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VYUZITI METOD MOLEKULARNI BIOLOGIE V
BIOLOGII KOUPACICH VOD

oPCR PRO DETEKCI E.COLI V
KOUPACICH VODACH

SARKA BOBKOVA

STATNI ZDRAVQTNF’USTAV
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e Ceska republika - vyhldska MZ é. 238/2011 Sb ,,Vyhldska o stanoveni hygienickych poZadavki na

koupalisté, sauny a hygienické limity pisku v piskovistich venkovnich hracich ploch*

* Z mikrobioologického hlediska se stanovuji indikéatory fekdlniho znedisténi —

E.COLI A ENTEROKOKY

Escherichia coli Enterococcus faecalis
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-~ KOUPACI VODY — METODIKA STANOVENI

e Podle vyhlasky MZ &. 238/2011 Sb - kultivaéné
E.coli enterokoky

CSN EN I1SO 9308-1 CSN EN I1SO 7899-2

(CCA medium) (SB medium)
ESN EN 1SO 9308-3 e“33dsecc: | SN EN ISO 7899-1
20 00

(MPN, miniaturizovand metoda) - e (MPN,miniaturizované metoda)
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@BIOKAR Diagnostic:

foto: noackgroup.com

ISO 9308-2 enterolert
(MPN, Colilert) pouze v USA
v nékterych EU zemich — Finsko;
USA Q)

foto: Idexx US \
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o/ KOUPACI VODY — MOLEKULARNI METODY

qPCR, RT PCR ~—
Evropa USA

* X %

probihd revize BWD »Rapid qPCR method for quantification
of E. coli “ — draft method C, US EPA

diskuse o molekuldrné biologickych

US EPA Method 1611:
metoddch gPCR, RT-PCR

Enterococci in Water by TagMan® Quantitative
Polymerase Chain Reaction (qPCR) Assay

S/
ISO /TS 12869:2019 Water quality — Detection and quantification of Legionella spp.
and /or Legionella pneumophila by concentration and genic amplification by quantitative 4
polymerase chain reaction (qPCR) S
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e ZAVEST METODU gPCR PRO STANOVENI E.COLI V MATRICI KOUPACI VODA NA NASE PRACOVISTE

e OTESTOVAT METODU NA LABORATORNE PRIPRAVENYCH VZORCICH E.COLI A VZORCIiCH
KOUPACICH VOD

» POROVNAT VYSLEDKY KULTIVACNi METODY (KTJ NEBO MPN) A qPCR (GE NEBO CCE)
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ZAVADENI METODY
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~ ¢ Vychdzeli jsme z US EPA normy, odbornych &lénkd, ISO/TS 12769 (Legionela qPCR),

7

e * predbéznych instrukci k mezindrodni srovndvaci studii (stanoveni E.coli pomoci qPCR v koupacich voddch)

e NEKOLIKERE OPAKOVANI STANDARDNI KRIVKY —

standard DNA E.coli DSM 30083 (Minerva)
amplifikace ¢asti genu pro 16SrRNA

i — TagMan chemie (FAM sonda)
e MASTER KRIVKA
555 I - SR GE/reakei | 3,5 35 350 1 3500aia-000
Pl i T | R e— S og, GE 0,54 1,54 | 254 | 3,54 | 454
[ | - Lo ﬁﬁ'ﬁ'f"'fﬁ‘i{é;',___ﬁ_;__ﬁ_ﬁ_‘i‘ﬁ N Ct ND 35,25 31,75 | 28,22 | 24,65
[ i ‘ 4 SN GE...genomovy ekvivalent, Ct...cyklus prahu, ND...nedetekovdno

AF (amplifikaéni faktor) = 1,94 (o0 = 0,023)
y (Ct odpovidaijici 1GE/vzorek) = 40,5 proto qPCR...42 cykld  /
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\/ KALIBRACNI VZORKY

* Podle US EPA vysledky vyjadreny jako calibrator cell equivalents (CCE)

* Kalibratory - vzorky o zndmé koncentraci (KTJ/objem) z nichz byla DNA izolovdna stejné jako u

nezndmych vzorku

celkovd DNA gPCR mastermix s 16SrRNA

E.coli CCM 3954 - ;
]o ul izolace DNA / primery a sondou
) ) ;
t
TS \ mastermix s.prlmery a
sondou pro intergenovou
6,8 ¥*102 nebo
oblast rRNA operonu
1,4%104 KTJ/10 ul o
lososa (=vnitini kontrola)
DNA z lososa
(vnitfni kontrola) Program reakce:
95 °C 3 min
95 °C 10 sec } 42 cyklu
60 °C 1 min

Vysledkem GE (genomové ekvivalenty)/10ul
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\/ ANALYZA KALIBRACNICH VZORKU
_/ Analyza vzorkd o koncentraci 680 KTJ/10 vl GE/10ul| KTJ/10ul | GE/KT)

CS1 1100 680 1,6

CS2 1000 680 1,5

3000 680 4,4

Analyza vzorks o koncentraci 14250 KTJ/10 vl
GE/reakci/GE/10 ulKTJ/10 u

CS1 3000 | 30000 | 14250

CS1 10krat 310 | 31000 | 1425(Q

CS1 100krat 41 41000 | 1425( Gen vnitini kontroly:

CS1 1000krat 6 60000 14250 Rozdil Ct hodnot vzorkd (kalibrdtord) a
Cs2 1700 | 17000 | 14254 blanku < 3 Ct

CS2 10krat 160 | 16000 | 1425(

CS3 1600 | 16000 | 1425C

CS3 10krat 220 | 22000 | 14250

Blank 15 150 0
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\/ PILOTNi ANALYZY VZORKU KOUPACICH VOD
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e LOKALITA MELICE % ) — kultivaéni stanoveni E.coli
|

(MPN/100 ml)

porovndni vysledk(

izolace DNA, qPCR stanoveni (CCE/100 ml)

CCE/100 mi [MIPN/100 milcCE/MPN » CCE vs KTJ/100 mbkeaull

IMel2HA 885,32 69,7 12,7 -

|MeI2HAEC 2512,46 619,7 4,1 600 = ' r

|MeI201 436,75 110,6 3,9 izz y - 0,2976x

|Me|zo1Ec 1782,58 660,6 2,7 o -

|Me|203 31,23 16,9 1,8 o ~

|Me|203EC 946,95 566,9 1,7 100 . : \-/
Gen vnitini kontroly: OO'O: et B e e i i =

Rozdil Ct hodnot vzorkd a kalibratoru < 3 Ct g \/ \ J J /
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Z opakovdni standardni kfivky byly vyhodnoceny parametry pro dalsi stanoveni (variabilita,

amplifikaéni faktor, pocet cyklo...)

Byly pfipraveny a vyhodnoceny vysledky vzork( kalibrdatord — budou pak slouzit jako positivni

kontrola p¥i gPCR, ke které se budou vztahovat vysledky nezndmych vzorks

Pilotni stanoveni vzorks koupacich vod byla zjisténa variabilita mezi pomérem CCE a MPN, ale

bude tfeba vétsiho mnozstvi dat ke statistickému zpracovdni
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DEKUJI ZA POZORNOST

Vyuziti metod molekuldrni biologie k identifik
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