC) a déale CCA agar, ktery
se standardné pouzivd na detekci koliformnich bakterii a E. coli.

GN bujén inkubujeme 24 hodin pfi 36—37 °C. Poté vyockujeme pomozenou kulturu (a paralelné
i pomnozenou kulturu zpracovanou IMS) do jednotlivych kolonii na rlzna selektivné-
diagnosticka média: SMAC, CT SMAC, EHLY agar, pfipadné i CCA.

Kultivace na pevnych selektivné-diagnostickych médiich probiha 24 hodin pfi 36-37 °C.

Identifikace: typické kolonie (sorbitol pozitivni i negativni na SMAC a CT SMAC, EHEC-Hly
pozitivni na EHLY agaru) preockujeme a podrobime PCR na detekci genl pro Shiga toxiny
a vybrané O antigeny (026, 0157, ...). Izolace DNA na PCR byva téz provadéna z mikrobidlni
biomasy narostlé na membranovém filtru. Soucasné se provadi PCR z celkové biomasy
(,,smésné kultury”) narostlé po vyockovani pomnoZeného bujonu (a paralelné pomnozeného
bujénu zpracovaného IMS) na pevna selektivné-diagnosticka média (21).
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Pfilohy

Souhrnny prehled metod detekce vybranych mikrobialnich kontaminantt pitné
vody

Ukazatel PGvodni metoda stanoveni | Nova metoda stanoveni
Shigely strana 1 AHEM pf. ¢.5/1990 | modifikovano
Yersinia enterocolitica strana 4 AHEM pf. ¢. 5/1990 | modifikovano
Campylobacter jejuni strana 10 AHEM pf¥. C. CSN 1SO 17995
5/1990
Mikromycety strana 14 AHEM pfr. C. ponechano, poznamky
5/1990
Mykobakteria strana 17 AHEM pf. &. CSN 757840
5/1990
Enteroviry strana 21 AHEM pfr. C. WHO — Manual for the virological

5/1990 investigation of poliomyelitis

Kolifagy strana 25 AHEM pfr. C. CSN (EN) 1SO 10705-1,2,3
5/1990
Streptomyces strana 28 AHEM pfr. C. ponechano
5/1990
Salmonely - CSN EN 1SO 19250
Listeria monocytogenes | - CSN EN 1SO 11290-2
Shiga toxin-produkujici | - viz uvedeny popis
E. coli

Enterické viry - CSN EN I1SO 15216-1




Obrazova pfiloha

Foto: Dana Baudisova, Monika Havlickova, Statni zdravotni Ustav.

Campylobacter spp. — vlevo C. jejuni — Cista kultura, vpravo izolace kampylobakter(
z povrchové vody na mCCDA agaru.
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Sorbitol-nefermentujici STEC 0157:H7: typické sorbitol negativni (prihledné) kolonie na
SMAC agaru.

Sorbitol-nefermentujici STEC 0157:H7 na CT SMAC (prihledné kolonie s cernym stfedem
v dUsledku redukce teluritu).
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EHLY hemolyza: Uzkd, nelplna hemolyza vyvolana hemolyzinem STEC (tzv. EHEC hemolyzin).

Listeria monocytogenes — izolace z odpadni vody. Listerie tvofi na ALOA agaru typické
tyrkysové kolonie.
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Salmonella enteritidis na Rambachové agaru.

Stanoveni somatickych kolifagt plakovou titraci ze vzorku surové vody.
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