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Predlozeny pfispévek demonstruje vyskyt bakterii rodu Ralstonia v rliznych vyrobnicich ¢isténé vody (Aqua purificata) i v pfipadech, kdy
celkové pocty aerobnich mikroorganism( splniuji pozadavky Ceského Iékopisu a zarover ukazuje na mozné rozdily ve zplUsobech detek-
ce aerobnich organotrofnich mikroorganism( (rizna média, rdzny typ inokulace apod.). Vyskyt bakterii rodu Ralstonia je v Cisténé vodé
bézny, a pfestoze tento typ vody nemusi byt sterilni, pfi vyuzZiti v fadé pfipada (vék cilové skupiny pacientd, rizikové diagnézy, podani na
porusenou kizi ¢i na sliznici) by nemél obsahovat potencialné patogenni mikroorganismy.

Klicova slova: Aqua purificata, Ralstonia, metody detekce, potencialni patogeny.

Determination of bacteria of the genus Ralstonia in purified water (Aqua purificata)

The study focuses on the occurrence of bacteria of the genus Ralstonia in various apparatuses producing of purified water (Aqua purificata)
even in cases where the total numbers of aerobic microorganisms meet the requirements of the Czech Pharmacopoeia and also shows possible
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differences in detection methods of aerobic organotrophic microorganisms (media, inoculation). The presence of Ralstonia is common in pu-
rified water, and although this type of water may not be sterile, it should not contain potentially pathogenic microorganisms when used in
specific cases (age of patient, riskful diagnosis, application to damaged skin or mucosa).

Key words: Aqua purificata, Ralstonia, methods of detection, potential pathogens.

Uvod

Gramnegativni nefermentujici tycinky jsou velka skupina bakterii, Siroce
rozSitenych v nejrliznéjsim prostiedi, mnoho z nich mUze byt i potencidlné
patogennich. Diky modernim taxonomickym metodam se tyto bakterie
roz¢lenily do rdznych taxonomickych skupin, nékteré nejsou ani fyloge-
neticky pfibuzné. Nicméneé diky jejich presngjsimu zarazeni je Ize Iépe
identifikovat a hodnatit jejich vyznam napf. pro zdravi cloveka.

Ralstonia picketii je gramnegativni bakterie patfici do tfidy
Betaproteobacteria, fad Burkholderiales. PGvodné byla na zakladé fenoty-
pové podobnosti zafazena do rodu Pseudomonas (Gamaproteobacteria),
posléze do rodu Burkholderia. Je striktné aerobni, kone¢nym akceptorem
elektront je vyhradné kyslik. Roste v rozmezi 15-42°C. Kmeny rodu
Ralstonia bézné Ziji v pudeé a ve vodeé. Jsou viak oligokarbofilni a mohou
vyuzivat Siroké spektrum uhlikovych latek. Vody s nizkym obsahem uhliku
jsou tak pro jejich existenci vhodné prostredi. Velmi dobre mohou tvorit
biofilmy. Diky témto vlastnostem se bakterie rodu Ralstonia mohou po-
mnozit prave v systémech, jako jsou zafizeni na vyrobu (dale jen ,vyrob-
niky") a skladovani cisténé vody.

Bakterie rodu Ralstonia byvaji pdvodcem nozokomialnich nakaz (1)
a zavaznym zdrojem tohoto typu mikrobialni kontaminace byvaji rizné
typy vod z farmaceutické vyroby (2). Pozadavky na kvalitu a zpdsob testo-
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Vani ¢isténé vody uvadi Cesky lékopis (3). V Iékopisu je pro nerozplnénou
vodu pfedepsana metoda stanoveni ,celkového poctu aerobnich mikro-
organismu’, membranovou filtraci (filtry o porozité 0,45 um) s naslednou
kultivaci na agaru R2A, tj. na agaru s nizkym obsahem zivin. Sandle (2) na
zaklade svych vysledkd doporucuje pro pfeockovani kmend mikroorga-
nismU izolovanych z farmaceutickych vod o néco vice Uzivny R3A agar.
Cisténa voda nemusf byt sterilni, pro monitoring je vhodny akéni limit
aerobnich mikroorganism 100 KTJ/ml. Anglicka studie (4), kterad charak-
terizovala mikrobidlni spolecenstvo ve farmaceutickych vodach, uvadi, ze
v Cisténé vode vyznamné prevazuji zastupci gramnegativnich bakterii.
NejCasteji izolované kmeny patfily do rodU Ralstonia (30 %) a Burkholderia
(23 %), nejcastéji izolovany druh byl Ralstonia picketii.

Vzhledem ke viem vyse uvedenym vlastnostem bakterii rodu Ralstonia
byly publikovany studie o jejich mozném pomnozeni v 0,9% komercnim
fyziologickém roztoku, a to za rlznych teplot (15-42°C; a schopnost
preziti v teplotach 50-60°C) (5) a téz v dialyzacnich trubickach z PVGC
(6). Bylo zjisténo (5), ze se pocet R. picketii (ve studii jesté uvedena jako
Pseudomonas picketii) b&hem 168 hodin zvy3i az o nékolik Fada. Cast
inokula pfezije i teplotu 60 °C, bakterialni buriky navic nejsou — vzhledem
ke své velikosti a tvaru — kompletné odstranény filtry o porozité 0,2 um.
V dialyzacnich trubicich i za nizkého obsahu celkového organického uh-
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liku (méné nez 10 ug/l) doslo k vyznamnému pomnozeni R. picketii, a to
v biofilmech, nikoliv ve formé planktonni — tj. volné (6). Béhem 48 hodin
se pocty R. picketii zvysSily z hodnoty <10 KTJ/ml na 2,2*10° KTJ/ml s tim,
ze tyto bakterie musely vyuzivat i pfitomny PVCGC jako zdroj uhliku.

Cilem této prace bylo zjistit vyskyt bakterii rodu Ralstonia v rGznych
vyrobnicich cisténé vody a oveérit, zda se zde nachazeji i v pripadech, kdy
celkové pocty aerobnich mikroorganismé spliiuji pozadavky Ceského lé-
kopisu (3). Zaroven jsme chtéli ukazat na mozné rozdily ve zpUsobech de-
tekce aerobnich organotrofnich mikroorganismu (rdzna média, rizny typ
inokulace apod.).

Metodika

Odbér vzorku byl provaden z péti riznych vyrobnikd cisténé vody ve
zdravotnickych zafizenich s tim, ze nejprve byl odebran ,prvni podil’, tj.
vzorek bez odtoceni (100-300 ml, doba stagnace pokud mozno 12 hodin),
poté bylo provedeno odtoceni 2-3 litrd a nasledné byl odebran vlastni
vzorek cisténé vody (100-300 ml). Vzorky byly ihned za stalého chlazeni
transportovany do laboratofe a analyzovany do 4 hodin po odbéru. Celkem
bylo analyzovano 42 vzorkd.

Vzorky byly inokulovany jak pfimym vysevem na povrch agarového
média, tak membranovou filtraci na filtrech o porozitach 0,22 a 0,45 um.
Byla pouzita tfi zZivnd média o rdzném obsahu zivin, a to R2A (Himedia)
pfedepsany Ceskym lékopisem (3), 0 néco vice Uzivny tryptozovy agar
s kvasni¢nym extraktem TYA (Himedia) pfedepsany normou CSN EN 1SO
6222 a vysoce zivny krevni agar (Columbia agar, Oxoid). Kultivace pro-
bihala 5-6 dnf pfi 30 °C. Nasledné byl spocitan celkovy pocet aerobnich
bakterif. Nejistota stanoveni poctu kolonif se pohybuje okolo 35 %. Vybrané
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Obr. 1. RUst kolonii na R2A agaru. Ralstonie rostou jako vetsi matné krémové
kolonie (Sipka)

kolonie byly dale identifikovany metodou MALDI — TOF (matrix assisted
laser desorption/ionization) na pfistroji Bruker Daltonic MALDI Biotyper.
Na zakladé téchto vysledkd byl urcen vzhled (tvar, velikost, zbarveni)
kolonii rodu Ralstonia (R. picketii/ R. indisiosa). Tyto kolonie (tzv. ,presump-
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tivni ralstonie”) byly v kazdém vzorku spocitany, ¢ast byla vzdy pomoci
MALDI-TOF ovérena, a tak byl zjistén pocet ukazatele Ralstonia spp.

Vysledky a diskuze

Nelze olekavat, ze by ciStena voda bez dalsi Upravy (sterilizace nap.
autoklavovanim) byla sterilni. Celkové pocty bakterii (véetné vyznamné
Casti, kterd nenf kultivovatelnd) v pitnych vodach, stanovené pritokovou
cytometrii, se pohybuji v fadech 10°=10°/ml. V isténé vodé (2 vzorky z lo-
kality 2) byly zjistény podobné hodnoty (prdmérnad hodnota 65000/ml;
nepubl. vysledky). Vysledky celkového poctu aerobnich bakterii a bakterii
rodu Ralstonia v jednotlivych vyrobnicich jsou uvedeny v tabulce 1. Je
uveden aritmeticky prdmeér a hodnota maximalni. Procentuaini zastoupenti
ralstonii mezi aerobnimi bakteriemi velmi kolisalo (prakticky od 1 do 100 %),
pramerné hodnoty byly 33 % (neodtocena voda) a 36 % (odtocena voda),
coz je ve shodeé s dalsimi autory (4).
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Limit aerobnich bakterii, tj. 100 KTJ/ml, prekrocily pouze 2 vzorky
(cca 10 %) odtocené cistené vody. Hodnotu 200 KTJ/ml neprekrodil
zadny odtoceny vzorek. Bakterie rodu Ralstonia byly bézné nachazeny
ve vetsiné testovanych vyrobnikd cisténé vody, jen jeden vyrobnik vy-
kazoval pouze negativni vysledky. To mohlo byt zplsobeno mj. tim, ze
byl zfejmé nejnovejsi, resp. nejkratsi dobu v provozu. Pocty ralstonii se
v odtocené cisténé vode pohybovaly od 0 do 60 KTJ/ml. Vyznamneé vyssi
pocty aerobnich bakterii, a i ralstonii, byly nalezeny v neodtocené cisténé
vode (tzv. 1. podil, viz tabulka 1), coz je ve shodé s vysledky analyz pitné
vody (8). V koncové &asti vyrobniku (pfedevsim v tamnich biofilmech) se
aerobni bakterie pomnozuji a mohou tak slouzit jako zasobarna kmen(
potencialné patogennich bakterii, které se pak podileji na kolonizaci
celého vyrobniku.

VetSina zachycenych kmend patfila mezi gramnegativni bakte-
rie, coz je ve shodé s dalsimi autory (4). Kromé druhd, které byly

Tab. 1. Vysledky celkového poctu aerobnich bakterii v jednotlivych vyrobnicich, které jsou oznaceny Cisly 1-5. Vzorky neodtocené vody (1. podil) jsou oznaceny

1. p”avzorky odtocené vody i jejich vysledky jsou podbarveny Sedé

1/1.p 1 2/1.p 2 3/1.p 3 4/1.p 4 5/1.p 5
Pocet vzork 9 9 4 4 3 3 3 3 2 2
Celkové pocty 156 16 82 25 182 13 /8 49 38 12
Pramér (KTJ/ml)
Max 218 23 180 76 260 3 168 106 58 20
Ralstonia spp. 34 3 56 16 0 0 41 36 28 9
Pramér (KTJ/ml)
Max 60 10 170 50 0 0 70 100 36 18
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identifikovany jako Ralstonia picketii nebo R. insidiosa, byly dale identi-
fikovany gramnegativni Methylobacterium radiotolerans, Sphingomonas
leydii, Burkholderia cepacia a B. fungorum, bakterie rodt Herbaspirillum,
Caulobacter, Cupriavidus a Moraxella; z grampozitivnich bakterif za-
stupci rodu Staphylococcus a Pseudoarthrobacter. Kmeny podtrzenych

taxonu jsou aktudlné povazovany za potencidlni patogeny. Seznam
potencidlné patogennich druhl nelze s konecnou platnosti vytvofit,
nebot je jich velmi mnoho a seznam se v souvislosti s rozvijejicimi se
metodami identifikace stale rozsifuje.

Statistické vysledky (Studentlv parovy T-test, vysledky linedrni regre-
se: korelacni koeficient R? a hodnota smérnice regresni pfimky Y) jsou
uvedeny v tabulce 2. V pfipadée vysledku T-testu mensiho nez 0,05 Ize
vyloucit nulovou hypotézu — soubory tudiz nejsou shodné (v tabulce
oznaceno sedivym podkladem). Metoda dana Ceskym lékopisem (3) se
mUze menit jen velmi obtizné, nebot tento pfedpis je mezindrodni a vel-
mi konzervativni. Pri srovnavani vysledkd dosazenych rlznymi metodami
bylo zjisténo, ze membranova filtrace zachyti pouze ¢ast bakterii oproti
pfimému vysevu. Norma ,CSN I1SO 7704 — Jakost vod. Hodnoceni pouzi-
telnosti membranovych filtrd pro mikrobiologicka stanoveni” pfedepisuje
zachyt 80 % bunék membranovymi filtry oproti pfimému vysevu. Pracuje
se vsak s referencnimi kmeny. Pfirozené spolecenstvo muze vykazovat
zachyt odlisny. Naopak vysledky zachytu na membranovych filtrech o rdz-
né porozité (0,45 a 0,22 um) se nelisily. Mensi porozita filtru by sice mohla
teoreticky zachytit vice mikroorganismU, dochazi vsak k horsimu kontaktu
s médiem, coz mUze zhorSit rUst. Statisticky vyznamny rozdil ve vysledcich
nebyl zaznamenan ani v souborech vysledkd mikroorganismu vyrostlych
na referencnim médiu R2A a médiu TYA, které se pouziva v mikrobiologii
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Tab. 2. Statistické vysledky pro jednotlivé metody detekce celkového poctu
aerobnich bakterif (hodnota T-testu, korelacni koeficient R2 a smérnice regresni
pfimky Y). MF = membrdnovd filtrace; PV = pfimy vysev

Testované metody T-test R? Hodnota Y
Médium R2A: MF 045 vers. 0,23 um | 0,56305 09339 1,0147
Médium R2A: MF 0,45 um vers. PV | 0,0000148 | 09049 1,7199
Média R2A vers. TYA; MF 0,45 um 0617335 | 0,8847 09423
Média R2A vers. KA; MF 0,45 um 0,00448 0,8668 0,7345

vody ke stanoveni celkového poctu kultivovatelnych mikroorganismu
(dle CSN EN 1SO 6222). Odlisné (statisticky vyznamné nizsi) vysledky byly
zaznamenany mezi vysledky bakterii narostlych na relativné chudém R2A
médiu a na ziviny vysoce bohatém krevnim agaru (KA), coz se u bakteri-
alniho spolecenstva pochazejiciho z oligotrofniho prostredi Cistené vody
dalo predpokladat. Viysledky T-testu byly potvrzeny linedrni regresi, a to
jak vysokymi korelacnimi koeficienty (R?), tak smérnici regresni pfimky (V).

| na zaklade téchto vysledkd revidoval SUKL metodicky pokyn tykajict
se doporucené doby pouzitelnosti léCivych pfipravkd pfipravovanych
v lékarnach a pozadavky na jakost cisténé vody (9).

Zaver

Prestoze vysledky analyz poctu aerobnich bakterif v odtocené cistené
vodé vétsinou spliuji pozadavky Ceského lékopisu (3) pro ¢isténou vodu
nerozplnénou, tato voda muze obsahovat vyznamné mnozstvi poten-
cialné patogennich bakterii (napf. Ralstonia spp.). Membranova filtrace
zachyti pouze ¢ast organotrofnich bakteril, pouziti filtrd o mensi porozité
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pfi zkousSce problém nefesi. Vzhledem k tomu, Ze je povoleny limit ae-
robnich bakterii az 100 KTJ/ml, by bylo technicky mozné provadét pfimy
vysev vzorku vody na predsusenou agarovou plotnu. Pfesto provedené
srovnani metodik nevyzniva ve prospéch zmény lékopisné metody.

PYi pouziti nesterilni nerozplnéné cistené vody je vsak tfeba zohlednit
i dalSi aspekty (vék cilové skupiny pacientd, rizikové diagndzy, zplsob
podani apod.). Pfi zohlednéni vyse uvedenych faktord je v nékterych pfi-
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