Stanoveni mikrobiologickych ukazateld pitné vody, technika
vysetfovani, hodnoceni

Teoreticka cast:
Pitna voda

Definice pitné vody, zakladni pojmy ( mezna hodnota, nejvyssi mezna hodnota,
individualni zasobovani, hromadné zasobovani, vyhlaska 252,2004

Mikrobiologicky rozbor pitné vody.

Koliformni bakterie:

Gramnegativni tyCinky zceledi Enterobacteriaceae, netvofici spory. Maji
negativni cytochromoxiddzovy test a zkvasuji laktézu pfi 37°C do 43 hod. za
soucasné tvorby kyselin a plynu.Maji podobné morfologické i fyziologické
vlastnosti jako Escherichia coli. Jsou dulezitym hygienickym indikatorem
fekalniho znecisténi pitné vody.

Mezofilni bakterie:

Mikroorganismy rostouci na masopeptonovém agaru s optimem rdstu pfi
teploté 37°C. Jsou indikdtorem znedéisténi mikroflérou teplokrevnych Zivocichu a
Clovéka.

Psychrofilni bakterie:

Mikroorganismy rostouci na masopeptonovém agaru s optimem rdstu pfi
teploté 20°C. Jsou indikdtorem mikrobidlniho rozkladu rychle rozloZitelnych
organickych latek za nizsich teplot.

Enterokoky:

Skupina grampozitivnich streptokokl vyskytujicich se v zazivacim traktu ¢lovéka
a zivoCichl.Jsou vylucovany fekaliemi do prostredi. Vyznacuji se relativné vyssi
jak termorezistenci, tak rezistenci vuci fyzikalnim a fyzikdlné chemickym
podminkam.

Odbér a priprava vzorku.

e Odbér provadi pracovnik s odbornym vzdélanim
e Pfi odbéru nesmi dojit ke kontaminaci vzorku
e Vzorek se odebira do sterilni zabrusové lahve
e Odbérova lahev se otevira tésné pred odbérem.



e Priodbéru neni dovoleno dotykat se zabrousenych casti zatky a hrdla, ani
se nesmi odkladat zatka. Po uzavreni se zatka prekryje hlinikovou folii.

e Pfi odbéru z vodovodniho kohoutku nebo z pumpy se voda necha odtéct
a potom se naplni odbérova ldhev

Prakticka cast:
1. ukol:

Samostatny odbér pitné vody ze zdroje podle vlastniho vybéru.

Odbér bude proveden podle vyse uvedenych kriterii ze studny, studanky.
2. ukol:

Stanoveni koliformnich bakterii metodou membranovych filtrQ.

Stanoveni spociva v zachyceni mikroorganism( na membranovém filtru,
kultivaci na CCA agaru (Chromogenic Coliform agar).

Pfes membranovy filtr se prefiltruje 100 ml vzorku vody uréené pro
hromadné zasobovani, u vzorkl vody uréené pro individualni zasobovani
10 ml. Po filtraci se membranovy filtr pfenese pomoci sterilni pinzety na
uvedenou pUdu.Filtr musi k plidé dobfe pfilnout.Misky se kladou dnem
vzhlru do termostatu a kultivuji pfi teploté 37°C 24 hod.

Po kultivaci membranovych filtr( se vSechny (3- D- galaktoziddza pozitivni
kolonie ( rGZové az ¢ervené) pocitaji jako presumptivni koliformni
bakterie , které nejsou Escherichia coli.

Vsechny B- D-galaktozidaza a B- D- glukuronidaza pozitivni kolonie
(tmaveé modré az fialové) se pocitaji jako Escherichia coli.

Pro potvrzeni presumptivnich koliformnich bakterii, které nejsou E.coli se

provadi oxidazovy test. Pouzijeme komeréné dostupny oxidazovy test.
Pozitivni oxidazova reakce se projevi syté modrym zbarvenim béhem
30s. Toto zbarveni nelze pozorovat u koliformnich bakterii, protoze jsou
oxiddza negativni.

3. ukol:

Stanoveni koliformnich bakterii kvasnou zkouskou.

Zkouska spociva v pomnozeni koliformnich bakterii v tekuté ptdeé pfi
teploté 37°C po dobu 48 hod. za souéasné tvorby kyseliny a plynu.



Do dvou zkumavek s plynovkami obsahujicich 10 ml tekuté laktozové
pldy (Savageova plda) se pfidd 10 ml a 1 ml vzorku vody. Inkubuiji se

v termostatu pfi 37°C po dobu 48 hod. Za pozitivni vysledek se povaZuje
soucasna tvorba kyselin (seZloutnuti plidy) a tvorba plynu (bublina

v plynovce), nebo pouha tvorba kyselin.

4. ukol:

Stanoveni enterokok(:

Stanoveni enterokokU je zaloZzeno na pocitani kolonii po membranové
filtraci a kultivaci pfi 37°¢

Pfes membranovy filtr se prefiltruje 100 ml vzorku vody uréené pro
hromadné zasobovani nebo 10 ml vzorku vody urcené pro individualni
zasobovani. Filtry se sterilni pinzetou kladou do Petriho misek na
agarovou pldu s azidem sodnym ( Slanetz — Bartleyova plda). Misky se
kultivuji 48 hod. pfi 37°C.

Po kultivaci se pocitaji uplné i ¢astecné Cervené az tmavohnédé zbarvené
kolonie.

5. ukol:

Stanoveni mezofilnich bakterii:

Stanoveni je zalozeno na pocitani kolonii mikroorganismu po kultivaci
ha masopeptonovém agaru (Plate count agar) pfi teploté 37°C.

Do dvou Petriho misek se napipetuje po 1 ml vzorku a ihned se zaleje 15
ml agaru, ochlazeného pfiblizné na teplotu 45°C. Miska se uzavfe a Zivna
plda se krouzivym pohybem opatrné promisi se vzorkem. Pfi michani se
plda nesmi dostat pres okraj misky. Po ztuhnuti se misky ukladaji do
termostatu dnem vzhru a kultivuji se pfi teploté 37°C 48 hod. Vyrostlé
kolonie se na obou Petriho miskach spocitaji, vypocitame primérny
pocet z obou misek., coz je pocet kolonii v 1 ml vzorku vody.

6.ukol:

Stanoveni psychrofilnich bakterii:

Stanoveni je zaloZzeno na pocitani kolonii mikroorganismu po kultivaci na
masopeptonovém agaru pfi teploté 20°C.



Postup je stejny jako v ukolu €. k5, kromé toho, Ze po ztuhnuti se pady
ukladdaji dnem vzhlru do termostatu a kultivuji pfi teploté 20°C 72 hod.

7.ukol:
Provedeni cytochromoxidazového testu, odecteni vysledk( kultivaci.
8. ukol:

Vypracovani protokolu



