/Akladni mikrobiologicky

rozoor vody




Voda

» Prirozené stanovisté bakterii
» Mnozstvi a zastoupeni zAvisi na pritomnosti kysliku a zdrojich uhlikaté a dusikaté vyzivy
» Ve vodeé pritomné bakterie mUzeme rozdélit do 3 skupin:

» Autochtonni vodni bakterie — typické vodni bakterie

» Pudni bakterie — dostavaiji se do vody splavovdnim pudy

» Sirevni bakterie — ze stfev ¢lovéka a zvirat, jen krdtkodobé




Autochtonni vodni bakterie
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PUdni bakterie
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Strevni bakterie

celed Enterobacteriaceae

,Shigella* Clostridium



Sinice = Cyanobacteria

cyanofycin
bunécna

sténa
» Prokaryota, gramnegativni typ bunécné stény ONA \ hiekoias
» Nejstarsi fotosyntetizujici organizmy (3,5 miliardy let), yioplazmafické I skrob
membrana |
maji tylakoidy, na kterych jsou pigmenty, chlorofyl a fykobili
~  ~s ~r e s ’ karboxyzom
» Schopnost prezivat nepriznive podminky .

» Vodnikvét, toxiny

slizova
pochva

Cyanobactaria - stavba buriky. © Markéta Krautova




Cyanobacteria

Anabdena

Chroococc'us@
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Marinobacter

Aeromonas



Mikrobiologicky rozbor vody

Rutinni mikrobiologicky rozbor vody nemuze stanovit vSsechny pritomné mikroorganizmy, ani se
neprovddi stanoveni vsech patogennich mikroorganismu

Pro zjisténi vyskytu zdvadnych bakterii se vyuzivd stanoveni tzv. indikdtorovych skupin bakterii —
stanovi se bakterie stejného ekologického charakteru, které Ize rychle a jednoduse stanovit

Na indikdtoroveé skupiny jsou zacilené specifické testy

Rozezndvdme: Koliformni bakterie, fekdlni koliformni bakterie, enterokoky, mezofilni bakterie,
psychrofilni bakterie, bezbarvi bicikovci a dalsi mrtvé a zivé organizmy

Pitni voda nesmi obsahovat prvni tfi druhy bakterii




Stanoveni poctu indikatoru obecného znecisténi
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1. Psychrofilni bakterie — kultivace pri 22 °C

RUstové optimum bakterii — kolem 20 °C
Indikuji pritomnost organickych latek rychle rozloZitelnych bakteriemi pfi nizkych teplotdch
Stanovuiji se u pitnych vod, u povrchovych v pfipade Upravy vody na pithou

Pouze velmi vysoky pocet znamend pritomnost mnoha organickych latek ve vodé

2. Mezofilnich bakterii — kultivace pri 37 °C

Jsou to aerobni bakterie rostouci pri 37 °C

Indikuji znecisténi mikroflérou teplokrevnych zivocichu a ¢lovéka

vV v v Vv

Je povolen pouze jejich nizky pocet



Stanoveni indikatoru fekdalniho zAnecisteni

» Indikatory fekalniho znecisténi — koliformni bakterie a enterokoky, bakterie vyskytujici se ve strevé

» Koliformni bakterie

» Gramnegativni bakterie z Celedi Enterobacteriaceae

» Jejich pfitomnost je dUkazem znecisténi fekaliemi

» Pri kultivaci na selektivné-diagnostickych puddch rozklddaji lakiézu _

» Veétsinou zivné media s laktdzou ﬁ*’i

» Zd&stupce: Escherichia coli (trévici trakt teplokrevnych Zivo&ichd), nﬁ*L‘ﬂ e
Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, ,,Shigella* e EE :u-a..:f“m '

y el AR

» V pripade detekce, je treba rozsifit rozbor o jejich stanoveni



Koliformni bakterie - stanoveni

Endo agar

Selektivné diagnostické meédium
Rostou tu jen G- bakterie
Bazicky fuchsin eliminuje rUst G+

Shiffovo reagens indikuje stépeni laktozy

vV vV v v v .Y

Laktdzapozitivni koliformni bakterie rostou
tmavorudé, médium také zCervend

v

Laktdza negativni jsou r0zové az prUhledné,
nezahrnuji se do vypoctu

» 37°C
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Koliformni bakterie - stanoveni

Teplotni test
Potvrdi cerstvé fekdlni znecisténi
Test pfi 44 °C na mFC médiu s laktézou

Laktdza pozitivni kolonie budou fialové az
tmavomodré, negativni svétlerizové a sedé.




Enterokoky

Fakultativné anaerobni grampozitivni koky,
vyskytujici se v travicim traktu ¢lovéka a
Zivocichu

Oproti koliformnim jsou vice termorezistentni a
odolni vU¢&i vplyvOm prostredi

Jsou vyznamny indikator ¢erstvého fekalniho
znecisténi, predeviim v pitnych voddch

Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium

"GARB LEAES WHEN WE SHow UP.»




Enterokoky - stanoveni

» Selektivni médium pro enterokoky: Slanetz-Bartley agar
(azid sodny a tetrazolium chlorid).

» Pocitdme ¢ervené kolonie nebo kolonie s cervenym
stredem, nepocitdme bilé, bezbarevné a kolonie mensi
nez 2 mm.

» Inkubujeme 48 h pri 44 °C, tim odliSime enterokoky od
streptokokU — enterokoky jsou termorezistentni




Postup ve cviceni

» Stanoveni celkového poctu bakterii (psychrofiinich a mezofilnich)= obecné znecisténi

» Univerzalni medium TYEA (frypton yeast extract agar)

» Stanoveni indikdtorovych skupin bakterii = fekalni znecdisténi

» Selektivni média Endiv agar, mFC agar, Slanetz-Bartley médium



Postup

» Pitna voda - predpokldddme mnohem nizsi zastoupeni indikdtorovych skupin bakterii, proto
pracujeme s neredénym vzorkem a s redénim 10! (500 ul a 4500 ul)

» 8 misek TYEA agar, 4 misky Endo, 4 misky mFC

» Povrchovd voda - ocekdvdme tu vice bakterii — pracujeme s fedénim 10! a 10-2
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ENDO

4

» 8 misek TYEA agar, 4 misky Endo, 4 misky mFC, 1 miska SB

22

TYEA
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Pitnd voda: (nefedéna + redéni 10! )

Do 4 misek (2 misky 22 °C, 2 misky 37 °C) pipetovat 1 ml neredéné vody a zalét TYEA agarem
Do 4 misek (2 misky 22 °C, 2 misky 37 °C) pipetovat 1 ml redéné vody a zalét TYEA agarem
Endo agar: 100 ul nefedéné (2 misky) a 100 ul redéné (2 misky) vody na agar, rozhokejkovat
mFC agar: 100 yl nefredéné (2 misky) a 100 ul redéné (2 misky) vody na agar, rozhokejkovat

Povrchovd voda (101 a 10-2)

Do 4 misek (2 misky 22 °C, 2 misky 37 °C)napipetovat 1 ml 10-! vody a zalét TYEA agarem
Do 4 misek (2 misky 22 °C, 2 misky 37 °C)napipetovat 1 ml 102 vody a zalét TYEA agarem
Endo agar: 100 yl 10! (2 misky) a 100 yl 102 (2 misky) vody na agar, rozhokejkovat

mFC agar: 100 yl 10-7 (2 misky) a 100 ul 10-2 (2 misky) vody na agar, rozhokejkovat

SB agar: profiltrovat vodu, polozit filtr na SB médium

Kultivace: TYEA na 22 °C a 37 °C, Endo 37 °C, mFC 44 °C, SB 44 °C



Hodnoceni

» Pocitani koloniina 1 ml — pozor na prepocet!!! (0,1 x T ml na misku!!!)
» Enterokoky v pithé vodé prepocitat na 100 ml

» Voda pro hromadné zasobovani (vice nez 100 osob) nesmi

» obsahovat vice nez:

» 200 psychrofilnich a 20 mezofilnich bakteriina 1T ml

» O koliformnich ¢i enterokokd na 100 ml

Voda pro individudlni zadsobovani (studny; méné nez 100 osob)
nesmi obsahovat vice nez:
500 psychrofilnich a 100 mezofilnich bakteriina T ml

vV v v Y

0 koliformnich ¢i enterokokd v 10 ml



Escherichia coli
ATCC® 25922

mFC — poditat

Endo — pocitat tie tmavo Cervené/tmavo ruzoveé
alebo s kovovym leskom, nie svetlo ruzové ™

TYEA — spocitat vSetky kolonie

SB — ¢ervené koldnie
= enterokoky




