Zakladni mikrobiologicky rozbor vody

Cil: Stanovit celkovy pocet psychrofilnich a mezofilnich bakterii
Stanovit indikatorové skupiny bakterii — selektivni media
(Endo agar, SB agar, mFC médium)

Rozbor - slozka komplexniho posouzeni kvality vody
- statni norma (provedeni, vysledky)
- indikatory, ne vSechny bakterie

Odbér — do sterilnich lahvi (pitna voda — 250 ml; povrchova - 150 ml)
- dbat na sterilitu prace

- vzorky zpracovat do 6 hod ¢€i uchovat v ledniCce pfi 4°C max.
24 hod



Sladka voda

pfirozené stanovisté bakterii
zastoupeni zavisi na zdrojich uhliku, dusiku a pfitomnosti O,

autochtonni (= typické) — Chromobacterium, Flavobacterium,
Micrococcus, Leptothrix, Spirillum, ...

pudni bakterie — splavovanim pudy (Bacillus, Streptomyces, ..)
— jsou limitovany koncentraci zivin

stfevni bakterie Clovéka, zvirat — fekalni znecisténi, vyskyt
kratkodobé



Autochtonni vodni bakterie
- typicke, puvodni
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Puadni — splachovanim, svrchni vrstvy — limitace koncentraci zivin

Micrococcus
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Strevni — kratkodoby vyskyt (Enterobacteriaceae, Streptococcus)
Patogenni — kratkodobé (Salmonella typhi, Shigella dysenteriae)

Saimonella typhi
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Voda
jako stanovisté

Mon-lithifying mat

Lithifying mat

OPEN MARINE - Intertidal

Texel, NL
Environment
Marine (32 %)
Intertidal = high energy
pH = 8 (slighty alkaline}
Dominant bacteria
Microcoleus
Precipitation
Mona
Fossilization potential

HYPERSALINE LAKES
Eleuthera — Guerrero Negro
Envircnment
Hypersaling (94-120 %a) —
low anargy
pH =ca. 8.5 (alkaling)
| Dominant bacteria

| Microcoleus

Mona
Fossilization potential

Eleuthera - soft mat Guerrero Negro

OPEN MARINE - subtidal
Highborne Cay — Coarse-grained stromatolites

Environment
Marine (35 %) — high enargy
pH = B (slightly alkalineg)
Dominant bacteria
Schizothrix = Solentia
B Precipitation

- Surface - continuous -
laminated (coarse grained)
Fossilization potential
High — stromatolites

HYPERSALINE LAKES
Eleuthera — crust on top of microbial mat
Environment
Hypersaline (90 %.) - low energy
pH = ca. 9 (alkaline)
Dominant bacteria
- Microcoleus — Phormidium —
Entophysalis - Glosocapsa
Precipitation
At surface of microbial mat -
continuous — non laminated
' Fossilization potential
~ Low to average — mud = lithoclast

Metabolism controlled (SI)
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Voda
jako stanovisté
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Cyanobacteria
‘2HCOj5 + Ca®* —» [CH,0] + CaCO3 + Oy

Fermentation = M. fixation
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Anoxygenic phototrophs .
3HCO5™ + Ca?* + HS == [CH,0] + CaCO;, + 50,2

Farmeantation = synthesis of Behlo -

Aerobic heterotrophs
[CH,0] + CaCOy + O,—»HCO,~ + Ca?*

Fermemation — Denitrification

degradation of glycogen

Sulfate reducers

Sulfide oxidizers
BHS™+ 40, + Cal0y + HCOy-

—> 2[CH;0] + Ca’* + 380,%°

Farmentation = denitrification

Fermenters (e.g. ethanol)
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Voda jako stanovisté

Limnetic "/
zone

Profundal
zone

Benthic
B Zone

10  Schematic representation of a typical lake showing
designations based on sunlight. Other designations for
€ based on features such as temperature, OXygen concentra-
d pH. However, the most common are those shown here

y because of the controlling influence sunlight has on these
ments.
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FIGURE 6.12 Idealized profiles of temperature and oxygen in a
temperate region, eutrophic lake. Stratification is due to thermal
warming of the upper layers in the summer months. Cooling of the
upper layer in the fall and early winter breaks the mixing barrier

and allows the sediment zone to be reoxygenated. (Adapted from
Wetzel, 1983.)
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Winogradského sloupec

demonstruje rizné ulohy mikroorganizmdu v pfirodé: aktivita jednoho
MO umoznuje rast jiného a naopak

sloupec je kompletni, sobéstaény a recyklaéni systém, ktery je
doplhovan pouze svételnou energii

- Sheathed bacteria

Aerobic water
Cyanobacteria

Anaerobic water Purple non-S bacteria

H2S S04

e ) Se———

Purple S bacteria
Green S bacteria

Anaerobic sediment Desulfovibrio

Clostridium




WINOGRADSKY COLUMN
(SULFUR-METABOLIZING BACTERIA)

NONSULFUR (RUST-COLORED

PURPLE BACTERIA } ZONE)
THIOBACILLUS

PURPLE SULFUR RED ZONE)

GREEN SULFUR
BACTERIA

. SULFATE-REDUCING
| BACTERIA

GYPSUM (CaSO) + PLANT PARTS +MUD




Obecné zne Cist éni:

Psychrofilni — do 20°C; indikuji pfitomnost organickych latek
rozlozitelnych bakteriemi pfi nizkych teplotach; bézny vyskyt

Mezofilni — znecisténi mikroflorou teplokrevnych zivocichu a €lovéka,
véetné patogenu

Fekalni zne €iSténi:

Koliformni bakterie — obyvatelé tlustého stfeva, ¢eled
Enterobacteriaceae (G- tycky), nejCastéji E. coli
- znacCi znedisténi fekaliemi, mozny vyskyt stfevnich patogent —
rozSifit rozbor o jejich stanoveni
- vétSinou oxidaza negativni, laktdéza pozitivni (lac negativni je
Salmonella a Shigella — odliSna barva kolonii)

Enterococcus sp. (G+ koky) — travici trakt ¢lovéka i zivoc€ichu, vySSi
termorezistence, odolnost k fyzikalnim a chemickym vlivim

- dulezity ukazatel fekalniho znecisténi
- ale vyskyt i bézné v prostredi




TYEA (trypton, kvasnicny extrakt, agar)
-univerzalni puda (pro celkovy pocet)
-kultivace pfi 22 a 37°C

ENDO agar — fuchsin zabije G+ a kolonie koliformnich bakterii zbarvi Cervené s
kovovym leskem

-laktozu vyuziji koliformni bakterie (lac+) — Schiffovo Cinidlo (acetaldehydy)
-kultivace pfi 37°C

mFC — laktdza

-anilinova modf a zlu€ové soli inhibuji G+ a termotolerantni bakterie zbarvi modre
-kultivace pfi 44°C

SB agar (Slanetz-Bartley)

-azid sodny = selektivni Cinidlo pro enterokoky

-indikator TTC (tetrazolium chlorid) — Cerveny Ci vinové Cerveny stred kolonii s
rizovym okrajem

-kultivace pfi 37°C



ENDO agar — bazicky fuchsin eliminuje G+

- kolonie koliformnich bakterii zbarvi ¢cervené s
kovovym leskem

-laktozu vyuziji koliformni bakterie (lac+) —
Schiffovo Cinidlo (acetaldehydy)

-Laktozu neéstépici — razové kolonie (obligatni
patogeny)

www.bacteriainphotos.com




SB agar E. faecalis
-azid sodny = selektivni Cinidlo pro enterokoky

-indikator TTC (tetrazolium chlorid) — Cerveny ¢i vinové
cerveny stied kolonii s rizovym okrajem

- kultivace pfi 44°C — enterokoky jsou termorezistentni

IRASO
BIOTECH



MFC medium
» l|aktoza je zkvaSovana

« selektivni Cinidlo: anilinova modr a zlu€ové soli inhibuji
G+ a termotolerantni bakterie zbarvi modre

- kultivace pri 44°C — teplotni test na Cerstve znecisténi

mFC agar
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Colonies that are light to dark blue,
in whole or part, are counted as fecal coliforms



Postup:
« PITNA VODA — nefedény vzorek a 10 -1 (neoéekavame kontaminaci)

« POVRCHOVA VODA - fedéni 10! a 102 (o8ekavame vyskyt
bakterii)

TYEA — 1 ml vody do misky, prelit cca 15 ml temperovaného média
(1 vzorek = 2 misky)

ENDO, SB, mFC - 0,1 ml vzorku na agar

Kultivace:

TYEA - 22°C

TYEA, ENDO, SB — 37°C
mFC — 44°C

Hodnoceni:
Pocitani kolonii na 1 ml — pozor na pfepocet!!! (0,1 x 1 ml na misku!!!)
Enterokoky pocitat na 100 ml



Voda pro hromadné zasobovani (vice nez 100 osob) ne  smi
obsahovat vice nez:

200 psychrofilnich a 20 mezofilnich bakterii na 1 ml
0 koliformnich ¢&i enterokoku na 100 ml

Voda pro individualni zasobovani (studny; mén  é nez 100 osob)
nesmi obsahovat vice nez:

500 psychrofilnich a 100 mezofilnich bakterii na 1 ml
0 koliformnich ¢i enterokokd v 10 ml



Indikitorova . kultivace konfirmace " d
skupina ornacent puda teplota doba barva kolonii | puda'test | teplota |doba| barva kolomii| - b vod
svté dervene
kolonie
t é .
. 21=3 hod.. .S rfm\ = ne modré
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. TC | ENDO | 36=2°C : spodni ¢astia | o ooOm . e |P =
bakterie 2oar nevyrostou dervend -oxidazovy min | (koliformni odpadni
5 tak 4424 hod SLVEn bakterie)
kolonie
s kovovvm
leskem
cervene,
_ kastanove nebo Aué- tiislové hnéde .
Slanetz- rizové kolonie aslulin ) az éerné povrchove,
enterokoky ENT Bartley | 36=2°C 44=4 hod. . . .| #=055C |, T . .| odpadni,
- - cele zbarvene | -azidowvw hod | zbarveni okoli .
agar o . . pitné
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stfedem
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koliformni — Laktoza- - . . cvtochrom- zbarveni ..
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E.coli soar oxidazovy min | (koliformni
8 bakterie)
21=3 hod.. | modre kolonie modie
Iermumlera.uml rc M-FC 1420 5°C kdvz ut:&lya.hn _ MUG 36275C 3 fluoreskujici pm‘rchm'?
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