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Clostridium perfringens (moZnost konfirmace kyselou fosfatazou)

Uvod

Rod Clostridium zahrnuje patogenni a pfileZitostné patogenni druhy, z nejznaméjsich jsou to C.
tetani, C. botulinum, C. perfringens a C. difficile. S vodnim prostfedim je nejvice spojen druh C.
perfringens. Jedna se o anaerobni, grampozitivni bakterie, tvofici endospory.

C. perfringens se nachazi v zivotnim prostedi (pida, voda) a ve stievech teplokrevnych zvifat a
lidi, ovSem ne u vSech jedinct — V jednom literarnim review se uvadi, ze pouze 13-35 % lidskych
vykala obsahuje C. perfringens [1]. Dalsi review [2] uvadi, Ze se ve stolici zdravych déti, dospélych
a star§ich osob nachazi C. perfringens v mnozstvi 6,5*10%g suché hmotnosti (pro srovnani E. coli
3*107-5,2*10'/g téz vlhké hmotnosti a enterokoky 3*10°-1,65*10°/g vIhké hmotnosti). Hodnoty se
v§ak mohou vyznamné liSit na zékladé vybéru testované populace (v€k, onemocnéni/medikace,
strava). Dalsi studie [3] uvadi, ze se C. perfringens vyskytuje v niz8ich po¢tech (o 1-2 fady) nez E.
coli a enterokoky, coz by vice odpovidalo jeho zachytim ve vodnim prostiedi. Nizké poéty spor C.
perfringens samy o sob& pravdépodobné nepfedstavuji vyznamné riziko z piimé konzumace
kontaminované pitné vody u zdravych jedincii. Nicméné tyto spory mohou pfijit do styku s
potravinami (napf. zelenina, maso, ryby), které ptredstavuji vhodné podminky pro jejich kli¢eni a
nasledné mnozeni. Infikované a nedostate¢né tepelné upravené jidlo pak zvysuje riziko infekce,
zejména vaznych gastrointestinalni onemocnéni.

Vyuziti C. perfringens jako alternativniho indikatoru fekalniho zneéisténi se diskutuje od konce 20.
stoleti a stejné tak se feSi, zda stanovovat pouze spory, které mohou slouzit vzhledem ke svym
fyzikalné chemickym vlastnostem (zejména odolnosti) jako indikator znecisténi starSiho data [3],
nebo stanovovat zaroven bunky i spory. V evropské a Ceské legislativé pro pitnou vodu se C.
perfringens jako pomocny indikator fekalniho znecisténi zacal pouzivat od roku 1998, puvodné
jako indikator vyskytu parazitarnich prvoku (Giardia a Cryptosporidium). Tato indikace vSak byla

nasledné zpochybnéna [4,5] a dnes se C. perfringens pouziva vyhradn€ jako indikator i¢innosti
Cisticich (Gpravarenskych) procesi [6,7].

V soucasné dobé se C. perfringens stanovuje pouze v ramci Uplného rozboru u pitnych vod [7]
pochazejicich z vod povrchovych nebo u zdroju, které jsou povrchovymi vodami ovlivnény. Nové
se stanovuje v uplném rozboru vod surovych [8] pochazejicich z povrchovych zdroji nebo
podzemnich zdroji ovlivnénych povrchovymi vodami. V ptipadé jeho pozitivniho zachytu v surové
vodé¢ (vysledek nad mezi stanovitelnosti) mize byt tento indikator vyuzit pii analyze rizik k ovéteni
schopnosti systému eliminovat cysty a oocysty parazitickych prvokt (jedna ze spole¢nych
vlastnosti spor C. perfringens a oocyst parazitickych prvokl je velmi mala citlivost k volnému
chloru). Vzhledem k nizkym zachytim se tak ale 1 v tomto pfipad¢ bude muset ziejmé piistoupit k
analyzam vyssich objemtl vzorki (1000 ml a vice). Z databaze surova voda CHMU bylo zjisténo,
ze C. perfringens bylo v roce 2024 stanoveno v 55 odbérnych objektech povrchové vody a u 38 %
z nich bylo aspoii v jednom odbéru detekovano vice nez 10 KTJ/100 ml.
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Metody stanoveni

Od roku 2014 plati na stanoveni C. perfringens norma CSN EN 1SO 14189 [9], ktera stanovuje tuto
bakterii anaerobné na trypton sifi¢itanovém médiu s cykloserinem s naslednou konfirmaci kyselou
fosfatazou. Tato norma je v soucasné dob¢ zavazna pro analyzy pitnych vod [7]. Celkova doba
analyzy trva minimalné 48 hodin: ¢erné, $edé nebo az Sedozluté kolonie, které vyrostly na TSC
médiu, jsou preockovany na vysoce uzivny neselektivni agar (krevni agar, TSA) a po dalsi 24
hodinové kultivaci v anaerobnich podminkach jsou kmeny jednotlivé testovany na piitomnost a
aktivitu kyselé fosfatazy (Cinidlo obsahuje kancerogenni slozky 1-naftylfosfat disodnou stl a Fast
Blue B Salt, a také octanovy tlumivy roztok). Testovany maji byt vSechny vyrostlé typické kolonie,
nebo alespon jejich reprezentativni vzorek (minimaln¢ 10 kolonii zahrnujici vSechny typy) a
vysledky jsou nasledné piepoéitany na piivodni poéet presumptivnich kolonii. Cinidla na testovéni
kyselé fosfatazy jsou jiz bézné komeréné dostupna. Metoda funguje dobfe, coz potvrzuji i vysledky
zkousek zptsobilosti. Na druhou stranu, v ptipadé€ velkého poctu narostlych kolonii se metoda stava
do urcité miry problematickou, protoze pireockovani kolonii neni nékdy uplné€ jednoduché (fada
kolonii roste velmi blizko sebe) a pred testovanim kyselé fosfatazy mize byt nutné jejich ,,Cisténi.
Navic nasledny ptfepocet na ptivodni pocet kolonii miize ucinit kone¢ny vysledek velmi nepiesny.

Jak jiz bylo uvedeno, nové se C. perfringens stanovuje v ramci aplného rozboru surové vody [8],
kde se ocekavaji mnohem vyssi poty kolonii, nez u pitné vody, kde byva zachyt C. perfringens
velmi sporadicky. Pro surové vody také neni ve vyse uvedené vyhlaSce predepsana zadna zavazna
metoda. Nabizi se tedy moznost vyuziti jiného zptsobu testovani kyselé fosfatazy, a to pfidanim 4-
methyl-umbelliferyl fosfatu (MUP) pitimo do TSC média a po kultivaci 24 hodin v anaerobnich
podminkach pocitanim rovnou cilovych kolonii (Cerné, Sedé nebo aZz SedoZluté kolonie, které
vyrostly na TSC médiu s jasnou bledémodrou fluorescenci pod dlouhovinnym UV zafenim). Tento
zpusob testovani se poprvé objevil vroce 2001 [10], a jednd se o naprosto stejny princip
konfirmace, jako u pfedepsané normované metody [9].

Specifikace vicelu testovani

Utelem testovani, které bylo provedeno v laboratofi Oddéleni hygieny vody SZU, bylo zjistit, zdali
je metoda na médiu TSC s MUP vhodna pro stanoveni Clostridium perfringens piedevsim
v surovych vodach (u pitnych vod s ocekavanym nulovym zachytem této bakterie velké vyuziti
tohoto postupu, ptedevsim z finanénich divodi, neocekavame). Bylo dilezité predevsim zjistit:

e zda ptidani 4-methyl-umbelliferyl fosfatu do TSC média neovliviuje jeho produktivitu
e zda oba testy kyselé fosfatazy davaji shodné vysledky
e zda jsou vysledky C. perfringens stanovené obéma metodami srovnatelné.

Vysledky testovani

e Produktivita TSC s MUP média vzdy odpovidala pozadavkiim normy CSN EN ISO 14189 (napf-.
v lednu 2026 to bylo 110 % oproti TSA agaru). Opakovatelnost byla srovnatelna s ostatnimi
mikrobiologickymi metodami v nasi laboratofi (17%; rozmezi cilovych kolonii 16-25), a
uspokojivé byly i vysledky pocitani tfi 0sob (9 %; rozmezi cilovych kolonii 6- 24).
Presumptivni kolonie (minimalné 20 pozitivnich a 10 negativnich) testované jak metodou se
zakapanim ¢inidla dle normy CSN EN ISO 14189, tak fluoreskujici na TSC médiu s MUP
vykazovaly shodné vysledky.



e Pfi pocitani bylo zjiSténo, Ze je vhodné snizit horni pracovni rozsah celkového poctu kolonii
na membranovém filtru na 50 KTJ. Pii vysSich poctech se jiz cilové kolonie hlife pocitaji,
protoze muze dochazet ke splynuti fluorescenci v jejich okoli.

e Vlastni stanoveni poctu Clostridium perfringens pomoci obou zpiisobt detekce kyselé
fosfatazy neni Gplné jednoduché srovnavat diky neptesnym vysledkt ziskavanym metodou
dle CSN EN ISO 14189 (vzhledem k pfeotkovani ¢asti kolonii a naslednym piepoétem na
celkovy pocet presumptivnich kolonii). Byly proto vyuzity vysledky z n¢kolika kol zkouSeni
zpusobilosti, které dopadly velmi dobfe (viz tabulka 1).

Tab. 1. Vysledky stanoveni SZU Clostridium perfringens na TSC médiu s MUP v ramci nékolika
kol zkousSeni zpusobilosti

Zkouseni zpusobilosti Rozmezi spravnych C. perfringens TSC s MUP
hodnot (SZU)
KTJ/10 ml KTJ/10 ml
PT41: PT/MB/1/2022 8-20 20
PT#V/3/2024 12-36 31
PT#V/3/2025 8-26 19
PT41: PT/MB/1/2025 59-163 132

Vybrané kolonie z TSC média s MUP byly identifikovany metodou MALDI-TOF po aplikaci
kyseliny mraven¢i k rozruSeni bunécné stény s dostateCnou piesnosti. Typické kolonie jak
S pozitivni, tak negativni kyselou fosfatazou byly identifikovany jako C. perfringens ¢i C.
bifermentans (resp. Paraclostridium bifermentans - jak bylo vroce 2016 preklasifikovano na
zakladé fylogenetickych studii). V nékterych vzorcich byl nalezen i druh Fusobacterium
mortiferum, ktery bude standardné detekovan jako C. perfringens (¢erné kolonie s pozitivni kyselou
fosfatazou), ale kysela fosfataza u né&j byla pozitivné detekovana obéma zpisoby. Jedna se o
anaerobni druh z ¢eledi Bacillaceae (ptivodné byl klasifikovan jako Bacillus mortiferus), tudiz patii
mezi sporulujici bakterie a pii G¢elu testovani — tj. ovéfit schopnosti technologii eliminovat spory —
by to nemélo vadit. Navic byva i tento druh spojovan i s lidskym mikrobiomem. Jednorazové byl
zachycen i druh C. nitritogenes, ten vsak kyselou fosfatazu neprodukuje (potvrzeno obéma
zpusoby).

Zavér

Na zakladé ziskanych vysledkd vysledky stanoveni C. perfringens s konfirmaci kyselou fosfatazou
na médiu s 4-methyl-umbelliferyl fosfatem povazujeme za srovnatelné s vysledky ziskanymi
metodou dle CSN EN ISO 14189. Jeji vyuziti vidime piedevsim pii analyzach vod surovych, kde se
jednd o zjednoduSeni a zpfesnéni metody vzhledem k vysSimu ocekdvanému poctu narostlych
kolonii (C. perfringens i pfipadné doprovodna mikroflory) na membranovych filtrech.
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