Zakladni mikrobiologicky rozbor vody
(povrchové a pitné)

Sladk4 voda je jednim z piirozenych stanovist’ bakterii. Jejich mnozstvi a druhové
zastoupeni zavisi na zdrojich uhlikaté a dusikaté vyzivy a na pfitomnosti kysliku. Ve vodé
obecné ptitomné bakterie (zavazné 1 nezavazné) mizeme rozdelit do tfi zékladnich skupin:
mezi typické vodni bakterie (tzv. autochtonni vodni bakterie) patii kuptikladu
Chromobacterium, Flavobacterium, Micrococcus, Sphaerotilus, Leptothrix a Spirillum.
Pokud je ve vodé velké mnozstvi organické hmoty, vice se vyskytuji anaerobni nebo
fakultativné anaerobni bakterie (napt. Clostridium). Splavovanim pudy se do vody navic
dostavaji aerobni pudni bakterie Bacillus, Micrococcus, Streptomyces a koryneformni
bakterie Corynebacterium, Brevibacterium. Vhledem k mohutnému enzymatickému systému
je jejich vyskyt limitovan koncentraci zivin. Kratkodobé se ve vodé mohou vyskytovat
kontaminanty fekalniho znecisténi - baktérie ze stiev ¢lovéka a zvirat, predevSim zéstupci
celedi Enterobacteriaceae, dale nékteré streptokoky (napt. Enterococcus faecalis) a nékteré
druhy rodu Clostridium. Za urCitych podminek miizeme izolovat i patogenni bakterie
(Salmonella typhi, Shigella dysenteriae ...). Kratce jsou pritomny z toho divodu, ze voda pro
n¢ neni vhodnym stanovistém.

Rutinni mikrobiologicky rozbor vody nemuize stanovit vsSechny pfitomné
mikroorganismy, ani se pro ndro¢nou metodiku neprovadi stanoveni vSech patogennich (=
onemocnéni zpusobujicich) mikroorganismi. Proto se pro zjisténi vyskytu z hygienického
hlediska zavadnych bakterii vyuzivd stanoveni indikdtorovych skupin bakterii (=bakterii
stejného ekologického charakteru, které lze rychle a pomémé jednoduSe stanovit).
Indikatorové skupiny bakterii jsou tedy voditkem, které o vodé prozradi, jaké skupiny
mikrobli obsahuje, nebot’ jsou na né =zacileny specifické tesy. Napiiklad stanoveni
fermentujici [Escherichia coli je mozné na Endové agaru, nebot’ méa na ndm specificky kovovy
lesk. [Koliformni, tedy| fermentujici stievni jsou dikazem fekalniho znecisténi vody,
coz muze znamenat i pritomnost patogentl! Jsou vétSinou oxiddaza negativni a laktéza
pozitivni (= dva zakladni biochemické testy). Laktoza negativni je Salmonella a Shigella
(odlisna barva koloniti).

Jak se test na utilizaci substratd projevi?
- ur¢itym zbarvenim kolonie na urcitém mediu

Mikrobialni znecisténi vody zdvaznymi druhy mikroorganizmii:

- jsou rozeznavany: koliformni bakterie, fekalni koliformni bakterie, enterokoky, mezofilni
bakterie, psychrofilni bakterie, bezbarvi bic¢ikovci a dalsi mrtvé a zivé organizmy. Prvni tfi
druhy bakterii nesmi pitnd voda obsahovat.

Jaké testy se pri hodnoceni kvality vody pouzivaji?

we

| I. Postup stanoveni indikatori obecného znecisténi (ve cvicenich: kultivace na TYEA)

A) Psychrofilnich bakterii

= bakterie s rastovym optimem kolem 20°C, indikuji pfitomnost organickych latek rychle
rozlozitelnych bakteriemi pfi nizkych teplotach. Jejich stanoveni se provadi u pitnych vod, u
povrchovych vod predev§im v ptipad¢ vyuziti zdroje k Upravé na vodu pitnou. Pouze jejich
velmi vysoky pocet znamend piitomnost mnoha organickych latek ve vodé.




B) Mezofilnich bakterii

Tyto bakterie, rostouci aerobné pii 37°C, indikuji znecisténi mikroflorou teplokrevnych
ZivoCichi a ¢lovéka, vcéetné moznych mikrobl patogennich. Je povolen pouze jejich nizky
pocet.

Postup stanoveni indikatori fekalniho zneciSténi (pro cviceni ENDO, SB a MFC agar)

Jako indikatory fekalniho znecisténi se stanovuji koliformni bakterie a enterokoky,
tedy bakterie vyskytujici se ve stfeve. Indikatorova hodnota obou téchto skupin neni a nemuze
byt jednoznatnd a je hodné diskutovéna, zatim vSak nebyly jako zakladni organismy
hygienického hlediska uspokojivé nahrazeny.

D Koliformni bakterie

- ¢eled’ Enterobacteriaceae (G- tycky netvorici spory) tlustého stieva ¢lovéka a nékterych
zvitat. NejCastéji je to Escherichia coli, ostatni piibuzné druhy maji podobné morfologické a
fyziologické vlastnosti (zkvaSovani laktézy do 48h za tvorby kyseliny a plynu, negativni
oxidazovy test). Jejich pfitomnost ve vode je ditkazem znecisténi fekaliemi a v tomto piipadé
se mohou ve vodé vyskytovat i stfevni patogenni bakterie (Salmonella, Shigella). V ptipade,
ze je podezieni na ptitomnost n¢kterych téchto patogend, je potieba rozsitit zékladni rozbor o
jejich stanoveni.

» Stanoveni na Endo-agaru

Endiiv agar je presné selektivné diagnostické medium. Je v ném pfitomen bazicky
fuchsin, ktery eliminuje rtist G+ bakterii. Vyrostou tedy pouze G-. Diagnostikuje mikroby,
které Stépi laktozu — pfiznacné pro G- fermentujici koliformni - indikatorem je Schiffovo
reagens (indikuje acetaldehydy). Pocitame laktézapozitivni koliformni bakterie, které rostou
v tmavorudych koloniich, medium rovnéz zcervena. E. coli vykazuje kovovy lesk. Laktézu
nestépici druhy rostou v rtizovych az prahlednych koloniich a ty jsou diagnosticky vyznamné
(obligatni patogeny).
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Endtv agar - E. coli- kovo lesk; koliformni laktozapozitivni druhy — cervené, negativni — rizové.

» Stanoveni termotolerantnich fekalnich koliformnich bakterii
Provedenim tzv. teplotniho testu stanovime podil koliformnich bakterii pochéazejicich
pfimo ze zaZzivaciho traktu teplokrevnych Zivocichi a clovéka, tedy cerstvé fekalni



znelisténi. OdlisSime je od bakterii pochazejicich ze starsiho znecisténi, které jsou jiz soucasti
heterotrofniho spoleCenstva dané lokality. Test provadime pfii teplot¢ 44°C na mFC mediu s
laktozou. Laktéza je zkvaSovana, selektivnim Cinidlem jsou anilinovd modf a zlucové soli,
které inhibuji G+ floru. Pocitame fialové az tmavomodré laktézapozitivni kolonie,
nepocitaime svétle rizové a Sedé.

II) Enterokoky

Enterokoky jsou skupina fakultativné anaerobnich G+ streptokoki, kterd se vyskytuje v
travicim traktu ¢lovéka a zivocichti. Oproti koliformnim bakteriim se vyznacuji relativné
vys$$i termorezistenci a odolnosti vici dalSim fyzikdlnim a chemickym vlivim okolniho
prostfedi. Jsou povazovany za vyznamny indikator c¢erstvého fekalniho zneciSténi,
pfedevsim ve vodach pitnych, upravovanych dezinfekci.

» Vodu (100ml) filtrujeme pfes membranu, kterou kultivujeme na Slanetz-Bartley agaru
= ptdé s azidem sodnym a TTC (tetrazolium chlorid), ktery je redukovany na Cerveny
formazan. Pocitame upln¢ cervené kolonie nebo kolonie s cervenym stiedem a
rizovymi okraji, bilé a bezbarvé kolonie nepocitame.

» Toto medium je selektivni pro celou ¢eled’ streptokoku, ktera je na ném schopna rustu.
Jak vSak dokazat pouze podskupinu enterokokti? Misky inkubujeme dnem vzhiru 48h
pii 44°C, nebot’ enterokoky oproti ostatnim rodim celedi Streptococaceae vykazuji
termorezistenci, ¢ehoZz se da vyuzit v jejich selektivnim priikkazu. Dale musime pouzit
konfirmacni testy pro odliSeni od ostatnich streptokokil (vyuziti antibiotik atd.).

Enterococcus na SB

Poznamka: y
Postup ve cvicenich vychazi z normy CSN 830521; v dnes$ni dobé€ je vSak platny jiny

(modifikace pouzitych medii k zachytu danych bakt.druhti — pouzivaji se tedy jind media
nastavend na jiné indikéatorové skupiny bakterii po filtraci vody) a to Vyhlaska 252/2004 Sb.



Tabulka: Hlavni problémy stanoveni koliformnich a termotolerantnich koliformnich bakterii; minimalni
neptesnosti jsou zde charakterizovany experimentalné stanovenymi variacnimi koeficienty (tj. podilem rozptyla

na prameérech)

Prablémowy Charakteristika hinimalni Wyuzifl destupnych R
okruh stanovena w problemovem okrohu
nepfesnost
0. Charakter odber, rezdily mez nelze wyuZit, jde o
wzoku paralelnimi vzt mimalabaratorni dinnast
[neni soudasti
mikrabiolagického
rozbaru)
1. Odkowani homogenizacs vzoku, 10 % v zikladi lze wyuZit, matrice
vZoku adkawani, Tedeni, vliv viak zeela neadpovida (napf.
typu pipet apod. z hlediska absorpoe)
2. Ziwné piiprava, Sarze, stifi 4 % zachytnost média |z dobfe
médium piiprave-ného madia ovéfit, diferendaéni schopnosti
za dodrzeni média omezené
skladowacich
podminek apod.
2. Inkubace wliv taploty za 2% wzasade |ze wyuZit
dodrzeni
piedapzanaho
rozmezi
4. Odeditani netypicke reakce 410 % nelze wyuZit, ve vodnim
izl e dhd néktenych kmen, prostiedi je smes riz-nych
diferendadni kmend, na rozdil od sbikowého
schopnosti média kmenu v Rl
5. Wypodty valba spravnéha lze zniEitaz | lze wyuEit
zplsobuy wypofty a na
wib&r spravné-ha 100 %
Tedéni
Pomiicky:

- bakteriologické plotny s TYEA (trypton yeast extrakt agar)

- Endtv agar (M 6), mFC a Slanetz-Bartley medium (SB)

- sterilni pipety, hokejky

- zkumavky

- sterilni fosfatovy pufr (pH 7,2)

- vzorky pitné a povrchové vody ve sterilnich zabrusovych lahvich

Postup:

Postup ve cviCenich je trochu odliSny u vzorki s vodou pitnou a u vzorku s vodou
povrchovou. U pitné vody predpokladame mnohem nizZsi zastoupeni indikatorovych skupin
bakterii (diky jeji desinfekce, chlorace..), proto s ni pracujeme jako s nefedénym vzorkem a
v fedéni 10”". Povrchova voda je na mikroby samoziejmé bohatsi, proto s nefedénym vzorkem
nepracujeme, ale na misky pipetujeme vzorek redény 10 a navic 10,

Studenti pracujici s pitnou vodou:

» Odebereme vzorek pitné vody zpracovavany jako nefedény

» Ockujeme 1 ml nefedéné vody do sterilni Petriho misky a zalévame temperovanym
agarem TYEA (cca 15 ml) pro stanoveni psychrofilnich (prvni miska kultivovana pii
22°C) a mezofilnich (kultivace pti 37°C) bakterii; je nutno pracovat v opakovanich,
abychom ziskali primérny vysledek, nalévame tedy od kazdého vzorku po dvou
miskach (celkem 4 misky)

» Vodu dale fedime ve sterilnim fosfatovém pufru (0,5 ml vzorku do 4,5 ml pufru) =
fedéni 107

» Promichame cistou pipetou, se kterou jiz pipetujeme na misku a o¢kujeme 1 ml této
fedéné vody do sterilni Petriho misku a zalévdme temperovanym agarem TYEA pro
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stanoveni psychrofilnich (kultivace pfi 22 °C) a mezofilnich (kultivace pti 37 °C)
bakterii, opét po dvou miskach pro kazdou teplotu

Stanovime koliformni bakterie vyo¢kovanim 0,1 ml nefedéné vody a 0,1 ml fedéni
10" na misky s Endo-agarem (oba vzorky po dvou miskach)

To samé na misku s SB a MFC agarem

Kultivujeme pii 22°C pro stanoveni psychrofilii (pouze prvni dvé misky s TYEA)
Ostatni misky kultivujeme pti 37°C (u koliformt pfedpokladame dobry rust pfi teploté
lidského téla)

Studenti pracujici s povrchovou vodou:

> Voldu fedime ve sterilnim fosfatovém pufru (0,5 ml vzorku do 4,5 ml pufru) = fedéni
10°

» Promichame Cistou pipetou, kterou odebereme 0,5 ml do dal§i piedem piipravené
zkumavky s 4,5 ml fosfatového pufru) = fedéni 10; sterilni préce.

» Ockujeme 1 ml obou fedéni do sterilni Petriho misky a zalévame temperovanym
agarem TYEA (cca 25 ml) pro stanoveni psychrofilnich (kultivace pii 22°C) a
mezofilnich (kultivace pti 37°C) bakterii (opét celkem 4 misky)

» Stanovime koliformni bakterie vyo¢kovanim 0,1 ml nefedéné vody a 0,1 ml fedéni
10""-na misku s Endo-agarem, po dvou miskéch od kazdého vzorku

» To samé na misku s SB a MFC agarem

» Kultivujeme pii 22°C pro stanoveni psaychrofilil (pouze prvni dvé misky s TYEA)

» Ostatni misky kultivujeme pti 37°C (u koliformt pfedpokladame dobry rust pfi teploté
lidského téla)

Hodnoceni:

D¥ive se kvalita stanovovala podle normy CSN 830521, ktera hodnotila vyskyt psychrofilnich
a mesofilnich bakterii, coZ je naplni jedné ulohy ve cvienich — o¢kovéani na agar TYEA .

I. stanoveni indikatora obecného znecisténi — kultivace pri 22 a 37°C

Stanoveni CFU (=KTJ) se opét pocita v 1 ml vzorku (jako plotnova metoda).

(0]

0
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Zde je potieba uvazovat — prace s agary TYEA: agar se naléval piimo na cely mililitr
vzorku (pro stanoveni CFU nendsobime faktorem 10).

Misky se selektivnimi mediii: pipetovano pouze 0,1 ml, ve vzorci pro CFU tedy
nasobime 10ti

Koliformni bakterie nebo enterokoky se v hodnoceni kvality vody stanovuji jako pocet
buné¢k ve sledovaném objemu, protoze hodnotit jejich poc€et v 1 ml nelze |(pfili§ maly
objem); tolerovan je urcity pocet napt. pro 100ml vody.

Stanovené pocty srovndme s normou a zhodnotime, zda voda vyhovuje pozadavkim
kladenym na vodu pitnou.

Voda pro hromadné zasobovani (vice nez 100 osob) nesmi obsahovat vice nez:
200 psychrofilnich a 20 mezofilnich bakterii/1 ml a 0 koliformnich ¢i enterokokt/ 100 ml

Voda pro individualni zasobovani (studny; méné nez 100 osob) nesmi obsahovat vice nez
500 psychrofilnich a 100 mezofilnich bakterii v 1 ml a 0 koliformnich ¢i enterokokii v 10

ml




I1. stanoveni indikatort fekalniho zne€isténi — stanoveni po — stanoveni poctu kolonii na
vybranych mediich
1) Endav agar — odecitdme kovové leskly rast E. coli, Cervené kolonie ostatnich
koliformnich bakterii. Rtizové ¢i prihledné kolonie znaci laktoza negativni rody.
2) SB agar — pocitdme temné ervené kolonie ¢i kolonie s ¢ervenym stfedem
3) mFC medium - pocitame fialové az tmavomodré laktézapozitivni kolonie, nepocitame
svétle riZzové a Sedé.
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