Zakladni mikrobiologicky rozbor vody

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

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
Ci uchovat v lednicce pfi 4°C max. 24 hod



Sladka voda

pfirozeneé 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 ¢lovéka, zvirat — fekalni znecisténi, vyskyt
kratkodobé



Autochtonni vodni bakterie
- typicke, puvodni

Chromobacterium

Spirillum

/




Puadni — splachovanim, svrchni vrstvy — limitace koncentraci zivin
Bacillus

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

HYPERSALINE LAKES
Eleuthera — Guerrero Megro
Environment
Hypersaling (34-120 %q) —
low energy
pH =ca. 8.5 (alkaling)
Dominant bacteria
Microcoleus
Pracipitation
Nona

Fossilization potential
Low

Guerraro Negro

OPEN MARINE - subtidal
Highborne Cay — Coarse-grained stromatolites

Environment

Marine (35 %) — high energy
pH = 8 (slighthy alkaling)
Dominant bacteria

" Schizothrix - Splentia

+ Precipitation

: Surface = continuous -

- laminated (coarse grained)
f Fossilization potential
High — stromatolites

HYPERSALINE LAKES

Eleuthera — crust on top of microbial mat
Environment

Hypersaline {80 %.) - low energy
pH = ca. 9 (alkaling)

Dominant bacteria
Microcoleus — Phormidivrm —
Entophysalis - Glogocapsa
Precipitation
At surface of microbial mat -
- continuous — non laminated
& . Fossilization potential

Besan Low 1o average — mud = lithoclast
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s mopact

Cyanobacteria
2HCO, + Ca?* O]+ Ca
Voda 0—Oxygen (M) ——— 1500 — ‘ 0—Oxygen (uM) —— 1500
. i~ v 0— Sulfide (uM) 800 S i 0— Sulfide (uM) 800
jako stanoviste Aerobic heterotrophs | "

[CH,0] + CaCOy + O, —» HCO4~ + Ca?*

Fermenlation — Denitrification

Anoxygenic phototrophs

3HCO5™ + Ca?* + HS™—» [CH 0] + CaCOy + 80,
Faermentation — synthesis of Behlo —
Sulfate reducers
2[CH,0] +0l
Sulfide oxidizers

3HS™ + 40, + CaCO, + HCO4~
— 2[CH,0] + Ca® + 350,%

Depth

i Fermentation = denitrification #
L] pH 11

Y
Fermenters (e.g. ethanol) 6 pH 11
Ee 2o * 0 — Calelum (mM) ——— 50

0 —Calcium {mM)

50 [SICHO+ G0

Photosynthesis

Cell material
Oxy-photosynthesis /
- Anox-photosynthesis. ..
Inorganic C | O _ ‘AeBrespirdion | Fe | Organic C

/ Anaef-respiration \
Metabolic (S1) Aer-farmentation Chemical control
controlon  CaCO, EPS on CaCOy

precipitation precipitation

Respiration
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Voda jako stanovisté
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URE 6.10  Schematic representation of a typical lake showing
designations based on sunlight. Other designations for
based on features such as temperature, OXygen concentra-
nd pH. However, the most common are those shown here
arily because of the controlling influence sunlight has on these
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0 Water surface
g 4| K
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o 1 — tﬁulved oxygen
16 Sediment zone

B 10 15 20 25 Temp °C

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.)



Sinice - Cyanobacteria

» schopnost fotosyntézy (fotoautotrofove)
tylakoidy (chlorofyl), fykobilizomy
 Gram-negativni typ bunécéné stény
» glykokalyx = vnéjSi obal, kapsula z polysacharidu i
polypeptidu
* tvorba vldken &i kolonialnich forem
e plynné méchyrky — vznaseni se ve vodé
o karboxyzomy — enzym RUBISCO
« voda, puda, ale i extremni podminky (pousté, polarni oblasti)

diferencované buriky - heterocysty — fixace N,
- akinety — klidoveé stadium
- baeocyty- reprodukéni funkce



Sinice a ,vodni kvét*

Pro rozvoj — fosfor, vyssi teplota + pH + ziviny

Uvolnovani cyanotoxinu!!!
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Chroococcus Cyanobacterium Microcystis



Sinice
,vodni kvét* a cyanotoxiny

Spirulina — vitaminove tablety

pokrmy — velké mnozstvi bilkovin

pigmenty — barviva (pozorovani biologickych
déju v bunikach)

Vice info http://www.sinicearasy.cz/pro-vsechny
WWW.SsInice.cz




More a oceany

« tolerance k soli, teploté, tlaku
» soucast planktonu, kolobéh prvku
o extremofilové — hlubokomorské prikopy

Mature Reviews | Microbiology
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Winogradského sloupec

« demonstruje ruzné ulohy mikroorganizmu v prirodé: aktivita jednoho
mikroorganizmu umoznuje rust jiného a naopak

» sloupec je kompletni, sobéstacny a recyklacni systém, ktery je
dopliovan pouze svételnou energii

- Sheathed bacteria

Aerobic water

Cyanobacteria

Anaerobic water Purple non-S bacteria

S04

Green S bacteria
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Anaerobic sediment Desulfovibrio

Clostridium




ARl Winogradsky Column: Microbial Ecology in a Bottle B Lgracsvacra
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Obecné zne gist éni:
Psychrofilni — do 20°C; indikuji pfitomnost organickych latek
rozlozitelnych bakteriemi pfi nizkych teplotach; bézny vyskyt

Mezofilni — znecisténi mikroflorou teplokrevnych zivocichu a Clovéka,
vCetné patogenu

Fekalni zne €iSténi:
Koliformni bakterie — obyvatelé tlustého stfeva, celed

Enterobacteriaceae (G- tyCky), nejCastéji E. coli
- znaci znecisténi fekaliemi, mozny vyskyt stfevnich patogent — rozsifit
rozbor o jejich stanoveni
- vétSinou oxidaza negativni, laktoza pozitivni

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

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



TYEA (trypton, kvasni¢ny extrakt, agar) - univerzalni pada (pro celkovy pocet)

- kultivace pfi 22 a 37°C

ENDO agar - fuchsin zabije G+ a kolonie koliformnich bakterii zbarvi ¢ervené
- laktozu vyuziji koliformni bakterie (lac+); Schiffovo Cinidlo (acetaldehydy)

- kultivace pri 37°C

MFC — laktoza; anilinova modr a zluCoveé 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) — €erveny ¢i vinové Cerveny stred kolonii
S ruzovym okrajem

- kultivace pfi 37°C, kultivace pri 44°C inhibuje streptokoky



ENDO agar - bazicky fuchsin eliminuje G+

e kolonie koliformnich bakterii zbarvi ¢ervené s
kovovym leskem

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

o Laktozu neStépici — ruzove kolonie (obligatni
E.C




E. faecalis

Slanetz Bartley agar
» azid sodny = selektivni ¢inidlo pro enterokoky . x

e indikator TTC (tetrazolium chlorid) — Cerveny Ci vinové
Cerveny stied kolonii s rizovym okrajem

o kultivace pfi 37 Ci 44°C (enterokoky jsou termorezistentni;
streptokoky nejsou)

BOTECH




MmFC medium
* laktoza je zkvasovana

« selektivni €inidlo: anilinova modf a zluCové soli inhibuji G+
a termotolerantni bakterie zbarvi modre

o kultivace pri 44°C — teplotni test na Cerstvé znecisteni

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 (neotekdvame kontaminaci)

« POVRCHOVA VODA - fedéni 101 a 102 (o8ekavame vyskyt
bakterii)

TYEA: 1 ml vody do misky, pfelit cca 15 ml temperovaneho média (1
vzorek = 2 misky)

ENDO, mFC agar: 0,1 ml vzorku na agar
SB agar: povrchova 0,1 ml vzorku na agar; pitna - filtrace

Kultivace:

TYEA — 22°C

TYEA, ENDO, SB - 37°C
mFC, SB — 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) nesmi
obsahovat vice nez:

200 psychrofilnich a 20 mezofilnich bakterii na 1 mi
0 koliformnich ¢i enterokokd na 100 ml

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

500 psychrofilnich a 100 mezofilnich bakterii na 1 ml
0 koliformnich Ci enterokoku v 10 ml
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PoZzadavky na mikrobiologické a biologické analyzy

Objednatel:

Zakazka:

Typ vzorka:

b4

c'

Rozsah analyz kraceného rozboru pitné vody podle 252/2004

pitna voda balena voda upravovana z nahradni zasobovani,

. povrchového zdroje studny
Escherichia coli 0 KTJ/100 mi| 0 KTJ/250 m 0 KTJM100 ml 0 KTJ100 mi}
koliformni bakterie 0 KTJ/100 mil 0 KTJ/100 mi 0 KTJ/100 m
Clostridium_perfringens 0 KTJ/100 mi
Pseudomonas aeruginosa 0 KTH250 mi
potty kolonii pfi 22 °C 200 KTJM m 500 KTJ/1 ml 200 KTJ/1 ml 500 KTJH mi|
poéty kolonil pfi 36 °C 100 KTJ/IA m 20 KTJ1 mi] 100 KTJ/ mi 100 KTJ/1 mil
Rozsah analyz zakladniho rozboru pitné vody podle 252/2004

pitna voda balena voda upravovani z nahradni zascbovani,

povrchového zdroje studny
Escherichia coli 0 KTJM00 m 0 KTJ/250 mi 0 KTJH00 m 0 KTJ/100 mi
- |koliformni bakterie 0 KTJ100 mij 0 KTJH00 mij 0 KTJ/100 mi

Clostridium_perfringens 0 KTJ/100 m
Pseudomonas aeruginosa 0 KTJ/250 mi
podty kolonii pfi22 "C- 200 KTJ/1 mil 100 KTJA mi| 200 KTJ/4 mi 500 KTJ/1 mi|
podty kolonii pfi 36 °C 20 KTJ/1 mil 20 KTJ/1 mi 100 KTJ/1 ml 100 KTJ/1 mi|
enterokoky 0 KTJ/100 ml} 0 KTJr250 mi| 0 KTJ/100 mi} 0 KTJ/100 mi|
Rozsah analyz rozboru teplé vody podie 252/2004

tepla voda nemocnice
legionely 100 KTJ4/100 mi} 0 KTJ/50 mi

oty kolonii pfi 36 °C 200 KTJ/A mi|

Rozsah analyz rozboru teplé vody z individualniho zdroje pro hygienu zaméstnancu podle 252/2004

atypicka mykobakieria 0 KTJM00 m
Escherichia coli 0 KTJHO0 m
J_agigneiy 100 KTJ/100 mi
podty kolonii pfi 36 °C 200 KTJA ml
Pseudomonas aeruginosa 0 KTJH00 m)
Staphylococcus aureus 0 KTJM00 mi|




Rozsah analyz balené vody podle 275/2004

Escherichia coli 0 KTJ/250 mil
kaliformni bakterie 0 KTJ/250 mi|
enterokoky 0 KT./250 mil
Pseudomonas aeruginosa 0 KTJ/250 ml|
sifititany redukujici stfevni sporulyjici 0 KTJ/50 ml
anaarobni bakterie

potty kolonii pfi 22 °C 100 KTJ/1 mif
poéty kolonii pfi 36 °C 20 KTJi1 mi|

Rozsah analyz rozboru povrchové vody podie 61/2003

pro rozlifeni zpliisobu dpravy na pitnou vodu j_ _ povrchova voda povrchové voda na koupéni
Al A2 A3 . cilovd hodnota 1 pfipustna hodnota
koliformni baklerie 50 KTJ/100 mi 5000 KTJ/1100 m 50000 KTJ100 mil 200 KTJ/1 ml 500 KTJ/100 mll 10000 KTJ/100 mi|
enterokoky 20 KTJ/M100 m| 1000 KTJM00 m 10000 KTJ/100 mi 40 KTJ/ mi 100 KTJ/100 mi| 400 KTJ/100 mi|
termotolerantni koliformni bakterie 20 KTJM00 ml 2000 KTJ/100 mi 20000 KTJ/100 mi 20 KTJH1 mi 100 KTJ/100 mif 2000 KTJ/100 mi
salmonely 0 jedinc/5000 ml] 0 jedinci/5000 mi] /1000 ml 0 KTJ/000 mi
mikroskopicky obraz: ¥ivé org. 50 jedinct/1 mi| 3000 jedincl/1 mil 10000 jedinci/i mij
Rozsah analyz rozboru povrchové vody podie ESN 75 7221/98
tfida | Ifida Il tfida N tfida IV trida V
enterokoky <6 KTH1 ml < 13AKTH1 ml < 25 KTJ/M mi < 46 KTJ/1 ml >48 KTJ1 mi
termotolerantni koliformni bakierie < 40 KTJ/1 ml < 100 KTJA ml < 500 KTJ/1 ml < 1000 KTJA mi >1000 KTJ/1 mi
Rozsah analyz rozboru povrchové vody pro koupali$té podle 135/2004
tepla voda vyrobend z
povrchovy zdroj pro vody jiné kvalily ne
koupanl ve volné piirodé uméla koupalisté uméld koupali§lé yvody pitné
cilovd hodnota  |limitni hodnota
koliformni baklerie 500 KTJH00 ml 10000 KTJ/100 ml
termotoleranini koliformni bakterie 100 KTJ/100 mil 2000 KTJ100 mi}
enterokoky 100 KTJ/100 mi 400 KTJ/100 mi) 1KTJH1m
salmonely 0 KTJ/1000 m 0 KTJ/1000 m
Escherichia coli 2 KTJ/I1 mi 0 KT./100 mi 0 KTJ100 mi|
Pseudomonas aeruginosa 3 KT ml 0 KT./10Q ml 0 KTJ/100 mi
podty kolonil pfi 22 °C 500 KTJ1 m
podty kolonil pfi 36 °C 100 KTJM m 200 KTJH ml
Staphylococcus aureus 0 KTJM100 m 0 KTJ/H100 mi
legionely 0 KTJ/1 mij 100 KTJM00 m
Ostatni parametry
jednotka
Zelezité baklerie titr Poznamky:
nitrifika&ni bakterie titr
denitrifika&ni baktene titr
troficky polencial mg/l
test akutnf toxicity na bezobrailych TU Vypracovaias H Mlejnkova 21.1.2003
test akutni toxicity na fasach TU Opravens H. Mlgjnkova 15.6.2004
PCR identifikace E_ coli (+1-)




V sou €asnosti platné rozbory vody

Indikitorova .. kultivace konfirmace tvp vodv
skupina oznacent puda teplota doba barva kolonii | puda/test | teplota |doba| barva kolonii| - b vod.
svté ervene
kolonie
tmave .
- 21=3 hod.. .S rfm\-: ne modre
koliformmni modif. kdvz cervenon cvtochrom 2 zbarveni ovrchove
. TC | ENDO | 36=2°C : spodni ¢astia | “Yrocnrom . e P s
bakterie Joar nevvrostou Servend -oxidazovv min | (koliformni odpadni
5 tak 44=4 hod SLVer bakterie)
kolonie
s kovovvm
leskem
fervene,
_ kastanove nebo Zlueé- tfislové hnéde .
Slanetz- mizové kolonie eskulin 2 aZ Ceme povrchove,
enterokoky ENT Bartlev | 36=2°C | 44=4 hod. . L . . 44=0537C | | T .. .| odpadni,
celé zbarvene -azidovy hod | zbarveni okoli .
agar - . . pitne
¢l s barevnvm agar {enterokokyv)
stfedem
koliformni — Laktoza- cvtochrom- 3 n;:: iﬂi;’f
. TC TTC 36=2°C [ 21£3 hod. zlute kolonie e . e . pitné
E.coli Jorar oxidazowy min | (koliformni
g bakterie)
21=3 hod., | modré kolonie modie
1er1nnmlera.utm EC M-FC 1420.5°C kdvz -I‘I:E%{E.hli _ MUG 362250 3 fluoreskujici pm‘rchm'?
aFE coli agar nevvrostou, koliformni hod. (E. coli) a odpadni
tad4=dhod.| bakterie) e
trvptone viechnv povrchove,
k PILPTE 0 i 1
Kultivovatelné HpC veast 2=2°C | 68=4 hod. kolonie Gdl?i;j;L
MO extract - P
ApLAne N viechnv o
agar 36=2°C [ 44=4 hod. teolomie pitné




