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Zavedeni stanoveni bakterii a virt metodou PCR
v provozni vodohospodarské laboratori

Autor: Veronika Tomi



¢ DlUvody zavedeni PCR

¢ Potrebné prostory a vybaveni
$ Zasady prace v laboratori molekularni mikrobiologie

s Vysledky stanoveni




Zavedeni metody qPCR v laboratori PVK

Dlivodem byla potreba rychlejsi detekce mikrobialni kontaminace vody.

Vydani Smérnice EP a Rady (EU) 2020/2184 o jakosti vody uréené k lidské spotrebe
dne 16. prosince 2020 a jeji transpozice do legislativy CR nejpozdéji do 12. 1. 2023.

Komplexni pristup k bezpecnosti vody zaloZeny na posouzeni a fizeni rizik,
zahrnujici cely zasobovaci retézec se zvlastnim zamérenim na prioritni prostory.

Hodnoty ukazatelli maji byt dodrzeny v misté, kde voda vytéka z kohoutkt
a vztahuje se také na vodu urc¢enou pro kontakt s lidskym télem.

Ze vsech vodnich patogenu zplsobuji v EU nejvétsi zdravotni zatéz bakterie rodu
Legionella, které jsou prenaseny systémy dodavajicimi teplou vodu a dostavaji se
do lidského organismu inhalaci.

Cilem je posouzeni rizik domovnich rozvodnych systému.
Jedna se zejména o kontrolu podminek, které rust
legionel podporuiji.

N




Metodika stanoveni legionel

Smérnice EU stanovuje v pFiloze 1 (Minimalni pozadavky na hodnoty
ukazatell pouzivané k posouzeni jakosti vody uréené k lidské spotrebé) €asti D

(Ukazatele relevantni pro posouzeni rizik domovnich rozvodnych systému) pro
bakterie rodu Legionella hodnotu 1 000 KTJ/litr.

Zakladni stanoveni legionel se provadi metodou podle
CSN EN 1SO 11731.

Vysledky za 10 dnu, pouze kultivovatelné
mikroorganismy.

Pro ucely monitorovani a na doplnéni kultivacnich metod Ize pouziti jiné metody

Amplification Plots [ B

nekultivacni a molekularni metody,
zejména kvantitativni polymerazovou
retézovou reakci (qPCR).

Norma ISO/TS 12869, vysledky v GU/I.

Vysledky do 24 hodin, nerozliSuje
\iivé x mrtvé mikroorganismy.

Cycles




* pripravu vzorku

e pripravu master mixu

* pro amplifikaci a analyzu NA

Zajistit jednosmérny prichod laboratofi
a vlastni set oznacenych pomticek
pro jednotliva stanovisteé.

N




()
—

v

laborato

I 4

emad

Sch

_ nizn_..c ampaa HEPA B _ nsn_ T+ odpad
S
kol o u
.m
miini-
PCR BO) Vilevka
tenmocykler [0 centrifuga " e H
& a bez DA, -
notebook mini-
wotex
s
E :
0 >
5
Tidhe Endhe
BN
Rt
| £ d
- Bdle
£
H
]
eSny Qe
AUy -
] ion Bed ..m
— wHa 43 h
eipEds E
%64 aron E
1 w0 | Madhd [P Rdd | v An im0 4
a
e
I e _.;. amsa unkg.ko._._ _ rr. i.zr-_ _ v lamipa s Assovadem _ . T+ \+odpad .hm
oo s phyn i _,é}__.
BIOHAZARD BOX 11
] H g vikeska
8 & z
G4mistnd fitralni aparatura m
— kahan y
frotmacovi | €
. I §
i
Edle Edie
4 =
| 2ie H
E =]
= -
a
H
5
(]
e
xapon
By Q.M?HH.;S» P10 WS] e WHO
fmiseanny JranLouLa)
pe
el uwE AN Aaded







* Real-Time termocykler
* Laminarni/biohazard box tfidy II, filtracni aparatura




e (Hluboko)mrazici box, mraznicky, chladnicky

* Fluorometr/UV-VIS spektrofotometr pro méreni koncentrace NA

* Blokovy termostat, inkubator, vortexy, sady nastavitelnych pipet,...




Zasady prace

Detekce nukleové kyseliny mikroorganismu ve vzorku vody pomoci PCR vyZaduje
dodrzovani zasad spravné laboratorni praxe. Jedna se zejména o

e zamezeni kontaminace amplifikacnim produktem

 zamezeni kontaminace PCR izolovanou DNA/RNA

» efektivitu prace (ergonomii).

~

Pred zapocetim prace i po jejim skonceni se pouzije desinfekce,
zacina se mastermixem, az poté se pridava vzorek,

vétsi objemy se déli do alikvot,

reagencie a pomuicky maji pevné dané misto — neprenasi se,

pouziti jednorazového spotiebniho materialu — sterilni bez obsahu DNaz, RNaz
a inhibitora PCR (ihned po pouziti se likviduje),

pravidelna kontrola pipet a udrzba pristroju.




Kontrola kvality

Je treba zavést systém reakcnich kontrol:

Kvantitativni standard slouzi ke generovani kalibracni krivky a umoznuje kvantitativni
stanoveni DNA/RNA ve vzorku.

Interni standard je soucasti kazdé jednotlivé reakce a kontroluje rizika faleSné negativity
v dlsledku inhibice reakce. Pfidava se do amplifikaéni reakce.

Pozitivni izolacni kontrola se pridava do sterilni vody pred izolaci a testuje cely detekéni
proces.

Negativni izolacni kontrola kontroluje rizika faleSné pozitivity v disledku kontaminace
procesu izolace NA a také v amplifikacni reakci. Do procesu izolace DNA/RNA je namisto
vzorku vlozena sterilni voda; vysledek amplifikace musi byt negativni.

Pozitivni kontrola je uméle pripraveny vzorek, ktery ovéruje spravny prtibéh amplifikace.
Pridava se do kazdé sady vzork( a musi generovat pozitivni signdl o ocekavané intenzité.
Negativni kontrola kontroluje rizika faleSné pozitivity v disledku kontaminace PCR,
reakéni smési, pfi pfidavani vzork. Sterilni voda bez pfitomnosti NA se pridava

do amplifika¢ni reakce a provadi se minimalné 1x na analyzovanou sadu vzork(, musi byt
negativni.

-




Vysledky stanoveni

Prehled tabulek s vysledky I

Vzorky vod ke koupani — spolecna vzorkovnice

Vzorky vod ke koupani — vlastni vzorkovnice

Vzorky teplych vod — spolecna vzorkovnice

Vzorky teplych vod — vlastni vzorkovnice

Vzorky vod ke koupani a teplych vod — spolecna i vlastni vzorkovnice

mnhwWNRE




Tabulka 1

~

Vzorky vod ke koupani — spolecna vzorkovnice

Legionella spp.
kultivace Legionella Filtrovany Chlor
Cislo Datum (max. Legionella spp. pneumophila objem Teplota volny
vzorku odbéru Misto odbéru 10 KTJ/100ml) gPCR (GU/100 ml) qPCR (GU/100 ml) (ml) (°C) (mg/1)
2545 20.04.2021 Détska lécebna, vana 0 4 400 = 332 33,7 0,06
3551 01.06.2021 plavecky bazén vstup. uprav. voda 0 <300 <1200 250 29,2 0,69
3553 01.06.2021 koupelovy bazén vstup. uprav. voda 0 <358 <1430 210 35,7 0,04
3554 01.06.2021 koupelovy bazén 0 <278 0 270 36,5 0,02
3555 01.06.2021 koupelovy bazén — vstup 0 4400 1900 330 35,4 0,32
3557 01.06.2021 bazén 0 <215 0 350 27,0 0,21
4439 29.06.2021 plavecky bazén vstup. uprav. voda 0 4 600 0 250 28,7 0,81
4441 29.06.2021 koupelovy bazén vstup. uprav. voda 0 <150 0 250 34,7 0,68
4442 29.06.2021 koupelovy bazén 0 <150 0 250 35,3 0,55
4443 29.06.2021 koupel. baz. vstup. uprav. voda 0 3800 0 250 34,2 0,68
Jind voda — spolecna vzorkovnice
3561 02.06.2021 slana voda z akvaria 0 1700 0 300 24,8
8175 24.11.2021 pitnd voda, domov pro seniory 0 2 200 0 500 12,9 <0,05

-




Tabulka 2

Vzorky vod ke koupani — viastni vzorkovnice

Cislo
vzorku
3783
3784
4915

5073

5075
5076
5077
5445
5446

Datum
odbéru
08.06.2021
08.06.2021
20.07.2021

26.07.2021

26.07.2021
26.07.2021
26.07.2021
11.08.2021
11.08.2021

Misto odbéru
Skola vstupni voda
SS, ZS a MS bazén
LDN —vana
plavecky bazén vstup. uprav.
voda
koupelovy bazén vstup. uprav.
voda
koupelovy bazén
koupel. baz. vstup. uprav. voda
voda ke koupani —bazén
voda ke koupdani —bazén

Legionella
spp. kultivace
(max. Legionella spp.
10 KTJ/100ml) qPCR (GU/100 ml)
0 330
2 <150
0 <150
0 9700
0 820
0 350
0 450
0 <150
0 13 000

Legionella
pneumophila
gPCR (GU/100
ml)

0
0
0

<600

<600
<600

<600
25000

Filtrovany
objem
(ml)
500
500
500

500

500
500
500
500
500

Teplota
(°c)
28,8
27,4
36,0

28,9

35,9
36,4
35,0
56,3
56,1

~

Chlor

volny

(mg/1)
0,58
0,28
0,59

0,69

0,70

0,26
0,40
0,16
0,12




Tabulka 3

Vzorky teplych vod — spolecna vzorkovnice
Legionella spp. Legionella Legionella
kultivace spp. pneumophila Teplota  Chlor volny

Cislo Datum (max. gPCR (GU/100 gPCR (GU/100 Filtrovany (min. (max. 1

vzorku odbéru Misto odbéru 100 KTJ/100ml) ml) ml) objem (ml) 55°C) mg/l)
2546 20.04.2021 Autoservis 6 800 4 600 = 388 0,02
2547 20.04.2021 sprchy muzi 0 7 800 <1020 314
2557 21.04.2021 kuchynka 5Ka, TV z PV 3100 4100 1800 250 45,5 0,07
2558 21.04.2021 kuchynka 5Kc, TV z PV 2100 3800 1900 250 47,9 <0,05
2559 21.04.2021 kuchyrka 5Kd, TV z PV 4500 2 100 1500 250 40,4 <0,05
2560 21.04.2021 kuchynka 5Ke, TV z PV 10 000 14 000 9 500 250 34,7 <0,05
2929 03.05.2021 tepla voda 0 340 <1200 250 55,7 0,04
2930 04.05.2021 sprcha —Satna Zeny 16 3100 <1200 250 50,0 0,04
2931 04.05.2021 jidelna 0 12 000 0 250 50,6 0,08
2932 04.05.2021 sprcha Zeny 0 4 400 0 250 61,7 0,14
3195 18.05.2021 SVJ, TV z PV 820 13 000 1300 300 53,0 <0,05
3196 18.05.2021 SVJ, TVz PV 14 9400 0 300 58,9 <0,05
4445 30.06.2021 tepld voda 0 12 000 0 250 0,03
8200 23.11.2021 TV, lom 1 66 000 0 250 0,23
8202 24.11.2021 tepla voda 0 <300 0 250 53,2 0,34
8203 24.11.2021 tepla voda 1 460 0 250 50,0 0,14
8258 29.11.2021 S$atna, TV ucely os. hygieny z DS 1 800 20 000 5900 500 37,5 <0,05
8260 29.11.2021 damska Satna, TV z PV —studna 0 4700 0 500 57,9 <0,05
8261 29.11.2021 WC, TV z PV -DS 0 1600 0 500 73,5 0,08




Tabulka 4

Cislo
vzorku
3782
3800
3801
3802
3803
3951
4385
4756
4758
4810
4811
5638
5639
5640
5641
8204
8262

Datum

odbéru

08.06.2021
09.06.2021
09.06.2021
09.06.2021
09.06.2021
14.06.2021
28.06.2021
13.07.2021
13.07.2021
15.07.2021
15.07.2021
17.08.2021
17.08.2021
17.08.2021
17.08.2021
24.11.2021
29.11.2021

Misto odbéru
tepld voda
kuchynka 1Ka, TV z PV
kuchyrka 1Kb, TV z PV
kuchynka 1Kc, TV z PV
kuchyrka 1Kd, TV z PV
pokoj
tepld voda
tepld voda
tepld voda
Vystup - kohout na vyméniku
byt, koupelna
jidelna
sprcha - Satna Zeny
sprcha Zeny
tepld voda
tepld voda
Satna, TV z PV —studna

Vzorky teplych vod — vlastni vzorkovnice

Legionella spp.
kultivace
(max.

100 KTJ/100ml)
8 000

Legionella spp. Legionella
gPCR (GU/100 pneumophila
ml) qPCR (GU/100 ml)
450 <600
inhibice Zelezo
1600 700
2400 <600
1300 710
26 000 0
1100 790
<150 0
1 000 000 1 000 000
41 000 0
44 000 0
9 800 0
14 000 6 200
5700 0
6900 0
<150 0
14 000 6 200

Filtrovany
objem (ml)
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500

Teplota
(min. 55°C)

56,2
62,9
60,5
58,3
64,2
48,9
56,4
59,3
60,4
54,5
49,3
52,0
43,0
58,1
55,4
53,0
55,4

~

Chlor volny
(max. 1
mg/l)
0,01
0,12
<0,05
<0,05
<0,05

0,01
0,01
<0,05
<0,05
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
0,12
<0,05




Tabulka 5

Vzorky vod ke koupani a teplych vod — spolecna i vlastni vzorkovnice
Legionella
Legionella spp. Legionella Chlor
spp. qPCR pneumophila volny
Cislo kultivace (GU/100 qPCR (GU/100 Filtrovany (mg/1)
vzorku Datum odbéru Misto odbéru (KTJ/100ml) ml) ml) objem* (ml) Teplota (°C)
13.10.2021 ) ) 3100 <600 500 0,09
7227 LDN, tepld voda — kuchyrika 0 0 0 355 40,8
18.10.2021 o 41000 <600 500 0,69
7332 plavecky bazén vstup. uprav. voda 0 66 000 0 310 28,8
18.10.2021 , 3 0 0 500 0,78
7334 koupelovy bazén vstup. uprav. voda 0 0 0 260 35,0
18.10.2021 o <150 0 500 0,48
7335 koupelovy bazén 0 3400 0 320 35,6
18.10.2021 o 4100 0 >00 0,36
7336 koupelovy bazén — vstup 0 8 800 0 315 33,8
19.10.2021 5 ) 17000 <600 500 0,02
7338 jidelna, tepld voda 0 13 000 0 350 51,7
19.10.2021 o ) 31000 1700 500 0,01
7339 sprcha — $atna Zeny, tepla voda 7 12 000 <880 340 43,5
19.10.2021 y . 19000 <600 >00 0,03
7340 sprcha Zeny, tepla voda 0 18 000 0 250 58,2

-




Porovnani vysledku

 obé metody jsou vzajemné neporovnatelné
» vysledky stanoveni kultivacni metodou jsou podhodnocené
 metoda PCR vysledky naopak nadhodnocuje

Metoda PCR se ukazala jako velmi citliva, presna, rychla a spolehliva.

Prikaz pfitomnosti vyssiho mnoiZstvi, byt mrtvych bakterii legionel (a zejm.
Legionella pneumophila) v rozvodném systému, by mél byt diivodem k provéreni
podminek, které podporuji jejich rlst v misté odbéru a k zahdjeni napravnych
opatreni.

Stanoveni legionel pomoci qPCR a kultivacni metodou by mélo byt provedeno

z jedné spolecné vzorkovnice.

Metoda gPCR je vhodna pro monitoring za ucelem zlepseni a rozsireni metod
kontroly kvality vod.




Stanoveni legionel metodou qPCR jsme v nasi laboratori uspésné akreditovali.
V soucasné dobé budujeme laborator pro stanoveni viru SARS-CoV-2 v odpadnich
vodach metodou RT-gPCR.

Dotazy?

Dékuji za pozornost

veronika.tomi@pvk.cz
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