Ziakladni mikrobiologicky rozbor vody
(povrchové a pitné)

Sladké voda je jednim z ptirozenych stanovist’ bakterii. Jejich mnoZstvi a druhové
zastoupeni zavisi na zdrojich uhlikaté a dusikaté vyZzivy a na pfitomnosti kysliku. Ve vodé
obecné pfitomné bakterie (zavazné i nezavazné) mizeme rozdelit do tfi zakladnich skupin:

a) Autochtonni vodni bakterie

= typické vodni bakterie

- Pt: Chromobacterium, Flavobacterium, Micrococcus, Sphaerotilus, Leptothrix a Spirillum.
- pokud je ve vod¢ velké mnozstvi organické hmoty, vice se vyskytuji anaerobni nebo
fakultativné anaerobni bakterie (napt. Clostridium)

b) Padni bakterie

aerobni bakterie, které se do svrchnich vrstev vody dostavaji splavovanim ptudy

- rody Bacillus, Micrococcus, Streptomyces a koryneformni bakterie -Corynebacterium,
Brevibacterium

- vzhledem k mohutnému enzymatickému systému je vyskyt limitovan koncentraci zivin

c) Baktérie ze stiev Clovéka a zvirat

- predevsim zastupci Celedi Enterobacteriaceae, dale nékteré streptokoky (napf.
Streptococcus faecalis) a nékteré druhy rodu Clostridium.

- za urcitych podminek mizeme izolovat i patogenni bakterie (Salmonella typhi, Shigella
dysenteriae ...), jejich vyskyt ve vod¢ je vSak kratkodoby, protoze voda pro n¢ neni vhodnym
stanovistém.

Mikrobialni zne€isténi vody zavaznymi druhy mikroorganizm:

- jsou rozeznavany: koliformni bakterie, fekélni koliformni bakterie, enterokoky, mezofilni
bakterie, psychrofilni bakterie, bezbarvi bi¢ikovci a dal$i mrtvé a zivé organizmy. Prvni tfi
druhy bakterii nesmi pitnd voda obsahovat.

Postup ve cvi¢enich vychazi z normy CSN 830521; v dnesni dobé je viak platny jiny
(modifikace pouzitych medii k zachytu danych bakt.druhti — pouzivaji se tedy jind media
nastavena na jiné indikéatorové skupiny bakterii po filtraci vody) a to Vyhlaska 252/2004 Sb.

Rutinni mikrobiologicky rozbor vody nemlZze stanovit vSechny pfitomné
mikroorganismy, ani se pro naro¢nou metodiku neprovadi stanoveni vSech patogennich (=
onemocnéni zpusobujicich) mikroorganismili. Proto se pro zjisténi vyskytu z hygienického
hlediska zdvadnych bakterii vyuziva stanoveni indikdtorovych skupin bakterii (bakterii
stejného ekologického charakteru, které lze rychle a pomérné jednoduSe stanovit).
Indikatorové skupiny bakterii indikuji vlastnosti vody; rozpoznatelné diky sady testii.

— pro stanoveni [Escherichia coli — fermentujici, na Endové ptdé ma kovovy lesk
- a Tkoliformnich bakterii\ = fermentujici stfevni bakterie, dikaz fekalniho znecisténi

vody — coZ milZe znamenat 1 pfitomnost patogent! Jsou vétSinou oxidaza negativni a

laktéza pozitivni (= dva zakladni biochemické testy). Laktéza negativni je

Salmonella a Shigella.




Pomiicky:

- bakteriologické plotny s MPA (M 2)

- a s Endovym agarem (M 6)

- sterilni pipety, hokejky

- zkumavky

- sterilni fosfatovy pufr (pH 7,2)

- vzorky pitné a povrchové vody ve sterilnich zabrusovych lahvich

Postup:

» Odebereme vzorek pitné vody.

» Vodu fedime ve sterilnim fosfatovém pufru (0,2 ml vzorku do 1,8 ml pufru promichat
Cistou pipetou a odebrat 0,2 ml do dalsi pfedem pfipravené zkumavky s 1,8 ml
fosfatového pufru) do feddni 107 Sterilni prace.

» Ockujeme 0,1 ml vody nefedéné i vsech fedéni na misky s MPA pro stanoveni
psychrofilnich a mezofilnich bakterii.

» Stanovime koliformni bakterie filtraci nebo vyockovanim 0,1 ml nefedéné vody
na misku s Endo-agarem.

» Kultivujeme, jak je uvedeno nize.
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Hodnoceni:

Diive se kvalita stanovovala podle normy CSN 830521, ktera hodnotila vyskyt psychrofilnich
a mesofilnich bakterii.

CFU prepocteme na 1 ml, koliformni bakterie nebo enterokoky vyjadiujeme jako pocet ve
sledovaném objemu. Stanovené pocty srovname s normou a zhodnotime, zda voda vyhovuje
pozadavkiim kladenym na vodu pitnou.

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

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




Postup stanoveni indikatort obecného znec¢isténi

A) Psychrofilnich bakterii
= bakterie s ristovym optimem 20°C, indikuji pfitomnost organickych latek rychle
rozlozitelnych bakteriemi pii nizkych teplotach. Jejich stanoveni se provadi u pitnych vod, u
povrchovych vod piedevsim v ptipad€ vyuZiti zdroje k Gprave na vodu pitnou. Pouze jejich
velmi vysoky pocet znamena piitomnost mnoha organickych latek ve vodé.

» Po 0,1 ml pfislusné nafedéného vzorku pipetujeme na sterilni plotny s MPA,
dikladné rozetfeme sterilni hokejkou a kultivujeme dnem vzhiru 72h p¥i 20°C
Hodnoceni:
Spocitame vyrostlé kolonie na miskach s nejvhodnéjsim fedénim (30-300 kolonif) a pramér
pfepocitame na 1 ml piivodniho nefedéného vzorku.

B) Mezofilnich bakterii
Tyto bakterie, rostouci aerobné pii 37°C, indikuji znecisténi mikroflorou teplokrevnych
ZivoCichiu a ¢lovéka, véetné mikrobll patogennich. Je povolen pouze jejich nizky pocet

» Po 0,1 ml ptislusné nafedéného vzorku pipetujeme na sterilni plotny s MPA,
diikladné rozetfeme sterilni hokejkou a kultivujeme dnem vzhiru pii teploté 37°C po 48h
Hodnoceni:
Spocitame vyrostlé kolonie na miskach s nejvhodnéjsim fedénim (30-300 kolonii) a primér
prepocitame na 1 ml ptivodniho nefedéného vzorku.

Postup stanoveni indikatori fekalniho zneciSténi

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

D) Koliformnich bakterii

- Celed’ Enterobacteriaceae (G- tycky netvorici spory) tlustého stfeva ¢loveka a nékterych
zvitat. Nejcastéji je to Escherichia coli, ostatni ptibuzné druhy maji podobné morfologické a
fyziologické vlastnosti (zkvasovani laktézy do 48h za tvorby kyseliny a plynu, negativni
cytochromoxidazovy test). Jejich pritomnost ve vodé je ditkazem znecisténi fekaliemi a

v tomto pifipad€ se mohou ve vodé vyskytovat i sttevni patogenni bakterie (Salmonella,
Schigella). V ptipadg, ze je podezieni na pfitomnost nékterych téchto patogent, je potieba
rozs§itit zékladni rozbor o jejich stanoveni.

» Stanoveni na Endo-agaru
Ze zdroje pitné vody:
Ptes sterilni membranovy filtr o velikosti por cca 0,3 mm (napt. SYN-POR 7) zfiltrujeme
10 ml pitné vody pro individualni zasobovani nebo 100 ml vody ze zdroje pro hromadné
zasobovani (membranu klademe do sterilniho filtraéniho pfistroje oZihnutou pinzetou, lesklou
stranou nahoru).
Ze zdroje povrchové vody
Predpokladame vétsi znecisténi, filtrujeme tedy mensi objem vzorku nebo pipetujeme vzorek
pfimo na misku (stejné jako u psychrofilnich a mezofilnich bakterii).
Po filtraci steriln€ pfeneseme membranu na plotnu s Endo-agarem tak, aby spodni




strana dobfe pfilnula na povrch plotny. Kultivujeme v termostatu dnem vzhtru pii 37°C 48h.

» Stanoveni kvasnou zkouskou
Metodu pouzivame soubézné s Endo-agarem u pitnych vod, v n€kterych piipadech u vod
povrchovych a odpadnich. Test provadime v tekutém mediu s laktézou, dojde k pomnozeni
koliformnich bakterii za tvorby kyselin a plynu, nebo jen kyselin.
Do zkumavky s 9 ml média a s plynovkou ptidame 1 ml vzorku, opatrné promichame
a inkubujeme pii 37°C 24h, pfi negativnim vysledku dalSich 24h.

» Stanoveni termotolerantnich fekalnich koliformnich bakterii
Provedenim tzv. teplotniho testu stanovime podil koliformnich bakterii pochézejicich
piimo ze zazivaciho traktu teplokrevnych Zivo€ichi a ¢lovéeka, tedy Cerstvé fekalni
znecisténi. OdlisSime je od bakterii pochazejicich ze starSiho znecisténi, které jsou jiz
soucasti heterotrofniho spolecenstva dané lokality. Test provadime pfi teploté 43°C a zaroveil
pti 37°C na Endo-agaru a v MFC mediu s laktozou.

Hodnoceni stanoveni na Endo-agaru a fekalnich koliformnich bakterii

Pocitdme kolonie na membrané (eventuelné piimo na agarové plotné). Kolonie

charakteristické pro koliformni bakterie maji ¢ervené zbarveni (laktézopozitivni) a

negativni cytochromoxidazovy test.

Endiv agar:

- selektivné diagnostické medium, pfesné. Je v ném piitomen bazicky fuchsin, ktery
eliminuje rast G+ bakterii. Diagnostikuje mikroby, které §tépi laktozu — indikatorem je
Schiffovo reagens (indikuje acetaldehydy); pozitivni rostou v tmavorudych koloniich,
medium rovnéz z€ervend. E. coli vykazuje kovovy lesk. Laktozu nestépici druhy rostou
v bezbarvych prihlednych koloniich a ty jsou diagnosticky vyznamné (obligatni

patogeny).

Hodnoceni stanoveni kvasnou zkouSkou a fekalnich koliformnich bakterii
Tvorba kyselin se projevi zezloutnutim média, tvorba plynu bublinou v plynovce. Za pozitivni
vysledek zkousky se povazuje soucasna tvorba kyselin a plynu nebo jen tvorba kyselin.

IT) Enterokoki

Enterokoky jsou skupina fakultativn¢ anaerobnich G+ streptokoki, ktera se vyskytuje v
travicim traktu ¢loveka a Zivoc€ichii. Oproti koliformnim bakteriim se vyznacuji relativné
vy$s$i termorezistenci a odolnosti vici dalsim fyzikalnim a chemickym vliviim okolniho



prostiedi. Jsou povazovany za vyznamny indikator ¢erstvého fekalniho znecisténi, predevsim
ve vodach pitnych, upravovanych dezinfekci.

» Vodu filtrujeme stejné jako pro stanoveni koliformnich bakterii a membranu
kultivujeme na pidé€ s azidem sodnym a TTC (selektivné diagnosticky Slanetz-Bartley agar).
Misky inkubujeme dnem vzhtiru 48h pti 37°C. Vice znec€isténé vzorky mizeme piimo
vyockovavat na misku.

Hodnoceni: ] ) _— S—
cator — trifenyltetrazoliumchlorid (TTC) — zména na cerveny formazan
vé Cervené nebo Eerveny stied a riizovy okraj

Pocitame uplné nebo castecné Cervené kolonie, bilé a bezbarvé kolonie nepocitame.

Zdroje:

http://sweb.cz/Hlavaty.Vaclav/kvalita.htm
http://www.sci.muni.cz/mikrob/skripta/mikrobiologiecv.pdf
http://www.rozbory.cz/




