Zakladni mikrobiologicky rozbor vody
(povrchové a pitné)

Cil cviceni — dopliite prosim individualné dle svého vzorku:

Jedna skupinka bude pracovat s pitnou (studni¢ni, kohoutek, balend..) vodou, zbylé
dvé skupinky s povrchovou (studanky, vodni toky, rybniky, ptfehrada..). V Materialu je
nutné uvést zdroj Vaseho vzorku, odviji se od n¢j totiz postup prace, ktery je u obou
odlisny. Prace se vzorky se lisi v Fedéni, se kterym se pracuje. V pitné vodé ocekavame nizsi
pocet bakterii, pouzivame tedy nefedény vzorek a fedéni 10, Povrchova voda je teoreticky
na bakteridlni ,,znecisténi* bohatsi, pouzivame fedéni 10'a 102

Ve cviCenich se setkdme se dvéma zdkladnimi typy stanoveni — a to stanoveni a)
celkového poctu bakterii (psychrofilnich a mezofilnich) a b) stanoveni indikdtorovych skupin
bakterii (selektivni media budou cilen¢ prokazovat mozné fekalni znecisténi, tedy rody pattici
do Celedi Enterobacteriaceae). V bod¢ a) tedy pracujeme s bohatym neselektivhim mediem
TYEA na kterém pocitame kolonie jako pfi plotnové metodé, a to kolonie vSech rodi a
druha schopnych rastu pii dané teploté (22°C a 37°C). Psychrofilnich druht je teoreticky
o¢ekavano vice a jsou viceméné ptfirozenym zastoupenim bakteridlniho osazenstva. Mezofilni
druhy, pokud se vyskytnou, jiz mohou naznacovat pfitomnost zavazného fekalniho znecisténi
— protoZze rostou pfi teploté blizké teploté lidského téla — 37°C. Tii typy selektivnih ptd poté
pomahaji spocitat a dourcit bunky (dle vyskytu a =zabarveni kolonii), které¢ jsou
z indikatorové skupiny pfitomny.

Teoreticka ¢ast:

Sladk4 voda je jednim z pfirozenych stanovist' bakterii. Jejich mnozstvi a druhové
zastoupeni zavisi na zdrojich uhlikaté a dusikaté vyzivy a na ptitomnosti kysliku. Ve vodé
obecné ptitomné bakterie (zdvazné i nezdvazné) mizeme rozdélit do tii zakladnich skupin:
mezi typické vodni bakterie (tzv. autochtonni vodni bakterie) patii kuptikladu
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). Splavovanim plidy 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 fekdlniho znecisténi - baktérie ze stiev ¢lovéka a zvirat, predevSim zastupci
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 nemulze stanovit vSechny pfitomné
mikroorganismy, ani se pro naro¢nou metodiku neprovadi stanoveni vSech patogennich (=
onemocnéni zpusobujicich) mikroorganismii. Proto se pro zjisténi vyskytu z hygienického
hlediska zavadnych bakterii vyuziva stanoveni indikdtorovych skupin bakterii (=bakterii
stejné¢ho 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. Naptiklad stanoveni
fermentujici Escherichia colﬂ je mozné na Endové agaru, nebot’ ma na ném specificky kovovy




lesk. , tedy fermentujici stfevni jsou dikazem fekalniho znecisténi vody,
coz miize znamenat i pritomnost patogenil! Jsou vétSinou oxidaza negativni a laktéza
pozitivni (= dva zékladni biochemické testy). Laktéza negativni je Salmonella a Shigella
(odlisna barva kolonit).

Jak se test na utilizaci substratll projevi?
- ur¢itym zbarvenim kolonie na ur¢itém mediu

Mikrobiélni znec€isténi vody zavaznymi druhy mikroorganizmi:

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

Jaké testy se pri hodnoceni kvality vody pouZzivaji?

I. Postup stanoveni poctu indikatori obecného zneciSténi (ve cvifenich: kultivace na
TYEA) — neselektivni medium, na némz pocitame kolonie

A) Psychrofilnich bakterii

= bakterie s ristovym optimem kolem 20°C, indikuji pfitomnost organickych latek rychle
rozlozitelnych bakteriemi pfi nizkych teplotach. Jejich stanoveni se provadi u pitnych vod, u
povrchovych vod predevsim v ptipadé vyuziti zdroje k upravé na vodu pitnou. Pouze jejich
velmi vysoky pocet znamena piitomnost mnoha organickych latek ve vodé.

B) Mezofilnich bakterii

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

I1. 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 jednozna¢na 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 1 stfevni patogenni bakterie (Salmonella, Shigella). V ptipadé,
ze je podezfeni na pritomnost nékterych téchto patogentl, je potieba rozsitit zakladni rozbor o
jejich stanoveni.

» Stanoveni na Endo-agaru

Endiv agar je presné selektivné diagnostické medium. Je v ném pfitomen bazicky
fuchsin, ktery eliminuje rist 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 z€ervend. E. coli vykazuje kovovy lesk. Laktozu
nestépici druhy rostou v rizovych az pruhlednych koloniich a ty jsou diagnosticky vyznamné
(obligatni patogeny).

= =

Enduv agar - E. coli- kovo lesk; koliformni laktézapozitivni druhy — ¢ervené, negativni — rizove.

» Stanoveni termotolerantnich fekalnich koliformnich bakterii

Provedenim tzv. teplotniho testu stanovime podil koliformnich bakterii pochdzejicich
pfimo ze zazivaciho traktu teplokrevnych zivocichi a cloveka, tedy Cerstvé fekalni
znecisténi. OdliSime je od bakterii pochazejicich ze star§iho zne€isténi, které jsou jiZ soucasti
heterotrofniho spolecenstva dané lokality. Test provadime pfti teploté 44°C na mFC mediu s
laktézou. Laktéza je zkvaSovéana, selektivnim ¢inidlem jsou anilinovd modi a zlucové soli,
které inhibuji G+ floru. Pocitame fialové az tmavomodré laktdzapozitivni kolonie,
nepocitame svétle rizovée a Sedé.

II) Enterokoky

Enterokoky jsou skupina fakultativn¢ anaerobnich G+ streptokoki, kterd se vyskytuje v
travicim traktu Clovéka a Zivo€ichii. Oproti koliformnim bakteriim se vyznacuji relativné
vys$i termorezistenci a odolnosti vici dalSim fyzikalnim a chemickym vlivim okolniho
prostiedi. Jsou povaZzovany za vyznamny indikator Cerstvého fekalniho znediSténi,
predevsim ve vodach pitnych, upravovanych dezinfekei.

» Vodu (100ml) filtrujeme pies membranu, kterou kultivujeme na Slanetz-Bartley agaru
= pudé s azidem sodnym a TTC (tetrazolium chlorid), ktery je redukovany na cerveny
formazan. Pocitdme Uplné¢ Cervené¢ kolonie nebo kolonie s cervenym stiedem a
rizovymi okraji, bilé¢ a bezbarvé kolonie nepocitame.

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



Enterococcus na SB

Poznamka:
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 indikatorové skupiny bakterii po filtraci vody) a to Vyhlaska 252/2004 Sb.

Tabulka: Hlavni problémy stanoveni koliformnich a termotolerantnich koliformnich bakterii; minimalni
nepfesnosti jsou zde charakterizovany experimentalné stanovenymi varia¢nimi koeficienty (tj. podilem rozptyld
na prumeérech)

Problé mowy Charakteristika Minimalni VWyuZif destuprych R
akruh stanovena v problémovem okrohu
neprasnost
0. Charakter adber, rozdily mez nelze wyuZit, jde o
wZoku paralelnimi wzator mimolabaratarni dinnost
[nenl soudasti
mikrobiologického
rozbora)
1. D&kowani homogenizace vzoku, 10 % v zaklade lze wyuZit, matrice
vzomku ockowani, fedant, vliv vEak zcela neodpovida (napi.
typu pipet apod. z hlediska absorpoe)
2. Zivné piiprava, sarZe, staf 4 % zachytnost média |ze dobfe
médium pliprave-nzho madia overit, diferendacni schopnosti
za dodrZeni média omezené
skladawacich
podmingk apod.
2. Inkubace wliv teploty za 2 % v zasade lze wyuZit
dodrzeni
piedepsaniha
rozmexi
4. Odeditani netypické reakee 410 % nelze wyuZit, ve vodnim
wisledkid nékterych kmeni, praostiedi je smés riz-nych
diferendadni kmend, na rozdil od sbikowého
schopnosti média kmenu v Rl
5. Wypooty walba spravnéha lze znwEitaz | lze wyuzit
zpisobu wypoity a na
wib&r spravné-ha 100 %
fedéni




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 — v protokolu prosim uved’te pouze jeden z postupii:

Postup je odliSny u vzorku s vodou pitnou a u vzorku s vodou povrchovou. U pitné vody

piredpokladame mnohem nizsi 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 Fedény 10" a 107,

Studenti pracujici s pitnou vodou:
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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) — ve vypoctu nenasobime koeficientem 10, pouze
dilu¢nim faktorem v p¥ipadé fedéni 10™!! (pipetovan cely 1ml)

Vodu fedime ve sterilnim fosfatovém pufru (0,5 ml vzorku do 4,5 ml pufru) = 10"
Promichame ¢istou pipetou, se kterou jiz pipetujeme na misku a oCkujeme 1 ml této
fedéné vody do sterilni Petriho misku a zalévdme temperovanym agarem TYEA pro
stanoveni psychrofilnich (kultivace pii 22 °C) a mezofilnich (kultivace pii 37 °C)
bakterii, opét po dvou miskach pro kazdou teplotu

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

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 predpokladame dobry riist pii 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 Ccistou pipetou, kterou odebereme 0,5 ml do dalsi predem ptipravené
zkumavky s 4,5 ml fosfatového pufru) = fedéni 107 sterilni prace.

Oc¢kujeme 1 ml obou fedéni do sterilni Petriho misky a zalévame temperovanym
agarem TYEA (cca 25 ml) pro stanoveni psychrofilnich (kultivace pti 22°C) a
mezofilnich (kultivace pii 37°C) bakterii (opét celkem 4 misky) — ve vypoctu
nenasobime koeficientem 10, pouze dilu¢nim faktorem!! (pipetovan 1ml)
Stanovime koliformni bakterie vyo¢kovanim 0,1 ml nefedéné vody a 0,1 ml fedéni
10" na misku s Endo-agarem, po dvou miskéach od kazdého vzorku

To samé na misku s SB a MFC agarem

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



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

Hodnoceni:

Diive se kvalita stanovovala podle normy CSN 830521, ktera hodnotila vyskyt psychrofilnich
a mesofilnich bakterii, coZ je naplni jedné tlohy ve cvicenich — o€kovani na agar TYEA .

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

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

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

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

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

0 Stanovené poCty srovndme s normou a zhodnotime, zda voda vyhovuje pozadavkiim
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 enterokokii/ 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 enterokoki v 10
ml

Rozsah analyz zékladniho rozboru pitné vody podie 262/2004
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I1. stanoveni indikatori fekalniho zneciSténi — stanoveni po — stanoveni po¢tu kolonii na
vybranych mediich
1) Endiv agar — odecitdame kovové leskly rust E. coli, Cervené kolonie ostatnich
koliformnich bakterii. Rizové ¢i prithledné kolonie znaci laktoza negativni rody.
2) SB agar — pocitame temn¢ ¢ervené kolonie ¢i kolonie s ¢ervenym stfedem
3) mFC medium - pocitame fialové az tmavomodré lakt6zapozitivni kolonie, nepocitame
svétle rizove a Sedé.
Zdroje:
http://www.env.cz/ris/ais-ris-info-
copy.nsf/da28f37425da72{7¢12569e600723950/3e5d5bba30e14c0a8025680e003396c6?0OpenDocument
http://sweb.cz/Hlavaty.Vaclav/kvalita.htm
http://www.sci.muni.cz/mikrob/skripta/mikrobiologiecv.pdf
http://www.rozbory.cz







