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screeningové detekce mikrobialni (fekalni) kontaminace pitné vody

Uvod

Standardni mikrobiologicky rozbor pitné vody se podle platné legislativy (1) provadi podle
predepsanych (normovanych) kultivacnich metod. Jak jiz z této charakteristiky vyplyva, vzorky
vody se kultivuji, coz zabere ur€ity ¢as a prvni vysledky stanoveni jsou k dispozici nejdiive po 18
hodinach od zpracovani vzorku, resp. ulozeni ,,detektoru” do pftislusného termostatu (viz tab. 1).
PfestoZze patogennich mikroorganismii, které mohou zplsobovat onemocnéni z kontaminované
pitné vody je cela fada (2), za nejdilezitéjsi se povazuji stievni (enterické) patogeny, jejichz
moznou ptitomnost Vv kontaminované vod¢ indikuji tzv. indikatory fekalniho znecisténi v Cele
s bakterii Escherichia coli. Za nespornou vyhodu téchto standardizovanych metod lze povazovat
pfedevsim to, ze jsou velmi bézné dostupné, a toto stanoveni muize provést kterdkoliv laboratof
mikrobiologie vody. Jen je tieba dbat na to, aby byl vzorek spravné odebran a zpracovan max. do
18 hodin po odbéru (a nedochazelo k nadbyte¢nym prodlevam v ramci zprostfedkujicich
odbérovych firem, ¢i terminu svozovych akei).

Tab. 1: Piehled dostupnych standardnich metod ke stanoveni indikatorti fekalniho zne¢isténi

Ukazatel Normalizovana metoda Vysledek poskytne za dobu Poznamka
(v hod)
E. coli CSN EN ISO 9308-2 18-24 Colilert® — 18/Quanti-
Tray®
E. coli CSN EN ISO 9308-1 21+3 Médium CCA

(po 8 hodinach inkubace 1ze na
membranovém filtru pozorovat
mikrokolonie)

Enterokoky CSN EN ISO 7899-2 (44+4+2° Média SB a ZEA

Clostridium CSN EN ISO 14189 (21+3)+(21+3) " Médium TCA,

perfringens konfirmace kyselou
fosfatazou

* Zakladni doba kultivace je 44 & 4 hodiny, poté je tieba konfirmace, ktera tva 2 hodiny. Pokud nevyrostly zadné
kolonie, 1ze negativni vysledek potvrdit jiz po 44 hodinach.

** (21 + 3) hodin je zakladni doba kultivace. Pokud nevyrostou z4dné presumptivni kolonie, je potvrzen negativni
vysledek. Jinak se podezielé kolonie pieockuji a po dalsich (21 £ 3) hodinéch kultivace se provadi konfirmacni test na
kyselou fosfatazu. Dnes vSak i ¢inidla, kterd umozni detekovat kyselou fosfatazu v rdmci primarni kultivace, nebo
ptimo poté (selektivni suplement s cykloserinem a 4-methylumbelliferyl-fosfatem, nebo ¢inidlo pro kyselou fosfatazu
od firmy SIFIN).

Posledni dobou dochazi v souvislosti s klimatickou zménou k nerovnomérnému rozlozeni srazek, a
to muze vést k Cast€jSim intenzivnéjSim epizodam, tj. piivalovym deStim a povodnim, coz muze
zpisobit zaplaveni a mikrobialni kontaminaci zejména vice zranitelnych vodnich zdrojl, které je
ticba otestovat. Diky tomu sice za¢ina byt poptavka po metodach, které poskytuji rychlejsi vysledky
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mikrobiologickych analyz, na druh¢ strané je dobré si uvédomit, co presné takové ,,krizové situace*
potiebuji. A prave piehled a hodnoceni téchto moznosti je predmétem piedlozeného informac¢niho
sdéleni, které ma slouzit predevS§im laboratofim provadéjicim rozbory pitné vody.
Informativné vSak mtize poslouzit i orgdnim ochrany vefejného zdravi a vyrobclim pitné vody,
popf. zastupcim postizenych obci.

Specifikace vicelu testovani

K testovani lze vyuzit nékolik moznych piistupii, z nichz kazdy mé své vyhody a nevyhody. Kazdy
zainteresovany (postizeny) subjekt by jisté uvital, aby byly k dispozici rychlé a cenové dostupné
(byt’ orientacni) metody k detekci mikrobialniho (fekalniho) znecisténi a i vétsina firem dodavajici
potieby pro mikrobiologické laboratoie takové metody vyviji a nabizi. Problémem je vSak jejich
dostupnost a to predevsim ekonomicka. Nejde jen o to, Ze alternativni metody jako takové nejsou
nijak levné, ale aby byly okamzité k dispozici v piipadé potieby, je nutné jejich udrzovani ve
funkénim stavu v dlouhé casové periodé bez dalsiho vyuziti (chemikalie s dobou expirace,
dostate¢ny a vhodné proskoleny persondl s urcitou casovou flexibilitou apod.), coz si prakticky
zadny subjekt nemuze dovolit nebo jen opravdu velké laboratofe.

Je tieba si uvédomit, jestli jde opravdu predevsim o Cas. V ptipad¢ jakéhokoliv podezieni na
kontaminaci vodniho zdroje (i s vyuzitim jednoduchych fyzikdlné¢ chemickych a senzorickych
metod: zména barvy, zéakalu, konduktivity, pachu ¢i chuti vody) je nutné vodni zdroj odstavit
(prestat pouzivat) a vyuzit konzumaci balené vody ¢i nouzového zasobovani. Poté se situace fesi dal
(sanace, ptipadné opravy) a poté samoziejmé pfijde na fadu ta nezbytna kontrola s tim, ze opravdu
vyznamny ¢as zaberou prace pripravujici vlastni akci, tj. vzorkovani, zajisténi vhodné laboratoie
s dostate¢nou kapacitou, zajisténi vhodnych vzorkovnic, vlastni odbér vzorka, transport vzorkt do
laboratote, a piijem vzorki. Z tohoto vyctu vyplyva, Ze tento ptipravny proces zabere tolik Casu, Ze
(zejména kdyby byla dlouhd svozova trasa) usetieni cca 10 hodin (coz muze byt rozdil mezi
ziskanim vysledku rychlej$i metodou oproti standardni) nemusi byt nijak vyznamné.

Priklady alternativnich mikrobiologickych metod pro analyzu vody

Na druhé strané je dobré znat alternativni metody, které 1ze vyuZit pfi tzv. screeningu (v terénu
pfimo na misté), nebo ji mohou pouzivat méné odborni, pouze zaSkoleni pracovnici (vzorkafi,
provozovatelé¢, armada, HZS). To mtze byt v nékterych ptipadech vhodné pro ziskani alespon
orientacnich vysledkl (terénni akce, moznost zizeni rozsahu odbérii a zpracovani pocti vzorkd,
apod.). V kazdém ptipadé spolehlivost téchto orientaénich metod vyznamné zavisi na masivnosti
mikrobialni kontaminace — ¢im vétsi znecisténi, tim rychlejsi a spolehlivéjsi jsou ziskané vysledky).
V tabulce 2 je uveden piehled alternativnich metod stanoveni mikrobialni kontaminace, jejich
charakteristika, v€etné vyhod a nevyhod. Dal$i podrobnosti u metod, se kterymi méme praktické
zkusenosti, jsou uvedeny v textu nad tabulkou. Jako ,rychlometody” mohou mit vyznam pro
praktické vyuziti pouze metody, které poskytnou vysledky maximalné béhem 1 pracovniho dne (tj.
do 8 hodin). Vycet metod zcela jisté neni Gplny, uvadime pouze metody, se kterymi jsme se alespon
v n&jaké formé setkali.

Stanoveni ATP

Stanoveni adenosintrifosfatu (ATP) je nespecifické stanoveni, které detekuje ,,obecné“ mikrobidlni
zneCisténi (3). I kdyz mize mit urcity vztah s fekalni kontaminaci, jednozna¢né dikazy pro zdroje
pitné vody (dostatek analyzovanych vzorktl) zatim nejsou. Nespornou vyhodou je, Ze se jedna o
jednoduché terénni stanoveni, které mize provadét pracovnik pouze proskoleny, a tudiz se miZze
Vyuzit napft. pii vybéru (resp. zizeni poctli) odebranych vzorkl. V soucasné dobé je vSak pouze
minimum laboratofi, které maji tento systém k dispozici. Firma Hygiena zafind dodavat i test



Microsnap E. coli, se kterym vSak zatim nemame zadné zkusSenosti. Tento test by mél detekovat E.
coli ,,béhem pracovniho dne, nicméné stanoveni zahrnuje i né€kolikahodinovou kultivaci, tudiz
neni pouzitelny jako terénni méfeni. Ovetreni funkEnosti tohoto testu se budeme nadale vénovat.

Metody molekularni biologie

Prestoze metody molekuldrni biologie maji velky potencial a rutinné se pouzivaji v klinické nebo
potravinaiské mikrobiologii, toto uplatnéni zatim nenalezly v mikrobiologii vody. Je to zptisobeno
predevsim vysokou mezi detekce cilovych mikroorganismu (200 - 500 KTJ) a vysokym obsahem
doprovodné mikroflory, tj. balastni DNA. Na metodikach, které by odliSily zivou a mrtvou DNA, se
v soucasnosti v Ceské republice i ve svété pracuje. Stanoveni napi. E. coli metodami molekularni
biologie existuji (4), nicmén¢ se provadeéji pouze V nejspecializovanéjSich laboratofich a ne rutinné.
Je to tedy pro rychlé vyuziti velmi komplikované — a pokud by se netestovala vétsi série vzorkl — i
drahé.

Termotolerantni koliformni bakterie na M-7h-FC agaru:

Praktické zkuSenosti s timto médiem byly ziskdny v n€kolika ¢eskych laboratofich za povodni v r.
1997. Za ptiznivych podminek (pocet termotolerantnich koliformnich bakterii v analyzovaném
vzorku je vétsi nez 15 KTJ) je ¢as detekce 7 hodin, jak deklaruje vyrobce i standardni metoda. Pii
méné priznivych podminkach je doba stanoveni asi 9 hodin. Médium M-7h-FC komer¢né vyrabi
napi. firma HiMedia, nicméné dodaci lhlita tohoto média (protoZe se v Evropé prakticky nepouzivd)
je nekolik tydnii. Vzorek se zkoncentruje membranovou filtraci na filtrech o porozité 0,45 um, a
kultivuje se piti teploté¢ 41,5°C. Typické kolonie vykazuji Zlutou barvu, pii jejich verifikaci bylo
potvrzeno 97,3% zlutych kolonii, patficich do skupiny termotolerantnich koliformnich bakterii.
Doba inkubace 9 hodin postaci k pfedbézné informaci o kontaminaci vzorku vody. Ponechani
ploten za laboratorni teploty 12-24 hod umozni vybarveni netypickych (nezlutych) kolonii. Metoda
je orientacni, jeji hlavni vyhodou je minimalni ¢as k poskytnuti prvni informace o znecisténi — pfi
vyss$i mikrobidlni kontaminaci okolnosti jiz za 7 hodin, jinak za 9 hodin.

Tab. 2 Pfehled moZnosti alternativniho testovani mikrobidlni kontaminace vod

Metoda/ukazatel Odkaz, vyrobce | Vysledek Vyhody Nevyhody
poskytne za
dobu (v
hod)
Stanoveni ATP (3), Hygiena, Ihned (20 Jednoduché terénni | Zatim validovano pouze
Merck life, sekund) stanoveni pro celkové mikrobialni
Ekotechnika zneCisténi
E. coli, enterokoky IDEXX Water 7-18 podle Jednoduché Cenove narocné;jsi,
Tecta system kontaminace stanoveni pro V jednom pfistroji 1ze
zaSkolené pracovniky provést 16 stanoveni
E. coli (a dalsi 4) 8 Lze stanovit vice Nutné specializované
ukazatele) — Metody druhti najednou pracoviste, mez detekce
molekularni biologie 500 KTJ/100 ml
Termotolerantni (5) 7-9 Jednoducha V tuto chvili nema zadna
koliformni bakterie Himedia (médium laboratorni metoda, laboratot metodu
M-7h-FC agar) kterou by méla zavedenou, doba dodani
zvladnout kazda média je 6-8 tydnu
laboratof, prakticky
vyzkouseno




Zavér

V tuto chvili se zd4 byt nejjednodussi odvézt odebrané vzorky do bézné laboratofe mikrobiologie
vody a provést stanoveni E. coli standardizovanymi metodami (dle CSN EN ISO 9308-1 nebo 1épe
CSN EN ISO 9308-2). Pro screening v terénu (pro ptipadné zizeni poéti vzorki) lze vyuzit terénni
stanoveni ATP, jehoz pouziti u pitnych vod bude dale zkoumano.

Upozornéni

Bakterie nemusi byt jedinym biologickym rizikem pii povodnich nebo jinych velkych srazkovych
epizodach resp. havarijnich situacich. Zatimco ale virova problematika je co do moznych
napravnych opatfeni podobna té bakteridlni, odlisna je situace u prvoki. Zde odkazujeme na nase
metodické doporuceni (6), které 1ze rovnéz najit na webovych stranach Statniho zdravotniho ustavu.
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