Ceskoslovenska spole¢nost mikrobiologicka, z. s.,
a
Vyzkumny ustav vodohospodarsky T. G. Masaryka, v. v. i.

Mikrobiologie vody a prostredi 2021

Sbornik abstraktt

9.-11.6.2021
Hotel Kamzik
Mala Moravka



Mikrobiologie vody a prostredi 2021

Sbornik abstraktt

Editofi:
Lucie Jasikova
Hana Mlejnkova

Vydal Vyzkumny ustav vodohospodaisky T. G. Masaryka, v. v. i., Praha 2021



STREDA
9.6.2021 PROGRAM KONFERENCE 2021
11:00-14:00 Registrace Gcastniki
12:00-13:30 Obéd
14:00-14:10 Zahajeni konference
14:10-14:30 I. blok pfrednasek - Novinky v legislativé
14:30-15:30 11. blok prednasek - Mikrobiologicka problematika odpadnich a Sedych vod
15:30-16:00 Prestavka s obcerstvenim
16:00-17:30 11l. blok prednasek - Vyskyt a vyznam virti ve vodach
17:30-18:00 Diskuzni a posterova sekce
0d 18:30 Spolecenska vecere
CTVRTEK
10. 6. 2021
7:00-9:00 Snidané
9:00-10:30 IV. blok prednasek - Mikroorganismy v prostredi
10:30-11:00 Prestavka s obcerstvenim
11:00-12:00 V. blok pfednasek — Mikroorganismy a ATB rezistence
12:00-13:00 Obéd
13:30-18:00 Odborna exkurze
18:30-20:00 Vecere
PATEK
11.6.2021
7:00-9:00 Snidané
9:00-10:00 VI. blok prednasek - Nové moderni metody pouzivané v mikrobiologii
10:00-10:30 Prestavka s obcerstvenim
10:30-11:30 VI. blok prednasek - Nové moderni metody pouzivané v mikrobiologii -
pokracovani
11:30-11:40 Ukonceni konference
12:00-13:00 Obéd

ORGANIZACNI VYBOR:

RNDr. Hana Mlejnkové, Ph.D., VUV TGM Praha - odborny a organiza¢ni garant konference
(+420 220 197 376; +420 724 583 662; hana.mlejnkova@vuv.cz)

Mgr. Lucie Jasikova, Ph.D., VUV TGM Praha - ubytovani a pfihlasky

(+420 220 197 198; +420 704 605 432; lucie.jasikova@vuv.cz)

Mgr. Katefina Sovova, Ph.D., VUV TGM Brno - registrace v misté konani

(+420 730 164 582; katerina.sovova@vuv.cz)

Ing. Lucia Gharwalova, VUV TGM Praha - registrace v mist& konani, technické zajisténi pre-
zentaci, (+420 220 197 198; lucia.gharwalova@vuv.cz)



Obsah

Autor a nazev prednasky Strana
I. blok pfrednasek - Novinky v legislativé

Baudisova Dana: Novd Smérnice EU o pitné vodé 8
1l. blok prednasek - Mikrobiologicka problematika odpadnich a Sedych vod

Matéja Ladislava, Drahosova Zdislava, Zimova Magdalena, Kofinkova Marta, 9
Bartacek Jan, Satkova Barbora: Mikrobiologickd rizika pfi vyuziti Sedych vod

Roulova Nikola, Motkova Petra, Brozkova Iveta, Pejchalova Marcela: Sledovdni 1
vybranych patogennich bakterii v odpadnich voddch

Benakova Andrea, Vobecka Eligka, Pe¢enka Martin, Rihova Ambrozové Jana, 12
Wanner Jifi: Zména mikrobidlniho spolecenstvi pri tercidrnim cisténi odpadnich vod

Sedlackova Helena, Drasar Vladimir, Kantorova Michaela, Mrazek Jakub: Vyskyt a detekce legi- 13
onel v odpadnich voddch na komundinich &istirndch odpadnich vod. Jsou COV hrozbou pro okoli?

11l. blok prednasek - Vyskyt a vyznam virti ve vodach

Mlejnkova Hana, Sovova Katefina, Gharwalova Lucia, Jasikova Lucie, Vasi¢kova Petra, Fialova 14
Alena: Monitoring koronaviru SARS-CoV-2 v odpadnich voddch CR

Bartacek Jan, Cermakova Eliska, Demnerova Katefina, Dostalkové Alzbéta, Gajdos Stanislav,

Janda Vaclav, K¥izova Ivana, Novakova Zuzana, Ruml Tomas, Rumlova Michaela, Rihova 16
Ambrozové Jana, Skodékova Klara, Vejmelkovéa Dana, Wanner Jiti, Zdefikovéa Kamila:

Proces zavddéni metodiky detekce SARS-CoV-2 v odpadnich voddch na VSCHT Praha

Vasickova Petra, Hrdy Jakub, Slana Iva: Role vody v prenosu virt zpiisobujicich 18
alimentdrni infekce

Hrdy Jakub, Vasickova Petra, Krasna Magdaléna: Multiplexni ndstroj pro rychlou detekci 19
patogennich virti spojenych s kontaminovanou vodou a prostfedim

Kralik Petr, Dziedzinsk4 Radka, Sery Omar: Vyskyt SARS-CoV-2 v uzavrenych prostorech 20
se zvysenym pohybem lidi

IV. blok prednasek — Mikroorganismy v prostiedi

Rulik Martin: Klimatické zmény a mikroorganismy 21
Gharwalova Lucia, Mlejnkova Hana, Jasikova Lucie, Fojtik Tomas, Makovcova Marcela, 2
Juranova Eva: Mikrobiologickd kvalita vodnich ploch na izemi hlavniho mésta Prahy

Moravkova Monika, Seydlova Rizena, Kucharovi¢ova lvana, Ba¢ova Romana: Prototheca spp., 23
environmentdlIni patogen mlécnych farem

Janalikova Magda, Pleva Pavel, Bercikova Lucie, Peroutkova Petra, Palarcik Jifi, Siglova Martina: 24
Identifikace mikrobidlnich kmenu izolovanych z vod degradujicich pesticidy

V. blok pfednasek - Mikroorganismy a ATB rezistence

Sovova Katefina, Buriankova lva, Kuchta Peter, Molikovéa Anna, Vyravsky David, Rulik Martin,
Vitézovéa Monika: Uc¢innost mechanicko-biologickych &istiren odpadnich vod pfi odstrariovdni 25
bakterii E. coli rezistentnich k vybranym antibiotikim

Buriankova Iva, Kuchta Peter, Sovova Katefina, Rulik Martin, Vitézova Monika: U¢innost 2%
mechanicko-biologického ¢isténi odpadnich vod pfi odstraniovdni gent antibiotické rezistence
Skodakova Klara, Gajdos Stanislav, Purkrtové Sabina, Rihova Ambrozové Jana, Vejmelkova 27

Dana: Vliv zpusobu izolace DNA z Cistirenskych kalti na kvantifikaci gen(i antibiotické rezistence




VI. blok pfrednasek — Nové moderni metody pouzivané v mikrobiologii

Slana Iva, Schillerova Petra: [zolace a detekce nukleovych kyselin ze vzorkt vod (Biotech) 28
Gajdos Stanislav, Casarova Kristyna, Karpisek Ivan, Kouba Vojtéch, Vejmelkova Dana: 29
Zkus$enosti s metodami stanoveni volné DNA v odpadnich voddch
Janak David, Zuzakova Jana, Rihova AmbroZzova Jana: Stanoveni somatickych kolifdgu

o . . oo . 30
v riiznych typech vod a zkusenosti s metodikou jejich stanoveni
Bobkova Sarka, Baudisova Dana, Pumann Petr: Vyuziti metod molekuldrni biologie pro identifi- 31
kaci ptvodcti fekdlniho znecisténi v koupacich voddch
Jakubu Vladislav, Safrankové Renata: Identifikace bakterii pomoci MALDI-TOF a moznosti 32
vysetreni citlivosti k antibiotikim
Baudisova Dana, Pumann Petr: Vyuziti metody MALDI-TOF pri identifikaci enterokokd z koupa- 33
cich vod
Posterova sekce
Matasovska Vaclava, Kothan Filip, Fojtik Tomas, Pumann Petr, Bendakovska Lenka, 34

Makovcova Marcela: Koupaci vody pohledem druzic




Pohled zpét na konference Mikrobiologie vody (a prostiedi)

Oblast mikrobiologie vody (a prostfedi) zahrnuje Siroké spektrum odbornosti, jez spojuje
zajem o pozndni a blizsi studium zakonitosti Zivota mikroorganismU (zejména bakterii, vird
a fagl) ve viech typech vod a dalsich slozkach zivotniho prostiedi. Takto zamérené odborniky
sdruzil v CR a SR RNDr. Jifi Hiusler, DrSc., na vzdélavacich seminafich. Na jeho dlouholetou pra-
ci navéazaly RNDr. Dana Baudisov4, Ph.D., a RNDr. Miloslava Proksova, Ph.D., které od roku 1998
organizovaly konference Mikrobiologie vody v pravidelném rezimu - jeden ro¢nik je pofadan
v Ceské republice, druhy na Slovensku. Kazdy tfeti rok je problematika mikrobiologie vody
zafazena jako samostatna sekce do programu Kongresu Ceskoslovenské spole&nosti mikro-
biologické (CSSM).

V roce 2012 se k,Mikrobiologii vody” pfipojili kolegové z oblasti mikrobiologie ptdy a nazev
konference se zménil na,Mikrobiologii vody a prostfedi”.

Konference jsou organizovany ,Odbornou skupinou mikrobiologie vody” pod zastitou Ces-
koslovenské spolecnosti mikrobiologické. Ta v roce 2004 na 23. Kongresu nahradila ,Komisi
mikrobiologie vody*, jez byla soucasti,Sekce mikrobiologie prostiedi”.

Hana Mlejnkovd, Dana Baudisovd, Miloslava ProkSovd

Mikrobiologie vody, Luhacovice 2008



Konference Mikrobiologie vody (a prostiedi) a Kongresy CSSM:

Rok Akce Misto Sbornik ve
formatu PDF

1961 1. Kongres CSSM Praha

1995 20. Kongres CSSM Ostrava

1995 Mikrobiologie vody Brno

1998 21. Kongres CSSM Hradec Kralové

1998 Mikrobiologie vody Bedfichov

1999 Mikrobiologie vody Poprad

1999 22. Kongres CSSM Kosice

2000 Mikrobiologie vody Bedfichov

2001 nekonal se

2002 Mikrobiologie vody Ostravice ano

2003 Mikrobiologie vody Poprad

2004 23. Kongres CSSM Brno

2005 Mikrobiologie vody Kralupy n. Vitavou

2006 Mikrobiologie vody Poprad ano

2007 24. Kongres CSSM Liberec

2008 Mikrobiologie vody Luhacovice

2009 Mikrobiologie vody Poprad ano

2010 25. Kongres CSSM Stara Lesna

2011 Mikrobiologie vody Tupadly ano
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2014 Mikrobiologie vody a prostiedi Praha (VUV) ano

2015 Mikrobiologie vody a prostredi Novy Smokovec ano
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2017 nekonal se
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2020 - zrusena Mikrobiologie vody-aprostiedi MataMoravka ano

zdlvodu pandemie

2021 Mikrobiologie vody a prostredi Mala Moravka ano

Sborniky, které byly dohledany v elektronické podobé, budou vyvéseny na strankach CSSM nebo k dispo-
zici u organizatord.
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Nova smérnice EU o pitné vodé
BaudiSova Dana

Stdtni zdravotni ustav, Srobdrova 48/49, 100 00 Praha 10
dana.baudisova@szu.cz

V prosinci 2020 vysla kompletni novela smérnice 98/83/ES, o jakosti vody urcené k lidské spotiebé, jako
SMERNICE EVROPSKEHO PARLAMENTU A RADY (EU) 2020/2184 ze dne 16. prosince 2020, o jakosti vody
urcené k lidské spotiebé (prepracované znéni).

Ve smérnici je hodné vyznamnych novinek, které se dotknou nejen provozovatell a pracovnikli organd
ochrany verejného zdravi (KHS), ale také analytickych laboratofi. Jednd se

napf. o povinné zavedeni piistupu, zalozeném na posouzeni a fizeni rizik systému zasobovani vodou (vcet-
né oblasti povodi, jeZ souviseji s mistem odbéru jimani vody uréené k lidské spotrebé), a na posouzeni rizik
domovniho rozvodného systému. Dale je nové povinné zavedeni testovani materiald pro styk s pitnou
vodou apod. Probéhla i revize vsech ukazateld a jejich limitnich hodnot na zékladé novych védeckych
poznatkd. V tomto pfispévku vsak budou prezentovény predevsim body, které se budou bezprostiedné
tykat pracovnikd mikrobiologickych laboratofi.

Minimalni poZadavky na hodnoty ukazatelG pouzivané k posouzeni jakosti vody urcené k lidské spotrebé
(bude implementovano jako NMH):

e E. coli: 0 KTJ/100 ml (pro stacenou vodu do lahvi nebo nadob 0 KTJ/250 ml)
« Intestindlni enterokoky: 0 KTJ/100 ml (pro sta¢enou vodu do lahvi nebo nadob 0 KTJ/250 ml)

Indikatorové ukazatele:

« Clostridium perfringens vCetné spor: vcetné spor 0 KTJ/100 ml (tento ukazatel se ma stanovit, pokud
to vyplyne z posouzeni rizik)

- Koliformni bakterie: 0 KTJ/100 ml (pro stac¢enou vodu do lahvi nebo nddob 0 KTJ/250 ml)

« Pocet kolonii pfi 22 °C: bez abnormalnich zmén

Ukazatele relevantni pro posouzeni rizik domovniho rozvodného systému (v prioritnich budovéch):

« Bakterie rodu Legionella (< 1 000 KTJ/litr). Napravna opatfeni Ize zvazovat i v pfipadé, ze této hod-
noty ukazatele neni dosazeno, napfiklad v piipadé infekci a ohnisek nékaz. V takovych pfipadech by
mél byt zdroj infekce potvrzen a urcen jeho biologicky druh.

Soucasti provozniho monitorovaciho programu je také monitorovani nasledujicich ukazatelG u surové
vody, aby se kontrolovala tcinnost procesu Upravy zamérené na mikrobiologicka rizika:

« Somatické kolifagy: 50 PTJ/100 ml (v pfipadé surové vody). Tento ukazatel se ma sledovat, pokud to
vyplyne z posouzeni rizik. Je-li zjisténa pfitomnost somatickych kolifagt v surové vodé v koncent-
raci > 50 PTJ /100 ml, mélo by se toto stanoveni provést po dokonceni série krok(i Upravy vody, aby
bylo mozné uréit log hodnotu odstranéni prostfednictvim existujicich bariér a posoudit, zda je riziko
priniku patogennich vir(i skrze Upravu dostate¢né pod kontrolou.

Pro odbér a stanoveni viech mikrobiologickych ukazateld jsou predepsany analytické metody podle plat-
nych norem I1SO a EN ISO.



Mikrobiologicka kontaminace Sedych vod

Matéjl Ladislava', Draho3ova Zdislava', Zimova Magdalena', Kofinkova Marta',
Bartacek Jan?, Satkova Barbora?

1Stdtni zdravotni Ustav, Srobdrova 48/49, 100 00 Praha 10
ladislava.mateju@szu.cz; zdislava.drahosova@szu.cz; magdalena.zimova@szu.cz; marta.korinkova@szu.cz
2Vysokd skola chemicko-technologickd, Technickd 5, 166 28 Praha 6
jan.bartacek@vscht.cz; barbora.satkova@vscht.cz

Nakladani s Sedymi vodami je jiz dlouho diskutovanou problematikou v souvislosti s efektivnim naklada-
nim s vodou nejen v budovéch. Jako Sedé vody se oznacuji vody z umyvadel, pradelen, koupelen (sprchy
a umyvadla) a v nékterych piipadech z mycek nadobi. Nepatfi mezi né odpadni vody z toalet, pisoart Ci
bidet.

Se zavedenymi recyklacemi Sedych vod se setkdvame v rodinnych a bytovych domech, hotelech, obchod-
nich centrech a tfeba i v centrech ekologické vychovy. Ne vSechny zavedené technologie byly vysledkem
zkusebniho testovani, studii a ovéfenych technologii. Obzvlasté v rodinnych domech se ¢asto realizuji
systémy, které si lidé délaji svépomoci, a kvalita upravené vody je zna¢né proménliva. Na druhou stranu
existuji technologie, jez jsou schopné upravit sedé vody tak, aby byly bezpecné pouzitelné pro rdzné
varianty koncového vyuziti.

Pozadavky na kvalitu a limity opétovného pouziti zavisi na typu opétovného pouziti, na ptivodu sedych
vod a na moznosti kontaktu ¢lovéka s recyklovanou vodou (Eriksson a kol., 2002; Hourlier a kol., 2010;
Abu Ghunmi a kol., 2011; Leonard a kol., 2016). V Ceské republice se nejvice vyuzivaji recyklované vody
ke splachovani, v rodinnych domech ¢asto i k zavlazovani zahrad. Vétsina uzivateli nema ulozeny zadné
pozadavky na technologii Upravy Sedych vod a jeji provozovani. V omezeném poctu piipadl povinnost
kontroly a specifikace pozadavki na jakost koncové upravené vody ulozena je.

Nejucinnéjsim zplisobem, jak zajistit kvalitu vycisténé recyklované vody, je preventivni pfistup k fizeni
rizik, ktery zahrnuje viechny kroky od sbéru zdrojti vody po dodavku vody spotiebitel@im. Rizeni rizik za-
hrnuje peclivé zvazeny a zdokumentovany postup. Nejde o pouziti zbyte¢né extrémnich opatieni. Vzhle-
dem k tomu, Ze ochrana verejného zdravi je prvorada, je tieba vyvazit opatieni tak, aby zvolené feseni
bylo preventivni. Kone¢nym cilem pokynG musi byt pfedevsim ochrana a podpora verejného zdravi (NR-
MMC, EPHC, NHMRC, 2006). Z hlediska zdravotnich rizik je nejdilezitéjsi zvazeni rizik z mikrobiologické
kontaminace.

Ve sledovanych objektech A, B, C vyuzivajicich rozdilné systémy recyklace Sedych vod byla monitorovana
koncentrace vybranych mikroorganism, jejich zména po jednotlivych krocich precisténi a mikrobiologic-
ka kvalita upravené sedé vody. Pro zhodnoceni zdravotnich rizik spojenych s uzivanim Sedé vody a upra-
vené $edé vody byla provedena analyza rizik na zakladé redlnych hodnot mikrobiologickych parametr(
zjisténych béhem provozovani téchto technologii. Porovnani dopadl na zdravi, zpisobenych expozici
rdznym kontaminanttim s rozdilnymi zdravotnimi nasledky, byla provedena kvantifikaci pres zkracenou
délku Zivota v dlsledku nemoci (,disability-adjusted life years”, DALY) pro rGzna vyuziti Sedych a precis-
ténych vod.

V lokalité A, v objektu zafizeni pro environmentalni vzdélavani, bylo precisténi realizovano membrano-
vym bioreaktorem (MBR) s UV lampou pro dezinfekci upravené sedé vody. Systém obsahoval mechanické
pred¢isténi, MBR, akumulaéni nadrz na vycisténou vodu a UV lampu. Sedé vody pfivadéné na ¢istirnu
pochazeji z jedné sprchy a nékolika umyvadel. Do akumula¢ni nddrze je zaustén i pfivod destovych vod.
Ostatni zafizeni jsou napojena pfimo na vefejnou kanalizaci. Umyvadla jsou vyuZivdna zaméstnanci a ne-
dochézi k vykyviim v mnozstvi natékajicich vod. Produkce odpadni vody ze sprchy je kolisava a neslo ji
presné urcit.



V lokalité B byla cistirna Sedych vod realizovana v bytovém domé s 30 EO. Systém sestava z mechanického
predcisténi, MBR, akumulac¢ni nadrze na vycisténou vodu a UV lampy. Kromé $edé vody muze byt zdrojem
recyklované vody také voda destova, kterd je vné objektu zachytavana do 4 000litrové nadrze.

V lokalité C bylo precisténi sedych vod realizovano jako vertikaini aerobni biofiltr v technické mistnosti
rodinného domku s 5 stalymi obyvateli. Zafizeni sestava z akumula¢ni nddrze pro sedou vodu o objemu
91 |, kam je ptivadéna odpadni Sedd voda z jedné koupelny (cca 100-150 I/d), a vertikalniho biofiltru,
v némz dochazi k samotnému cisténi (akumulacni ¢ast ve spodni ¢asti biofiltru — cca 25 ). Toto usporadani
bylo dopInéno recyklem, kdy se precisténa voda vraci do biofiltru. Na vystupu je vycisténa voda upravena
dezinfekci NaClO (SAVO) s dobou kontaktu nejméné 3 h.

Hodnoty DALY byly stanoveny pro vyuziti upravenych Sedych vod pro splachovani WC, zavlazovéni roz-
stiikem, pouziti v prackach a myti aut. Z redlné zjisténych koncentraci mikroorganisma v sedych a upra-
venych vodach a vypocitanych hodnot DALY bylo prokazano, Ze pouziti surové sedé vody bez precisténi
predstavuje vysoké zdravotni riziko u viech lokalit.

Pouziti precisténé Sedé vody pro myti aut bylo zna¢né rizikové predevsim z diivodu expozice pfitomnym
mikroorganism(m v lokalité A a B. Precisténa voda pouZita pro zavlahu a pfi splachovani WC nepredstavo-
vala zdravotni riziko jednozna¢né pro lokalitu A a C.

V disledku castych zasah(i do dezinfekce vystupni upravené vody v lokalité B (vypinani UV lampy) bylo ri-
zikové trvalé pouzivani precisténé sedé vody pro ostatni zpUlsoby pouziti kromé splachovani na toaletach.

Lokalita C byla monitorovéna nejkratsi dobu. Po zapracovani filtru a zafazeni dezinfekcevystupni precis-
téné vody vykazovaly negativni ndlezy pro vsechny nami sledované mikrobiologické parametry, a DALY

tudiz nebylo mozné spocitat. Precisténé vody tak nepiedstavovaly zdravotni riziko pro véechna pouziti
v lokalité C.

Na zakladé monitorovani mikroorganism0 a stanovenych hodnot DALY bylo pro neupravené sedé vody
zjisténo, ze predstavuji zdravotni riziko pro vsechna vyuziti.

U sedych vod po priichodu membranou (lokalita A a B) i filtra¢nim zafizenim (lokalita C) sice dojde ke sni-
Zeni poctl sledovanych mikroorganismd, i tak ale tyto precisténé vody pfi vétsiné zpusobU pouziti pred-
stavuji stale zdravotni riziko. To se minimalizuje pfi doplnéni technologie o dezinfekci precisténych vod.

Podékovdni
Prispévek byl vypracovdn za finanéni podpory projektu TACR TH03030408u, ,Moduldrni technologie pro oddé-
lené cisténi Sedé vody”
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Sledovani vybranych patogennich bakterii v odpadnich vodach
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Kontrola mikrobiologické kvality precisténych odpadnich vod je primérné zaméfena na sledovani indika-
tord fekalniho znecisténi. Nicméné jejich mnozstvi ¢asto neodrazi skute¢né zdravotni a hygienické riziko
odpadni vody, nebot nemusi korelovat s vyskytem patogennich bakterii, jejichz pfitomnost je viak z hle-
diska vlivu na zdravi ¢lovéka nejvyznamnéjsi. Proto by sledovani vyskytu patogennich bakterii v odpad-
nich vodach nemélo byt podcernovano, a to i presto, ze jejich detekce je oproti indikdtorovym organis-
mum vyrazné slozitéjsi. Navic zisk bakterialniho kmene umoznuje sledovat jeho fenotypové znaky a také
stanovit profil antibiotické rezistence.

Z hlediska verfejného zdravi a Zivotniho prostfedi predstavuji nejvyssi riziko odpadni vody vypousténé ze
zdravotnickych zafizeni. Pro nakladani s takovym typem odpadnich vod sice existuje norma CSN 75 6404,
jejiz revidovana verze je platnd od bfezna 2020, neni viak pro zdravotnickd zafizeni zavazna. Odpadni
vody z téchto zafizeni jsou tak ¢asto pfimo vypoustény do stokové sité pro vefejnou potiebu a Cistény
spole¢né s dal$imi typy odpadnich vod az na méstskych cistirnach. Timto zptsobem se ale pouze otevira
snadna cesta pro $ifeni vysokych koncentraci antimikrobialnich latek, rezistentnich bakterialnich kmen(
agenl rezistence znemocni¢niho prostiedi. Bézné vyuzivany biologicky proces ¢isténi odpadnich vod ne-
jenze nedokaze pIné eliminovat mikrobidlni kontaminaci, ale navic poskytuje idedIni podminky pro vznik
a Siteni antimikrobidlni rezistence mezi bakterialnimi populacemi. Biologicky precisténé odpadni vody tak
stale obsahuji fadu patogennich bakterii, které kromé hygienického rizika v podobé kontaminace povr-
chovych vod mohou predstavovat i vyznamné vektory pro Siteni antibiotické rezistence prostfednictvim
horizontalniho pfenosu gen.

Cilem této studie je dlouhodobé sledovat vyskyt a antimikrobialni resistenci patogennich bakterii rodu
Salmonella a bakterii Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica a Pseudomonas aeruginosa v nemoc-
ni¢nich a méstskych odpadnich vodach. K odhadu mikrobidlniho znecisténi vysetfovanych odpadnich
vod jsou dale stanovovany indikatory fekalniho znecisténi, a to koliformni bakterie a Escherichia coli.
Bodové vzorky odpadnich vod jsou odebirany ve frekvenci minimalné jednou za mésic na dvou odbéro-
vych mistech. Prvnim odbérovym mistem je méstska COV, kde je odebiran jak pfitok, tak odtok odpadni
vody. Druhé odbérové misto je nemocnicni zafizeni, kde je odpadni voda vzorkovéna ze dvou reviznich
sachet, pficemz do kazdé je svedena odpadni voda z jiné casti aredlu nemocnice. K detekci vybranych
patogennich bakterii jsou vyuzivany experimentalni kultiva¢ni postupy, na jejichz vyvoj s ohledem na
zlepseni Gcinnosti, citlivosti a zkraceni doby nutné pro priikaz cilové patogenni bakterie je nas vyzkum
dlouhodobé zaméren.

Podeékovdni

Prdce vznikla za podpory Ministerstva skolstvi, mlddeZe a télovychovy, s pfispénim z prostredku tcelové podpo-
ry na specificky vysokoskolsky vyzkum (SGS_2020_005).
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Zména mikrobialniho spolecenstvi pfri terciarnim cisténi
odpadnich vod
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Cilem pfispévku je prezentace dil¢ich vysledkl testovani poloprovozni jednotky pro terciarni docisténi
odpadnich vod. Takto upravena voda bude vhodna pro zalévani hrist, méstské zelené, kropeni ulic apod.
Duraz je kladen zejména na mikrobiologickou kvalitu, nebot chemické ukazatele upravované odpadni
vody nepiedstavuji vyznamné riziko pfi vyuzivani vody pro nepitné ucely.

Poloprovozni jednotku je mozné provozovat v rliznych variantach usporadani dle pozadované kvality
vody. Lze zaradit rGzné typy filtracni technologie, napf. piskovou filtraci, ultrafiltraci ¢i filtraci pres granulo-
vané aktivni uhli (GAU). Do vstupni vody Ize davkovat koagulacni ¢inidlo, polymerni flokulant ¢i chlornan
sodny. Voda je pak vedena pies lamelovou usazovaci nddrz pro odstranéni srazeniny vzniklé béhem koa-
gulace. Pofiltraci je voda hygienicky zabezpecovana (UV lampa, chlorace nebo jejich kombinace). Uprave-
na voda je jimana v akumula¢ni nadrzi (doba zdrzeni 90 minut). Ve vzorcich byly z mikrobiologickych uka-
zatelU analyzovany koliformni bakterie, Escherichia coli, intestinalni enterokoky, Clostridium perfringens
a kultivovatelné mikroorganismy pfi 22 °C a 36 °C.

Ve vstupni odpadni vodé se hodnoty koliformnich bakterii pohybovaly fddové mezi 10*-10° MPN/100 ml,
pocty E. coli 10°-10° MPN/100 ml, pocty intestinalnich enterokokd 103-105 KTJ/100 ml, pocty Clostridi-
um perfringens 10>-10* KTJ/100 ml, pocty kultivovatelnych mikroorganism( pfi 22 °C 10*-10° KTJ/ml a pfi
36 °C 10°-10° KTJ/ml. Pocetné E. coli ptedstavovala v priméru 34 % koliformnich bakterii. Koagula¢ni stu-
pen v nékterych pfipadech zhor$oval kvalitu upravované odpadni vody. U¢innost piskové filtrace oproti
vstupni odpadni vodé byla vice nez 40 %. Membranova filtrace eliminovala mikrobidlni znecisténi ¢asto se
100% ucinnosti. Zbytkové znecisténi bylo odstranéno po hygienickém zabezpeceni. GAU v pfipadé zara-
zeni za piskovy filtr vylepsovalo kvalitu vody nej¢astéji s ucinnosti 95 % a vice. Voda po dezinfekci splfova-
la vzdy pozadavky na zavlahové vody dle CSN 75 7143 v ukazatelich intestinalni enterokoky a koliformni
bakterie a dale kritéria podle Nafizeni EU 2020/741, o minimalnich pozadavcich na opétovné vyuzivani
vod, v ukazateli E. coli. Pozadavky na pitnou vodu byly spInény pfiblizné u 70 % vzorkud. Béhem akumulace
dochazelo k mirnému zhorseni kvality upravované vody, aviak voda i nadale splfiovala hodnoty intestinal-
nich enterokokt a koliformnich bakterii pro zavlahy a hodnoty E. coli podle Nafizeni EU 2020/741.

Podékovdni
Prdce byla podpofena v ramci projektu TA CR TH03030080 ,Recyklace odpadnich vod pro vyuziti ve vodnim
hospoddrstvi mést budoucnosti’.



Vyskyt a detekce legionel v odpadnich vodach na komunalnich
¢istirnach odpadnich vod. Jsou COV hrozbou pro okoli?
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Cistirny odpadnich vod byly v literature jiz nékolikrét identifikovany jako zdroj legionel6zy. Technologie
¢isténi vody v ramci komunalni COV zahrnuje nékolik fazi (sedimentace, aktivace + aerace, dosazovani,
zpracovani kal(, vycisténa voda), ale vime jen velmi malo o spolecenstvech legionel, které zde ziji. Odpad-
ni voda vytvafi prostiedi bohaté na organické i anorganické latky a také se zde vyskytuje velké mnozstvi
dalsich konkurenc¢nich druh mikroorganismd, jez komplikuji zachyt legionel béznymi kultiva¢nimi me-
todami. Proto vétsina dosud ziskanych informaci byla zalozena na gPCR. Pro pfimy zachyt jednotlivych
L. species bylo nutné upravit stavajici postupy kultivace.

Material, metody

Vzorky odpadni vody, kald a vycisténé vody byly napfimo kultivovany pfi 30 °C. Paralelné byly vzorky po-
nechany po dobu Sesti tydnu v termostatu 30 °C a nasledné rovnéz kultivovany pti 30 °C. Teplota kultivace
zohlednuje teplotni podminky ¢isténych vod. Ziskané izolaty byly potvrzeny pomoci sekvenace genu mip.

Vysledky

Vzorky reprezentujici jednotlivé faze cisténi byly odebrany Ctyrikrat v pribéhu sledovaného roku. Nej-
vyssi pocty legionel byly zjistény béhem faze sedimentace, aktivace a ve vysledném separovaném kalu
(10%-10° KTJ /ml). Vycisténa voda rovnéz obsahovala legionely (10% KTJ/ml). Byla prokazana i L. pneumo-
phila sg. 3,6 a sg. 1 (ST 393), coz koresponduje s nalezy ve vodé spadové oblasti. Za pomoci upravené
metody kultivace bylo zachyceno dalich 12 druh L. species a rovnéz dalsich $est novych druht. Vétsina
z nich byla vykultivovana pfi 30 °C, ale pti 36 °C jiz nerostla. Za zminku stoji pfitomnost L. steelei ve vsech
fazich cisticiho procesu a vyskyt L. longbeachae v separovaném kalu. Vzorky odebrané aeroskopem zlstaly
negativni.

Zavér

naptic cisticim procesem. Moznost jejich kultivace je vsak podminéna pouzitim nizsich kultivacnich teplot.
Ziskané vysledky potvrzuji, ze jak voda, tak hlina i odpadni vody vcetné kall predstavuji ekologickou niku
pro spektrum novych druh, jejich role v Cisticim procesu vsak zatim zUstava nezndma, véetné zdravotni-
ho rizika, které predstavuiji.
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Monitoring koronaviru SARS-CoV-2 v odpadnich vodach CR
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Na konci roku 2019 se z Ciny do celého svéta pandemicky rozsifil novy virus SARS-CoV-2, ktery byl do kon-
ce dubna 2021 prokézan u vice nez 150 miliond lidi (v CR 1,6 mil.). Koronaviry jsou pfednostné vylu¢ovany
respiracnimi sekrety, genové segmenty viak byly prokazany také ve stolici infikovanych osob, kde mohou
byt az 35 dni, tj. pred vypuknutim a po odeznéni piiznakd. V nasi studii byl pouzit tzv. epidemiologicky
pfistup k odpadnim vodam, znamy z kvantitativniho méreni lidskych biomarkert, napf. drog v odpadnich
vodach. Spravné nastaveny systém monitoringu odpadnich vod by mohl byt vyuzit pro surveillance za-
vaznych infekénich onemocnéni nebo jako ndstroj v€asného varovani pro nastaveni systému ucinného
dohledu nad $ifenim nakazy. V CR by monitoringem odpadnich vod v COV mohlo byt sledovéno az 80 %
obyvatel.

Monitoring pfitomnosti koronaviru SARS-CoV-2 v odpadnich vodéch byl provadén od dubna 2020.V jarni
viné epidemie bylo ve spolupréci se spole¢nosti SOVAK ziskano 124 vzork( natokd na 40 COV z celého
tzemi CR (Obr. 1). Dalsi dvé etapy monitoringu probihaly v obdobi od listopadu do prosince 2020 (pfes
240 vzorkl z 50 COV) a od unora 2021 (dosud). Cilem rozsahlého vzorkovani bylo zachytit riizné drovné
poctd infikovanych osob. Extrakce RNA a detekce viru pomoci RT-qPCR analyzy byla provadéna ve Vy-
zkumném ustavu veterinarniho lékafstvi, v. v. i., v Brné. Optimalizace naro¢ného postupu extrakce RNA
z necisténych odpadnich vod je provadéna v ramci probihajiciho projektu programu 4. VS BV Il ,VyuZiti
monitoringu odpadnich vod jako nastroje véasného varovani pred vznikem epidemiologické situace”.

Nalez genovych segmentd viru SARS-CoV-2 v odpadnich vodach byl v jarni etapé pozitivni u 18 vzorkl (tj.
15 %) z 12 COV (30 %). Diky velmi nizkym poétdm infikovanych osob v CR v jarni viné epidemie se podafilo
ziskat jedinecné vysledky, které umoznily zachytit doIni mez detekce zvolené metody. Fragmenty SARS-
-CoV-2 byly stanoveny v odpadnich vodach od 6 000 do 80 000 obyvatel napojenych na COV, mezi nimiz
byly aktudlné v dany den evidovany pouze jednotky infikovanych osob. Tato velmi nizka ¢isla ukazuji na
velmi vysokou citlivost metody.

Nase i zahrani¢ni vysledky ukazuji, ze zvoleny pfistup detekce infek¢nich agens v odpadnich vodach by

mohl byt pfi systematickém sledovani spolehlivé vyuzitelny k tvorbé systému, jehoz cilem bude vcasné
zachyceni varovného signélu nastupujici epidemiologické situace a sledovani vyvoje epidemie.



Obr. 1. Oblastiv CR, v nich byl monitorovdn vyskyt SARS-CoV-2 RNA v odpadnich voddch
s

T

an o e

netestovano

oblasti s negativnim nalezem SARS-CoV-2 RNA
oblasti s pozitivnim nalezem SARS-CoV-2 RNA
oblasti s opakovanym nalezem SARS-CoV-2 RNA

Podékovdni
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Proces zavadéni metodiky detekce SARS-CoV-2
v odpadnich vodach na VSCHT Praha
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Na po¢atku pandemie covid-19 v Cesku vyvstala potfeba zavést metodiku detekce SARS-CoV-2 v odpad-
nich vodach. Pfedpoklada se, ze screening SARS-CoV-2 v odpadnich vodach Ize pouzit jako nastroj k mo-
nitoringu cirkulace tohoto viru v populaci, popfipadé k dfivéjsimu varovani pfed pfichodem nové viny
(Medema et al., 2020). Pro rychlejsi zavedeni metodiky spojenim odbornosti technologie vody, virologie
a molekularni biologie RNA byla navézana spoluprace Ustavu technologie vody a prostfedi, Ustavu bio-
chemie a mikrobiologie a Ustavu biotechnologie. Pro financovéni této spoluprace jsme vyuzili moznosti
rozsifeni stavajicich projektt TA CR v souvislosti s koronavirovou pandemii. Konkrétné byl rozsiten projekt
TACR SS01020112 ,Technologie pro odstranéni antibiotické rezistence z ¢istirenskych kald aplikovanych
v zemédélstvi”. Cilem rozsifené ¢asti projektu je zavedeni metody stanoveni viru SARS-CoV-2 v odpadnich
vodach v laboratofich VSCHT a nasledné dlouhodobé sledovani vyskytu viru na cca 15 mistech prazské
stokové sité v dvoutydennich intervalech.

Na zékladé informaci z nékolika ¢lankd publikovanych formou preprintu byl vybran postup analyzy, ktery
se jevil jako nejsnaze dostupny a bezpecny z hlediska ochrany pracovniki v laboratofi (Wu et al., 2020),
a byl jen mirné upraven. Vzorek odpadni vody byl nejdfive pasterizovan pfi 60 °C po dobu 1,5 h, filtro-
van pres 0,45um membranovy filtr a filtrat byl smichan se smési polyethylenglykolu a chloridu sodného.
Nasledovala centrifugace pii 12000xg a 4 °C po dobu 2 h. Peleta byla resuspendovana v Trizolu a RNA
izolovana dle instrukci vyrobce byla podrobena RT-gPCR.

Vyskytlo se nékolik praktickych komplikaci, nékteré vzorky napf. ucpavaly membranové filtry jiz po desit-
kach ml. To zna¢né prodlouzilo dobu zpracovani vzork( a zvysilo finan¢ni naklady, nebot na jeden vzorek
bylo potieba pouzit vice filtri. Zaroven vyvstava otazka, jestli pfi ucpavani filtrd nedochazi k vyznamnéj-
$imu zachytu virovych ¢astic na filtru.

Po ziskani prvnich vysledkd, které byly SARS-CoV-2 negativni, jsme optimalizovali vybrané kroky postupu.
V souvislosti s pandemii se vSak vyskytly problémy s dostupnosti nékterych chemikalii na ¢eském trhu,
napt. nebylo mozné navysit mnozstvi PEG8000 z 10% na 20%. Proto byl navysen objem zpracovavaného
vzorku z 80 ml na 120 ml. Dale nebylo mozné testovat postup publikovany tymem z KWR, Vyzkumného
Ustavu pro vodni hospodaistvi v Nizozemi, opét pro nedostupnost zbozi na ¢eském trhu, konkrétné ultra-
filtra¢nich membranek o MWCO 100 kDa.

Pravidelné vzorkovéni na prazské stokové siti probihd od druhé poloviny cervna. V soucasné dobé bylo
ziskano nékolik pozitivnich vysledkd pohybujicich se na hranici meze kvantifikace az po 91 kopii genu/ml
odpadni vody. Na konferenci budou prezentovany podrobnéjsi vysledky detekce SARS-CoV-2 v odpad-
nich vodach pomoci RT-qPCR veetné vystupud optimalizace metodiky a konzultaci se zahrani¢nimi kolegy
zabyvajicimi se stejnou problematikou.
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Role vody v pfenosu vira zplisobujicich alimentarni infekce
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V posledni dobé se dulezitou oblasti zajmu nejen v bezpecnosti potravin stavaji virova agens a onemocné-
ni jimi zpusobend. O jejich vyznamu svédci periodické zpravy Evropského ufadu pro bezpecnost potravin
(EFSA), které viry fadi mezi nejcastéjsi plivodce onemocnéni v souvislosti s kontaminovanymi potravinami
a vodou. Ackoli byl pfenos kontaminovanymi potravinami ¢i vodou popsan u témér 11 celedi, podle EFSA
mezi nejvyznamnéjsi zastupce patfi noroviry (NoV Gl a NoV Gll), virus hepatitidy A (HAV) a virus hepatitidy
E (HEV). Vzhledem ke svému vyznamu pro lidské zdravi je mozné mezi tato agens zafadit i viry z Celedi
Adenoviridae (adenovirus 40 a 41, AdV 40/41) a rotaviry (RVA).

Hlavni zplsob Sifeni téchto virl je fekalné-oraini prenos. Kombinaci pfimého kontaktu s infikovanymi
osobami (klinicky nemocnymi ¢i asymptomatickymi prenasedi) a nedodrzovani zakladnich hygienickych
navykd dochazi pak v populaci k obtizné kontrolovatelnému Sifeni onemocnéni. Infikovana osoba vét-
Sinou vylucuje zminéné viry uz pred objevenim klinickych pfiznakd a nékolik tydnl po jejich odeznéni.
Tato agens se nasledné dostavaji do prostiedi a kanaliza¢nich systéma. Oproti bakteriim viry obecné vy-
kazuji vétsi rezistenci vici Cisticim procestim, proto nemusi byt béznymi postupy zcela spolehlivé odstra-
néna ¢i inaktivovana. Ke kontaminaci povrchové i pitné vody tak dochdzi odtokem nedostate¢né osetiené
vody z ¢istiren odpadnich vod do vodnich zdrojd, prostfednictvim netésnicich/porusenych kanaliza¢nich
systému a septiku ¢i pfimym odtokem odpadnich vod a kald do prostfedi. Kontaminovana voda pak mGze
slouzit jako vhodné vehikulum téchto vird a nasledné byt zdrojem sekundarnich kontaminaci potravin.
Vzrlstajici pocty zaznamenanych epidemii souvisejicich s kontaminovanymi potravinami ¢i vodou svédci
pravé o tom, Ze ani tento zpUsob pfenosu vird by nemél byt opomijen.

Na zékladé téchto dat bude cilem pfispévku podrobnéji seznamit posluchace s roli vody v pfenosu vir(i
zpusobujicich alimentarni infekce a s vysledky analyz rdznych druht vod na pfitomnost vybranych viro-
vych agens (humanni noroviry, adenoviry, virus hepatitidy A a virus hepatitidy E), v¢etné molekularné
epidemiologickych studii, které byly provedeny ve Vyzkumném ustavu veterindrniho Iékafstvi, v. v.i., Brno.

Podékovdni
Prdce vznikla za podpory projekti Ministerstva zdravotnictvi NV17-31921A a Ministerstva zemédélstvi
QK1810212.



Multiplexni nastroj pro rychlou detekci patogennich virli spojenych
s kontaminovanou vodou a prostiedim

Hrdy Jakub'?, Vasickova Petra’, Krasna Magdaléna’

'Oddéleni Mikrobiologie a antimikrobidlni rezistence, Viyzkumny tstav veterindrniho lékarstvi, v. v. i.,
Hudcova 296/70, 621 00 Brno
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Virova agens se v posledni dobé dostévaji do popredi zdjmu, a to i ve spojitosti s moznou kontaminaci
vodnich zdrojli a prostredi. Nejcastéjsimi nasledky onemocnéni, ktera se s témito kontaminacemi poji,
jsou gastroenteritidy projevujici se horeckou, zvracenim a vodnatymi prijmy. Kromé mirnych horecna-
tych onemocnéni vsak mohou viry zplisobovat i zavaznéjsi stavy — infekce dychaciho Ustroji, hepatitidy,
konjunktivitidy, aseptické meningitidy, myokarditidy, encefalitidy ¢i paralyzy.

V soucasnosti rutinné pouzivané metody pro detekci téchto agens maji své limity. Jednim z nejpodstatnéj-
sich je omezena moznost vytvaret multiplexni systémy pro detekci vétsiho mnozstvi patogent soucasné.
Z tohoto dlvodu jsme vyvinuli novy detekéni nastroj, ktery toto omezeni umozni prekonat. Zkombino-
vali jsme metodu multiplexni liga¢ni reakce a PCR s komer¢né dostupnou technologii xMAP (Luminex
corporation, Texas, USA). Kombinace téchto metod umoznuje vytvaret oteviené detekéni systémy az pro
50 rdznych cild.

Pro detekci vird spojenych s alimentarnimi nakazami byl vyvinut a optimalizovan panel zahrnujici nejvice
diskutované puvodce - noroviry, viry hepatitidy A a E, adenoviry a rotaviry. Spolehlivost tohoto panelu
byla ovérena i mezilaboratornimi testy, kdy byl potvrzen limit detekce této metody, 5 x 100 az 5 x 101
genomovych ekvivalentl v reakci. Tento systém predstavuje rychlou, robustni, spolehlivou a dostate¢né
citlivou metodu pro mozné monitorovani a kontrolu mikrobiologické bezpec¢nosti potravin, vodnich zdro-
ju a prostredi, kromé toho mize slouzit i jako pomocny nastroj pii epidemiologickych Setfenich.

V souvislosti s aktudlni epidemiologickou situaci byl tento detekéni panel doplnén o systémy cilené na viry
zpUsobujici respiraéni onemocnéni (tzn. plivodce nového onemocnéni covid-19 a chiipek A a B).

Podékovdni

Prdce byla provedena s podporou projektu Ministerstva zdravotnictvi CR 17-31921A ,Viry v souvislosti s ali-
mentdrnimi infekcemi — molekuldrni epidemiologie a metody rychlé detekce” a Bezpecnostniho vyzkumu
Ministerstva vnitra BV VI20152020044 ,Multiplexni xMAP technologie pro komplexni detekci patogennich
agens vyznamnych z pohledu zajisténi ochrany zdravi lidi a zvitat” Tento detekcni ndstroj je aktudlné testovdn
v projektu Ministerstva vnitra VI04000017 ,Vyuziti monitoringu odpadnich vod jako ndstroje véasného varovd-
ni pfed vznikem epidemiologické situace”
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Vyskyt SARS-CoV-2 v uzavienych prostorech se zvysenym
pohybem lidi

Kralik Petr'?, Dziedzinska Radka'? Sery Omar'?3
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Epidemie SARS-CoV-2 vyvolala celosvétovou krizi a ukazala nedostate¢nou pfipravenost mnoha zemi na
takovy typ ohrozeni. Byla pfijata fada opatfeni, jejichz dopad na zvladani epidemie Ize hodnotit jako spiSe
sporny. Mezi takova opatieni Ize zafadit i kompletni uzavieni obchodil na podzim 2020 s vyjimkou pro-
deje potravin, které trvalo az do zacatku kvétna 2021. Vliv uzavieni ochod(i na zvladani epidemie nema
jednoznacné prokazany ucinek, ktery by bylo mozné hodnotit bez vztahu k ostatnim opatfenim.

Vzhledem k diskutabilnimu vlivu uzavieni obchodt na sifeni infekce SARS-CoV-2 jsme provedli dvé Setieni
v mistech, kde dochazi ke zvysenému pohybu osob. Prvni se uskutecnilo na centralni posté v Brné pied Va-
nocemi 2020, tedy v dobé raketového ristu poc¢tu nakazenych, ktery kulminoval na prelomu roku. Druhé
Setfeni probéhlo ve velkém nakupnim centru v Olomouci na zac¢atku Unora 2021, tedy v dobé dalsiho ras-
tu poctu nové nakazenych po poklesu v lednu 2021.V obou pfipadech byly analyzovény vzorky vzduchu
a prostiedi metodou qPCR. Vzorky vzduchu byly odebirédny pfimo do konzerva¢niho média prostrednic-
tvim vedeni vzduchu pfimo na vlhc¢ené lamely, aby nedochéazelo k degradaci virové RNA. Vzorky prostiedi
byly reprezentovany stéry z povrchid a rukou zaméstnancd, a to ve vecernich hodinach pied ukon¢enim
provozu zatizeni.V den odbéru postu navstivilo 2 600 osob a ndkupni centrum navstivilo vice nez 10 000
osob. Stéry byly odebirany z mist, jichz se dotyka velké mnozstvi lidi, jako jsou napt. madla a kliky dvefi,
terminal vyvolavaciho systému, madla nakupnich vozikd, vytahova tlacitka, madla eskalator( apod.

Po transportu do laboratore byla ze vsech vzorkl stérd izolovana RNA pomoci standardniho komer¢né
dostupného kitu EliGene® Viral DNA/RNA FAST Isolation Kit. Pfitomnost RNA SARS-CoV-2 byla ovéfena
pomoci komerc¢né dostupnych detekénich souprav EliGene® COVID19 CONFIRM RT a EliGene® COVID19
Triple RIC RT na qPCR pristroji CFX 96 Touch.

Vysledky ukazaly, ze v mistech se zvysenym pohybem osob neni mnozZstvi viru ani ve vzduchu, ani na
povrsich detekovatelné. Vybér mist pro provedeni stérG a odbér vzorkl vzduchu byl proveden tak, aby
pravdépodobnost zachytu byla maximalizovana. Pfesto nebyl virus v prostiedi s vysokym vyskytem osob
prokazan. Tyto vysledky naznacuji, ze mista s vysokou kumulaci lidi pfi dodrzovani hygienickych opatreni,
coz je predevsim ochrana dychacich cest a pouzivani dezinfekce, nepfedstavuji z pohledu siteni infekce
SARS-CoV-2 riziko.

Podékovdni

Vysledky vznikly v ramci reseni projektu Bezpecnostniho vyzkumu Ministerstva vnitra VI04000071 ,Systém pro
vzorkovdni a detekci koronaviru a dalsich plvodci respiracnich onemocnéni ze vzduchu’ Podékovdni patii
vedeni Ceské posty, s. p., a majitelim Galerie Santovka za umoznéni vstupu a sbéru vzorkd.

20



Klimatické zmény a mikroorganismy

Rulik Martin

Katedra ekologie a Zivotniho prostredi, Pfirodovédeckd fakulta, Univerzita Palackého,
Slechtitelti 27, 783 71 Olomouc
martin.rulik@upol.cz

Bakterie predstavuji cca 15 % biomasy Zemé a pfispivaji minimalné 20-30 % ke globalni primarni fotosyn-
tetické produktivité. Rovnéz klicové procesy a reakce v biogeochemickych cyklech prvkid jsou zprostred-
kovany bakteriemi — napf. bakterie a archea jsou jediné znamé organismy schopné fixovat plynny dusik.
Chceme-li proto Iépe pochopit dopady probihajici klimatické zmény na pfirodni ekosystémy, je nezbytné
zahrnout do nasich tvah i do globalnich modelt roli mikroorganismda.

Globalni oteplovani jakozto hlavni rys klimatickych zmén ovliviuje jak vodni, tak terestrické mikroorga-
nych onemocnéni, jako jsou cholera nebo zapadonilska horecka, a zvysuje se rezistence mikroorganism
na antibiotika. Vyssi teplota vody rovnéz stimuluje rychlejsi rozklad opadu ve vodnich tocich, coz mGze
v budoucnu vést k nedostatku potravy pro bezobratlé rozkladace. Na druhou stranu, mikroorganismy
mohou klimatické zmény ovliviiovat prostfednictvim pozitivni zpétné vazby. Pfikladem je zvysena respi-
race a produkce CO, v dlsledku zvySovani teploty nebo produkce CH, nasledkem tani permafrostu. Oba
plyny patii mezi tzv. sklenikové plyny a jejich akumulace v atmosféie vede k dalSimu zvySovani teploty
vzduchu.

V ramci prednasky budou demonstrovany riizné piiklady pfimych a nepfimych vliva klimatickych zmén
na mikrobidlni spolecenstva ve vodach a stejné tak i priklady ukazujici zpétnovazebni roli mikroorga-
nisma.
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Mikrobiologicka kvalita vodnich ploch na tzemi hlavniho
mésta Prahy

Gharwalové Lucia, Mlejnkovéa Hana, Jasikova Lucie, Fojtik Tomas,
Makovcova Marcela, Juranova Eva

Vyzkumny ustav vodohospoddrsky T. G. Masaryka, v. v. i., Podbabskd 30, 160 00 Praha 6
lucia.gharwalova@vuv.cz

Revidovana smérnice Evropského parlamentu o vodach ke koupani (2006/7/ES) vyzaduje, aby ¢lenské
staty EU minimalizovaly riziko pro vefejné zdravi z mikrobialniho znecisténi prostfednictvim zlepsenych
pfistupl k monitorovani. V rdmci projektu CZ.07.1.02/0.0/0.0/16_040/0000382 ,Praha - Pl ristu Il: Moz-
nosti vodni rekreace na izemi hlavniho mésta Prahy (od historie po sou¢asnost)” byl v letech 2018 a 2019
provadén prizkum potencialnich moznosti rozsifeni mist ke koupdni a rekreaci u vody na Uzemi Prahy.
Z cca 150 zvazovanych mist bylo vybrano 57, v nichz byla monitorovana jakost vody a hodnocen jejich
stav a potencidl. Pro posouzeni jakosti vody téchto lokalit bylo, alternativné k Vyhlasce 238/2011 Sb., na-
vrzeno ,orientacni posouzeni aktudlniho stavu pfirodnich koupalist”. Byly vytvoreny kategorie (vyhovu-
jici/nevyhovujici/vyhovujici s vyhradou) a s vyuzitim vyhlasky ¢. 238/2011 Sb., byly kategoriim ptifazeny
limitni hodnoty. Viystupy projektu prispéji ke zvyseni informovanosti vefejnosti o aktualnich moznostech
rekreace u vody na Uzemi Prahy.

Podékovdni
Prdce byla financovdna prostfednictvim projektu CZ.07.1.02/0.0/0.0/16_040/0000382 Operacniho programu
Praha - pél riistu CR www.penizeproprahu.cz.
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Prototheca spp., environmentalni patogen mlé¢nych farem
Morévkové Monika', Seydlové Rlizena?, Kucharovi¢ova Ivana3, Bacova Romana'
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Zastupci rodu Prototheca patfi mezi jednobunécéné achlorofylni fasy vyskytujici se ve vihkém prostredi bo-
hatém na organické latky. Jsou vétsinou detekovani ve vzorcich z fek, odpadnich vod, ve vihké padé, krmi-
vu, stelivu ¢i vykalech, zejména prasat a skotu. Aviak nékteré druhy mohou vyvolat za uréitych podminek
onemocnéni lidi a zvifat. Mezi nejcastéjsi zastupce vyvoldvajici onemocnéni lidi je fazena P. wickerhamii,
u zvifat je nejcastéji izolovana P. bovis (dfive P. zopfii genotyp Il). Méné Castéji se setkavame s P. blaschkeae
nebo P, ciferii.

U zvifat nejzavaznéjsi problémy prototéky zplsobuji v chovech mlé¢ného skotu, kde se podileji na vzniku
mastitidniho onemocnéni. Hlavnim rysem prototékové mastitidy je zména kvality mléka a snizeni jeho
produkce. V pozdéjsich fazich infekce muize dojit k vyznamnému a nendvratnému poskozeni mlécné zlazy.
U infikovanych krav je prototéka vylu¢ovana zejména prostrednictvim mléka, pfipadné vykaly do prostre-
di, ¢imz dochazi k vétsi infekéni zatézi a Sifeni prototék v chovu. V souc¢asné dobé neexistuje spolehliva
lé¢ba. K ozdraveni chovu jsou vytipovana organizacni opatieni, kterd vyznamné brani rozsifovani infekce,
nicméné pozitivni dojnice museji byt vzdy z chovu vyfazeny.

Diagnostika je vétsinou zaloZena na kultivaci mikroorganismu s naslednou mikroskopii. Pro pfesnou iden-
tifikaci izolatu Ize pouzit specifickou PCR, piipadné sekvenaci genu cytb nebo 185/28S rDNA. Pro pfimou
detekci a presnou identifikaci vybranych prototék v mléce, klinickych vzorcich ¢i v prostiedi Ize téz vyuzit
molekularnich metod na bazi real-time PCR (qPCR).

Diagnostika mastitidnich plvodct se historicky orientovala pouze na kontagiozni a bakterialni environ-
mentalni patogeny, nicméné v souvislosti s jejich ¢aste¢nym potlacenim vzrista problematika dalsich
nebakterialnich ptvodct, k nimz pravé patii Prototheca spp. Proto bylo za ucelem predbézného zjisténi
rozsifeni prototékovych infekci v chovech mlééného skotu v Ceské republice vysetfeno pomoci kultiva-
ce a piimé multiplexni qPCR, vyvinuté a zavedené na jednom z podilejicich se pracovist, 120 bazéno-
vych vzorkd mléka. Nasledné byla vytipovana jedna farma s diagnostikovanou mastitidou zpisobenou
Prototheca sp. a na této farmé byla zjistovana kontaminace prostiedi. Bylo odebrano 21 vzorkd, které byly
vysetfeny jak kultivacné, tak pomoci multiplexni qPCR.

Pro kultiva¢ni vysetfeni byl pouzit Sabourad agar s chloramfenikolem. Pro molekularni detekci byla po-
uzita multiplexni gPCR umoznujici detekovat, identifikovat a kvantifikovat rod P. bovis, P. wickerhamii,
P. blaschkeae a P. ciferii. DNA byla izolovdna pomoci kitu Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Microprep kit
(Zymo Research).

Pomoci multiplexni qPCR byla P. bovis, pfipadné P. blaschkeae, detekovéana ve 14 % vzorkd bazénového
mléka. Pocet bunék prototék na mililitr mléka se pohyboval v rozmezi 10°-10°. Kultiva¢né byla prototéka
izolovana pouze u tfi vysoce gPCR pozitivnich bazénovych vzorkd s hodnotami nad 10*/ml mléka.

V prostredi pozitivni farmy se zdroj ndkazy prokéazat nepodafilo, kultiva¢né byly vSsechny vzorky véetné
vzorkl krmiva, vody ¢i biofilmu z napajecich zafizeni negativni. gPCR analyza odhalila pouze dva pozitivni
vzorky seskrabu z chodby a podestylky ze stdje, kde byly ustajeny pozitivni kusy zvifat.

Z vysledka predbézné studie vyplyva, ze P. bovis, piipadné P. blaschkeae, se mize vyskytovat ve vice nez
10 % mlécnych farem, proto je tfeba podrobnéji prosetfit dané chovy a zavést zasadni organizacni opat-
feni proti dalsimu Siteni infekce. Ze studie téz vyplyva, ze qPCR metoda je vhodnou metodou, jez mlze
napomoci odhalit jiz nizké koncentrace prototék ve vzorcich, predevsim téch, kde se vyskytuji kvasinky,
které kultivacni vysetfeni na prototéku zna¢né komplikuji.

Podékovdni
Prdce byla vypracovdna za podpory Ministerstva zemédeélstvi NAZV QK1910092 a za instituciondIni podpory
Ministerstva zemédélstvi MZE-RO0518.
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Identifikace mikrobialnich kmenti izolovanych z vod degradujicich
pesticidy

Janalikova Magda’, Pleva Pavel', Bercikova Lucie', Peroutkova Petra?, Palarcik Jifi, Siglova Martina3

'Ustav inZenyrstvi ochrany Zivotniho prosttedi, Fakulta technologickd, Univerzita Tomdse Bati,
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3EPS biotechnology, s. r. 0., V Pastouskdch 205, 686 04 Kunovice
martina.siglova@epsbiotechnology.cz

Degradac¢ni mikrofléru Ize oc¢ekavat predevsim tam, kde se vyskytuji latky strukturné podobné cizorodym,
nebo v prostiedi s dlouhodobou pfitomnosti cizorodych latek. V takovych mistech totiz jiz probéhla (¢i
probiha) potiebna selekce mikroorganismu. Vybornymi zdroji degradacnich kultur jsou proto zejména
znecisténé vody dlouhodobé kontaminované pesticidnimi latkami.

Z vytipovanych lokalit byly odebrany vzorky vod, z nichz byly stanoveny kultivovatelné heterotrofy
a specifické heterotrofni mikroorganismy s pravdépodobnym degradacnim potencialem viici acetochloru
a alachloru. Byly provedeny upravy kultiva¢niho prostfedi pro zvyseni selekéniho tlaku tak, aby byly od-
stranény zejména primarni nedostatky omezujici nebo vylucujici rozvoj degradacni mikroflory (pfidavek
alachloru nebo acetochloru). Vétsina vzorkl prosla také procesem nabohacovani pfitomnych degradért
a teprve poté bylo finalné rozhodnuto o vzorcich, které projdou primérni selekci do dalsich experimentd.

Celkem bylo izolovéano 19 mikrobiélnich kmen( s degrada¢nim potencidlem - 17 kmen( z vod lokality
Vysocina, jeden kmen z vody lokality Jihlava a jeden kmen z vody lokality Ivancice.

Pro identifikaci byly zvoleny metody MALDI-TOF a sekvenace genu pro 16S rRNA. Mezi identifikovanymi
rody se vyskytuje 12 zastupct gramnegativnich bakterii (napf. Brevundimonas, Paraburkholderia, Pseudo-
monas), pét zastupcd grampozitivnich bakterii (napt. Exiguobacterium, Microbacterium), jedna kvasinka
(Cystobasidium) a jedna plisen (Cadophora). Vétsinu kmen( se podarilo pomoci obou metod identifikovat
na uroven druhu, pouze ¢tyfi kmeny byly identifikovany na rodovou urovern.

Podékovdni
Publikované vysledky byly dosazeny s podporou projektu TA CR ¢& TJ04000226.
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Uéinnost mechanicko-biologickych ¢istiren odpadnich vod pfi
odstranovani bakterii E. coli rezistentnich k vybranym antibiotik{im
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Antibiotika jsou celosvétové intenzivné vyuzivana pro lécbu lidi i zvifat, coz vede k jejich neustalému uvol-
fnovani do zZivotniho prostiedi. Spole¢né s antibiotiky se do odpadnich vod dostavaji i bakterie rezistentni
na antibiotika.

Cilem této préace bylo zjistit, jak pfispivaji mechanicko-biologické ¢istirny odpadnich vod (COV) nad 10 000
EO k eliminaci bakterii E. coli rezistentnich na vybrana antibiotika — ampicilin, tetracyklin, sulfomethaxazol,
ceftazidim, cefotaxim a kolistin.

Pocty rezistentnich E. coli dosahovaly na natoku na COV hodnot 10'-10% KTJ/ml a tvofily ¢asto i ptes po-
lovinu celkového poctu E. coli. Podle prvotnich vysledkd v priméru dochazelo k eliminaci rezistentnich
E. coli 0 99 % na hodnoty 10°-102 KTJ/ml. Nebyl pozorovan rozdil v eliminaci E. coli rezistentnich na riizna
antibiotika.

Sledované COV prokézaly vysokou G¢innost pFi eliminaci rezistentnich bakterii E. coli z odpadnich vod,
nicméné mnozstvi rezistentnich bakterii ve vycisténych odpadnich vodach je i presto rizikem pro Zivotni
prostiedi i zdravi lidi a zvifat.

Podékovdni

Prdce byla finanéné podpofena z Instituciondlnich prosttedkd na rozvoj vyzkumné organizace VUV TGM, v. v. i,,
v rdmci interniho grantu ¢. 3600.52.20/2020.

25



Uéinnost mechanicko-biologického ¢isténi odpadnich vod
pfi odstranovani gent antibiotické rezistence

Buridnkova Iva', Kuchta Peter', Sovova Katefina?, Rulik Martin3, Vitézova Monika'

'Ustav experimentdini biologie - Oddéleni mikrobiologie, Pfirodovédeckd fakulta, Masarykova Univerzita,
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2Katedra ekologie a Zivotniho prostredi, Prirodovédeckd fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci,
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3Vlyzkumny Gstav vodohospoddrsky T. G. Masaryka, v. v. i., Mojmirovo ndmeésti 16, 612 00 Brno
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Kvuli dlouhodobému naduzivani antibiotik pribyva dlkaz(, Ze se do vodnich recipientl dostavaji mik-
roorganismy nesouci ziskané geny rezistence (ARGs) k riznym druhlm antibiotik, jejichz zdrojem jsou
splaskové odpadni vody a predevsim odpadni vody ze zemédélské produkce. V soucasné dobé neni do-
state¢né znamo, jaka je ucinnost zachytu, resp. odstrafiovani rezistentnich mikroorganism@ a ARGs na
ptislusnych COV. Cilem vyzkumu byla relativni kvantifikace vybranych ARGs pomoci metody kvantitativni
PCR a zhodnoceni G¢innosti jejich eliminace pi ¢isténi odpadnich vod na COV ModFice (Brno). Vzhledem
k faktu, ze ,hot-spots” mikrobidlniho metabolismu se nachazeji v biofilmech hyporheickych sediment(,
byl kromé natoku a odtoku z COV testovén také sediment a voda z recipientu feky Svratky nad a pod vy-
pusti. Vysledky naznacuji, ze k obohacovéni fi¢niho ekosystému o geny rezistence dochazi i pfes pomérné
vysokou U¢innost jejich eliminace na COV.
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Vliv zpasobu izolace DNA z Cistirenskych kall na kvantifikaci gent
antibiotické rezistence

Skodakova Klara', Gajdos Stanislav', Purkrtova Sabina?, Bartacek Jan',
Rihova Ambrozova Jana', Vejmelkova Dana’

"Vysokd skola chemicko-technologickd, UTVP, Technickd 5, Dejvice, 166 28 Praha 6
skodakok@vscht.cz
2\lysokd $kola chemicko-technologickd, UBM, Technickd 5, Dejvice, 166 28 Praha 6

Antibiotickd rezistence se stava hlavnim globalnim zdravotnim problémem. Nadmérnou konzumaci anti-
biotik dochézi k selekci rezistentnich bakterii a Siteni genl antibiotické rezistence (ARG). Bakterie nesouci
geny rezistence putuji v odpadnich vodach na cistirnu odpadnich vod, kde dochazi k jejich zna¢né eli-
minaci, a to v€etné patogennich druhd. ARG se vsak mohou dale dostavat do Zivotniho prostfedi pro-
stfednictvim odtoku z COV ¢i kalu aplikovaného na zemédélskou padu. Kal pouzity jako hnojivo mize
bez dostatec¢nych Uprav predstavovat potencidlni zdravotni riziko pro ¢lovéka. Riiznou Upravou kald, jako
jsou pasterizace a mezofilni nebo termofilni anaerobni stabilizace, mlze dochdzet k eliminaci ARG, a tim
i k omezeni jejich prenosu do prostiedi.

Cilem tohoto pfispévku je zjisténi rozdil( v kvantifikaci vybranych ARG v kalu po ¢tyfech rdznych postu-
pech izolace DNA z ¢istirenskych kal(, kdy postup izolace DNA zasadné ovliviiuje efektivitu, a tim mnoz-
stvi izolované DNA. Pro toto stanoveni byla v Cistirenskych kalech provedena kvantifikace poctu kopii
genu sull, ktery zodpovida za rezistenci k sulfonamidiim, a déle genu pro 16S rRNA pomoci metody gPCR
(kvantitativni PCR).

Podékovdni
Prispévek vznikl za finanéni podpory projektu TA CR S501020112 ,Technologie pro odstranéni antibiotické re-
zistence z Cistirenskych kalt aplikovanych v zemédélstvi”: Za poskytnuti nékterych vzorku dékujeme PVK, a. s.
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Izolace a detekce nukleovych kyselin ze vzork( vod
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Zakladnim parametrem pitné vody je jeji mikrobiologickd nezavadnost, ktera je hlidana legislativnimi
normami. Vyskyt nezadoucich mikroorganismu ve vzorcich vody Ize stanovit nékolika metodami. Kulti-
vacni metody jsou casové i laboratorné narocné. Také neposkytuji spolehlivé vysledky, a to kvili mozné
pritomnosti mikroorganismd, které nelze kultivovat. Mikroorganismy se navic mohou vyskytovat ve velmi
malych koncentracich, které kultivacnimi metodami nejsou zachytitelné. Proto bylo vyvinuto mnoho mo-
lekularné biologickych metod pro rychlou detekci a kvantifikaci mikroorganismi (patogennich bakterii,
virll ¢i parazitd) ve vodé. Mezi tyto metody patii polymerazova retézova reakce (PCR), digitalni dropleto-
va PCR (dd PCR), real time PCR ¢i sekvenovani nové generace (NGS). Pro vsechny uvedené molekularné
biologické metody je zasadnim krokem izolace nukleové kyseliny (NK; DNA/RNA), jez v idedInim piipadé
neobsahuje inhibitory PCR. Pro izolaci nukleovych kyselin Ize vyuzit klasické metody pomoci fenol-chlo-
roformu, avsak tento pfistup je pomérné pracny a zdlouhavy. Ke zrychleni celého postupu izolaci NK byla
komerénimi firmami vyvijena izolace vyuzivajici gravitacnich kolonek. Tento piistup je v soucasné dobé
nejcastéjsim zpusobem izolace NK, nebot se jedna o rychlé a ucinné metody poskytujici NK o dostate¢né
cistoté. U komercné dostupnych kitd je dulezité pro jejich spravny vybér brat v vahu nékolik parametr(
(druh vstupniho materialu, vstupni mnozstvi, délka protokolu a vazebna kapacita kolonky).

Po uspésné izolaci NK je jeji nasledna detekce dalSim dulezitym faktorem. Kromé vhodného vybéru poly-
merazy (ve formé jednotlivych komponent potiebnych PCR, pfipadné ve formé PCR reak¢nich mixu) také
zalezi na vybéru a moznostech nastaveni pouzitého termocykleru. V soucasné dobé je k dispozici zna¢né
mnozstvi rznych termocyklerd, vzdy zalozenych na moznosti automatické regulace teploty béhem jed-
notlivych cykld PCR. Pfi vybéru vhodného pfistroje je tieba zvazit nékolik parametrd, které napomohou
spravnému vybéru (velikost a pocet vzorkd, flexibilita a moznosti nastaveni rGznych parametrl, pocet
uzivatelskych licenci apod.).

V soucasné dobé je nékolik komercnich firem schopno dodavat rizné izolacni kity, reagencie pro PCR
a také termocyklery. Pfispévek bude zaméren pravé na komercni vyrobky, jez mohou byt vyuzity pro mo-
lekularné-biologickou analyzu vod (pitnd, uzitkova, zavlahova, moiska ¢i odpadni).

28



Zkusenosti s metodami stanoveni volné DNA v odpadnich vodach
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Extracelularni DNA (volna DNA, exDNA, eDNA), ktera se vzhledem ke svoji dostupnosti vyznamné podili
na prenosu gend antibiotické rezistence (eARG) a na Sifeni antibiotické rezistence obecné, se fadi mezi
nové zkoumané kontaminanty zivotniho prostfedi. Konvencni procesy cisténi odpadnich vod se zamé-
fuji zejména na odstranéni nebo znic¢eni bunék, nikoli vsak na jejich obsah, ktery se po destrukci buriky
muze rozlévat do okolniho prostiedi, do néhoz Ize eDNA zafadit. Pro posuzovani Uc¢innosti proces( cisténi
odpadnich vod pfi odstrariovani eDNA je tedy zésadni vytvorit metodiku jeji detekce. DNA v environmen-
talnich vzorcich sice stanovovana je, jedna se vsak o veskerou DNA (nebo o samotnou intracelularni DNA).
V odpadnich vodach je zéroven koncentrace eDNA nizsi, nez je limit stanoveni konven¢nich metod a kitd
(fadové jednotky az desitky pg/L), vzorky je proto pfi izolaci DNA z vodnych vzorkd pro dalsi zpracova-
ni tfeba nejprve zakoncentrovat. Zabyvali jsme se proto riznymi metodami zakoncentrovani vodnych
vzorkd pro ucely stanoveni extracelularni DNA v odpadnich vodéach. Zkoumany byly mimo jiné ethanolo-
va srazeci metoda, adsorpcné-elu¢ni metoda, metoda vyuzivajici ionexovou chromatografii, evaporacni
metoda. Tento prispévek dale priblizuje zkusenosti pracovni skupiny molekularni biologie UVTP VSCHT
v Praze a nékteré argumenty, pro¢ je exDNA pro popis Sifeni ARG zasadni.

Klicova slova: antibioticka rezistence — eARG - zakoncentrovani eDNA z vody - optimalizace
Podékovdni
Tento vystup vznikl v rdmci projektu Specifického vysokoskolského vyzkumu — projekt ¢. A1_FTOP_2020_002

- a za finanéni podpory projektu TA CR TJ02000139 ,Vyvoj technologie pro eliminaci vnosu mikropolutantt
a gendu rezistence na antibiotika do Zivotniho prostredi a lidského organismu’
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Stanoveni somatickych kolifagi a koncentra¢ni metody pouzivané
pro vzorky vod s jejich nizkym vyskytem

Janak David, Zuzékové Jana, Rihova Ambrozova Jana
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janakd@vscht.cz

Somatické kolifagy, patfici do skupiny bakteriofagd, jsou nepatogenni bakteridlni viry, které jako hosti-
telsky organismus vyuzivaji bakterie Escherichia coli, pfipadné mohou k replikaci vyuzit i jiné koliformni
bakterie.V odborné literature se uvadi, ze viry v€etné bakteriofagli jsou vice rezistentni vici hygienickému
zabezpeceni. Kvlli jejich pfirozenému vyskytu v gastrointestinalnim traktu ¢lovéka i teplokrevnych zivo-
¢ichd a ur¢itym podobnostem s enteroviry byly zafazeny jako doplikové indikatory fekalniho znecisténi
do dvou legislativnich predpist.

Dne 25. kvétna 2020 vstoupilo v platnost Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) ¢ 2020/741,
o minimalnich pozadavcich na opétovné vyuzivani vody, dle kterého je nutné somatické kolifagy posu-
zovat v ramci valida¢niho monitorovani zafizeni u kategorie s nejpfisnéjsSimi pozadavky na kvalitu vody
(tfida A). Druhym legislativnim dokumentem zmirujicim somatické kolifagy je Smérnice Evropského par-
lamentu a Rady (EU) 2020/2184 ze dne 16. prosince 2020, o jakosti vody ur¢ené k lidské spotfebé, na jejimz
zakladé budou ¢lenské staty Evropské unie (EU) povinny zafadit somatické kolifagy mezi mikrobiologické
ukazatele kvality pitné vody, které budou stanovovény v rdmci provozniho monitoringu.

V dlsledku vy$e uvedenych informaci probiha v mikrobiologické laboratofi Ustavu technologie vody
a prostfedi na VSCHT v Praze analyza somatickych kolifaga v riznych typech vod. Analyzovény byly vzorky
$edych vod, odpadni vody vstupujici a vystupujici z ¢istiren odpadnich vod (COV), voda z linky tercidrniho
¢isténi odpadnich vod (OV), kohoutkova voda a povrchové vody. Jednotlivé vzorky byly stanovovany me-
todou dvouvrstvé plakové titrace podle normy CSN EN ISO 10705-2. Pro stanoveni somatickych kolifagt
ve vzorcich vod s jejich nizkym vyskytem byly pouzity koncentraéni metody doporuéené normou CSN 1SO
10705-3, pfi nichZ dochazi ke zkoncentrovéni vétsiho objemu vzorku. Souéasti prispévku jsou poznatky
a doporuceni ziskana pfi detekci somatickych kolifagl v laboratofi.

Podékovdni
Tento vystup vznikl v rdmci projektu Specifického vysokoskolského vyzkumu — projekt ¢. A2_FTOP_2020_026.
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Fekalni znecisténi koupacich vod se hodnoti podle vyhldsky MZ ¢. 238/2011 Sb. Podle této vyhlasky se
stanovuje mnozstvi tzv. indikatord fekdlniho znedisténi, tj. E. coli a intestinalnich enterokokd. Stanoveni se
provadi kultiva¢né na selektivnich médiich a vysledkem je pocet kolonie tvoficich jednotek (KTJ/100 ml).
V nékterych evropskych zemich (Finsko) a v USA je pfipustné i pouziti komer¢nich testd zalozenych na
vyuziti definovaného substratu (dfive patent IDEXX Laboratories, Inc. Colilert Quanti-Tray IDEXX Laborato-
ries, Inc. USA, dnes norma CSN EN ISO 9308-2), kde je vysledek vyjadien jako nejpravdépodobnéjsi pocet
(MPN). Dal$i norma uvedend ve vyhlasce — miniaturizovand metoda stanoveni E. coli v tekutém mediu
(CSN EN 1SO 9308-3), kde je vysledkem téz MPN, se v CR neujala. Jako alternativa ke kultiva¢nim metodam
se mohou uplatiiovat i molekularné biologické postupy, a to zejména qPCR a RT-PCR (reverse transcripta-
se-PCR). Tyto metody poskytuji vysledek rychleji (jiz za nékolik hodin) nez klasické kultiva¢ni metody, na
druhou stranu maji viak i své nedostatky, a pokud by byly pouzity v praxi, museji byt vzdy doplnény
kultivaci. Uplatnéni gPCR m0ze byt tedy predevsim doplriikové, a to pro rychlé orientacni posouzeni
kvality dané koupaci vody. Kromé kvantifikace indikator( fekalniho znecisténi mize byt qPCR pouzita téz
k vystopovani plvodu fekalniho znecisténi pomoci specifickych mikrobiologickych markerd, tzv. ,Micro-
bial source tracking” (MST).

V prezentovaném pfispévku budou zhodnoceny vyhody a nevyhody gPCR v mikrobiologii koupacich vod
a na piikladu E. coli uvedeny moznosti optimalizace metodiky (promyvani membranovych filtrd, pred-
Uprava vzorku s ohledem na odstranéni mrtvych bunék, srovnani izola¢nich kit(). Dale budou uvedeny
moznosti vyuziti qPCR k zjisténi ptivodu znecisténi.

Podékovdni
Tento prispévek vznikl v ramci projektu ,VyuZiti metod molekuldrni biologie k identifikaci zdroji znecisténi
v koupacich voddch” (TJ04000132) podporeného Technologickou agenturou CR.

31
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Pro ziskani jistoty ucinku urcitého antibiotika je potfeba provést fadné laboratorni vysetreni citlivosti mik-
roba. Hlavni body mikrobiologické diagnostiky proto jsou:

1) Prikaz bakterie a jeho identifikace

2) Vlysetieni citlivosti k antibiotikim

3) Interpretace vysledku

K identifikaci bakterii se v souc¢asné dobé stéle vice pouziva metoda MALDI-TOF (matrix assisted laser de-
sorption/ionization — time of flight) hmotnostni spektrometrie (MS), zalozend na analyze ¢asti buné¢ného
proteomu. Hlavnimi vyhodami MALDI-TOF MS aplikované pfi analyze bakterii je predevsim jednoduchost
a rychlost testu (vSe do nékolika minut). Technika je vhodna jak pro rutinni identifikaci kmen, tak pro
identifikaci kmenu, jejichZ rodové ¢i druhové uréeni je standardnimi metodami obtizné, a je aplikovatelna
i pro fenotypové taxonomické Ucely u bakterii a kvasinek ve specializovanych laboratofich.

Z3klady dnes pouzivanych vysetfovacich metod se rodily ve 40. letech 20. stoleti. Jiz Fleming popsal vy-
Setfovani citlivosti v bujonovych Zivnych pldach s obsahem riiznych koncentraci antibiotik pro zjisténi
inhibovat viditelny rdst bakterie za definovanych podminek. MIC slouzi k vyjadieni mnoha klinicko-sta-
tisticko-epidemiologickych parametrd, jako jsou kategorie citlivosti, rozmezi MIC, distribuce MIC, MIC,,
a MIC,;, kumulativni Cetnost atd. Kromé& MIC m{izeme pracovat i s pojmy minimalni baktericidni koncen-
trace, minimalni antibioticka koncentrace, letaIni kfivky apod. Ke stanoveni MIC se pouziva bujonova
dilu¢ni metoda (BDM), agarova dilu¢ni metoda, Etest. Pfi BDM je do jednotlivych jamek 96jamkové mi-
krotitra¢ni desticky namichana jina koncentrace antibiotik. Pfi agarové metodé se antibiotikum pfidava
do zivného agaru v rdznych koncentracich a na povrch agaru se ockuji testované kmeny. Metoda Etest
kombinuje dilu¢ni a difuzni metodu, kdy je na povrch naockované agarové plotny umistén prouzek s kon-
centra¢nim gradientem antibiotika. Difuzni metoda byla odvozena od MIC a spociva v kladeni papirovych
disk( napusténych antibiotikem na povrch naockované agarové Petriho misky. Pfi diskové difuzni metodé
se pak méfi zéna inhibice bakterialniho ristu kolem antibiotickych diskd.

Cilem vysetieni citlivosti je ziskat validni informaci o ucinnosti antibiotika bez ohledu na pouzitou me-
todu. Prisna standardizace metod umoziuje interpretaci vysetfeni dle nastavenych hrani¢nich hodnot
(brakpoint(). Standardizaci metod se v Evropé zabyva instituce EUCAST (European Committee on Anti-
microbial Susceptibility Testing), jez od roku 2010 vydava bezplatné sirokou skalu dokumentu vztahujici
se k problematice vysetreni citlivosti k antibiotik(im.
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Intestindlni enterokoky jsou vyznamnym ukazatelem fekalniho znecisténi a jejich limitni hodnoty jsou
uvedeny ve vétsiné pravnich predpisu, které se zabyvaji hodnocenim kvality vody.V souc¢asné dobé (2015)
je popsano 43 druhl intestinalnich enterokok, ale prestoze je odborna literatura tykajici se tohoto té-
matu pomérné bohatd, vysledky vyskytu jednotlivych druhd enterokokd v urcitém prostiedi rozhodné
nejsou jednoznacné.

Celkem bylo némi analyzovano cca 650 kment enterokokd izolovanych z koupacich vod a dalsich
70 kmen izolovanych z fekalii teplokrevnych Zivocichl. Kmeny byly zachyceny na agaru Slanetze a Bart-
leyové po kultivaci 48 hodin pii 36 °C, konfirmovany zluc eskulinovym testem, preockovéany na krevni agar
a po 24hodinové kultivaci pfi 36 °C konfirmovany pomoci metody MALDI-TOF (identifikace kmend je na
zakladé jedinecného slozeni protein(). Pouzita databaze MALDI umi identifikovat 34 druh( enterokokt.

Cilem tohoto prispévku je diskutovat moznosti vyuziti metody MALDI-TOF pii identifikaci enterokok(
izolovanych z koupacich vod a také druhové slozeni enterokokl na jednotlivych lokalitach (ve vztahu
k moznému typu znecisténi). Hlavni ziskané poznatky, které budou prezentovany (a jez v soucasné dobé
jesté provéfujeme):

« Predepsana metoda CSN EN ISO 7899-2 je vhodna pro stanoveni intestinalnich enterokokd v koupa-
cich vodach, musi viak byt velmi peclivé provadéna a pozornost musi byt vénovéana vyskytu druht
rodu Pediococcus ¢i druhu Lactobacillus plantarum, které sice na SB médiu nerostou jako cervené
kolonie, maji vsak pozitivni zlu¢ eskulinovy test.

« Izolované enterokoky patfily do 13 druh, pfekvapivé nebyl nalezen druh E. avium, ptestoze se v da-
tabazi MALDI vyskytuje. Vyskyt druh(i enterokokd v lokalité se mze lisit nejen v souvislosti s prabé-
hem sezony (pfisun znecisténi, srazky, teplota vody), ale i v rliznych ¢astech rybniku/nadrze/jezera.
Volba vzorkovaciho mista tak muze hrat vyznamnou roli pro hodnoceni profilu.

« Spravnost identifikace druhd enterokokd pomoci metody MALDI-TOF byla ovéfena na sbirkovych
kmenech.

« Podle velikosti, tvaru a barvy kolonie intestinalnich enterokok(l nelze urcit druh. Vzdy drobné ko-
lonie vykazoval druh E. peroxidus a prevazné drobné kolonie vykazuje druh E. casseliflavus. Druh
E. faecalis vykazuje vsechny tvary a velikosti kolonii, skupina E. faecium spise kolonie velké a svétlejsi.

« Druhy E. casseliflavus/gallinarum nemuseji byt spojeny s fekalnim znecisténim teplokrevnych Zivo-
¢ichd, zfejmé muze dochazet i k jejich pomozeni v rakosovych systémech. Druh E. mundtii by mohl
byt spojen s fekdlnim znecisténim vodnich ptaka.

Podeékovdni

Prispévek byl zpracovdn v rdmci projektt TA CR TJ04000132 ,Vyuziti metod molekuldrni biologie k identifikaci
zdroji znecisténi v koupacich voddch” a MZ CR - RVO (Stdtni zdravotni stav — SZU, IC 75010330).
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Koupaci vody pohledem druzic

Matasovska Véaclava', Kothan Filip?, Fojtik Tomas', Pumann Petr?,
Bendakovska Lenka?, Makovcova Marcela'

'Wyzkumny ustav T. G. Masaryka, v. v. i, Podbabskd 2582/30, 160 00 Praha 6
vaclava.matasovska@vuv.cz
2Stdtni zdravotni ustav, Srobdrova 49/48, 100 00 Praha 10

Soucasny zpUsob provadéni monitoringu stavu koupacich vod na nasem Uzemi je zalozen pouze na
kombinaci laboratorniho hodnoceni bodovych vzorkd a vizualniho posouzeni na mistech odbéru, kvi-
li jeho finan¢ni a ¢asové narocnosti tak nelze pIné zajistit kontinualni a uceleny prehled o heterogenité
sledovanych vodnich ploch a jejich vyvoji v ¢ase. Resitelé projektu TJ02000091 ,Vyuziti metod dalkového
prizkumu Zemé pro monitoring stavu a kvality koupacich mist v Ceské republice” si kladou za cil pomoci
dat pofizenych pii sou¢asném monitoringu v kombinaci s daty satelitnimi nalézt vzajemnou korelaci mezi
témito hodnotami a také vSeobecné platny vztah mezi nimi, to vse za vyuziti GIS nastrojii a modernich
statistickych technik.

Podékovdni
Informacni materidl vznikl za podpory TJ02000091 ,VyuZiti metod ddlkového priizkumu Zemé pro monitoring
stavu a kvality koupacich mist v Ceské republice” (2019-2021).
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