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Predmétem této publikace, kterd ma slouzit také jako pfirucka pro hydroanaly-
tické laboratore, je shrnuti sou¢asnych znalosti o mikrobiologickych ukazate-
lich, pouzivanych pfi kontrole kvality predevsim pitné a surové vody (organotro-
fni mikroorganismy, koliformni bakterie, Escherichia coli, intestinalni enterokoky,
Clostridium perfringens, somatické kolifagy) a vybranych patogennich mikroorga-
nismd, jako jsou salmonely, Pseudomonas aeruginosa, legionely, Campylobacter,
atypickd mykobakteria, prvoci, viry a dalsi). Uvedeny jsou charakteristiky jednot-
livych ukazatell, metody jejich stanoveni a vyskyt ve vodnim prostiedi. Kapitoly
jsou doprovazeny praktickymi ptiklady nasich vysledkd, ziskanymi pfi praktickém
ovérovani nové zavadénych metod. Informace o hygienicky vyznamnych mikro-
organismech ve vodnim prostredi by mély pracovnikiim laboratofi napomoci pfi
spolupréci s provozovateli v oblasti planl zajisténi bezpeénosti pitné vody.

Nedilnou soucasti publikace je shrnuti znamych skutec¢nosti tykajicich se validace
mikrobiologickych metod a systému kvality v mikrobiologické laboratofi, véetné
nejcastéjsich a nejzavaznéjsich chyb vyskytujicich se pfi mikrobiologickém roz-

boru vody. Jako doplnék je uveden receptaf nejbéznéjsich médii, pouzivanych
pii standardizovaném stanoveni zékladnich mikrobiologickych ukazateld.
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Predlozena publikace je ptiruckou pro pracovniky hydroanalytickych laboratofi
a komplexné se zabyva aktudlni problematikou mikrobiologického rozboru
vody - od vybaveni mikrobiologického pracovisté, prfes metody stanoveni jed-
notlivych mikroorganism( az ke kontrole kvality prace a hodnoceni vysledki
mikrobiologickych analyz. Navazuje na deset let starou publikaci BaudiSova
(2007): Soucasné metody mikrobiologického rozboru vody. Pfiru¢ka pro hyd-
roanalytické laboratofe, Vyzkumny ustav vodohospodaisky T. G. Masaryka, v. v. i.,
Praha. Kromé toho, Ze je kompletné novelizovana ve svétle novych znalosti a zku-
Senosti, je vice zaméfena na problematiku pitné a surové vody a kromé rozsifeni
informaci o vlastnim stanoveni jednotlivych ukazateld ma umoznit zdjemcdm
hlubsi orientaci v problematice mikrobiologického vysetfovéni pitnych a suro-
vych vod. Ziskané védomosti o hygienicky vyznamnych mikroorganismech ve
vodnim prostredi by téz mély pracovniklim laboratofi napomoci pfi spolupraci
s provozovateli v oblasti plan( zajisténi bezpecnosti pitné vody.

Rada uvedenych poznatk(i vznikla i diky inspirujici spolupraci s mnohymi pra-
covniky z hydroanalytickych laboratofi, za coz mnohokrat dékuji. Zaroven
dékuji svym kolegynim lvané Benadkové a Petfe Markové za pomoc a podporu
v prabéhu celé prace. Neposledni dik patfi i recenzentim RNDr. Jané Rihové
Ambrozové, Ph.D., a RNDr. Jaroslavovi Saskovi a dale spolufesiteliim projektu
MUDr. Frantiskovi Koziskovi, CSc., a MUDr. Hané Jeligové za fadu podnétnych
pfipominek.

Publikace byla zpracovana v ramci projektu Technologické agentury CR TD03000155
,Podminky Uspésné transpozice a implementace systému rizikové analyzy pfi
zésobovani pitnou vodou v Ceské republice” v Programu na podporu aplikova-
ného spolecenskovédniho vyzkumu a experimentalniho vyvoje OMEGA.
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2. MIKROORGANISMY

VE VODNIM PROSTREDI

Mikroorganismus je jednobunécny, jen mikroskopicky (popft. pouze elektronmik-
roskopicky) pozorovatelny organismus. Mikroorganismy casto tvoii rlizné kolo-
nie, shluky, pfipadné i symbioticka spolecenstva s jinymi organismy. Toto spole-
¢enstvo ve vodnim prostredi je rGznorodé, druhové i pocetné velmi bohaté
a zahrnuje jak druhy, pro které je vodni prostiedi ptvodni, tj. pfirozené (autoch-
tonni), tak druhy, které se do vody dostaly z prosttedi okolniho, nap¥. splachy
z pudy, znecisténi apod. (alochtonni). Prirozené spolecenstvo se podili na vsech
biologickych, chemickych a fyzikalné-chemickych procesech v ekosystému vod-
niho prostredi (pfedevsim na kolobéhu uhliku, dusiku, fosforu a dalSich Zivin
a mikroelementu) a tvoii pfevaznou vétsinu pfitomnych mikroorganism. Pfesto
je zhlediska Upravy vody a jeji kvality vénovana pozornost predevsim mikroorga-
nismim alochtonnim, jejichz vyskyt nebo jejich vyznamné pomnozeni kvalitu
vody zhor3uje, a nékteré z nich (patogenni mikroorganismy) predstavuji pro ¢lo-
véka vyznamné zdravotni riziko. Mezi mikroorganismy zahrnujeme zastupce pro-
karyot (sem patii domény Bacteria a Archaea) i eukaryot (drobné mikroskopické
houby, tzv. mikromycety, prvoci) a dale organismy tzv. nebunécné, coz jsou viry.
Mezi mikroorganismy svym charakterem patfi i mikroskopické fasy (eukaryota,
rostliny, Plantae) a sinice (prokaryota, fotosyntetizujici gramnegativni zastupci
domény Bacteria, znamé jako cyanobakterie anebo cyanoprokaryota), které se
dnes fesi samostatné v rdmci studia fytoplanktonu.

Grafické vyjadieniroz¢lenéni jednotlivych skupin mikroorganismu je uvedeno na
obr. 1. Vyvoj znalosti o mikrobidlnich spolecenstvech ve vodnim ekosystému je
uzce spjat s rozvojem metod v poslednich desetiletich, predevsim metod moleku-
larné biologickych. Zhruba do 80. let minulého stoleti byly mikrobialni procesy
studovany prevazné na zakladé stanoveni kultivovatelnych mikroorganismd,
doplnéné o mikroskopické pozorovani fytoplanktonu a zooplanktonu a zakladni
chemické analyzy. Dnes nové metody umoznuji na zdkladé genetickych analyz
studovat bakterialni spolecenstvo v celé $ifi a je jiz mozné charakterizovat ¢i ¢as-
te¢né identifikovat i mikroorganismy (zejména bakterie) nekultivovatelné.
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Mikroorganismy

Bunéc¢né Nebuné¢né Viry,
bakteriofagy

Houby, Fungi
(mikromycety - kvasinky a plisné)
Prokaryota
Rostliny, Plantae
(fasy, makrofyta)

] Zivocichové, Animalia
A Bacteria (prvoci, mnohobunééni)
(bakterie a sinice)

Obr. 1. Tridéni mikroorganismu do hlavnich fylogenetickych (taxonomickych) skupin

Prokaryota z domény Archaea (dfive Archebakterie) byly dfive povazovany pre-
devsim za obyvatele extrémnich biotopd (vysoka teplota, tlak, kyselé prostredi
apod.), dnes je viak jisté, Ze jsou béznou soucasti mikrofléry vodniho prostiedi
(tvofi zhruba 10 % v3ech prokaryotnich bunék a napf. v podzemnich vodéach
i mnohem vice). Ze zndméjsich prokaryot z této skupiny patii mezi Archaea napf.
zastupci metanogent z rodu Methanococcus (nespravné v literatufe oznacovany
jako metanogenni bakterie).

Z hlediska hygieny vody jsou nejvyznamnéjsi bakterie kultivovatelné na béznych
zivnych médiich, obsahujicich jako komplexni zdroj zivin rGzné druhy natrave-
nych bilkovin (pepton, trypton, kasein). Do této skupiny patii i indikatorové bak-
terie (nejvyznamnéjsi jsou indikatory fekalniho znecisténi, které mohou ukazovat
na vyskyt stfevnich patogen(). Na obr. 2 jsou schématicky znédzornény jednotlivé
podskupiny bakterii (od celkového poctu prokaryotnich bunék az po vybrané
stfevni patogeny), jak je chapeme v kontextu mikrobiologické kontroly kvality
vody.

14



Celkové pocty bakterii

Kultivovatelné mikroorganismy (pocty kolonii pfi 22 °C nebo 36 °C)

Koliformni bakterie Enterokoky

Termotolerantni (fekalni)
koliformni bakterie

Vybrané stfevni patogeny,
napf. salmonely,
Escherichia coli Campylobacter apod.

Obr. 2. Schématické zndzornéni skupin bakterii, detekovanych pti mikrobiologickém roz-
boru vody (oznaceny cervené); graf nevyjadiuje kvantitativni méfitko, tj. velikost dané
podskupiny, protoZe se vétsinou jednd o velice maly podil (viz ddle)

Obecné charakterizovat mikrobidlni spolecenstva surové vody a upravené vody
prakticky nelze, protoze se pro Upravu vody pouzivaji nejriznéjsi zdroje vod,
a to od vody povrchové (napf. potok, udolni nddrz) po vodu podzemni. Kazdy
ekosystém ma zcela odlisné slozeni spolecenstva, které se méni béhem procesu
Upravy vody a jeji nasledné distribuce. Zde je nutné zdUraznit, ze v distribuc-
nim systému neni nejvyznamnéjsi (pocetné i druhové) mikrobidlni spolecenstvo
volné, tj. volné rozptylené (v planktonu), ale velice vyznamna ¢&ést spolecenstva
se vyskytuje ve slozce prisedlé, tj. v biofilmech v potrubi a na sténéch technologii.

Jak jiz bylo zminéno a vyplyvaé to i z obr. 2, je nutno striktné odliSovat stanoveni
kultivovatelnych bakterii od celkového poctu bakterii, stanoveného mikrosko-
picky. Zavadéjici mlze byt i napf. termin ,stanoveni celkového poctu kolonii
(total colony counts)”, ktery nékdy byva v literatufe uzivan misto HPC (heterot-
rophic plate count). Zastoupeni  kultivovatelnych” bakterii mezi jejich ,celkovym
poctem” stanovenym mikroskopicky se lisi. U ¢istych, mélo organicky znedisté-
nych vod tvofii kultivovatelné bakterie zhruba 0,1 % celkového poctu bakterii,
u silné organicky a fekalné znecisténych vod maze jit az 0 10 %.

Na obr. 3 je uveden piiklad zastoupeni kultivovatelnych bakterii (pocty kolonii pfi
22 °C, svétlé sloupce) mezi celkovym poctem bakterii (stanovenych mikroskopicky,
tmavé sloupce) ve dvou Upravnach vody od vody surové pres jednotlivé techno-
logické stupné az po upravenou vodu po hygienickém zabezpeceni (dezinfekci).
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Prvni Upravna (vlevo) ma jako zdroj surové vody potok, druhd Upravna (vpravo)
ma jako zdroj surové vody udolni nddrz. Pro nazornost je uvedeno logaritmické
méfitko. Kdyby byly uvedeny absolutni hodnoty, ¢ast patfici kultivovatelnym mik-
roorganism0m by se viibec na grafu nezobrazila. Absolutni podily kultivovatelnych
bakterii mezi celkovym poctem mikroorganisma jsou zleva 0,27 %, 0,01 %, 0,11 %,
0,17 % 0,0001 %, 0,01492 %, 0,00450 %, 0,00356 %, 0,00230 %, 0,00001 %.
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Obr. 3. Podil kultivovatelnych mikroorganismu (pocty kolonii pfi 22 °C, LOG KTJ/ml) mezi
celkovym poctem bakterii (LOG n/ml) ve dvou tpravndch vody

Pfevdzna vétsina nekultivovatelnych bakterii zahrnuje taxony, které nerostou
na béznych zivnych pldach, protoze maji bud velice nizkou afinitu k substratu
(jsou adaptované na velice nizky obsah zivin ve vodnim prostiedi), nebo maji
specialni rdstové vlastnosti a pozadavky. Bylo viak zjisténo, Ze fada kultivova-
telnych bakterii v¢etné indikatorl a patogenl neni téz po delsi dobé prezivani
v pro né nefyziologickém (vodnim) prostfedi kultivovatelna na béznych Zivnych
plGdach a pfechazi do tzv. stavu VNBC (viable but non culturable cells — bunky
zivé, ale nekultivovatelné). Pfestoze je toto stadium jednoznacné prokazatelné,
neni znamo, jaky je dalsi osud téchto bakterii — jestli mohou infikovat hostitele,
mnozit se alespor velmi pomalu a omezené, nebo zda jde o stadium pred vlast-
nim zanikem (biologickd smrt bunék).
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ROZBORU VODY

3. METODY MIKROBIOLOGICKEHO

Vybér optimélnich testovacich metod je naprosto zasadni krok, nezbytny pro Uspés-
nou analyzu vzorku vody. Pro standardni sledovani kvality vody podle platné legis-
lativy se pouzivaji metody uzancni, tj. smluvené, které jsou vétsinou popsany v pfi-
sludnych technickych normach (z fad CSN, CSN ISO, CSN EN, CSN EN ISO). Normy
jsou platné (pokud neni uvedeno jinak, plati nejnovéjsi verze), nikoliv viak primarné
zavazné. Jejich zavaznost mUlze byt urcena jejich uvedenim v pravnich predpisech
(napf. vyhlaska o pitné vodé apod.). Zavaznost metody mUze byt téz ur¢ena smluv-
nimi vztahy se zdkaznikem. Naprostd vétsina standardnich mikrobiologickych
metod je zaloZena na kultivaci mikroorganism, jednd se tedy o metody kultiva¢ni.

V soucasné dobé je vsak velmi Siroky vybér dalSich metod, které je mozné pou-
zit ve specidlnich pfipadech (rychlé, jednoduché a orientacni stanoveni, vyzkum
obtizné kultivovatelnych nebo patogennich mikroorganismd, studium mikrobi-
alni ekologie). Podrobny vycet a charakteristika téchto metod neni hlavnim pred-
métem této publikace, nicméné jsou zde zminény nejcastéji pouzivané metody
v mikrobiologii vody s odkazem na dal3i literaturu.

Soucasti této kapitoly je téz problematika odbéru vzorkd pro mikrobiologické
analyzy, protoze ma svoje specifika, kterd je nutné znat a také zohlednovat.

3.1. ODBER VZORKU

Odbér vzorkl urcenych pro mikrobiologické analyzy z rdznych typ( vodniho pro-
stfedi a jeho slozek (povrchové vody, podzemni vody, srazkové vody, vody v tech-
nickych systémech, napf. rizné technologické stupné Upravy vody), sedimenty
a biofilmy se fidi normami z fady CSN 1SO, resp. CSN EN 1SO 5667.
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Vedle technické stranky odbér(, kterd je popsana ve vyse uvedenych normach,
ma nezastupitelnou uUlohu i pldnovani vzorkovani, vybér vzorkovacich mist
a ¢asovy plan odbérh. Chyba, ktera se stane pfi odbéru vzork, jiz vétSinou nejde
dal$imi analyzami napravit. Je proto dulezité, aby zplsob odbéru Fidil kvalifiko-
vany a zkuseny pracovnik, ktery by mél byt zbéhly v mikrobiologii vody a mél by
mit znalosti i z pfidruzenych obor( (hydrologie, limnologie, technologie tUpravy
a distribuce vody apod.) a déle musi byt obeznamen se zadanym ukolem (Ucelem
vzorkovani) v celé jeho $ifi, pokud se provadi vzorkovani na vice mistech.

Odbérové misto musi byt vybrano tak, aby byl vzorek reprezentativni, tzn. musi
vystihovat vsechny existujici podminky ve vodnim prostiedi at pfirodnim, ci
umélém. Pred volbou odbérového mista je tfeba posoudit vSechny okolnosti,
které mohou urcené misto ovlivnit (napf. vzdalenost od zdroje znecisténi) a zaro-
ven urcit optimalni vzdalenost mezi odbérovymi misty.

Mimoradny vyznam ma i Cetnost odbérli, nebot variabilita poctd mikroorga-
nismU ve vodnim prostiedi je znac¢n4, zavisla na fadé meteorologickych i ekolo-
gickych podminek. Jedinym rozborem tak Ize zjistit pouze momentalni, ndhodny
stav v dobé odbéru. K mikrobiologickému hodnoceni stavu je nezbytné odebirat
vzorky co nejcastéji po delsi ¢asové obdobi.

Pozadavky na odbér surovych vod dale pravné specifikuje vyhlaska ¢. 428/2001 Sb.
a pozadavky na odbéry pitnych vod vyhlaska ¢. 252/2004 Sb., ve znéni pozdéjsich
predpisu.

Prestoze se mikrobiologicky i chemicky odbér fidi vétsinou shodnymi zakladnimi

principy, existuji i vyznamné odlisnosti, dané povahou vzork( pro mikrobiologické

analyzy, které je tfeba akceptovat. Proto byla vytvofena norma CSN EN ISO 19458

Jakost vod - Odbér vzork(i pro mikrobiologické analyzy, kde jsou pozadavky na vzor-

kovani pro mikrobiologii podrobné specifikovany. Mezi nejdlilezitéjsi body pattfi:

— Vzorkovnice: Vzorkovnice musi byt Cisté a sterilni, Cistota a sterilita musi byt
pravidelné kontrolovana.

— Dezinfekce vody:V pfipadé, Ze se odebiraji vody dezinfikované chlorem, je nutna
inaktivace dezinfektniho cinidla thiosiranem sodnym (Na,S,0,). K inaktivaci
1mg chloru je nutno teoreticky pfidat 7,1 mg Na,S,0,. V praxi se proto pfidava ke
kazdym 100 ml objemu vzorkovnice 0,1 ml 1,8% roztoku pentahydratu thiosiranu
sodného (Na,S,0,5H,0). Toto mnozstvi je dostatetné k inaktivaci nejméné
2-5mg/| volného rezidudlniho chloru (v zavislosti na dynamice inaktivace), coz
postacuje u vétsiny vzorkd. Thiosiran sodny se nerozklada pfi autoklavovani, ani
pfi sterilizaci suchym teplem. Hodnota pH roztoku Na,S,0, musi byt pfiblizné
neutralni (nizka hodnota pH mize zpUsobovat jeho rozklad).
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— Konzervace: Nejsou pfipustnd zadna konzervacni ¢inidla, vzorek je nutné
konzervovat pouze chlazenim pfi (5 + 3) °C.

— Ueel odbéru: Pfi odbéru pitné vody je nutné rozlisovat Ucel odbéru. Vzorky
ur¢ené k posouzeni kvality vody v potrubi je nutné odebirat z kohoutkd bez
jakychkoliv pfidavnych zafizeni (napt. perlator), dezinfikovanych opélenim.
V krajnim pfipadé, pokud neni mozno kohoutek opdlit, je pfipustné pouzit jiny
zpUsob dezinfekce (napf. pfipravky na bazi chlornanu, ethanolu a isopropanolu).
Zajimé-li nds kvalita vody pozivanad spotiebitelem, napf. pfi Setfeni néjaké
epidemie, odebira se vzorek vody bez dezinfekce kohoutku, bez odpusténi vody
a bez demontéze perlatoru. ZpUsob vzorkovani pro riizné ucely je podrobné
rozveden v normé CSN EN ISO 19458.

— Transport a ¢asové moznosti:Vzorek je nutné dopravit do laboratore tak, aby mohl
byt zpracovdn maximalné do 24 hodin po odbéru (pro bézné mikrobiologické
ukazatele); pro stanoveni nékterych ukazatell (kultivovatelné mikroorganismy,
Pseudomonas aeruginosa) je predepsan jesté kratsi limit (12 hodin), coz jiz
muze pUsobit organiza¢ni komplikace. Doporucené a prijatelné hodnoty pro
maximalni dobu uchovavani vzorkli pro jednotlivé ukazatele jsou uvedeny
v piiloze B normy CSN 19458 a jsou téz uvadény v technickych (metodickych)
normach pro stanoveni jednotlivych ukazatelG.

3.2. MIKROBIOLOGICKE METODY

3.2.1. Kultivaéni metody

Kultiva¢ni metody, zahrnujici pomnozeni cilovych mikroorganismid v/na zZiv-
ném médiu, a jejich rozfazeni na zakladé fenotypu jsou od 19. stoleti az doposud
zakladnim pfistupem v aplikované mikrobiologii.

Zivna média Ize rozdélit na tekutd, slouzici pfedeviim k pomnozeni mikroorga-
nismu a pevnd, slouzici k izolaci jednotlivych kolonii. Pro stanoveni poc¢tu mikro-
organismU jsou vhodnéjsi pevna kultivacni média, kde Ize spocitat kolonie, vyka-
zujici typické vlastnosti hledaného mikroorganismu. Jako jednotky se uvadéji KTJ
(tj. kolonie tvofici jednotky) ve zpracovaném objemu vzorku. Vzorek se na zivné
médium ockuje bud pfimo na povrch (0,1-1 ml fedéného ¢i nefedéného vzorku),
k rozetfeni Ize pouzit zakfivené tycinky (tycinky podle Drigalskiho) tzv. ,hokejky*,
nebo se vzorek naockuje do prazdné Petriho misky a zalije se roztopenym
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agarovym médiem, zchladlym na cca 40-45 °C. V tomto druhém pfipadé je viak
obtizné kolonie nasledné izolovat a pracovat s nimi. Pokud je tfeba zpracovat
vétsi objem vzorku nez 1 ml (napf. indikatory fekalniho znecisténi v pitné vodé
se stanovuji v objemu 100 ml), pouziva se koncentrace tzv. membranovou filtraci.
Jde ofiltraci vzorku pod tlakem (pomoci vodni nebo olejové vyvévy) pfes nitroce-
lulézovy filtr o porozité vétsinou 0,45 um.V pripadé, Ze potiebujeme kvantitativni
odhad pfi pouziti tekutého kultiva¢niho média, Ize pouzit tzv. metodu ,nejprav-
dépodobnéjsiho poctu” — ,most probable number” - MPN. Vzorek vody a jeho
fedéni jsou rozdéleny na nékolik ¢asti a v jednotlivych porcich se stanovi pfitom-
nost, resp. nepfitomnost hledaného mikroorganismu. Z téchto udajd se odhadne
~hejpravdépodobnéjsi pocet” hledanych bakterii (MPN index).

Kazdé Zivné médium musi obsahovat véechny potfebné ziviny (zdroje uhliku,
dusiku, fosforu a dalSich makrobiogennich a mikrobiogennich prvkd). Média
mohou byt bud' komplexni (zdrojem zivin je néjaka slozitéjsi organicka latka, jako
napf. pepton nebo krev), nebo minimalni (vdechny dodané prvky a jejich slou-
¢eniny jsou chemicky definovany). Pro béznd stanoveni v mikrobiologii vody se
pouzivaji komplexni média, minimalni média jsou vyuzivéna spise pfi stanoveni
rdznych fyziologickych skupin mikroorganism (napf. denitrifikujicich bakterii,
bakterii vyuzivajicich ropné latky jako zdroj uhliku apod.).

Dalsi déleni kultiva¢nich médii je na neselektivni média, kterd obsahuji viechny
potfebné ziviny a nic dalsiho, a na selektivnimédia, kde je k médiu pfidana néjaka
chemicka latka, ktera zvyhodnuje pouze urcitou skupinu mikroorganisma tim,
Ze ostatni potlacuje (napf. azid sodny je toxicka latka, kterd zahubi vétSinu mik-
roorganism, nikoliv vSak enterokoky, proto se pridava do selektivniho média
k jejich stanoveni). V laboratorni praxi se nejvice pouzivaji tzv. selektivné diagnos-
tickd média, kde kromé slozky selektivni je pfitomna slozka diagnosticka, tj. latka
(nebo soubor latek), ktera vyuziva specifickych vlastnosti hledaného mikroor-
ganismu, a tak jej lze odlisit od ostatnich vyrostlych mikroorganismu. Napfiklad
typickou vlastnosti koliformnich bakterii je jejich schopnost zkvasovat cukr
laktozu, proto se pfi jejich stanoveni jako jeden ze zdrojh uhliku pouziva pravé
laktéza za pfitomnosti acidobazického indikatoru, ktery barevné odlisi kyseliny,
vzniklé jeji fermentaci. Biochemickych vlastnosti jednotlivych bakterii se vyuziva
nejen pii kultivaci, ale i pfi nasledném urcovani druh( (tzv. konfirmaci).

Protoze rdst mikroorganismu silné zdvisi na konkrétnich podminkach kulti-
vace, véetné slozeni médii, pro zakladni mikrobiologicky rozbor se pouzivaji tzv.
uzanéni (tj. smluvené) metody dané pfislusnymi technickymi normami a prav-
nimi predpisy. Tyto postupy je tfeba pfesné dodrzovat.
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Priklad uloh jednotlivych slozek v selektivné diagnostickém médiu m-FC ke
stanoveni fekalnich koliformnich bakterii:

— Tryptose nebo biosate komplexni zdroj Zivin

— Proteose pepton ¢. 3 nebo polypepton komplexni zdroj Zivin

— Kvasni¢ny extrakt komplexni zdroj Zivin

— Chlorid sodny (NaCl) k selektivité prostredi

— Laktéza k diagnostice (je fermentovana)

— Zlu¢ové sole €& 3 nebo smés Zlu¢ovych soli  k selektivité prostiedi

— Anilinova modf k diagnostice (acidobazicky indikator)
— Kyselina rosolova — alkalicky roztok k selektivité prostredi

— Agar ke zpevnéni média

Spravné zasady pfipravy kultiva¢nich médii jsou podrobné rozvedeny v normé
CSN EN ISO 11133 (vézeni a rehydratace, rozpousténi a rozptylovani, méfeni a Gprava
pH, rozplnovani, sterilizace, uchovavani, pfiprava pro pouziti, inkubace a likvidace).

3.2.1.1. ORIENTACNi METODY

Orienta¢ni metody maji za Ukol rychle a jednoduse zjistit miru kontaminace vody
(predevsim pitné vody). Prestoze se tyto metody nepouzivaji pfi standardnim
testovani kvality vody, urcité maji v mikrobiologii vody své misto. Opodstatnéni
jejich vyuziti je zejména v odlivodnénych pripadech, véetné mimoradnych situ-
aci, kterymi jsou napt. povodné, havarie atd., nebo pfi terénnim méfeni.

Protoze Ize predpoklédat, ze nejdulezitéjsi pro rychlou orientaci o kvalité vody
bude zjisténi informaci o pfipadné fekalni kontaminaci, je vétsina téchto testl
zaméfena na metody stanoveni indikatord fekdlniho znecisténi, pfedevsim na
detekci Escherichia coli. Jedné se o metody kultiva¢ni, jejichz hlavnimi poZadavky
jsou:

— Rychlost - perspektivni jsou metody, které poskytuji vysledky do 12 hodin po
zacétku prace;
— Jednoduchost - tu Ize posuzovat z nékolika hledisek:

1. jednoduché ockovani a inkubace vzorkd, moznost provedeni analyz
v terénnich podminkach;

2. nenaro¢nost z hlediska kvalifikace persondlu - metoda poskytuje jasné
a jednoznacné vysledky;

— Citlivostaspecificnost - dostatecna citlivost k posouzenizdravotninezdvadnosti
zdroje vody, bez fale3né pozitivnich a zejména fale3né negativnich nalezd.
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Prehled principd jednotlivych rychlych metod pouzitelnych k orienta¢nimu sta-
noveni indikatortd fekalniho znecisténije uveden v tabulce 1. Vétsina téchto metod
je zalozena na kultivaci bakterii v tekutém kultivacnim médiu, protoze tekuté
prostiedi je pro jejich rlst fyziologicky vhodnéjsi nez pevné agarové médium
(pfipadné navic se zachycenim mikrobd na membranovém filtru).

Tabulka 1. Pfehled rychlych metod pouZitelnych k orientaénimu stanoveni

Princip metody Konkretizace Poznamky

Membréanova filtrace Specidlni napf. chromogenni Malo vhodné pro
média, absorp¢ni podlozky, pouZziti v terénu; pro
padlové testery atd. odecet v laboratofi za

kratsi dobu inkubace
Ize pouzit napf.
stereomikroskop

Tekuté médium, Kvasna zkouska, teplotni test
fermentace

Tekuté médium Testy vétSinou na
chromogenni nebo zakladé aktivit enzym
fluorogenni substrat, p-D-galaktosidazy

pripadné jejich a B-D-glukuronidazy
kombinace

Metod, vyuzitelnych k orienta¢nimu stanoveni indikatord fekaIniho znecisténi, je
celd fada a vétsina firem dodavajicich materidl pro mikrobiologii vody je ma ve
své nabidce. Testy mivaji ve svych nézvech slova jako ,rapid” nebo ,fast” (rychly),
Lsimple” ¢i easy” (jednoduchy), ,cult’, ,scan’, ,ready-to-use” apod. Pfedevsim se
jedna o P/A metody, tj. o metody, které urci pfitomnost, resp. nepfitomnost cilo-
vého mikroorganismu (napt. E. coli) ve studovaném objemu vzorku vody. Protoze
se tato nabidka pomérné rychle obménuje a protoze nechceme néjakou firmu

preferovat, nejsou zde v piehledu uvadény konkrétni priklady.

Jediny test, ktery by bylo vhodné zminit z divodu jeho maximalni optimalizace
pro praci v terénu, a prakticky byl ovéren i pfi fadé misijnich aktivit v rozvojovych
zemich, je E. coli Water Quality Test Kit” od firmy Aquagenx (www.aquagenx.com).
Test je zalozeny na prukazu Escherichia coli metodou ,nejpravdépodobnéjsiho
poctu” pomoci inkubace ve sterilnim plastovém sac¢ku rozdéleném na pét rizné
velkych oddild. Kultiva¢ni médium obsahuje chromogenni substrat, inkubace
probiha pii 25 °C. K testu je pfilozena tabulka s ur¢enim hodnot MPN a s hodno-
cenim stupné zdvaznosti kontaminace vody.
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Mezi nestandardni mikrobiologické metody Ize svym zplsobem zaradit i metody
resuscitace poskozenych ¢i stresovanych mikroorganism(. Mezi faktory negativné
pUsobici na fyziologicky stav bakterii patii pfedevsim dezinfekce chlorem, pfitom-
nost iontll tézkych kovu ¢i dalsich toxickych latek, extrémni hodnoty pH, teplotni
Soky, neimérnd slunecni radiace apod. U fyziologicky poskozenych mikroorga-
nismU se projevuji poruchy struktury bunék nebo metabolismu a ty mohou ztra-
tit schopnost rdstu na selektivnich diagnostickych médiich za béznych kultivacnich
podminek. Mezi resuscitacni metody patfi napi. predinkubace vzorkd na neselektiv-
nim médiu nebo za snizené teploty, eliminace nékterych selektivnich slozek z média
¢i pouziti dvouvrstevného média (podrobnéji viz Hausler, 1994, dil Il, kap. 6.4.6.).

3.2.2. Nekultiva¢ni metody

V poslednich dvou desetiletich doslo k vyznamnému rozvoji mikrobiologickych
metod, které nejsou zalozeny na kultivaci cilovych mikroorganism. Pfestoze
maji svd omezenia pro standardni diagnostiku se v mikrobiologii vody v 3ir$i mife
neuzivaji, ur¢ité maji svlj vyznam. Jsou zdsadnimi metodami v mikrobialni eko-
logii, kde je tfeba studovat spolecenstvo a jeho funkci jako celek, a tak dochazi
k vyznamnému rozvoji oboru ,molekuldrni ekologie”. Podrobny popis téchto
metod presahuje ramec této publikace, nicméné jsou zde uvedeny metody, které
je mozné v mikrobiologii vody (se zaméfenim na diagnostiku indikatorovych
skupin a patogent) vyuzit, jejich hlavni charakteristiky a souc¢asnd omezeni. Pro
podrobnéjsi informace o metoddch pouzivanych v mikrobiélni ekologii je uve-
den odkaz na publikaci Rulik a kol. (2015). Dalsi informace o téchto metodach je
mozné najit napt. v publikaci Rihova Ambrozova a kol. (2017).

3.2.2.1. MIKROSKOPICKE METODY

Mikroskopické metody detekuji mikroorganismy po koncentraci a barveni pfimo.
Vzhledem k velikosti bakterii je tfeba pouzit vysoké zvétseni (az tisicindsobné).
Pfestoze naprosta vétsina mikrobiologickych metod pouzivanych pii analyzach
vod je kultiva¢ni, méli by pracovnici laboratofi urcité ovlddat Gramovo barveni,
které je jednim ze zdkladnich mikrobiologickych postupt, umoziujici zkont-
rolovat nejen cistotu kultury, ale i pfislusnost kmene do $irsi taxonomické sku-
piny. Gramovo barveni (vyvinuté v roce 1884 ddnskym védcem H. Ch. Gramem)
je jednoduchd metoda barveni o nékolika krocich, kterd ve svém vysledku (na
zakladé stavby bunécné stény) rozlisi bakterie na grampozitivni (napt. bakterie
rodu Bacillus, Clostridium, enterokoky, stafylokoky) a gramnegativni (napt. bakte-
rie z ¢eledé Enterobacteriaceae, aeromonady, pseudomonady).
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Postup Gramova barveni:

— Bakterialni kultura se nanese na odmasténé podlozni sklicko a vysusi se suchym
vzduchem. Poté se podlozni sklicko dvakrat az tfikrat protahne (kvali fixaci) nad
horni ¢asti svitivého plamene.

— Na fixovany preparat se nalije zakladni trifenylmetanové barvivo, nejéastéji
roztok krystalické violeti (tj. 2g C,H, CIN, s 20ml 95 % ethylalkoholu) se
$tavelanem amonnym (0,8 g (NH,),C,O, s 80 ml destilované vody) a necha se
pusobit 2-3 minuty.

— Zakladni barvivo se slije a preparat se ponofi do Lugolova ¢inidla (1g jodu, 2 g Kl
a 300 ml destilované vody) na 1-2 minuty az do z¢ernani vzorku.

— Prepardt se promyva roztokem 96% ethylalkoholu do pfipadného plného
odbarveni (grampozitivni bakterie se neodbarvi, gramnegativni bakterie ano).

— Prepardt se vymyje destilovanou vodou a provede se dobarveni roztokem
safraninu (10 ml 2,5% roztoku OC, H,CIN, v 95% ethylalkoholu a 100 ml destilo-

200 19
vané vody) po dobu 3-5 minut.

Grampozitivni bakterie jsou tmavofialové (diky krystalické violeti), gramnegativni
bakterie jsou rizové diky safraninu (barvitelnost je dana charakterem bunécné
stény, jeji strukturou a chemickym slozenim).

Mikroskopické metody na detekci bakteridlnich spole¢enstev

Z mikroskopickych metod, analyzujicich cely vzorek vody (nebo jeho ¢ast), se
nejcastéji pouziva stanoveni ,celkového poctu bakterii”, kdy je fixovany vzorek
koncentrovan membranovou filtraci a obarven roztokem 4-6-diamino-2-pheny-
lindole (DAPI). Kdyz se DAPI navaze na DNA, vznikne diky vysoce energetickému
typu interakce silné fluorescenc¢ni komplex. DAPI je excitovéno v ultrafialové
oblasti, v komplexu s DNA ma absorp¢ni maximum 358 nm a emisni maximum
461 nm. Bakterialni bunky se pocitaji pfi stonasobném zvétseni pod fluorescenc-
nim mikroskopem. Celkovy pocet bakterii je ukazatel pomocny, protoze neposky-
tuje zadné informace o slozeni bakterialniho spole¢enstva. Metoda sice umozni
vsechny buriky ve vzorku spocitat, neni viak jiz mozné rozlisit je do taxonomic-
kych skupin.

Fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH) je metoda, kterd kombinuje mikrosko-
pickou metodu a molekuldrné biologicky pfistup. Jedna se o pfimou metodu
detekce bakterii pomoci hybridizace s fluorescen¢né zna¢enymi genovymi son-
dami. Pfevazné jsou vyuzivany konzervativni Useky 16S rRNA. Vizualizace se pro-
vadi pomoci fluorescen¢niho mikroskopu (obr. 4). Databaze sekvenci 165 rRNA
jsou velmi obsahlé, v soucasné dobé Ize kromé Sirokych taxonomickych skupin
(napf. domény Bacteria, Archaea, fady — napf. Proteobacteria apod.) detekovat

24



i uzsi skupiny, nékdy az jednotlivé rody a druhy, které je obtizné kultivovat.
Hlavnim omezenim v praktickém vyuziti je vysokd mez detekce, nebot dolnfi
pracovni mez je 500 bakteridlnich bunék v ml (na membranovém filtru), aby byl
zjevny dostatecny signal.

Obr. 4. Bakterie zdomény Bacteria v povrchovych voddch (Berounka, Cernosice, deteko-
vané pomoci FISH), fotografie: Ing. Andrea Bendkovd, Ph.D.

Mikroskopické metody se standardné pouzivaji napiiklad pfi detekci parazitic-
kych prvok (rody Giardia, Cryptosporidium viz kap. 5.3.8., obr. 5).
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Obr. 5. Cysta prvoka rodu Giardia, ve fazovém kontrastu - vlevo; fluorescencné barvend
FITC - vpravo, fotografie: Mgr. Petr Pumann

3.2.2.2. MOLEKULARNE BIOLOGICKE METODY

Z molekuldrné genetickych metod se nejvice pouzivd polymerazova fetézova
reakce (PCR). Principem je mnohondasobné amplifikace (az 10°) specifické casti
izolované molekuly DNA, ¢imz se urci specificky gen (nebo jeho ¢ast) a takto
Ize identifikovat jednotlivé skupiny ¢i druhy. Této amplifikace je dosazeno opa-
kovénim tii zédkladnich krok(: denaturace templdtu (pfedloha DNA), hybridi-
zace templétu se syntetickymi oligonukleotidy — primery (které svoji polohou
na DNA vymezuji Usek, ktery bude amplifikovan) a prodluzovani primerd DNA
termostabilni DNA polymerazou. Amplifikovana DNA se detekuje elektroforézou
v agarézovém gelu s ethidium bromidem a vysledky jsou déle potvrzeny auto-
radiografii nebo Southernovou hybridizaci s naslednou detekci gent chemilu-
miniscenc¢né za pouziti digoxigeninového systému nebo radioaktivné znacenych
genovych sond. Pro kvantitativni detekci mikroorganisma se vyuziva Real Time
Quantitative PCR, zkracené RT-g-PCR. Hlavni Uskali a omezeni této metody je izo-
lace DNA ze vzorku vody, coZ je velmi heterogenni prostiedi, a pfi ¢isténi vzork
se ztraci i cilova DNA. Pfestoze teoreticky je PCR schopna zachytit jiz 3 az 10 kopii
DNA, podle praktickych vysledkl je dolni pracovni mez spiSe stovky kopii DNA.
Dalsi problém je odlisit DNA z zivych (tj. virulentnich) kmen0 a kmen jiz mrt-
vych, pfipadné castecné rozloZzenych. Na této problematice se nyni intenzivné
pracuje.

V soucasné dobé existuje mezinarodni norma na stanoveni legionel ve vodnim
prostredi pomoci g-PCR (viz str. 81).
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3.2.2.3. OSTATNIi NEKULTIVACNi METODY

Z ostatnich modernich metod je tfeba jmenovat metodu MALDI (matrix - assi-
sted laser desorption/ionization), ktera je zaloZzena na identifikaci bakterii na
zdkladé jedine¢ného slozeni protein(i. Metoda pracuje s ¢istymi, Cerstvé narost-
lymi kulturami a je velmi rychld a provozné levng, vysledky jsou ziskdny do néko-
lika minut. Problémem je enormné vysoka cena pfistroje, takze je evidentni, ze
ho mohou vlastnit jenom velika (vyzkumna/referencni) centra. DalSim omezenim
je skute¢nost, Ze proteinové profily jsou srovnavany s databazemi svétovych sbi-
rek, tudiz Ize identifikovat pouze druhy, jejichz zastupci ve sbirkéch jsou. Navic se
da predpokladat zaméreni spiSe na bakteridlni izolaty vyznamné klinicky ¢i pra-
myslové, nez na environmentalni kmeny (navic je z dlvodu klinického zaméreni
pozadovana vysoka presnost (spolehlivost) identifikace, kterd je pro environmen-
talni kmeny hodné pfisnd).
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4. MIKROBIOLOGICKA LABORATOR

4.1. PRACOVNICI

Je jisté, Zze dobry pracovnik je to nejcennéjsi, co mikrobiologickd labora-
tof ma. Podle dokumentu ,Accreditation for microbiological laboratories”
(Eleftheriadou M. a kol., 2013) musi byt mikrobiologické zkouseni provadéno
osobou, kterd ma ukoncené mikrobiologické vzdélani, nebo pod dozorem
takové osoby. Alternativné mohou tuto kvalifikaci nahradit rozsahlé zkusenosti
v odpovidajicim oboru.

Mikrobiologie vody je bohuzel specializace, pro kterou neexistuje zadné kom-
plexni vzdélani, a to ani na Urovni stfednich ani vysokych 3kol. Stfedni skoly, na
nichz je mozné ziskat vzdélani ,mikrobiologického laboranta’, jsou zdravotni
Skoly (specializace zdravotni laborant), pfipadné r(izné skoly zamérené na potra-
vinaiskou technologii. Odpovidajici kvalifikaci vSak nelze ziskat na klasickych
stfednich primyslovych skolach chemickych. Pokud jde o vysoké 3koly, tak tam
je situace jesté roztfisténéjsi, a pokud se mikrobiologie u¢i, tak pouze jako okra-
jovy predmét, nebo se studuje mikrobiologie jako takova (fyziologie a moleku-
larni biologie) s malou vazbou na ekologii a Zivotni prostredi. V fadé pfipadd se
dfive velmi pfeceriovaly ,zkusenosti” v oboru, nebot mikrobiologicky rozbor se
po fadu desetileti vyvijel minimalné a,praktické” zkusenosti se predavaly z gene-
race na generaci. Mnohdy v3ak zaroven dochézelo k pfenosu fady rliznych ,zlep-
Sovak(” a nepresnosti. Dnes se vyznamné zvysuji naroky na flexibilitu pracov-
nikd, protoze se mikrobiologické metody rychle vyvijeji. Zaroven je vyvijen tlak
na hlubsi orientaci v oboru, zejména s ohledem na pozadavky na validaci mik-
robiologickych metod a tvorbu systému kvality prace, diky ¢emuz je orientace
pracovnika v mikrobiologii jako takové nezbytnd. V soucasné dobé je tak situ-
ace mnohdy nevyhovujici — zejména v malych vodohospodéiskych laboratofich.
Uéast na odbornych seminafich miize vzdélani pouze doplnit, nikoliv viak nahra-
dit. Navic sou¢asna hektickd doba, kdy se vie ma tendenci délat co nejrychleji
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a nejlevnéji (tj. cestou co nejmensiho odporu), vychové Uzce zamérenych specia-
listh znacné nesvédci.V kazdém pripadé by mél samostatné pracujici v mikrobio-
logické laboratoti ovladat zaklady fyziologie mikroorganismu (véetné metaboli-
smu a rdstovych vlastnosti) a taxonomie.

4.2. ZARIZENi MIKROBIOLOGICKE LABORATORE

Mikrobiologicka laboratof ma svoje specifika, dana charakterem mikrobiolo-
gické prace, kterymi se vyznamné odlisuje od ostatnich laboratofi, napf. chemic-
kych.V prvnifadé se jednd o nezbytnost aseptické prace, a proto je nutné oddélit
mikrobiologii od ostatnich prostor. Déle je tfeba zajistit takovy provoz, aby vzo-
rek bylo mozno zpracovat co nejdfive, ve vyjimecnych pfipadech maximalné do
24 hodin po odbéru. Je proto nutné zajistit dokonalou koordinaci odbéru vzorku
a jeho prichodu ,pfijmem” vzorku do mikrobiologické laboratore, aby se zame-
zilo jakémukoliv prodleni a zejména jakémukoliv pobytu vzorku mimo chlazeny
prostor (chladici brasny, resp. lednice) s monitoringem teploty. Zaroven je nutné
mit na pameéti, Ze analyzu vzorku prakticky nelze zopakovat.

4.2.1. Prostory

Mikrobiologicka laboratof by méla mit k dispozici minimalné nésledujici oddé-
lené prostory, zahrnujici prostory jak zkusebni, tak pomocné.

a. Prijem aupravavzork(l - tyto prostory mohou byt spole¢né s dal$imilaboratofemi
(napt. chemickou ¢i biologickou), je vSak nutné organiza¢né zajistit bezodkladné
uvédoméni mikrobiologa o pfijmu vzorkd na mikrobiologické analyzy.

b. Pripravna laboratorniho skla a kultivacnich médii

¢. Vlastni laboratof pro praci s infekénim materialem - je nutné veskeré ¢innosti,
jako napt. priprava vzork(, analyzy pitnych a odpadnich vod, ockovani vzorkd,
odecitani vzorkd atd., oddélit prostorové, v pfipadé malych laboratofi alespon
Casové. Pokud se vlastni laboratof sestava pouze z jedné mistnosti, Ize vyuzZit pro
oddéleni ¢innosti digestore, laminarni boxy apod.
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d. Prostor pro dekontaminaci vzorkd

e. Umyvérna - Ize vyuZivat spole¢né pro ostatni laboratofe pouze v pfipadé, ze
k myti pfichazi jiz dezinfikované nadobi a myti se provadi zdsadné oddélené.

f. Pomocné prostory — administrativni zony, sklady, socialni zafizeni v¢etné sprch,
satny atd.

Mél by byt k dispozici dostatecny prostor, ktery umozni udrzovat pracovni oblasti
v Cistoté a v poradku. Potfebny prostor by mél byt v souladu s objemem a struk-
turou provadénych analyz. Doporucuje se, aby na kazdého analytika pfipadalo
asi 20 m? plochy vsech prostor urcenych ke zkouseni. Je tieba zajistit, aby v pra-
béhu zkouseni byl pfistup do prostor uréenych ke zkouseni omezen pouze na
osoby, jejichz pfitomnost provedeni zkousek vyzaduje.

Pracovni mistnosti by mély byt odpovidajicim zplGsobem vétrany a mély by mit
vhodnou teplotu. Pfi pouziti klimatizace by mély byt pouzity vhodné filtry, které
je nutno kontrolovat, udrzovat a vyménovat v zdvislosti na typu provddéné
¢innosti.

Pro snizeni kontaminace jsou nutné hladké povrchy stén, stropt, podlah a pra-
covnich ploch (nejsou vhodné dlazdice), stény by mély byt omyvatelné mini-
malné do 2 metrd vysky. V laboratofich by nemélo byt zddné hrubé nebo holé
dfevo, zaluzie by mély byt instalované zvenku (pokud jsou zevnitf, mél by k nim
byt snadny pristup z dGvodu jejich ¢isténi). Stropy by mély byt videdlnim pFipadé
hladké s osvétlovacimi télesy v jedné roviné se stropem. Okna a dvere musi byt
v pribéhu zkouseni vzduchotésné uzaviratelné, aby se omezil prlivan na mini-
mum; kromé toho musi byt projektovany bez nepfistupnych mist, kde by se hro-
madil prach, a tak se znesnadnilo jejich ¢isténi. Prostfedi mikrobiologické labora-
tofe musi byt pravidelné monitorovéno (viz kap. 4.2.3.).

Tento seznam neni zdaleka vycerpavajici, podrobnéjsi informace lze nalézt
v dokumentu ,Accreditation for microbiological laboratories” (Eleftheriadou
a kol., 2013), v publikaci Hausler (1994) nebo v norméach CSN EN ISO 8199 (757810)
a CSN 1SO 7218 (56 0103) Mikrobiologie potravin a krmiv - Vieobecné pokyny pro
mikrobiologické zkouseni.
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4.2.2. Zarizeni

Pozadavky na pfistrojové vybaveni jsou jednoznac¢né determinovany typem
provadénych zkousek. V kazdém predpisu (norma, standardni operacni postup
atd.) je uveden seznam pfistrojll a zafizeni, které jsou ke sprdvnému provedeni
zkousky nezbytné.

Mezi bézné pfistrojové vybaveni mikrobiologické laboratofe patfi inkubatory,
chladnicky, pfipadné mraznicka, parni a horkovzdusné sterilizatory, UV zéfivka,
zafizeni na membréanovou filtraci, zafizeni na anaerobni kultivaci, vahy, destila¢ni
pfistroj, pH metr, lamindrni boxy, mikroskop a vodni lazer. Je tfeba mit dosta-
tecny pocet vyse uvedenych pfistroji (napf. zvlastni lednicku na zivnd média
a zvlastni na infek¢ni material, dostate¢ny pocet inkubatord apod.) a zaroven je
tfeba mit i uréitou provozni rezervu, nebo alespon pripravené (a dokladované)
feSeni pro pfipad vypadku. Pro kazdé zafizeni musi byt zpracovan (a dodrzovan)
pléan udrzby, kalibrace a verifikace vykonu (v nékterych pfipadech i za pomoci
servisnich organizaci). Pfiklady kontrol a Udrzby vybranych zafizeni jsou uvedeny
v tabulce 2. V3echna pouzitd méfidla (teploméry, zavazi apod.) musi byt bud'kali-
brovana, nebo navazéna na kalibrovany etalon.

Tabulka 2. Priklady udrzby a revizi vybranych pristroji (nejsou zde uvedeny specidlni pri-
stroje pouzivané na metody molekuldrni biologie)

Zarizeni Kalibrace/ Kontroly Udrzba

Inkubatory ovéfeni a kontrola rozloZeni teploty mési¢né cisténi

(termostaty) uvnitf pfistroje a dezinfekce
kazdodenni kontrola teploty vnitfnich povrcha

Parni sterilizatory jednou ro¢né bezpecnostni revize mésicné (nebo

(autoklavy) servisnim technikem, mési¢né Castéji podle
kontrola Gcinnosti sterilizace pomoci potieby) vyména
bioindikatord, kontrola pojistného vody a vycisténi
ventilu.

jedenkrat za 3 roky proskoleni
persondlu o obsluze tlakovych

nadob.
Germicidni (UV) podle frekvence pouzivani pravidelna
zarivka kontrola Gc¢innosti pomoci kment

rodu Serratia rubidae
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Zarizeni

Kalibrace/ Kontroly

Udrzba

Vahy

vahy musi byt umistény na stabilni
horizontalni podloZce a musi byt
chranény pred vibracemi

jednou ro¢né kontrola servisnim
technikem, pfi kazdém pouziti
kontrola nuly a odecet proti
kontrolnimu zavazi

po kazdém pouziti
vycisténi

Zaftizeni pro
anaerobni kultivaci

pfi kazdém pouziti kontrola
anaerobni atmosféry (indikator)

po kazdém
pouziti vycisténi
a dezinfekce

Chladnicka nebo
chladici box

monitoring teploty mini/maximalnim
teplomérem, nebo zafizenim na
pribézny monitoring teploty

mési¢né Cisténi
a dezinfekce
vnitinich povrcha

Lazen s teplotou
fizenou

kalibrace teploty

pfi kazdém pouziti
kontrola Urovné

termostatem hladiny vody
mési¢né (nebo
Castéji podle
potieby) vyména
vody a vycisténi
Horkovzdusny kontrola vysky a rovnomérnosti pravidelné cisténi
sterilizator teploty maximalnim teplomérem

Pfistroj k méfeni pH

kalibrace podle pokyn( vyrobce
pomoci dvou tlumivych roztoku pfi
kazdém pouziti

pravidelnd udrzba
elektrod

Destila¢ni pfistroj

kontrola kvality destilované vody
(elektricka konduktivita, pH)

pravidelné cisténi
a odstranovani
vodného kamene

Deionizacni
pristroj na pfipravu
demineralizované
vody, jednotka
reverzni osmozy

kontrola kvality vystupni vody
(elektrickd konduktivita, pH, pfipadné
mikrobialni kontaminace)

Pocitacka kolonii

ovéreni presnosti pocitani (alespor
interni kontrola)

ro¢né
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Veskeré vybaveni (pipety, Petriho misky, zkumavky, ockovaci klicky apod.) pfi-
chazejici do styku se vzorkem uré¢enym na mikrobiologickou analyzu musi byt
sterilni. Zaroven musi byt vSechny tyto predméty cisté, beze zbytkd detergent(
a dezinfek¢nich prostiedkd, které by mohly negativné ovlivnit kultivaci mikro-
organismd. Cistota a sterilita musi byt pravidelné kontrolovana. Odmérné pied-
méty je nutno kalibrovat, pfipadné alespor ovéfit jejich pfesnost (vazkovou ana-
lyzou, minimalné jedenkrét ro¢né). Podrobné informace jsou uvedeny v publikaci
Hausler (1994). Soucasny trh nabizi fadu plastového jiz sterilniho naddobi s certi-
fikatem kvality, coz zejména u vétsich laboratofi mlze vyznamné zvysit produk-
tivitu prace.

4.2.3. Prostredi mikrobiologické laboratore

Prostfedi mikrobiologické laboratofe se musi udrzovat v naprosté Cistoté, aby
nemohly byt ovliviiovany vysledky zkousek. Do prostorl mikrobiologickych
laboratofi musi byt zamezen pfistup viem nepovolanym osobam, aby se zame-
zilo zvysené kontaminaci. Samoziejmosti je kazdodenni uklid ,na mokro” s pra-
videlnym pouzivanim dezinfek¢niho prostfedku. Plan uklidu musi byt zpracovan
véetné takovych detaild, jako je Cetnost cisténi napf. osvétlovacich téles, vniti-
nich rolet apod.

Musi byt zajisténa pravidelna Udrzba a opravy podlah, stén, povrch( laborator-
nich stold a ndbytku s cilem odstranit trhliny (praskliny), které mohou zachycovat
necistotu a stat se tak zdrojem kontaminace.

Veskery infekéni materidl musi byt okamzité likvidovan (sterilizace, dekontami-
nace chemickymi prostfedky nebo pouziti specidlnich box( na infek¢ni mate-
rial). V laboratofi by méla byt udrzovdna a kontrolovdna (zejména v teplych
mésicich) relativné stéld teplota, zaroven je viak nutné minimalizovat otevirani
oken pfi praci. Prostor a ovzdusi v laboratofi je tfeba pravidelné (nejlépe v noc-
nich hodinach) dezinfikovat UV zafenim (germicidni zéfivkou po dobu 30 minut).
Germicidni zafivka nesmi byt zapnuta v pfitomnosti pracovnikd, nebot pfimé
UV zéafeni (zejména kratkovinné) vyvolava fadu zdravotnich potizi.

Cistota prostfedi viech prostord laboratofe musi byt pravidelné monitoro-
vana. Laboratof si vypracuje plan kontrol, pozadovanou uroveri kontaminace
a napravna opatieni v pfipadé nevyhovujicich vysledk(. Vysledky by mély byt
vyhodnoceny a dokumentovany.
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Bézné plany zahrnuji kontroly laboratofe metodou ,spadu” (sedimentaéni me-
toda). Provadi se tak, Zze Petriho misky s nalitym neselektivnim kultiva¢nim
médiem (napf. agar s tryptdzou a kvasni¢nym extraktem) se umisti na expono-
vana mista v laboratofi, sejmou se z nich vi¢ka a nechaji se oteviené po dobu
15 minut. Potom se kultivuji 48 hodin pfi teploté 36 °C. Tato kontrola by méla byt
provadéna pfi bézném provozu laboratofe, nikoliv po generalnim tklidu a dezin-
fekci. Mikrobidlni denzita by neméla byt pfi 15minutové expozici vétsi nez jedna
kolonie na Petriho misku o prdméru 10 cm (tj. 160 KTJ/m?). Kratsi doba expozice
se nedoporucuje. V pfipadé nevyhovujicich vysledki je tfeba provést mimoradny
uklid a dezinfekci, pfipadné najit zdroj kontaminace.

Pravidelné kontroly laboratofe pomoci stérl (otfeni vybrané plochy tampénem
a jeho nasledna kultivace ve vétsinou selektivnim kultiva¢nim médiu) nejsou
v bézné vodohospodaiské laboratofi nutné, je viak dobré mit je zahrnuty jako
pomocné kontroly v pfipadé hledani zdroji mozné kontaminace (zvysena konta-
minace vzduchu, mensi havarie - napf. rozliti infek¢niho materidlu apod.).

4.2.4. Bezpecnost prace
v mikrobiologickych laboratorich

Bezpecnost prace v mikrobiologickych laboratofich se fidi narodnimi pravnimi
predpisy, laboratore je vSéak museji mit zpracované s ohledem na vlastni pod-
minky. Pokud laboratofe provadéji stanoveni legionel a pracuji s jejich Cistymi
kulturami (v¢etné kontrolnich kmenl), je nezbytné splnit ohlasovaci povinnost
na SUJB (Statni Ufad pro jadernou bezpe¢nost) pro nakladani s rizikovymi biolo-
gickymi agens a toxiny se viemi nalezitostmi.

Mikrobiologicka laboratoft je infekéni prostiredi a to i v pfipadé, ze se v ni prova-
déji pouze analyzy pitnych vod. Pfi jakémkoliv zpGsobu kultivace totiz dochazi
k pomnozeni mikroorganism0 z jedné buriky az na miliardové hodnoty (1 ml
bézné bujénové kultury 24 hodin staré obsahuje priimérné 10° bunék!!!). Tyto
koncentrace mnohonasobné prevysuji tzv. minimalni infek¢ni davky, nutné k infi-
kovani zdravého ¢lovéka. Nejcastéjsi zplsob infikace mikrobiologa je proniknuti
pomnozené kultury do drobnych povrchovych zranéni kidze (zadéry, puchyre
apod.). Proto je nutné v mikrobiologické laboratofi klast vysoké pozadavky na
bezpecnost prace. Zde jsou uvedeny pouze hlavni vybrané zasady:
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Do mikrobiologické laboratofe maji pfistup pouze povéfeni pracovnici, ostatni
osoby jen v jejich doprovodu po povoleni vedouciho oddéleni (nebo jeho
zastupce).

Do laboratofe je povolen vstup pouze v pracovnim odévu, ktery je nutno
pravidelné ¢istit a dezinfikovat, a po prezuti.

V laboratofi je nutno dodrzovat Uzkostlivou Cistotu a pofadek, pracovni plochy
musi byt bezprostfedné pred praci a po skonceni prace umyty a dezinfikovény.
Je nutné zabranovat vzniku aerosold.

V laboratofi sméji byt pouze pfedméty nutné k mikrobiologické praci, nesméji
zde byt osobni pfedméty pracovnikd, zaclony, kvétiny, zvifata apod.
Bezprostifedné pred praci a po praci je nezbytné dikladné umyti rukou, pfipadné
pouziti dezinfekéniho prostiedku (musi byt k dispozici u umyvadla).

Pfi inokulaci je tfeba vyhnout se mluveni, kadlani apod.

Jakékoliv poranéni nebo jinou nehodu hlésit vedoucimu laboratore, pfipadné
jeho zéastupci. Pfi jakémkoliv poranéni rukou Ize pracovat pouze s ochrannymi
rukavicemi. Pro pipetovani infekénich vzorkli je nutné pouZivat pouze
jednorazové nebo automatické pipety nebo pipety s nastavcem. V zadném
pfipadé nepipetovat Usty.

V pfipadé potfisnéni pracovnich stolt nebo podlah bakterialni kulturou je tfeba
postizené misto dezinfikovat a poté provést mimofadnou kontrolu cistoty i
sterility (napf. metodou stéru).

Lékérna musi kromé bézného vybaveni navic obsahovat dezinfekcni prostredky
na rany (manganistan draselny, peroxid vodiku apod.), dale Zivocisné uhli,
kyselinu askorbovou pro dezinfekci st a roztok na vyplach o¢i.

V mikrobiologické laboratofi je zakdzano jist, pit a koufit. Potraviny urcené ke
konzumaci pracovniky se nikdy neukladaji do laboratornich chladnicek.



5. CHARAKTERISTIKY JEDNOTLIVYCH

UKAZATELU A METODY JEJICH STANOVENI

Tato kapitola je rozdélena na tfi ¢asti. Prvni dvé ¢asti (5.1. a 5.2.) se zabyvaji indika-
torovymi organismy, ¢ast 5.3. se zabyva patogennimi mikroorganismy.

Indikdtorové organismy jsou pouzivany k riznym ucelm, pfedevsim k:
— kontrole kvality vody (surové, upravované, upravené),

— kontrole ucinnosti procest Upravy vody (filtrace, dezinfekce apod.),

— kontrole stavu distribu¢ni sité.

5.1. ORGANOTROFNI MIKROORGANISMY

5.1.1. Charakteristika a taxonomie

Jak jiz bylo uvedeno v kap. 2., jakékoliv vodni prostfedi je béZné oziveno nespe-
cifickou mikroflérou. Protoze prokaryotni organismy maji mnohem rozmanité;si
metabolismus nez eukaryota, je v nasledujici tabulce 3 uveden stru¢ny prehled,
z néhoz vyplyva, ze skupina, kterd se stanovuje jako ukazatel ,pocty kolonii’,
spada do skupiny organotrofnich (pfesnéji chemoorganotrofnich, resp. chemo-
organoheterotrofnich) bakterii. Skupiny jsou to umélé a uzan¢ni a zahrnuji stano-
veni bakterii vyskytujicich se ve vodnim prostfedi bez ohledu na to, zda se jedna
plvodem o alochtonni ¢i autochtonni mikrofléru. Jako zdroj energie a uhliku
(a dusiku) vyuzivaji zdsadné organické latky. Laboratorné se kultivuji na kom-
plexnim médiu. K nejbéznéjsim bakteriim organicky znecisténych vod patii napf.
druhy rodl Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, Flavobacterium, déle se zde vysky-
tuji zastupci Celedi Enterobacteriaceae, Vibrionaceae a dalsi. Mohou se vyskyto-
vat i zastupci rodu Acinetobacter. Vysledky stanoveni kultivovatelnych mikroor-
ganism0 nemusi korelovat s vysledky stanoveni indikatoru fekalniho znecisténi.
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Na predepsaném komplexnim médiu s kvasni¢nym extraktem mohou rast také
zastupci mikromycet, patficich do fise houby, Fungi (tj. kvasinky a plisné), coz jsou
ale jiz eukaryota (obr. 7).

Tabulka 3. Rozdéleni prokaryotnich mikroorganismt do skupin podle zdroji uhliku a energie

Substrat donort elektront Zdroj uhliku
Zdroj .
energi® | anorganicky | organicky oxid uhli¢ity orgavnlcl'(e
slouceniny
Svétlo Foto- Foto- Fotolito- Fotoorgano-
-litotrofové organotrofové | -autotrofové heterotrofové
(vyuzivajiH,S, | (vyuzivaji (nékteré (napf. Rhodobacter,
H,O,H,,9S) sukcinat, purpurové Rhodopseudomonas,
acetat) a zelené Rhodospirillum
bakterie) apod.)
Chemické | Chemo- Chemo- Chemolito- Chemoorgano-
latky -litotrofové organotrofové | -autotrofové heterotrofové
(vyuZivajiH,, (vyuzivaji (vodikové (vétsina bakterii)
H,S,NH,, Fe**, | mnoho bakterie,
NO,) organickych bezbarvé sirné
substratd) bakterie,
nitrifikacni
bakterie, zelezité
bakterie,
metylotrofni
bakterie;
metanogenni
Archaea)

5.1.2. Metody stanoveni organotrofnich
mikroorganismt

Organotrofni mikroorganismy se stanovuji jako kultivovatelné mikroorganismy,
tj. stanoveni poctu kolonii o¢kovanim do zZivného agarového média s tryptonem
a kvasni¢nym extraktem (podle CSN EN ISO 6222), viz obr. 8. Protoze tyto mikro-
organismy nejsou zadna jednoznacné taxonomicky ohrani¢ena skupina, jejich
stanoveni je zcela zasadné ovlivnéno slozenim pouzitého kultivacniho média,
kultiva¢ni teplotou a dobou kultivace. Dfive se organotrofni bakterie stanovo-
valy jako mezofilni (kultivace pfi (37 £ 1) °C) a psychrofilni (kultivace pfi (20 £ 1) °C)
na nutricné velice bohatém zZivném agaru s peptonem, masovym extraktem
a chloridem sodnym (masopeptonovy agar, Zzivny agar €. 2).
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Pocty kolonii se stanovuji pfimym vysevem 1ml nefedéného (nebo fedéného
vzorku) do roztopeného kultiva¢niho média (9.1.1.), zchladlého na 45 °C. Kultivace
pfi (36 + 2) °C probiha (44 + 4) hodiny, kultivace pfi (22 + 2) °C probiha (68 + 4)
hodin. Pfi stanoveni organotrofnich mikroorganisma je nezbytné presné dodrzo-
vat vSechny pracovni postupy a pfisné kontrolovat kvalitu prace.

Mezi nejcastéjsi mozné zdroje nepresnosti patii:

— Nedodrzeni pokyn( ohledné transportu, uchovani vzorkli pred analyzou
a pfiprava vzork( k vlastnim analyzam.

— Pouziti kultiva¢niho média odlisného slozeni, nez je pfedepséno normou.

— Vysoka teplota roztopeného kultivatniho média pfi zalévani vzorku. Vliv zalévaci
teploty na zachyt kultivovatelnych mikroorganismu je na obr. 6. Z tohoto obrazku
vyplyvd, Ze i teplota 45 °C, kterd je pfedepsana v normé, je vy3si nez optimalni pro
rist mikroorganismd.

— Nedostate¢né promiseni roztopeného kultivatniho média se vzorkem pfi
zalévani.

— Pfi analyzach povrchovych vod pouziti nedostatecné dlouhé fedici fady, popf.
vyhodnoceni nesprdvného stupné fedéni.

— P¥i odecitani vysledkd nepouziti 5-6krat zvétsujici lupy a boc¢niho osvétleni, coz
muze vést k prehlédnuti drobnych kolonii. V nékterych pfipadech (zejména pfi
intenzivnéjsim promichavani kultiva¢niho média pied zalitim vzorku) muize dojit
ke vzniku malych bublinek, které je tfeba odlisit od drobnych kolonii.

— P¥i odecitani vysledkd (zejména u nefedénych vzorkd pitné vody) zaménovani
vyraz( ,nepocitatelné” (tj. stav, kdy na plotné vyrostlo vice nez 300 na kolonii,
a nelze je tedy bud'presné spocitat, nebo je jejich nardst tak vysoky, Ze jsou velmi
tésné u sebe, a navzajem se tak metabolicky ovliviuji, coZ je znevyhodnuje)
a,prerostlé” (tj. stav, kdy doslo k nartstu, plazivych” kolonii, zejména sporulujicich
kmenu rodu Bacillus, a kdy i jejich maly pocet prerostl plotnu tak, Ze ji nebylo
mozno vyhodnotit).

— Nedodrzeni spravné doby inkubace. Vyznamné chyby zplsobuje predevsim
kratsi doba inkubace (obr. 7).

— Nedodrzeni predepsané teploty inkubace.
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Obr. 6. Vliv teploty agaru pfi zalévdni (50-36 °C) na pocet kultivovatelnych mikroorga-
nism& (KTJ/ml)
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Obr. 7. Zmény pocti kultivovatelnych mikroorganismu (pocty kolonii pri 22 °C) béhem
kultivace u péti vzorki (jednotlivé vzorky predstavuji rizné Srafované cdry)

Mikroorganismy, tvofrici plazivé kolonie (zejména rod Bacillus), nejsou typickymi
,odnimi” mikroorganismy. Jejich zvySeny vyskyt se objevuje zejména u mél-
kych studen a povrchovych vod, ovlivnénych splachy z ptdy. Dalsi skupina bak-
terii, tvorici rozsahlé kolonie (pfipominajici kolonie mikromycet), které mohou
prerGst i celou kultiva¢ni plotnu, jsou vlaknité bakterie — aktinomycety (obr. 9).
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| tyto bakterie pochazeji predevsim z pldniho prostiedi, jsou velice rozsiteny,
vyznamné se podileji na rozkladu organickych latek a mohou produkovat fadu
latek s antibiotickymi ucinky. Mohou rlst i pfi nizsich teplotach a vyskytuji se tak
predevsim pfi stanoveni kultivovatelnych mikroorganismu pfi (22 + 2) °C.

Obr. 8. a 9. Stanoveni poctu kolonii (vlevo) a vzorek s ristem aktinomycety (vpravo) na
agaru s tryptonem a kvasnicnym extraktem

Stanoveni mikromycet

V pitnych a surovych vodach se stanoveni mikromycet (plisni a kvasinek) stan-
dardné neprovadi (a neni na né k dispozici zadna platna technickd norma).
Kromé jejich ¢aste¢ného zachytu pfi stanoveni kultivovatelnych mikroorga-
nismu (poctl kolonii pti 22 °C) mohou byt zaznamendvany jako soucast mikro-
skopického obrazu (hydrobiologicky rozbor), ktery viak neprokéze jejich vitalitu.
Déle je mozné na stanoveni mikromycet pouzit néjakou metodu podle tech-
nické normy z pfibuznych obord (mikrobiologie potravin a krmiv, mikrobiolo-
gie ovzdusi apod.). Plisné a kvasinky se kultivuji aerobné na rGznych médiich
(Sabouraudiv agar, Czapek Dox agar - viz obr. 10, Czapek Dox agar s bengalskou
Cerveni, agar se sladinovym (malt) extraktem apod.), vétSinou 5-7 dni pfi tep-
loté 25-30 °C. Identifikaci provadi mikroskopicky na barvenych preparatech (cel-
kové zvétseni mikroskopu 400-1000krat) specializovany odbornik, nebot je to
zalezitost relativné slozita. Pro klasifikaci je tfeba zachytit rozmnozovaci stadium,
a to bud' pohlavni (gametangia), nebo alespon nepohlavni (spory, konidie, spo-
rangia). Obé stadia se od sebe vyznamné lisi, v fadé piipadi jsou popsana jako
samostatné platny taxon (ale tato skute¢nost se nyni reviduje a pokud mozno
eliminuje).
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Obr. 10. Stanoveni mikromycet — mikroskopicky obraz rodu Cladosporium (vlevo), rist
mikromycet na Czapek — Dox agaru (vpravo)

5.1.3. Organotrofni mikroorganismy
ve vodnim prostredi

Organotrofni mikroorganismy, stanovené jako pocty kolonii pfi 22 °C, resp. 36 °C,
tvoii malou ¢ast celkového poctu bakterii (viz kap. 2.) a maji jen omezeny hygi-
enicky vyznam. Jednd se o viudypiitomné bakterie, kterych ¢lovék denné pfi-
jima do organismu napt. s potravou o nékolik fadd vyssi pocty, nez mlze byt
maximalni pfijem z pitné vody, a tato expozice nevede k zddnym nepfiznivym
zdravotnim ucinkdm. Nepfijemnosti, plynouci z pomnozeni organotrofnich
bakterii ve vodé, mohou byt predevsim zhorseni organoleptické kvality vody
(narGst poctl kolonii mize indikovat rlst biofilmu a tvorbu produktl ovliviuji-
cich senzoriku vody) a déle vys33i riziko kazeni potravin pfipravovanych z takové
vody, pfipadné zkreslovéni vysledkl mikrobiologického rozboru zdvaznéj-
$ich ukazatel(i (napf. stanoveni E. coli a koliformnich bakterii podle CSN EN ISO
9308-1, viz kap. 5.2.1.2.). Nékteré aktinomycety (prevazné druhy rodd Nocardia
a Streptomyces) jsou vyznamnymi producenty latky geosminu, kterd zpdsobuje
zatuchle zemity zdpach vody.

Z potencialné patogennich mikroorganism( se mohou mezi ukazatelem ,orga-

notrofni mikroorganismy” vyskytovat druhy rodd Acinetobacter, Aeromonas,
Flavobacterium, Klebsiella, Moraxella, Serratia, Pseudomonas a Xanthomonas.

42



Zvyseny pocet organotrofnich mikroorganism( vétsinou signalizuje znecisténi
vodniho zdroje z vnéjsiho prostiedi, a to bud’ pfimo burikami mikroorganism,
nebo organickymi latkami, na nichZ se mohou tyto mikroorganismy pomnozit.
Pomnozovani organotrofnich mikroorganisma ve vodé a v distribu¢ni siti ovliv-
nuje fada faktor, mezi které patfi: pdvodni pocet organotrofnich bakterii ve
zdroji, doba zdrZeni vody v siti a s ni souvisejici faktory, jako jsou teplota vody,
rychlost proudéni vody, zbytkova koncentrace a druh dezinfekéniho prostiedku,
pfitomnost biofilmu ¢i koroznich produktl na sténach potrubi a sedimentu na
dné potrubi, kvalita materidlu rozvodné sité a hlavné tzv. stabilita vody (znaci pfi-
tomnost bakteriemi vyuzitelnych zZivin) méfend napft. pomoci ukazateld asimilo-
vatelny organicky uhlik (AOC), pfipadné biodegradabilni organicky uhlik (BDOC).
Spory mikromycet (plisni) jsou povazovény za indikator vzdusné kontaminace
pitné vody ve vodojemech a vyznamné se podileji na degradaci kvality pitné
vody tim, Ze jsou substratem pro dalsi troficky zavislé mikroorganismy a podileji
se na spotiebé dezinfekéniho pfipravku.

Z vyse uvedenych ddvodd maji tyto ukazatele predevsim provozni vyznam
pfi monitorovani Ucinnosti filtrace a dezinfekce vody (vcetné validace a veri-
fikace téchto procesl Upravy), pii monitorovani stavu podminek a zmén dis-
tribu¢ni sité, véetné domovnich rozvodd vody apod. Proto doslo ke zméné
pravnich predpist a ve vyhlasce o pitné vodé (¢. 252/2004 Sb., ve znéni pozdéj-
sich predpisl, v ndvaznosti na zmény ve Smérnici EU) jsou uvedeny hodnoty
200 KTJ/ml (pro pocty kolonii pfi 22 °C) a 40 KTJ/ml (pro pocty kolonii pfi 36 °C)
pouze jako doporucené a jako mezni hodnota je uvedeno hodnoceni,bez abnor-
malnich zmén”. Pokud u zasobované oblasti nelze pro maly pocet vzorkd urcit,
zda se jedna o abnormalni zmény (jako minimum pro hodnoceni je nutna exi-
stence sedmi hodnot v obdobi ne delsim nez 3 roky), plati doporu¢ené hod-
noty 200 KTJ/ml (pro pocty kolonii pfi 22°C) a 40 KTJ/ml (pro pocty kolonif
pfii 36 °C) jako mezni. Pro malé nedezinfikované zdroje produkujici méné nez
5 m3/den, pro ndhradni zasobovani a pro vodu dodévanou ve vzdusnych, vodnich
a pozemnich dopravnich prostfedcich plati doporu¢ené hodnoty 500 KTJ/ml (pro
pocty kolonii pfi 22 °C) a 100 KTJ/ml (pro pocty kolonii pfi 36 °C). Vyhodnoceni, co
je a co neni abnormalni zména, jsou zalezitosti provozovatel(, ktefi nejlépe znaji
svlUj systém zdsobovani. Statni zdravotni Ustav k tomu vypracoval metodické
doporuceni (Kozisek a kol., 2014) dostupné na adrese: http://szu.cz/tema/zivotni-
-prostredi/pitna-voda. DUlezita neni jen abnormalni nahla zména mimo obvykle
se vyskytujici rozmezi hodnot poctl kolonii, ale také setrvaly rostouci trend. | to
by mélo byt povazovéano za rizikovy faktor a potencialné nepfijatelny stav, ktery
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5.2. INDIKATORY FEKALNIHO ZNECISTENI

5.2.1. Koliformni bakterie

5.2.1.1. CHARAKTERISTIKA A TAXONOMIE

Koliformni bakterie byly tradi¢né definovany jako gramnegativni nesporulu-
jici ty¢inky z celedi Enterobacteriaceae, schopné rust a fermentovat laktézu za
soucasné tvorby kyseliny, popf. aldehydu pfi 36 °C za aerobnich ¢i fakultativné
anaerobnich podminek v selektivnim prostfedi zlu¢ovych soli (¢i jinych povr-
chové aktivnich latek s podobnymi, rdst inhibujicimi vlastnostmi) a nevykazujici
cytochromoxidazovou aktivitu. Nejedna se tedy o taxonomickou skupinu, nebot
u fady druhl nefermentuje laktézu 100 % kmend. Podle 9" Bergey’s Manual of
Determinative Bakteriology (1994) fermentuje laktézu ve vice nez 90 % kmenl
fada druhl z celedi Enterobacteriaceae (Butiauxella agrestis, 5 druhl rodu
Enterobacter, 6 druhli rodu Erwinia, E. coli, 3 druhy rodu Klebsiella, Kluyvera ascor-
bata a K. cryocrescens, Leclercia adecarboxylata, Rahnella aquatilis, Moellerella
wisconsensis a 2 druhy rodu Serratia). Dalsi 4 druhy fermentuji laktézu v 79-89 %
a 18 druht fermentuje laktdézu v 25-75 % (vcetné fady druhl rodu Citrobacter,
Enterobacter, Serratia ¢i Yersinia).

Nové metody stanoveni koliformnich bakterii vyuzivaji ke stanoveni koliform-
nich bakterii enzymatickou reakci: aktivitu 3-D-galaktosidazy, coz je prvni enzym,
ktery se ucastni pfi utilizaci laktdzy, stépi laktézu na galaktézu a glukézu, které
dale mohou byt fermentovany. Bakteridlni kmeny, které fermentuji laktézu na
kyselinu, resp. aldehyd, musi mit aktivni enzym B-D-galaktosiddzu, zatimco
vsechny kmeny, které jsou (3-D-galaktosiddza pozitivni, nemusi fermentovat
laktézu az na kyselinu ¢i plyn. Stanoveni koliformnich bakterii na zakladé testu
-D-galaktosidazy tak zahrnuje vyznamné sirsi skupinu mikroorganismd, coz
dale posunuje skupinu koliformnich bakterii od indikace fekalniho k obecnému
znedisténi. Kromé rodd a druhd, uvedenych v pfedchozim odstavci, u nichz pouze
nékteré kmeny laktézu fermentuji, ale vzdy vykazuji aktivitu B-D-galaktosidazy,
existuje dalsi skupina (podle 9t Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology)
29 druhl z celedi Enterobacteriaceae (zahrnujici rody Cedecea, Enterobacter,
Erwinia, Escherichia, Hafnia, Salmonella, Shigella, Serratia, Pantoea, Yersinia), které
i kdyz jsou v 90 az 100 % kmenu (-D-galaktosidazapozitivni, laktézu prakticky
nikdy nefermentuiji.
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5.2.1.2. METODY STANOVENi KOLIFORMNICH BAKTERIi

Stanoveni koliformnich bakterii podle SN EN 1SO 9308-1

Metoda stanoveni koliformnich bakterii podle normy CSN EN ISO 9308-1je ur¢ena
pro pitné vody, zejména dezinfikované, s nizkym obsahem doprovodné mikro-
fléry, pokud obsah nerozpusténych latek a doprovodnd mikrofléra nerusi mem-
branovou filtraci, kultivaci a stanoveni poc¢tu kolonii. Metoda ma velmi nizkou
selektivitu, a proto umoznuje také stanoveni fyziologicky poskozenych bakterii.
Kvuli nizké selektivité vsak rast doprovodné mikroflory, zvlasté u nedezinfikova-
nych vod, toto stanoveni hodné komplikuje.

Obr. 11. Stanoveni E. coli a koliformnich bakterii na CCA agaru

Koliformni bakterie a E. coli se stanovuji membranovou filtraci na filtrech o poro-
zité 0,45 um (vétsinou se filtruje objem 100 ml vzorku). Filtr se umisti na chro-
mogenni médium (Chromogenic Coliform Agar, dale CCA) a kultivuje se (24 + 3)
hodiny pfi (36 £ 2) °C. CCA médium je béZzné komer¢né dostupné a jeho slozenf
je uvedeno v kap. 9.2.1. Jeho pftiprava je velmi jednoducha. Navézi se prislusné
mnozstvi prasku, resp. granuli, a rozpusti se v destilované vodé. Neptidavaji se
zadné dalsi pfidavky. Nesmi se autoklavovat. Po zchlazeni na 45-50 °C se agarové
médium sterilné rozleje do Petriho misek. Hodnota pH ma byt 6,8 + 0,2 pfi 25 °C
(podle zkusenosti v laboratofi deklarovand hodnota pH vzdy odpovidala poza-
davkdm, ale i pfesto je nutné u kazdé sarze provést kontrolu). Médium je velmi
stalé, uvarené vydrzi minimalné mésic, jen je nutna ochrana pred jeho vyschnu-
tim. Kvalita média se testuje podle normy CSN EN ISO 11133.
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Koliformni bakterie rostou jako rGzové az cervené kolonie, E. coli jako tmavé
modré az fialové kolonie (viz obr. 11). Doprovodna mikrofléra roste ve formé bez-
barvych kolonii. Koliformni bakterie je nutné potvrdit pomoci oxidazového testu
(koliformni bakterie jsou oxiddzanegativni), ktery norma pfipousti provadét
pfimo na membranovém filtru. Pfi pfipadném preockovani kolonii na neselek-
tivni agar (pro dalsi konfirmaci) je nutné kolonie peclivé precistit, aby se vzdy
pracovalo s cistou kulturou (obr. 12). Pro ptipadnou dalsi konfirmaci, resp. pro
potvrzeni aktivity enzym( B-D-galaktosidazy a -D-glukuronidazy, Ize vyuzit
napf. ONPG test a GLR test (Erba, Lachema). Tyto testy Ize vyuzit i pro stanoveni
citlivosti a specificnosti pfislusnych reakci na médium CCA.

Pfi vypoctu vysledkd je nutné mit na paméti dllezity fakt toho, Ze i E. coli patfi

mezi koliformni bakterie, a musi se tudiz do jejich poctu pficist:

— pocet E. coli = pocet modrych az modrofialovych kolonii,

— pocet koliformnich bakterii = pocet rizovych az cervenych kolonii s negativnim
oxidazovym testem + pocet modrych az modrofialovych kolonii.

Dalsi malou, ale opticky vyraznou skupinou jsou kolonie, které rostou jako tyrky-
sové, v nékterych pfipadech velmi drobné (vétsinou nevyrostou po pfeockovani
na neselektivni agar), jindy rostou jako kolonie bézné velikosti (v prdméru 1 mm).
Podle firemnich materiald, napf. dokument Data Sheet Chromocult Coliformen
agar - simultaneous detection of coliform bacteria and E. coli in waters, MM
u firmy Merck zvefejnénych na internetu (https://www.merckmillipore.com) se
jedna o dalsi gramnegativni bakterie (doprovodna mikrofléra), B-D-glukuroni-
-daza pozitivni. Podle praktickych zkusSenosti v laboratofi se jednalo bud' o oxi-
daza pozitivni kmeny, nebo o B-D-galaktosidaza negativni E. coli, pfipadné
o intermediélni bakterialni kmeny ze skupiny rodli Shigella a Yersinia.V nékterych
pfipadech byly konfirmovany i -D-galaktosidaza pozitivni kmeny.

Mezi hlavni vyhody tohoto stanoveni patfi:

— Vysledky stanoveni jak koliformnich bakterii, tak E. coli jsou k dispozici jiz 24 hodin
po naockovani a neni tieba zadné dalsi preockovani kment na neselektivni agar.

— Norma pfipousti provedeni oxidazového testu pfimo po preneseni membra-
nového filtru na podlozku nasycenou oxidazovym cinidlem. Kromé tak pracného
preockovani a precistovani kolonii odpadne i nasledny prepocet na plvodni
pocet presumptivnich kolonii, ¢imz se stanoveni nejenom zrychli, ale i zpfesni.
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Nevyhody stanoveni jsou:

— Velky zachyt doprovodné mikrofléry, coz znemoziuje vyuZiti k jinému nez de-
klarovanému tcelu (vody s nizkym obsahem doprovodné mikroflory).

— Na CCA agaru se mohou zachytit i bakterie, které maji sice véechny pozadované
vlastnosti koliformnich bakterii, ale nepatii mezi né; z vodovodniho fadu byly
zachyceny napf.izéastupcirodu Bacillus. Jednd se tedy o falesné pozitivni vysledky.

— Ne vzdy je vhodné pouzivat CCA u surovych vod (v pfipadé vysokého narlstu
doprovodné mikroflory), nicméné neni logické stanovovat koliformni bakterie
aE. coliusurové aupravené vody na médiich, zalozenych na jinych biochemickych
principech (B-D-galaktosidéaza vs. fermentace laktézy, viz vyse).

Obr. 12. Precisténi kolonii koliformnich bakterii na CCA agaru

Stanoveni koliformnich bakterii metodou Colilert Quanti-Tray (CSN EN I1SO 9308-2)
Metoda Colilert Quanti-Tray je patentovana metoda firmy IDEXX (USA), ktera se
vyuziva k soubéznému stanoveni koliformnich bakterii a E. coli metodou nejprav-
dépodobnéjsiho poctu (MPN).
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K prikazu koliformnich bakterii, rostoucich v tekutém zivném prostredi, je pou-
zivdn chromogenni substrdt ONPG (ortho-nitro-phenyl-B-D-galaktopyranosid),
jenz slouzi k detekci enzymu B-D-galaktosidazy, produkované koliformnimi bak-
teriemi. Pii hydrolyze ONPG timto enzymem dochdzi ke zméné barvy (bezbarva
na Zlutou), kterd indikuje pozitivitu testu.

K provedeni testu je potieba:

— (inidlo,,Colilert”,

— validovana odmérna nadobka na 100 mli,

— specidlni multikomorovy tacek (plato) Colilert Quanti-Tray (viz obr. 13),
— forma pro zakladani multikomorovych tackl (plat) Quanti-Tray,

— zatavovadi pfistroj,

— UV stinici skiirika nebo UV lampa o vinové délce 360 az 365 nm,

— tabulka s hodnotami nejpravdépodobnéjsiho poc¢tu (MPN),

— komparator,

— termostat udrzujici teplotu (36 + 2) °C.

Vzorek analyzované vody (nebo jeho fedéni) se nalije do 100 ml odmérné
nadobky, pfida se Cinidlo Colilert a vzorek se dukladné promicha. Po rozpusténi
¢inidla (asi 3 minuty) se nalije do sa¢ku s multikomorovym tackem (plato obsa-
hujici 51 komarek, nebo 49 + 48 kom{rek), ulozi se do piislusné formy a zatavi se
v zatavovacim pfistroji. Poté se inkubuje 18 hodin (+ 4 hodiny) pfi 36 °C. Poté se
spocitaji Zluté zbarvené komurky a pomoci tabulky s hodnotami MPN se stanovi
nejpravdépodobnéjsi pocet koliformnich bakterii.

Mezi hlavni vyhody této metody patfi:

— Jednoducha manipulace a snadna prace s testy, coz vede zaroven k moznosti
zpracovat nékolikanasobné vyssi pocet vzorkd oproti, klasickym” metodam.

— Kultivace mikroorganismu ve fyziologicky pro né vhodnéjsim tekutém prostredi.

— Vétsi pracovni rozsah (najednou Ize postihnout pocetni rozmezi az tfi rada).

Naopak nevyhodné jsou skutecnosti:

— Vy33i primarni investice do zafizeni (zatavovacka) a vyznamné vyssi materidlové
néaklady na stanoveni (plata, ¢inidla).

— Neprovadi se zadné konfirmacni testy (ani cytochromoxidazovy test), tudiz jsou
vysledky koliformnich bakterii vyznamné nadhodnocené, zejména v letnim
obdobi, kdy dochdzi k vyznamnému pomnozeni bakterii z rodu Aeromonas (pfi
testovani v laboratofi byly dosazeny takto falesné pozitivni vysledky ve 26 %,
dalsi podrobnosti z ovéreni této metody viz Baudisova, 2007). Z tohoto dlvodu
nelze metodu stanoveni koliformnich bakterii Colilert Quanti-Tray doporucit
predevsim pro analyzy nedezinfikovanych vod.
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Obr. 13. Stanoveni koliformnich bakterii metodou Colilert Quanti-Tray

Stanoveni koliformnich bakterii v nedezinfikovanych vodach

Metoda je urcena zejména pro stanoveni koliformnich bakterii v povrchovych
(pfipadné odpadnich a podzemnich) vodach, ale Ize ji pouzit i pro ty pitné vody
(zejména nedezinfikované), kde nadmérny rdst doprovodné mikrofléry zne-
moznuje pouziti metody podle CSN EN ISO 9308-1. Jedna se o klasickou, béhem
mnoha desetileti pouzivanou metodu, kterd je popséna v narodni normé CSN 75
7837. Metoda je zalozena na fermentaci laktozy cilovymi kmeny, pficemz vysledné

Princip metody je zalozen na membranové filtraci vzorkd na membranovych fil-
trech o porozité 0,45 um a nasledné kultivaci na Endo agaru s bazickym fuchsi-
nem (9.2.2.) po dobu 24 hodin pfi (36 + 2) °C. Po kultivaci se provede cytochro-
moxidéazovy test. Membranovy filtr s narostlymi koloniemi se pfenese na filtracni
papir nasyceny cinidlem pro cytochromoxiddzu (9.3.2.). Cytochromoxidéza pozi-
tivni kolonie do 2 minut zmodraji. Cinidlo nesmi pfijit do styku se zelezem.

Jako koliformni bakterie se pocitaji tmavocervené kolonie (s tmavou spodinou)
a s negativnim cytochromoxidazovym testem.

K metodé jsou uvedeny ndsledujici pozndmky:

— SloZeni Endo agaru ma zcela zésadni vliv na ziskané vysledky stanoveni
koliformnich bakterii. Je tedy v zajmu kazdé laboratore, aby si ovéfila, jaky Endo
agar pouziva, a zkontrolovala jeho slozeni se slozenim predepsanym v normé.
Ddlezity je zejména obsah chloridu sodného a masového extraktu, ktery v dalsich
variantdch tohoto média (pouzivaného dfive v EU, u nds zejména v klinické
mikrobiologii) zcela chybi. Nevhodné varianty Endo agaru vykazuji nizsi zachyt
koliformnich bakterii a je hlife odecitatelna laktéza pozitivni reakce.
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— Pouziti membranové filtrace pro povrchovou vodu je nezbytné zejména z toho
dlvodu, Ze je tieba v fadé pfipadl (napf. zdroje surové vody, pramenisté, vodni
nadrze apod.) filtrovat i vétsi objemy nez 1 ml, aby mohly byt koliformni bakterie
stanoveny s dostate¢nou presnosti (viz meze stanovitelnosti, kap. 6.2.).

5.2.1.3. KOLIFORMNi BAKTERIE VE VODNiM PROSTREDI

Koliformni bakterie byly dfive povazovany za hlavni indikator fekalniho zne-
Cisténi. V soucasné dobé je vsak tento vyznam z nékolika ddvodl zpochybrio-
van. Jedna se totiz o heterogenni skupinu bakterii zahrnujici i druhy, které se
ve fekaliich zadsadné nevyskytuji, jako napf. Serratia fonticola, Rahnella aquatilis,
Buttiauxella agrestis atd. Nékteré druhy, zejména rodU Citrobacter a Enterobacter,
i kdyz jsou plivodem ze zaZivaciho traktu ¢lovéka a teplokrevnych zivocichd, pre-
zivaji ve vodnim prostredi relativné dlouhou dobu a pii dostatec¢né koncentraci
organickych latek se mohou dokonce i pomnozovat. Mohou se vyskytovat i ve
vyssich poctech v pfipadech, kdy dalsi indikatory fekdIniho znecisténi jako E. coli
a intestinaIni enterokoky chybi.

Dnes jsou koliformni bakterie vyuzivény jako relevantni indikator pouze pro pit-
nou a surovou vodu, v pitné vodé muze jejich vyskyt poukazovat na rizné tech-
nologické zavady (zvysena tvorba biofilmd, sekundérni kontaminace atd.).

Problematickd je detekce koliformnich bakterii v soukromych studnach, které
nejsou odetfeny v pravnich predpisech. Legislativné predepsané metody sta-
noveni podle norem CSN EN ISO 9308-1 nebo CSN EN ISO 9308-2 navic s poza-
davkem negativniho ndlezu ve 100 ml jsou velice pfisné a soukromé studny
mohou jen tézko vyhovét. Byly porovnavany dva odlisné soubory vysledkd koli-
formnich bakterii v soukromych studnach (n =2 -40). V letech 2013 az 2014 byly
koliformni bakterie testovany metodou podle CSN 75 7837 (Endo agar) a 53,2 %
vysledkl vyhovovalo a 46,8 % nikoliv. U 4 % vysledkd byly zjistény hodnoty do
10 KTJ/100 ml. V letech 2015 az 2016 byly koliformni bakterie testovany metodou
podle CSN EN I1SO 9308-1(CCA) a vyhovovalo pouze 29,8 % vysledk(i a 70,2 % nevy-
hovovalo (12,8 % celkovych vysledkl byly hodnoty 1 az 10 KTJ/100 ml). Pfestoze
se jednalo o jiné soubory (jiné studny), narlst pozitivnich vysledk( u stanoveni
poctu koliformnich bakterii je vysoky.
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5.2.2. Escherichia coli

5.2.2.1. CHARAKTERISTIKA A TAXONOMIE

Gramnegativni fakultativné anaerobni tycinka Escherichia coli (typovy druh
rodu Escherichia z Celedi Enterobacteriaceae) je nejprozkoumanéjsi organismus
na Zemi, jako prvni u néj byl zndm kompletni genom. Tato bakterie Zije jako
komenzal v tlustém strevé clovéka a teplokrevnych Zivocichi a slouzi jako indi-
kator fekalniho znedisténi prostredi. Mlize vsak byt pfi¢inou fady onemocnéni.
Nejen ze viechny kmeny E. coli mohou zplsobovat sekunddrni infekce vyvolava-
jici prdjmy, infekce mocového ustroji a nozokomialni nékazy vcetné septikémie
a meningitidy, ale nékteré kmeny jsou i primarnimi patogeny.V soucasné dobé je
velkd pozornost vénovana enterohemorhagickym kmen0m E. coli, které produ-
kuji verocytotoxiny — VTEC (oznacované také jako Shiga-like toxiny) a dalsi fak-
tory virulence vcetné faktort invazivnich a koloniza¢nich. VTEC kmeny produkuji
dva typy verocytotoxinu VT1a VT2, infek¢ni agens je vylucovéno stolici. Ke vzniku
vazného, prijmovitého onemocnéni, které v nékterych pripadech muze grado-
vat az v hemolyticko-uremicky syndrom s letdlnim koncem, sta¢i podobné jako
u shigeléz mala infekéni dévka (cca 10>-10%). Je zndma fada sérotypd kmen( E. coli
produkujicich verocytotoxiny. Nejrozsitenéjsim celosvétovym patogenem z této
skupiny je sérotyp E. coli O157:H7, jehoz rezervodrem je predevsim strevni trakt
dobytka. Ndkaza se prendsi nejcastéji potravinami (napf. nedostate¢né tepelné
upravenym hovézim masem). V poslednich letech se viak ukazalo, ze pro pre-
nos VTEC infekce miize byt nebezpecnd i pitnd a uzitkova fekalné znecisténa
voda, véetné lesnich pramenu a studdnek. Nejvétsi ohrozeni timto patogenem je
v zemich s vysokou Zivocisnou vyrobou a difiznim znecisténim (Velka Britanie,
USA apod.). Prvni prokdzana epidemie byla v roce 1982 ve Spojenych stétech
americkych, v poslednich letech byla zaznamendana epidemie napf. v roce 2011
v Némecku s 54 umrtimi. Tuto epidemii zpUsobil sérotyp O104:H4 a zdroj infekce
nebyl spolehlivé prokazan.

E. coli vytvéFi spolecné s druhy rodu Shigella pfirozenou taxonomickou skupinu
(podle vysoké shody primarni struktury DNA se jednd o jeden rod). Shigely jsou
metabolicky inaktivni, nepohyblivé mikroorganismy a je obtizné je odlisit pfede-
vsim od metabolicky inaktivnich kmenu E. coli.

5.2.2.2. METODY STANOVENI E. COLI

Drive se E. coli stanovovala mezi koliformnimi, resp. termotolerantnimi koliform-
nimi bakteriemi vyjimecné, vétsinou pomoci souboru biochemickych reakci
v tzv. cukernych fadéch, pfipadné pomoci mikrotestd (vyuzit Ize napf. systémy
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API od firmy Biomérieux nebo MIKRO-LA-TEST" od firmy Lachema). Tento zpU-
sob testovani je, pfestoze poskytuje nejpresnéjsi vysledky, velice pracny, a proto
nebylo mozné zavést takto stanovovany ukazatel do praxe. Bylo tedy nutné najit
takovou charakteristiku (nejlépe biochemickou), ktera by E. coli spolehlivé odli-
sila od ostatnich koliformnich bakterii, a bylo by mozné prevést toto stanoveni
do jednoduchého, praktického testu. Tyto pozadavky splnila aktivita enzymu
-D-glukuronidazy.

Biochemickd charakteristika kment E. coli je uvedena v priloze I. Je uveden
soubor biochemickych reakci, které byly testovany, a vysledky analyz (pomoci
Enterotestu | a Il, Erba Lachema) 164 kmen E. coli, izolovanych z vodniho pro-
stiedi. Vysledky jsou uvedeny jako procento kmend, které vykazovaly pozitivni
vysledek. Kromé vysledk( nasich analyz jsou v téze tabulce uvedeny hodnoty
z nejvyznamnéjsi frekvencni matice, jak ji prezentovali Farmer a Kelly (1991), kterd
byla vytvorena na zakladé studia o nékolik fadd vyssiho poctu klinickych izolatl
(byly provedeny tzv. testy ,ve zkumavce”). Byla zaznamenana prekvapivé vysoka
shoda s laboratornimi vysledky, drobné neshody mohou byt zplsobeny odlis-
nosti pouzitych metodik testovani.

Vylucuje se tedy drive bézné tvrzeni, ze kmeny izolované z vodniho prostredi se odlisuji
od béznych klinickych izoldtd.

Dnes jsou viechny normované metody zalozené na prlikazu enzymu (-D-gluku-
ronidazy (E.C. 3.2.1.31.) Je to prvni enzym hexuronid-hexuronatové dréhy, kata-
lyzujici hydrolyzu 3-D-glukuronidu a zéroven B-D-galakturonidu na glukuronat
(resp. galakturonat). Od 80. let byla provedena fada praci (uvedenych v souborné
publikaci Frampton a Restaino, 1993), které prokazaly, Ze mezi bakteriemi z ¢eledi
Enterobacteriaceaeje tento enzym specificky pravé pro E. coli (pfes 90 % kmen je feno-
typové pozitivnich), v mensi mife pro rod Shigella (40-67 %) a Salmonella (17-29 %).
-D-glukuronidaza je produkt strukturniho genu uid A a regula¢niho genu uid R.
Exprese uid A genu (tj. tvorba B-D-glukuronidéazy) je vicenasobné regulovéana.
Bylo zjisténo, ze i kmeny, které jsou, pokud jde o produkci 3-D-glukuronidazy,
fenotypové negativni, uid geny obsahuji az v 99 %.

Soucasné standardné uzivané metody k detekci E. coli pomoci 3-D-glukuronidazy
jsou zaloZeny predevsim na jejim fenotypovém projevu za vyuziti fluorogennich ¢i
chromogennich substrat. Metoda pouzita ke stanoveni aktivity $-D-glukuronidazy
muze zésadné ovlivnit ziskané vysledky.

Pro stanoveni E. coli O157:H7, popf. ostatnich VTEC (verocytoxin — produku-
jici E. coli) ve vodé neni k dispozici standardizovand metoda. Vhodny je postup
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s membranovou filtraci dostate¢ného objemu vody (100 az 1 000 ml) a nasled-
nym selektivnim pomnozenim v mTSM médiu s novobiocinem. Dilezitym kro-
kem v pfipadé ¢istych vod je pak IMS (imunomagnetickd separace) s anti-E. coli
0157 ¢asticemi, popf. ¢asticemi s dalSimi vyznamnymi sérotypy (zejména 026
apod.). Nésleduje kultivace na selektivné-diagnostickém médiu Sorbitol Mac
Conkey (SMAC) agaru s CT suplementem a SMAC + MUG (médium je doplnéno
o MUG, tj. 4-methylumbelliferyl-B-D-glukuronid). Suspektni kolonie vykazuji
negativni reakci na sorbitol a 3-D-glukuronidazu. Konfirmace se provadi bioche-
micky, sérologicky, pfipadné i PCR metodou, popf. i s detekci verocytotoxinti VT1
a VT2 (postup podle Schets a kol., 2005). Vzhledem k tomu, Ze enteropatogenni
E. coli jsou prevazné B-D-glukuronidaza negativni, nebyvaji metodami, které jsou
na tomto principu zalozené, detekovany.

Stanoveni E. coli metodou podle €SN EN ISO 9308-1 (CCA médium)

Toto stanoveni je podrobné popséno v predchozi kapitole (stanoveni koliform-
nich bakterii metodou podle CSN EN ISO 9308-1 (str. 45). Podstatou metody je,
Ze se oba ukazatele stanovuji paralelné na jednom médiu (CCA), tudiz je popis
metody stanoveni obou ukazatelt neoddélitelny.

U stanoveni E. coli je nutno konstatovat, Zze doslo k vyznamnému posunu k lep-
simu, protoze B-D-glukuronidaza je vysoce specificky marker (oproti dfive pou-
zivanému indol testu, ktery pozitivné jako E. coli konfirmoval i fadu dalSich koli-
formnich bakterii, napf. druhy rodd Kluyvera, Klebsiella apod., a podil fale$né
pozitivnich vysledkl byl nékdy az 50 %). Dale je vyhodné, ze pocitani E. coli je
mozné ihned po inkubaci (24 + 3) hodin a neni nutné provadét dalsi testy s dobou
inkubace navic (oxidazovy test Ize provést ihned). Tim se vyznamné zkrati doba
k dodani presnych vysledkid (o minimalné 24 hodin).

Stanoveni E. coli metodou Colilert Quanti-Tray (CSN EN 1SO 9308-2)
Princip metody je popsan u paralelni kapitoly stanoveni koliformnich bakterii (str. 47),
nebot se jedna o soubézné stanoveni.

Escherichia coli je stanovena mezi koliformnimi bakteriemi na zakladé aktivity
enzymu (-D-glukuronidazy pomoci fluorogenniho substratu. Pozitivni jamky se
odecitaji pod dlouhovinnym UV zafenim (360-365 nm). Vysledky se uvadi jako
pocet MPN/100 ml vzorku.

Je nutné konstatovat, Zze na rozdil od koliformnich bakterii, je stanoveni E. coli

touto metodou vysoce specifické a dostatecné citlivé a jedna se jednoznacné
o nejlepsi metodu stanoveni E. coli v povrchovych vodach (Baudisova a kol., 2013).
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Stanoveni E. coli metodou podle €SN 75 7835

Metoda predepisuje stanoveni druhu E. coli mezi termotolerantnimi (fekalnimi)
koliformnimi bakteriemi, vykultivovatelnymi na m-FC médiu pfi (44 £ 0,5) °C.
Termin ,termotolerantni” vyjadfuje schopnost bakterii rlst v relativné vysoké
teploté 44 °C, termin ,fekdIni” znaci jejich ocekévany fekdlni plvod. Ve svétové
literatufe jednoznacné prevazuje pouzivani terminu fekalni, tj. faecal coliform
(béznd mezindrodni zkratka je FC). Termotolerantni koliformni bakterie jsou
méné vhodny indikator fekalniho znecisténi nez E. coli, ale v urcitych pripadech
smérnice WHO pouzivani tohoto indikatoru misto E. coli ptipoustéji.

Tato metoda vychdzi z Americkych standardnich metod (US EPA, 2012) a do roku
2000 byla i souc¢asti normy ISO 9308-1. Dnes je standardizovana pouze v ceské
technické normé CSN 75 7835 a jeji pouziti neni zakotveno v zadnych pravnich
predpisech. Doposud se v$ak vyuziva pfi stanoveni termotolerantnich (fekal-
nich) koliformnich bakterii v povrchovych vodéch, véetné vod surovych. Jedna se
o vysoce specifickou a selektivni metodu, kterd ma bohuzel nizsi citlivost, vzhle-
dem ke slozeni média (viz 3.2.1.) a relativné vysoké teploté pfi primdarni kultivaci.

Princip metody je zaloZzen na membranové filtraci vzorkd na membranovych
filtrech o porozité 0,45 um a nésledné kultivaci na m-FC agaru (9.2.3.) po dobu
24 hodin pfi teploté (44 + 0,5) °C. Termotolerantni (fekalni) koliformni bakterie
rostou jako modré kolonie (kyselé prostiedi zméni barvu anilinové modie z bez-
barvé na modrou). Membranovy filtr s narostlymi termotolerantnimi koliform-
nimi bakteriemi se pfenese na médium s 4-methyl-umbelliferyl-B-D-glukuroni-
dem (viz 9.2.4.) a kultivuje se 4 hodiny pfi (36 £ 2) °C. Jako E. coli se pocitaji kolonie
se svétle modrou fluorescenci pod dlouhovinnym UV zafenim 360-365 nm (napf.
rucni bankovni svitilna). Kromé vyse uvedeného konfirma¢niho média jsou k dis-
pozici i komercni pFipravky napf. m-Colitest od firmy Erba Lachema.

Stanoveni E. coli miniaturizovanou metodou podle €SN EN ISO 9308-3

Principem metod je o¢kovani subkultur do 96 jamek mikrotitra¢ni desticky, ktera
jiz obsahuje kompletni dehydratované médium s fluorogennimi substraty. Na
stanoveni E. coli se jedna o 4-methyl-umbelliferyl-3-D-glukuronid. Vzorek pfi-
slusného fedéni (podle predpokladaného znecisténi) se rozockuje a po prede-
psané kultivaci (36 hodin pfi 44 £ 0,5 °C) se spocitaji jamky s pozitivni fluorescenci
v dlouhovinném UV zafeni (360-365 nm). Doba inkubace se mize prodlouzit az
na 72 hodin, nebot po vytvoreni pozitivni reakce se jiz stav neméni.
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Vysledky lze vyhodnotit pomoci statistickych tabulek dodanych k mikrotitrac-
nim destickdm nebo pomoci pocitacového programu v jazyce Basic, ktery je
popsan v pfislusné normé. Spolu s vysledkem nejpravdépodobnéjsiho poctu
jsou v tabulkach uvedeny i konfiden¢ni meze P 95.

Tento typ testll je ur¢en pouze pro odpadni a silné znecisténé povrchové vody,
jelikoz je zde relativné vysoka mez detekce (15 MPN/100 ml).

5.2.2.3. E. COLI VE VODNiM PROSTREDI

Stanoveni Escherichia coli jak v evropské, tak ¢eské legislativé prakticky nahradilo
stanoveni termotolerantnich (fekalnich) koliformnich bakterii. Pfimé stanoveni
E. coli je oproti stanoveni termotolerantnich koliformnich bakterii vyhodnéjsi
z nékolika dlivodu. Jak jiz bylo uvedeno, E. coli vzdy pochazi ze stievniho traktu
¢lovéka ¢i teplokrevnych zivocichl (na rozdil od nékterych zastupctd termotole-
rantnich koliformnich bakterii, predevsim druhi z rodl Citrobacter a Enterobacter)
a ve vodnim prostiedi se v nasich zemépisnych sitkach (klimatickych podmin-
kdch) nerozmnozuje. Podle nasich zkusenosti je ve vodach zastoupeni E. coli mezi
termotolerantnimi (fekalnimi) koliformnimi bakteriemi v rozmezi 20-90 %, prU-
mérné v 60 %. V prisedlé slozce (napt. biofilm) je zastoupeni E. coli ve skupiné ter-
motolerantnich koliformnich bakterii vyznamné nizsi (primérné 30 %). Ve vice
organicky a fekalné znecisténych vodach byla zaznamenana vysoka korelace
poctl termotolerantnich koliformnich bakterii a E. coli. V ¢istych vodach je tato
korelace vyrazné nizsi a vice zavislad na pfirodnich podminkach (srazky, teplota
vody apod.). Na obr. 14 jsou uvedeny zmény pomérl termotolerantnich koliform-
nich bakterii a E. coli v priibéhu sezony v malo znecisténém toku. Je ziejmé, ze se
vzristajici teplotou vody klesa relativni podil E. coli (vyjadieno v %) mezi termo-
tolerantnimi koliformnimi bakteriemi.

Zdrojem E. coli ve vodach jsou predevsim bodové a difuzni zdroje znecisténi.
Jeji zvySené pocty se v civilizovanych zemich vyskytuji pfedevsim v souvislosti
s odtoky z Cistiren odpadnich vod a déle je zvy3eni vyznamné v mistech s nedoko-
nalym nebo zadnym ¢isténim odpadnich vod. Z toho vyplyva, Ze zvysend fekalni
kontaminace je v prvni fadé zavisla na hustoté osidleni oblasti a adekvatnim ¢&is-
téni odpadnich vod. V pitnych vodach E. coli indikuje jednoznacné a zdvazné
fekalni znecisténi, které by mélo vést k okamzitému vyhledani zdroji kontami-
nace (neadekvatni Cisténi, poruseni integrity distribu¢niho systému atd.).
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Obr. 14. Relativni zastoupeni E. coli (v %) mezi termotolerantnimi koliformnimi bakteri-
emi v priibéhu roku (voddrensky tok Zelivka, profil Lisky, 1995)

5.2.3. Intestinalni enterokoky

5.2.3.1. CHARAKTERISTIKA A TAXONOMIE

povazovéany grampozitivni koky, vétsinou uspofddané do fetizkl s antigenovou
skupinou D a negativni kataldzou. Maji schopnost mnozit se v rozmezi teploty
10-45 °C, rostou i pfi pomérné vysokych koncentracich soli (az 6,5 % chloridu
sodného) a pii hodnoté pH 9,1. Toleruji az 40 % zluci v prostiedi. Podle soucas-
ného taxonomického systému patii do rod Enterococcus (rod v soucasnosti
zahrnuje celkem 43 druhd, které Ize na zakladé fylogenetické analyzy genu pro
16S rRNA rozdélit do nékolika vnitrodruhovych fylogenetickych skupin; podle
Svec a Devriese, 2009) a Streptococcus (pfedevsim druhy S. equinus a S. bovis).
Kromé toho, zZe intestinalni enterokoky indikuji fekaIni znecisténi, nékteré druhy
patii mezi tzv. potencidlni patogeny (podle tabulky WHO do skupiny ¢. 2, tj. mezi
mikroorganismy, které mohou vyvolat onemocnéni lidi a zvifat). Existuje proti
nim ucinna profylaxe a zpiisobena onemocnéni jsou lécitelna. Enterokoky jsou
znamy svoji rezistenci na antibiotika. Nej¢astéji jsou pdvodci onemocnéni moco-
vého systému, méné casto bakterémie, byly popsany i pfipady endokarditidy.
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Voda predstavuje bohaty zdroj environmentélnich kmend enterokokd, ktefi jsou
povazoviéni, predevsim v ptipadé jejich zvysené koncentrace, za fekalni konta-
minanty zivocisného ¢i humanniho plivodu. Zejména druhy E. faecalis a E. fae-
cium, ktefi predstavuji spolu s E. durans a E. hirae nej¢astéjsi druhy vyskytujici se
ve vodé, jsou typické druhy souvisejici s fekalni kontaminaci. Z vodniho prostiedi
jsou vsak casto izolovani zastupci druhu E. casseliflavus, ktefi reprezentuji nefe-
kalni druhy z rostlinného materiélu.

5.2.3.2. METODY STANOVENI INTESTINALNICH ENTEROKOKU
Intestinalni enterokoky se u nas témér vyhradné stanovuji membranovou filtraci
na médiu podle Slanetze a Bartleyové (dale SB). Dalsi moznost jejich detekce
pomnozenim v tekutém kultiva¢nim médiu (bud’ jako pritomnost, resp. nepfi-
tomnost v predem daném objemu inokula, ¢i metodou nejvice pravdépodob-
ného poctu) s vyuzitim enzymu 3-D-glukuronidazy se prakticky nevyuziva.

Stanoveni intestinalnich enterokokt podle CSN EN ISO 7899-2

Princip metody je zalozen na membranové filtraci vzork(i na membrénovych
filtrech o porozité 0,45 um a nasledné kultivaci na SB médiu (9.2.5.) po dobu
48 hodin pfi (36 + 2) °C. IntestindIni enterokoky rostou jako tmavocervené az
vinové kolonie (enterokoky redukuji TTC na cerveny formazan), viz obr. 15. SB je
pomérné selektivni médium s azidem sodnym (jedna se o latku s vysoce selek-
tivnim Gc¢inkem, kterd je pfidavana za ucelem eliminace ristu doprovodné mik-
rofléry, zejména gramnegativnich tycinek) a trifenyltetrazolium chloridem (TTC).
Bylo vsak prokazéno, Zze na tomto médiu mohou kromé intestinalnich entero-
koku rust i dalsi (v zasadé nefekalni) druhy rodt Streptococcus, Aerococcus, popt.
Micrococcus, a proto je nutné vzdy provadét konfirmacni testy.

Membranovy filtr s narostlymi koloniemi se prenese na zlu¢ eskulinové médium
s azidem sodnym (viz 9.2.6.) a kultivuje se 2 hodiny pfi (44 + 0,5) °C, pozitivni
reakce se projevi vyraznym z¢erndnim média v okoli kolonie, viz obr. 16. Hydrolyza
eskulinu v prostiedi Zlucovych soli je povazovana za hlavni konfirmacni test odli-
Sujici intestinalni enterokoky od doprovodné mikrofléry vyrostlé na kultiva¢nim
médiu. V3echny intestinalni enterokoky jsou schopné eskulin v prosttedi Zlu¢o-
vych soli hydrolyzovat, z ,ostatnich” streptokokl md tuto schopnost jen 25-75 %
kmen( S. mutans (ordIni streptokok). V pfipadé, ze je podezfeni na nizsi selekti-
vitu SB média (méné nez 70 % vyrostlych kolonii je pozitivné konfirmovano na
Zlu¢ eskulinovém agaru), je vhodné provést doplnujici konfirmacni test (ktery byl
i v pavodni verzi normy CSN EN ISO 7899-2, ale posléze byl vytazen), a to katala-
zovy test.
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Provedeni katalazového testu: Kolonie pfeockované na neselektivni agar (napf.
na agar s tryptézou a kvasni¢nym extraktem, viz 9.1.1.) a vykultivované 24 hodin
pfi36 °C (v pfipadé, Ze je podezieni, Ze se nejednd o Cistou kulturu, je treba predis-
ténfi) se zakapou cerstvé pfipravenym 10% peroxidem vodiku. Katalazova reakce
se projevi Suménim, tj. tvorbou bublinek. Kolonie, které neSumi, jsou intestinalni
enterokoky.
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Obr. 15. a 16. Stanoveni a konfirmace intestindlnich enterokoku
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Stanoveni intestinalnich enterokokl na zakladé aktivity 3-D-glukosidazy
IntestindIni enterokoky Ize téz specificky detekovat pomoci enzymu 3-D-gluko-
sidazy za vyuziti fluorogenniho (4-methyl-umbelliferyl-B-D-glukosid) nebo chro-
mogenniho substratu. Tento enzym se podili i na hydrolyze eskulinu. Protoze je
aktivita enzymu (3-D-glukosiddzy pomérné bézné rozsitena mezi druhy mikro-
organism, selektivitu pro intestinalni enterokoky zajistuje prostredi nalidixové
kyseliny a salicinu.

Na tomto principu je zalozena miniaturizovana metoda na mikrotitracnich destic-
kéch (CSN EN ISO 7899-1), kter4 je analogicka jako u stanoveni E. coli podle CSN EN
ISO 9308-3 (str. 54). Dale jsou k dispozici systémy Enterolert Quanti-Tray (IDEXX),
které jsou analogické testlim Colilert Quanti-Tray na stanoveni koliformnich bak-
terii a E. coli (str. 47 a 53). Existuje nékolik rdznych typ Enterolert( s vyuzitim fluo-
rogennich ¢i chromogennich substratd, ale na rozdil od Colilertu je jejich spo-
lehlivost a srovnatelnost s konven¢nimi metodami vyrazné nizsi a nejsou ani
standardizovany (normovany).

5.2.3.3. INTESTINALNi ENTEROKOKY VE VODNIM PROSTREDI
IntestindIni enterokoky jsou vyznamnym indikatorem fekélniho znecisténi a jejich
limity jsou uvedeny téméf ve viech norméch a pravnich predpisech, tykajicich
se mikrobiologické kvality vody. Jsou citlivéjsi vici vnéjsSim vlivim nez skupina
koliformnich bakterii a ve vodé se zfidka pomnozuji. Mohou tedy byt povazo-
véany za ukazatele Cerstvého fekélniho znecisténi. Na druhé strané jsou rezistent-
né&jsi k chloru ¢i jinym dezinfekénim prostiedklim a mohou prezit takové davky
chloru, které koliformni bakterie bezpe¢né usmrti. Mohou tak indikovat nedosta-
tecné provedenou dezinfekci pitné vody chlorem (i za nepfitomnosti koliform-
nich bakterii). Byva téz uvadéno, ze pomér poctl termotolerantnich (fekalnich)
koliformnich bakterii a enterokokdl mGze ukazovat na plvod fekalniho znecis-
téni (z humannich a nehumannich, resp. ostatnich zdroja). Bylo totiz prokazano,
ze termotolerantnich (fekalnich) koliformnich bakterii je relativné vice ve fekali-
ich humanniho puvodu, naopak u teplokrevnych Zivocichl prevladaji ve stolici
enterokoky. Tento pomér je vsak nutné brat jen orientacné a s rezervou, nebot
s vyskytem enterokokl a fekdlnich koliformnich bakterii souvisi dalsi faktory
(schopnost prezivani jednotlivych druht a kmend, réizna citlivost na dezinfekéni
¢inidla apod.).
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5.2.4. Clostridium perfringens

5.2.4.1. CHARAKTERISTIKA A TAXONOMIE

Clostridium perfringens patii spolu s dalsimi druhy rodu Clostridium mezi gram-
pozitivni, sporulujici a anaerobni bakterie z ¢eledi Bacillaceae. Jsou to typicky
dlouhg, rovné nebo lehce zahnuté tycky se zaoblenymi konci. Casto jsou bohaté
pleomorfni; objevuji se vlaknité nebo jen prodlouzené vietenovité (closter = vie-
teno) a kyjovité buriky. Tito mikrobi jsou naro¢ni na vysoky obsah Zivin, jsou
znac¢né biochemicky aktivni a maji rlizné sacharolytické a proteolytické vlast-
nosti. Redukuji sific¢itany.

Nékteré druhy rodu Clostridium, napt. C. perfringens a C. sporogenes, jsou komen-
zalové ve stievé zvifat a ¢lovéka. Po smrti rychle pronikaji do krve a do tkani
a zahajuji hnilobny rozklad mrtvého téla. Nékteré druhy jsou podminéné pato-
geny, napt. C. perfringens, C. septicum a C. novyi zpUsobuiji klostridiovou myonek-
rézu, C. difficile je pdvodcem pseudomembrandzni kolitidy. Do rodu Clostridium
patfi i velmi znamé patogeny C. tetani (plvodce tetanu) a C. botulinum (pdvodce
botulismu, spojeného pfedevsim s otravami z potravin).

5.2.4.2. METODY STANOVENIi CLOSTRIDIUM PERFRINGENS

Ke stanoveni Clostridium perfringens se od roku 2001 pouzivé velmi selektivni
metoda, skladajici se ze tfi krokd: membrénova filtrace vzorkd pres membranovy
filtr o porozité 0,2 um, kultivace (21 « 3) hodin pfi (44 + 0,5) °C v anaerobnim pro-
stredi na m-CP médiu (9.2.7.) a konfirmace narostlych kolonii v parach amoniaku.
Kmeny C. perfringens rostou jako zluté kolonie (viz obr. 17), které v parach amoni-
aku zrGzovi (jsou vyjadieny typické znaky: pozitivni fermentace sacharézy, nega-
tivni fermentace celobidzy a pozitivni fermentace kyselé fosfatazy). Prestoze se
toto médium osvédcilo, bylo shleddno jako nedostatecné citlivé (produktivita
média je vyrazné mensi nez pozadovanych 70 %, experimentéalné byla zjisténa
»az" 35 %).
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Obr. 17. Stanoveni Clostridium perfringens na m-CP agaru (pfed konfirmaci v pardch
amoniaku)

Na stanoveni C. perfringens tak byla vytvofena nova norma CSN EN ISO 14189
(2017), kterd je predepsana i legislativné (novela smérnice EU o kvalité vody k lid-
ské spotiebé 2015/1787 z 6. fijna 2015 a relevantni pravni predpisy ¢lenskych stat).
Pfesto je metoda stanoveni C. perfringens na m-CP médiu vhodnd pfedevsim pfi
testovani povrchovych a odpadnich vod, kalt a sediment(i a v roce 2017 novelizo-
vané vyhlasce ¢. 252/2004 Sb. je uvedena jako metoda alternativni.

Norma CSN EN ISO 14189 ptedepisuje stanoveni C. perfringens membranovou fil-
traci vzorkd pfes membranové filtry o porozité 0,45 um (od dfive pouzivané poro-
zity 0,2 um se upustilo, protoze pfi vétsi porozité je lepsi kontakt rostoucich bakterii
s kultiva¢nim médiem), kultivaci na TSC médiu (trypton sificitanovy agar s cyklose-
rinem viz 9.2.8.) (21 £ 3) hodin pfi (44 + 0,5) °C v anaerobnim prostredi a konfirmaci
kolonii kyselou fosfatazou. Presumptivni kmeny C. perfringens rostou na TSC médiu
jako ¢erné, Sedé az Sedozluté kolonie (viz obr. 18). Tyto kolonie je tfeba preockovat
na neselektivni agar (napf. 9.1.3.), kultivovat (21 + 3) hodiny pfi (36 + 2) °C v anae-
robnich podminkach (pokud neni jistota, ze se jedna o ¢isty kmen, pak je nutné
kulturu precistit), pfenést na filtra¢ni papir a zakdpnout ¢inidlem na kyselou fos-
fatdzu (9.3.5.). Pfeockovat se musi vsechny podezielé kolonie, nebo alespon jejich
pomérna ¢ast (minimdlné 10 a vysledek se prepocita na celkovy pocet presump-
tivnich kolonii). Pozitivni reakce se projevi z¢ervenanim az zfialovénim bakterialni
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biomasy (viz obr. 19). Negativni reakce je rezava. Pozor, ¢inidlo na detekci kyselé
fosfatazy je kancerogenni! Vyhodné je udélat (i kdyZz to norma nepredepisuje) dvoji
pfeockovani a paralelni kultivaci pfeockovanych kolonii v aerobnich podminkach,
¢imz se vylouci ¢ast sificitany redukujici doprovodné mikroflory. Na TSC médiu ¢as-
te¢né roste ve formé Zlutohnédych kolonii, napt. i E. coli.
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Obr. 18. a 19. Stanoveni Clostridium perfringens na TSC agaru (vlevo) a konfirmace kyse-
lou fosfatdzou (vpravo)

5.2.4.3. CLOSTRIDIUM PERFRINGENS VE VODNiIM PROSTREDI

Spory sific¢itany redukujicich anaerobt (klostridii) jsou Siroce rozsiteny v pro-
stfedi. Jsou ptitomné v lidskych i Zivocisnych exkrementech, v odpadnich vodach
ivpudé. Nejsou vsak tak hojné jako koliformni bakterie. Na rozdil od E. colia ostat-
nich koliformnich bakterii spory ve vodé prezivaji dlouhou dobu a jsou podstatné
vice rezistentni k G¢inkim chemickych a fyzikalnich faktor( nez vegetativni
bunky. Mohou indikovat starsi a periodické znecisténi. Ukazalo se viak, ze za urci-
tych okolnosti se mohou ve vodé i rozmnozovat. Vegetativni buriky (nikoliv spory)
C. perfringens vsak prezivaji ve vzorku povrchové vody jen velmi kratce. BEhem
prvnich 24 hodin skladovani vzorku za pfedepsanych podminek (chlazeni pfi 8 °C)
se snizi pocty C. perfringens zhruba na polovinu pGvodniho poctu. Béhem dalsich
48 hodin se jiz poc¢ty neméni (BaudiSov4, 2007). Proto, pokud se stanovuji nejen
spory, ale i vegetativni bunky, by mél byt vzorek na stanoveni C. perfringens zpra-
covan co nejdfive, pokud mozno do 6 hodin po odbéru. Hlavni negativni vliv na
prezivani C. perfringens ma ziejmé piitomny kyslik.

Clostridium perfringens se nyni stanovuje v pitné vodé, upravované pfimo z povr-
chovych vod nebo u podzemnich vod ovlivnénych povrchovymi vodami. Tam,
kde hodnota tohoto ukazatele neni dodrzena (negativni zachyt ve 100 ml), by se
mél z dGvodu potencialniho ohrozeni lidského zdravi pfitomnosti patogennich
mikroorganismd, napf. parazitickych prvokl z rodl Giardia a Cryptosporidium,
prozkoumat dany vodni zdroj a technologie Upravy (pfedevsim filtra¢ni procesy).
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5.2.5. Bakteriofagy

Bakteriofagy jsou nepatogenni viry, infikujici bakteridlni bunky, které se mohou
vyuzivat i jako indikatory. Dnes se stanovuji skupiny F-specifické RNA bakterio-
fagy, somatické kolifagy nebo bakteriofagy infikujici stfevni bakterii Bacteroides
fragilis. Jsou schopné infikovat vybrané hostitelské kmeny bakterii a pomnozovat
se uvnitf jejich bunék, ¢imz se bakteridlni bunka zahubi. Kolifagy jsou podskupi-
nou bakteriofagli se specifickym nazvem, nebot napadaji stény bakterialni bunky
druhu E. coli. Bakteriofagy produkuji v plose narlstu hostitelského kmene okem
viditelné plaky (prosvétlené zény - viz obr. 20), coz je principem metody plakové
titrace.

Somatické kolifagy se relativné jednoduse stanovuji plakovou titraci za pou-
ziti hostitelského kmene Escherichia coli kmen C (ATCC 13706), ktery je dostupny
ve sbirce mikroorganism@ ve Statnim zdravotnim Ustavu v Praze pod ¢islem
EC 427/82. Je mozné vyuzit normu CSN EN ISO 10705-2 (75 7871) Priikaz pfitomnosti
a kvantitativni stanoveni bakteriofag(i — Cast 2: Kvantitativni stanoveni somatic-
kych kolifagl. Recept na mékky (soft) agar, do kterého se pfidava suspenze hosti-
telského kmene a zaléva se s nim vysetifovany vzorek vody, je uveden v kap. 9.2.9.

Obr. 20. Stanoveni somatickych kolifdgt plakovou titraci

Bakteriofagy jsou nepatogenni a bézné se vyskytuji ve stfevnim traktu ¢lovéka
a teplokrevnych zvifat, ale v nizs§im poctu nez napf. E. coli nebo intestinalni ente-
rokoky. Dfive byly povazovany za ,virovy” indikator fekalniho znecisténi (bakte-
riofagy jsou bakteridIni viry s podobnou strukturou a zptisobem replikace), tato
indikace je viak v soucasné dobé zpochybnovana, a to ze dvou dlivodu. Jednak
jiz bylo prokazano, ze se mohou ve vodé pomnozovat, a déle proto, Ze se jejich
specificnost nemusi omezovat jen na jeden hostitelsky druh/kmen a Zze mohou
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byt napadany i dalsi koliformni bakterie nefekalniho plvodu. Pfestoze se jedna
o viry (pfesnéji bakterialni viry), nemusi jejich pfitomnost ve vodé ukazovat na
piitomnost enterovird, nebot ty se ve vodach vyskytuji pouze narazové v sou-
vislosti s jejich vylu¢ovanim infikovanymi jedinci. Na druhou stranu se bakterio-
fagy zdaji byt velmi dobrym ukazatelem Gcinnosti procest Upravy a ¢isténi vod
(Gpravny vod, ¢istirny odpadnich vod), protoze diky své struktufe mohou byt eli-
minovany vyrazné jinak nez bakteridlni bunky.

5.3. PATOGENNIi A PODMINENE
PATOGENNI MIKROORGANISMY

Je jisté, ze z hlediska vyuzitelnosti vody a vlivu na zdravi ¢lovéka je nejdulezitéjsi
vyskyt, resp. absence patogennich mikroorganism0. Patogenita je schopnost mik-
robidlniho druhu (v nékterych pfipadech kmenu) vyvolat onemocnéni konkrétniho
druhu hostitele a patogeny jsou organismy (v tomto pfipadé mikroorganismy),
které jsou schopny vyuzivat prostfedi poskytované hostitelem, ale svym metabo-
lismem, jeho produkty a vyvolanou reakci mohou hostitele poskozovat a zpusobit
onemocnéni. Infektivita (jedna se o epidemiologicky termin) je schopnost pato-
genl puUsobit i hostiteli infekci. Termin infektivita je Uzce spjat s terminem virulence.

Patogenni mikroorganismy se pfi rutinni kontrole vody vétsinou bézné nestano-
vuji. Déje se tak v ptipadech, kdy to epidemiologicka situace vyzaduje. Patogenni
mikroorganismy (bakterie, viry, prvoci) jsou vylu¢ovani do prostfedi pouze infi-
kovanymi jedinci, a to bud prenaseci (napt. zvifeciho plivodu, nebo tzv. bacilo-
nosici, coz jsou infikovani jedinci, ktefi nevykazuji znamky onemocnéni), nebo
piimo nemocnymi. Infekéni davka (tj. mnozstvi mikroorganismd, nutné k vyvo-
lani onemocnéni) se lisi u jednotlivych mikroorganism, a to od nékolika stovek
jedincd (pocitdno celkem jako suma, nikoliv pocet v konkrétnim objemu), jako
je tomu u bakterii rodu Shigella, pies statisice az po milidny (Salmonella spp.).
Zéroven je nutné poznamenat, ze ordlni cesta (poziti vody, resp. jeji vypiti) neni
jedinou vstupni branou infekce do lidského téla. Mikroorganismy mohou do téla
¢lovéka proniknout také klzi, zejména poranénou (réany, puchyre, odérky) &i sliz-
nicemi (o¢ni, nosni, usni, moc¢ova trubice, vagina). Infekce, které se dostanou do
téla takto piimo (klze, sliznice), mohou byt nebezpecnéjsi, protoze neprochazeji
selektivnim prostfedim traviciho Ustroji (uniknou napf. vlivu kyseliny chlorovodi-
kové v zaludku apod.).
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Stanoveni (detekce) patogennich mikroorganism0 je vyrazné komplikované;si
nez stanoveni indikdtorovych mikroorganismu. Je nutné pouzit slozitd a draha
selektivni média, metody se vétsinou sestavaji z nékolika krokd (pomnozeni, kul-
tivace, konfirmacni testy, v fadé pfipadu i sérotypizace apod.), musi se stanovovat
kazdy potencidlné pfitomny patogen zvlast apod. Situaci ¢aste¢né vyresilo zave-
deni metod molekularni biologie, ale vzhledem k vysoce heterogennimu pro-
stfedi vod a zna¢nému mnozstvi doprovodné mikrofléry je doposud jejich vyuziti
v mikrobiologii vody omezené, a tyto metody se tak vyuzivaji pfedevsim ke kon-
firmaci kmen0 izolovanych konvenénim zpisobem, tj. kultiva¢né. Technickym
problémem metod molekuldrni biologie (napf. polymerdzové fetézové reakce,
PCR) je pfedevsim izolace dostate¢ného mnozstvi dostatecné ¢isté DNA z vod-
niho prostredi.

V soucasné dobé nejsou ve vyspélém svété bézné epidemie z vodniho prostredi,
které byly zaznamenévény v dobach minulych. Z krasné nebo historické litera-
tury zname popisy epidemii bfisniho tyfu (Salmonella Typhi) ¢i Uplavice - dyzen-
térie (Shigella spp.). Tyto nakazy jsou dnes vazany spise na rozvojové zemé, kde
je kromé nizsiho hygienického standardu a vys3si hustoty obyvatelstva i teplejsi
klima, které podporuje prezivani patogennich mikroorganism (vétsinou s opti-
mem rlstu okolo 37 °C) v prostiedi. K ndm se dnes tyto infekce mohou dostat
predevsim diky vétsi migraci obyvatel, v¢etné zvyseného cestovniho ruchu do
exotickych destinaci.

Ani civilizované zemé v3ak nemaji vyhrano, pokud jde o zdravotni nezavad-
nost pitné vody. Vzhledem ke zvy3ené spotiebé antibiotik v Iékaiské a veteri-
narni praxi se objevuji bakterie rezistentni na Siroké spektrum antibiotik, jsou
zaznamendvana onemocnéni zpusobena nové objevenymi, resp. popsanymi,
patogeny (napt. Campylobacter spp., enteropatogenni E. coli), anebo dochazi
k zdvaznym onemocnénim, spojenym s pomnozovanim nebezpecnych bakte-
rii v.modernich technickych systémech (napf. Legionella spp. ve vodovodnich
rozvodech teplé vody ¢i v klimatiza¢nich jednotkach). Déle je potfeba zmirnit
narlst onemocnéni zplsobenych tzv. podminénymi patogeny v disledku sni-
Zeni imunity v populaci. Mezi podminéné patogeny se fadi ty mikrobidlni druhy,
které jsou schopny byt pGvodci onemocnéni jen v pfipadé, Ze jsou poskozeny
pfirozené obranné mechanismy (sem patii napf. také nozokomialni infekce, tj.
infekce ziskané v nemocnic¢nim prostfedi, kdyz se pacient |é¢il s jinym onemoc-
nénim). Typickymi podminénymi patogeny jsou napf. Pseudomonas aeruginosa,
Flavobacterium, Acinetobacter, Klebsiella, Serratia, Aeromonas atd.
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V nasledujici tabulce (viz tabulka 4) jsou uvedeny patogeny, nejéastéji prena-
$ené pitnou vodou (podle WHO, 2011, upraveno). Zdravotni vyznam ukazuje cet-
nost a zavaznost pfipadd, véetné spojeni s epidemiemi. Pfezivani ve zdrojich
vody znaci dobu, ve které mohou byt detekovana infekéni stadia patogent (pfi
20 °C): kratké — do 1 tydne, stfedni — 1 tyden az 1 mésic, dlouhé — vice nez 1 mésic.
Rezistence k chloru se urcuje tak, ze se na suspenzi kmene aplikuje bézna davka
chloru (pfi hodnoté pH 7-8, 20 °C). Nizkd = 99 % inaktivace patogenu za méné
nez 1 minutu, stfedni = inaktivace za 1-30 minut a vysoka = inaktivace za vice
nez 30 minut. Neplati pro organismy v biofilmech. Relativni infektivita byla sta-
novena na zakladé experimentl na dobrovolnicich, experimentalnich zvitatech
nebo z epidemiologickych studii. Vysoka = 1-10? ¢astic, stfedni = 102-10* castic,
nizka = vice nez 10* ¢astic.

Dalsi patogenni mikroorganismy, které se vyskytuji ve zdrojich pitné vody (nékdy
se mohou i pomnozit), ale u kterych neni ptimy dlikaz o pfenosu nékazy pitnou
vodou (WHO, 2011), jsou z bakterii napf. Acinetobacter, Aeromonas, Enterobacter
sakazakii, Helicobacter pylori, Klebsiella, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Tsukamurella (patfici mezi atypickd mykobakteria), Yersinia enterocolitica,
z virll koronaviry a chfipkové viry a z prvokd napf. Balantidium coli, Blastocystis
hominis, Isospora belli, Microsporidia (mikrosporidie), Toxoplasma gondii, Fasciola
spp. a dalsi volné Zijici hlistice (Nematoda), jiné nez Dracunculus medinensis.

Nasleduje vycet patogennich mikroorganism nejcastéji detekovanych v pitnych
a surovych vodach. U skupin mikroorganism, které se stanovuji i v nékterych
rutinnich hydroanalytickych laboratofich, jsou uvedeny metody stanoveni, u dal-
sich jsou alespon zakladni informace. Mikroorganismy, které ve vyctu chybi, se
ve vodéach téméf nestanovuji, jejich vyzkumem se zabyvaji vyhradné uzce speci-
alizovana pracovisté (napf. referen¢ni laboratofe SZU). Nékteré patogenni bakte-
rie maji i indikdtorovou hodnotu a jsou proto uvedeny v kapitole 5.2. (jako napf.
Clostridium perfringens). Pseudomonas aeruginosa se stanovuje pouze v balenych
vodéch (déle v bazénovych vodach).V seznamu dale chybi Staphylococcus aureus,
ktery zpUsobuje pfedevsim kozni infekce a je spojovan predevsim s bazénovymi
(pfipadné koupacimi) vodami. Tento ukazatel je podrobné specifikovan v publi-
kaci Baudisova a kol. (2013).

Média, uvedena v metodach stanoveni patogennich mikroorganismu, nejsou
zahrnuta v receptéfi. Lze je v3ak vyhledat v pfislusnych normach.
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5.3.1. Salmonely

5.3.1.1. CHARAKTERISTIKA A TAXONOMIE

Druhy rodu Salmonella jsou gramnegativni, nesporulujici ty¢inky z celedi
Enterobacteriaceae. Soucasna klasifikace salmonel klade diiraz jak na fenotypické
studie, tak na stanoveni pfibuznosti DNA metodou sekvenovani rRNA. Bylo proka-
zano, ze se rod Salmonella sklada ze dvou druh (S. bongori a S. enterica), pticemz
S. enterica ma Sest poddruh (S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae,
S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. hou-
tenae, S. enterica subsp. indica). Jednotlivé druhy ¢&i poddruhy maji samozfejmé
fadu sérotypt (podle jejich somatického (O) a bic¢ikového (H) antigenu), kterych
je usalmonel zndmo vice nez 2 500. Protoze je pro praktické pouziti v laboratorni
diagnostice vySe uvedena oficialni taxonomie pfilis slozitd (napf. bézné pouzi-
vany nazev ,Salmonella typhimurium®, popf. Salmonella Typhimurium by se mél
spravné uvadét jako Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium),
jsou pro rutinni potieby akceptovany nazvy sérotypl salmonel jako ekvivalent
druhového jména.

Salmonely jsou stfevni patogeny clovéka, i kdyz jejich virulence a patogenita
muze kolisat ve velmi Sirokém rozmezi. Jejich pfirozenym habitatem je lidska
populace, zemédélska ¢i domaci zvifata, divokd zvér a ptactvo. Lidé a zvirata
mohou vyluc¢ovat salmonely nejen v pfipadech jejich onemocnéni, ale i asymp-
tomaticky jako bacilonosici. U lidské populace jsou vétsinou plvodci bfisniho
tyfu, paratyfu, gastroenteritid (nejc¢astéjsi gastroenteritidy jsou tzv. salmonelézy,
coz jsou toxikoinfekce, kdy kromé bakterie soucasné plisobi na hostitele i toxiny,
které mikroorganismus produkuje) a septikémie. Siteni infekce probiha prostred-
nictvim kontaminovanych potravin a vody. Pfestoze salmonely z vodniho pro-
stfedi nejsou vyznamnym vehikulem pfi vzniku salmoneldz, vyskytuji se bézné
v odpadnich i povrchovych vodédch a mohou pronikat i do vod podzemnich
a pitnych.

5.3.1.2. METODY STANOVENi SALMONEL

Pro stanoveni salmonel ve vodnim prostredi plati standardizovana metoda podle
normy CSN 1SO 19250. Jedna se o kvalitativni stanoveni v pfedem daném objemu
vzorku, které se sestdva z péti krokl: primarniho (neselektivniho) pomnozeni
v tekutém médiu, déle z pomnozeni v selektivnim tekutém médiu, z nasledného
vyockovani a kultivace na raznych selektivné diagnostickych plidach a potvrzeni
kolonii. Pro semikvantitativni stanoveni mohou byt provedeny zkousky nejprav-
dépodobnéjsiho poctu (MPN) s vhodnymi objemy vzorku.
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Neselektivni primarni pomnozeni zahrnuje membranovou filtraci vzorkd vody
(pfes membranovy filtr o porozité 0,45 um) pfedem daného objemu a kultivaci,
tj. neselektivni pomnozeni mikrofléry zachycené na membranovych filtrech
po dobu 24 hodin pfi (36 + 2) °C v tlumivé peptonové vodé. Objem vysetiova-
ného vzorku vody se stanovuje podle pfipadné potifeby (napf. pro surovou vodu
1000 ml nebo 5 000 ml). Tento bod se zda byt nejslabsim ¢lankem celé metody
stanoveni salmonel. Za prvé je problematickd samotnd membranova filtrace
(vzhledem k velkym objemdm se musi pouzit velké mnozstvi membranovych fil-
trd) a druhy problém spocivé v tom, ze salmonely jsou ve srovnéni s jinymi bak-
teridInimi druhy pfitomné ve vyrazné mensiné. Zejména pfi vysokém mikrobidl-
nim znecisténi mze byt jejich pomnozeni potlaceno rlistem a metabolismem
doprovodné mikrofléry. Pfi analyzach vod s vy$sim mikrobidlnim ozivenim (napf.
odpadnich vod) se doporucuje neselektivni pomnozeni vynechat a provést rov-
nou pomnozeni selektivni.

Selektivni pomnozeni v tekutych selektivnich médiich zahrnuje 24hodinovou
kultivaci pti 41,5 °C v médiu Rappaport-Vassiliadis se séjou a 24hodinovou kul-
tivaci v médiu podle Mullera a Kauffmanna s tetrathiondtem a novobiocinem
(MKTTn) pfi 36 °C.V pfipadé, Ze je z epidemiologického hlediska Zadouci stanovit
i Salmonella Typhi a Salmonella Paratyphi A, je nutné pouzit i médium se selenici-
tanem sodnym a cystinem (kultivace 24 hodin pfi 36 °C). O¢kuje se 1 ml pomno-
Zené kultury (z povrchové blanky) do 9 ml selektivniho média.

Vyockovani se provadi jednoduchym nebo kfizovym roztérem selektivné pom-
nozené kultury (opét nabrané z povrchové blanky) bakteriologickou klickou tak,
aby na konci roztéru rostly izolované kolonie. Pfi stanoveni salmonel je vhodné
pouzit paralelné minimdlné dvé selektivné-diagnostickd média, pokud mozno
na odlisném diferenciaénim principu. V CSN ISO 19250 je jako médium prede-
psano xyléza-lysin-dekarboxylazové médium (dale XLD). Jako druhé médium
Ize pouzit napt. agar s brilantovou zeleni, fenolovou cerveni a laktézou podle
Edel a Kampelmachera (dale BGA). XLD médium odlisuje salmonely od ostat-
nich druhl na zakladé Stépeni xylozy, laktozy, sachardzy, dekarboxylace lysinu
a tvorby H_S. Nevyhodou je riziko fale$né negativity u Salmonella Typhimurium.
BGA médium odliSuje salmonely na zdkladé Stépeni laktézy. Vysledky prikladu
rdstu referen¢nich kment na rznych médiich je uvedeno v tabulce 5. Dnes se
média testuji podle tabulky F1v normé CSN EN ISO 11133.
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Tabulka 5. Vysledky riistu referenénich kmenu z Ceské sbirky mikroorganismd na selek-
tivnich diagnostickych médiich pouzivanych pro detekci salmonel

Chromogenni
médium
Referenéni kmen Médium BGA Médium XLD
Salmonella
differential agar
(firma HiMedia)
Rast Barva Rast Barva Rast Barva
kolonie kolonie kolonie
Citrobacter koseri + Svétle ++ Zlutd +++ Modra
CCM 2535 zelena
Proteus vulgaris +++ | Zlutdaz +/- Svétla ++ Bezbarva
CCM 1799 bezbarva
Escherichia coli - Zluté az +/- - + Modra
CCM 3954 bezbarva
Salmonella +++ | ROzova 4+ Svétla +++ Cervena
enterica s cernym
CCM 7189 stitedem

Pfi studiu redlnych vzork( vody bylo laboratorné zjisténo, ze i kmeny zejména
rodu Proteus mohou na selektivnich diagnostickych pudéach tvofit kolonie
podobné jako rod Salmonella (viz obr. 21). Na XLD médiu se jednd o svétlé kolonie
s cernym stiedem, v pfipadé rodu Proteus je kolonie matna a stfed spiSe tmavo-
Sedy. Na médiu BGA muze i Proteus tvorit rdzové kolonie, nékdy s mirné nepravi-
delnym okrajem nebo s Sedavym nadechem.

Vsechny typické kolonie ze selektivné-diagnostickych médii (nebo nejméné 3,
pokud jich je velky pocet) je tieba preockovat na neselektivni Zivny agar a po kul-
tivaci 24 hodin pfi 36 °C podrobit biochemické konfirmaci.V normé jsou uvedena
jednotliva konfirmac¢ni média, je vsak mozné pouzit i komercni testy. V tabulce 6
jsou uvedeny biochemické reakce typické pro rod Salmonella, které jsou vhodné
k jeho odliseni od dalsich bakterii celedi Enterobacteriaceae s podobnymi riisto-
vymi a biochemickymi vlastnostmi.
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Tabulka 6. Vybrané biochemické reakce k odliseni kmeni rodu Salmonella; v tabulce je

uvedeno procento kmenu daného taxonu, vykazujici pozitivni reakci

Druh GLU LAK H,S URE PHE LYS
Salmonella spp. 100 1 95 1 0 98
Citrobacter freundii 100 50 80 70 0 0
Morganella morganii 20 1 0 98 95 0
Proteus vulgaris 85 2 95 95 929 0

Vysvétlivky: GLU = fermentace glukézy s tvorbou plynu, LAK = fermentace
laktozy, H,S = tvorba sulfanu (sirovodiku), URE = aktivita ureazy, PHE = aktivita

fenylalanindekarboxylazy, LYS = aktivita lysindekarboxylazy.

K uvedenym konfirmacnim testdim je doporuceno pfifadit CTO test (mél by
byt negativni), protoze laboratorné byl zaznamenan na selektivnich médiich
(zejména BGA) rust i nefermentujicich bakteriich (napt. Pseudomonas aeruginosa).

Obr. 21. Vyockovdni salmonel RV média na XLD médium; kolonie typické pro salmonely
(svétlé s tmavym stiedem) vsak byly ndsledné urceny jako Proteus mirabilis
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Izolaty, které jsou typické podle biochemickych reakci, jsou presumptivni bakte-
rie rodu Salmonella, které maji byt v ptipadé nutnosti vysetieny v referen¢ni labo-
ratofi (sérologické potvrzeni, sérotypizace).

5.3.1.3. SALMONELY VE VODNiM PROSTREDI

Vétsina salmonel je Siroce rozsitena v rGznych prostredich i zemépisnych oblas-
tech. Vyskyt salmonel v pitné vodé znamena ve vsech pfipadech zavazné bez-
prostiedni ohrozeni lidského zdravi (infekce probiha vyhradné fekalné oralni ces-
tou). V povrchovych vodéach poukazuji na zna¢né fekdIni znecisténi. Znecisténa
voda je navic bohatou zdsobarnou kmend salmonel se Sirokym spektrem rezis-
tenci na antibiotika, pfipadné dalsi antimikrobidlni latky.

Podle zprav Statniho zdravotniho Ustavu byvé v humannim klinickém materi-
alu jednoznacné nejcastéji zachycena Salmonella Enteritidis (ve vice nez 95 %).
Podle nadich zkusenosti s izolaci salmonel z povrchovych vod (Labe, Vltava) bylo
spektrum sérotypl ve vodach vyrazné bohatsi. | zde byla nejcastéji zachycena
Salmonella Enteritidis (ale pouze v 39,3 %), nasledovana S. infantis (21 %), S. agona
a S. panama. Druhy nejéastéjsi sérotyp, vyskytujici se v klinickém materidlu -
Salmonella Typhimurium, nebyl ve vodach téméf detekovén. Bylo to viak zfejmé
proto, Ze vétsina kmenu byla izolovédna z XLD média, které rdst tohoto séro-
typu potlacuje. Tyto vysledky v3ak byly ziskany v letech 1996-1997, od té doby se
zachyt salmonel v povrchové vodé nékolikanasobné snizil.

Drive bylo stanoveni salmonel legislativné vyzadovano v surové vodé (negativni
nalez v 1000 ml, resp. 500 ml vzorku), pfipadné ve vodé na koupani (negativni
nalez v 1 000 ml vzorku). V soucasné dobé vsak jiz aktudlni predpisy tyto poza-
davky neobsahuji a podle WHO (2011) jsou E. coli, resp. termotolerantni koliformni
bakterie, dostate¢nym indikdtorem jejich nepfitomnosti. Salmonely jsou pouze
jednim z ukazatel@ jakosti vody pro zavlahu (podle normy CSN 75 7143), kde je
vyzadovén negativni nélez v 500 ml, resp. 100 ml. Zaroven jsou jednim z ukaza-
teld urcujicich hygienickou nezavadnost Cistirenskych kald.
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5.3.2. Shigely

Bakterie rodu Shigella jsou fakultativné anaerobni, gramnegativni, nesporulujici,
nepohyblivé tycinky z celedi Enterobacteriaceae. Glukdzu a dalsi sacharidy (nikoliv
laktézu) fermentuji, ojedinéle s tvorbou plynu, jsou oxiddza negativni, kataldza
pozitivni. Nevyuzivaji citrdt ani malonat jako zdroj uhliku. Jsou vysoce ptibuzné
s rodem Escherichia, nékterymi taxonomy jsou dokonce povazovany za jeden rod,
a nékterymi metodami (napt. biochemické, nebo metoda MALDI) je ani nelze
od inaktivnich kmen0 E. coli spolehlivé odlisit. Pro potvrzeni druhové identifi-
kace shigel je nezbytnd typizace somatickych (O) antigend. Rod se sklada ze ¢tyr
druh, které jsou casto zafazovany jako podskupiny: S. dysenteriae (podskupina A,
vysoce infekéni kmeny sérotypu O1 produkujici Shiga toxin, Stx), S. flexneri (pod-
skupina B), S. boydyi (podskupina C) a S. sonnei (podskupina C).

Shigely zplsobuji vazna stfrevni onemocnéni, vcetné bacilarni dyzentérie.
Infekéni dévka je velmi nizka, jiz poziti 10-100 zarodk({ maze vést k infekci. Velkou
roli hraje produkce shigatoxinu (Stx), ktera se mize mezi jednotlivymi kmeny
lisit. Primdrni hostitel je ¢lovék a daldi vyssi primati. Epidemie shigelézy byvaji
spojeny s misty s nizkou hygienou (denni centra, véznice a psychiatrické l1é¢ebny
apod.). Infekce se prendsi fekalné ordlni cestou, kontaktem s nakazenym c¢lové-
kem, kontaminovanou vodou ¢i potravinami.

Stanoveni bakterii rodu Shigella neni béZnou soucasti mikrobiologického rozboru
vody a neexistuje na né ani standardizovana (normovand) metoda. Shigely Ize sta-
novit pomnozenim v modifikovaném selenitovém (selenitové médium F) nebo
GN médiu ¢i membranovou filtraci a kultivaci na XLD médiu nebo MacConkey
médiu (bezbarvé kolonie). Inkubace probiha 24 hodin pti 35 °C. Dalsi identifikace
musi byt sérologicka, pfipadné Ize vyuzit metod molekuldrni biologie (napf. PCR).

Vodni prostiedi je vyznamnym prenasecem shigeléz a je zaznamendano i mnoho
epidemii z pitné vody. Detekce shigel se provddi pouze v pfipadé epidemiolo-
gické potreby, podle zavaznosti vyskytujicich se onemocnéni. Vsechny detek¢ni
techniky vsak maji nizkou citlivost a spolehlivost, takze vysledky byvaji podhod-
nocené (WHO, 2011). Plany pro zajisténi bezpecnosti vody by mély zajistit pitnou
vodu prostou shigel. E. coli (ptipadné termotolerantni koliformni bakterie) je vsak
vhodnym indikdtorem jejich vyskytu. Shigely jsou citlivé k dezinfekci.
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5.3.3. Rod Campylobacter

5.3.3.1. CHARAKTERISTIKA A TAXONOMIE

Rod Campylobacter (pivodné spadajici do rodu Vibrio) patfi do ¢eledi Campylo-
bacteraceae, ktera kromé tohoto rodu zahrnuje i rody Arcobacter a Sulfospirillum.
V soucasné dobé je zndmo 28 druhli kampylobakterd (NCBI Taxonomy Browser).
Co se tyce zdravotniho rizika pro ¢lovéka, jsou nejvyznamnéjsimi druhy C. jejuni
a C. coli, v mensi mite pak C. lari a C. upsaliensis. Tyto Ctyfi druhy patfi do skupiny
termotolerantnich kampylobakteru (rist pfi 42 °C).

Jedna se o malé (cca 0,2-0,8 x 0,5-5 um), stihlé, zaktivené, pripadné az spiralo-
vité gramnegativni ty¢ky s jednim bi¢ikem na jednom nebo obou pélech buriky.
Kampylobaktery vykazuji charakteristicky vyvrtkovity pohyb. Jsou velmi citlivé
ke kysliku a superoxidlim, nicméné v mensich koncentracich kyslik ke svému
rlstu potrebuji. Pfi kultivaci je tedy nutno zajistit mikroaerofilni atmosféru, tzn.
3-15 % kysliku (optimalni slozeni atmosféry pro jejich rist je pak 5 % O,, 10 % CO,,
85 % N,). Nejlépe rostou pfi 41,5-43 °C, av3ak pfi teploté nizsi nez 30 °C nikoliv.
Patii k nesporulujicim bakteriim, které za nepfiznivych podminek (napf. chlad,
nedostatek Zivin ¢i poskozeni buriky) maji kokoidni tvar a mohou prechazet do
stavu Zivotaschopnych, ale nekultivovatelnych bakterii (VBNC). Jsou silné kata-
laza a oxidaza pozitivni, v biochemickych testech jinak vétsinou nevykazuji akti-
vitu a jsou asacharolytické. Charakteristickou vlastnosti C. jejuni je schopnost
hydrolyzovat hippurat. Bakterie rodu Campylobacter jsou citlivé k vétsiné dezin-
fek¢nich latek véetné chloru.

Termofilni druhy Campylobacter spp. jsou jednou z nej¢astéjsich pticin akutniho
prdjmového onemocnéni u ¢lovéka tzv. kampylobakteriézy. Pfirozenym rezer-
vodrem je zazivaci trakt teplokrevnych zvifat, pficemz znecisténd voda je jed-
nim z dominantnich vektord prenosu téchto mikroorganismu. K rozvoji nakazy
staci nizka infek¢ni davka (cca 500 az 800 bakterialnich bunék, podle Black a kol.,
1988). Na velikost infekéni davky se uvadi rozdilné nazory. Napiiklad Bednaf
(1996) uvadi infekéni davku jako poziti vice nez 10* mikrob(, Alloso a Blaser (1995)
uvadéji rozpéti 800 az 10° mikroorganismd, které zpUsobuje symptomy u 10-50 %
osob, Thomas a kol. (1999) zase udévaji vznik klinickych symptomu u 10 % osob
pfi poziti méné nez 800 bunék. Infekéni doba je nejcastéji udavana v rozpéti 2 az
5 dni. Kampylobakteriéza vyvolanéa C. jejuni nebo C. coli je onemocnéni, které
se projevuje bolestmi bficha nasledovanymi prdjmy. Postizeni mohou vykazo-
vat dalsi nespecifické priznaky, jakymi jsou napf. horecka, bolest hlavy, zavrat,
svalova bolest, popf. zvraceni. Po jednom az dvou dnech se u cca 15 % pacientt
objevuje krev ve stolici. Popsané epidemie kampylobakteriéz zptsobené infekci
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z kontaminované pitné nebo povrchové vody byly dfive popsany napf. v USA
(1978 a 1983), Kanadé (1991), na Novém Zélandu (1987), ve Finsku (1986 a 1989)
a Norsku (1991) a zahrnovaly celkem pfes 5 000 nakazenych osob (Koenraad a kol.,
1997). Termotolerantni bakterie rodu Campylobacter se ¢asto vyskytuji ve strevnim
traktu domacich i volné zijicich teplokrevnych zvitat, aniz by vykazovala pfiznaky
onemocnéni.

5.3.3.2. METODY STANOVENi BAKTERIi RODU CAMPYLOBACTER

Pro stanoveni termotolerantnich bakterii rodu Campylobacter plati norma CSN
ISO 17995, ktera popisuje stanoveni téchto bakterii bud pomnozenim v pfedem
daném objemu vzorku vody (je mozné pouzit jako kvalitativni stanoveni, nebo
pro semikvantitativni stanoveni metodou nejpravdépodobnéjsiho poctu, tzv.
MPN s vhodnymi objemy vzorku), anebo membranovou filtraci pro kvantitativni
stanoveni u vice kontaminovanych vzorka.

Pro kvalitativni (nebo semikvantitativni) zkousku se pozadovany objem vzorku,
zfiltrovany pfes membranovy filtr o porozité 0,45 pm, pomnozi ve 100 ml vysoce
selektivnim Prestonové médiu (pfedem vytemperovaném na teplotu 20-30 °C)
a paralelné v méné selektivnim Boltonové médiu. Prestonovo médium muze byt
piilis selektivni na to, aby umoznilo dostate¢nou vytéznost nékterych kmen
C. coli. Boltonovo médium naopak nemusi byt dostatecné selektivni, aby zabra-
nilo v nékterych vzorcich rdstu jinych bakterii, nez jsou kampylobaktery. Pro ¢isté
vody nebo vody, v nichz se predpoklada nizky pocet doprovodné mikroflory, je
pravdépodobné vhodnéjsi Boltonovo médium. Naockovana média se inkubuji
PFi (36 + 2) °C po dobu (44 + 4) hodin v mikroaerofilnich podminkach (5% O,, 10 %
CO, a 85 % N,). Béhem kultivace se uzavéry inkubacnich lahvi sejmou, aby se ke
vzorku dostala mikroaerofilni atmosféra. Po inkubaci se 10 pyl pomnozené kultury
rozetie na povrch mCCDA média a naockované plotny se inkubuji pfi (41,5 £ 1) °C
po dobu (44 + 4) hodin v mikroaerofilnich podminkach. Typické kolonie kampy-
lobakter(i jsou malé, ploché, nebo vypouklé, s lesklym povrchem. Pii pokracujici
inkubaci se kolonie snizuji a ziskavaji vypoukly tvar s matnym povrchem. Barva
kolonii se méni od pruhledné, do 3edavé nebo bélavé. Konfirmace typickych
kolonii se provadi pomoci biochemickych testd na kataldzu a oxidazu, které jsou
v tomto pripadé pozitivni, a také se provadi mikroskopické vysetteni v kapce na
ziviny bohatého média, idealné za pouziti fazového kontrastu. Kampylobaktery
jsou velmi pohyblivé, tenké tycinky se spiradlovitym tvarem. Pohyblivost je cha-
rakterizovana prudkymi nebo spirdlovitymi pohyby (oznacovanymi jako ,pohyb
korkové zatky”). Dale se testuje neschopnost aerobniho rlstu.
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K pfipadné konec¢né konfirmaci Ize nad ramec pozadavkd normy pouzit metodu
fluorescencni in situ hybridizace pomoci sondy 5 GCC CTA AGC GTC CTT CCA 3/,
ktera by méla byt specificka pro ctyfi druhy C. coli, C. jejuni, C. lari, C. upsaliensis
(Poppert a kol., 2008). Kmeny Ize popf. také ovérit pomoci polymerazové fetézové
reakce nebo pomoci MALDI.

V pfipadé ocekdvaného vyssiho vyskytu kampylobakteri ve vodé je mozné
selektivni pomnozeni vynechat a vzorky zpracovat membranovou filtraci a kulti-
vovat pfimo na mCCDA agaru.

5.3.3.3. CAMPYLOBACTER VE VODNIM PROSTREDI

Bylo zjisténo, ze se tyto patogeny ve vodnim prostiedi bézné vyskytuji. Za hlavni
zdroje kampylobakteri je povazovano znecisténi pochazejici predevsim ze stiev-
niho traktu teplokrevnych Zivocich(. Hlavnim rezervodrem mohou byt sedimenty
(vzhledem k mikroaerofilnim narokdim kampylobakterd pro jejich prezivani je
to vhodnéjsi prostredi), kde vyskyt kampylobakterd sezonni zmény nevykazo-
valy. Ze sedimentl se zpétné Campylobacter spp. dostdvd do vodniho sloupce
zejména pfi velkych destich. Pokud jde o druhové zastoupeni izolovanych kam-
pylobakteri z vodniho prostiedi, nejcastéji jsou zachycovany rlizné sérotypy
druhl Campylobacter jejuni, C. coli a C. lari v riznych pomérech. Kontaminovana
pitnd voda byla opakované prokézadna jako zdroj ndkazy. Plany rizikové analyzy
by mély zajistit nepfitomnost kampylobakterl v systému, nicméné bylo proka-
zano, ze E. coli jejich pfitomnost, resp. nepfitomnost, dobfe indikuje.

5.3.4. Pseudomonas aeruginosa

5.3.4.1. CHARAKTERISTIKA A TAXONOMIE

Pseudomonas aeruginosa je typovy druh rodu Pseudomonas z celedi Pseudo-
monadaceae. Je to striktné aerobni, gramnegativni, mirné zahnutg, stihl3, pohy-
bliva tycinka. Je chemoorganotrofni a je schopna utilizovat Sirokou $kalu orga-
nickych latek. Roste na selektivnim médiu s cetrimidem, je oxidaza i katalaza
pozitivni, vykazuje svétle zelenou fluorescenci pod UV svétlem (360 + 20 nm)
a je schopna produkovat amoniak z acetamidu. Typicka je téz produkce barev-
nych pigmentl (napf. pyoverdin, pyocyanin nebo fluorescein) a vydavani speci-
fické viné, resp. zapachu (sladky, jahodovy az jasminovy). Pseudomonas aeru-
ginosa je podminéné patogenni mikroorganismus, ohrozujici zejména starsi
osoby a malé déti; odhaduje se, Ze vyvolava 10 % nozokomialnich infekci.
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Mdaze vyvolavat infekce ran, sliznic, napf. usnich, mocové infekce, pneumonie,
endokarditidy a sepse, zvlasté u imunitné oslabenych pacient(.

5.3.4.2. METODY STANOVENi PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Pseudomonas aeruginosa se standardné stanovuje podle CSN EN ISO 16266 mem-
branovou filtraci vhodného objemu vody, po kultivaci na selektivnim médiu s cet-
rimidem. Konfirmované v prvnim kroku jsou ty kolonie, jeZ produkuji modroze-
lené barvivo pyocyanin. Potvrzeni dal3ich kolonii viz CSN EN ISO 16266, tabulka 1.

Metoda zahrnuje koncentraci vzorku membréanovou filtraci (pouzivaji se mem-
branové filtry o porozité 0,45 pm), kultivace na C-N agaru s cetrimidem (44 + 4)
hodiny pfi (36 + 2) °C. Suspektni kolonie se pfeockuji na neselektivni zivny agar
a provadéji se konfirmacni testy: produkce amoniaku z acetamidu, aktivita oxi-
dazy (viz koliformni bakterie) a fluorescence na Kingové médiu B. Postup potvr-
zeni kolonii Pseudomonas aeruginosa je uveden v tabulce 7. Subkultivuji se viechny
kolonie z membranového filtru, které vyzaduji potvrzeni. Pokud to neni provedi-
telné, subkultivuje se co nejvétsi pocet téchto kolonii a vysledky se pfepoditaji na
celkovy pocet. Subkultivace se provadi (22 £ 2) hodin pfi (36 £ 2) °C. Zkontroluje
se cistota subkultur a ty, které byly zpocatku ¢ervenohnédé, se testuji oxidazo-
vym Cinidlem (9.3.1.).

Pro odliseni Pseudomonas aeruginosa od P. fluorescens je jesté vhodné (i kdyz to
norma nepredepisuje) zafadit jako konfirmacni test schopnost ristu izolatu pfi 44 °C.

Tabulka 7. Postup potvrzovdni suspektnich kolonii Pseudomonas aeruginosa

Potvrzeno
. ., Produkce Fluorescence .
Popis kolonii . . " jako
amoniaku CTO test na Kingové
na CN agaru . -~ Pseudomonas
z acetamidu médiu B .
aeruginosa
Modrozelené Neprovadi se Neprovadise | Neprovadise ANO
Vykazujici + Neprovéadise | Neprovadise ANO
svétle zelenou
fluorescenci
(ne modrozelené)
Cervenohnédé | + + + ANO
Jiné Neprovadi se Neprovéadise | Neprovadise NE
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V soucasné dobé je v ndvrhu norma ISO/CD 16266-2, kterd pfedepisuje stano-
veni Pseudomonas aeruginosa metodou nejpravdépodobnéjsiho poctu (MPN)
pomoci systému Pseudalert (od firmy IDEXX). Tento systém je analogicky systé-
mum Colilert (na stanoveni koliformnich bakterii a E. coli), nebo Enterolert (stano-
veni enterokoku), které jsou uvedeny v kap. 5.2. Princip je zaloZen na ristu kment
P. aeruginosa v selektivnim médiu a schopnosti kmenU hydrolyzovat specifické,
fluorescen¢né znacené proteinové latky. Metoda je urcena pro pitné a bazénové
vody, v¢etné vod s vysokou doprovodnou mikroflérou. Neni vhodna pro balené
karbonizované vody. Laboratornim testovani byla zjisténa nevhodnost metody
Pseudalert i v pfipadé hodnoceni kvality pfirodnich koupacich vod (BaudiSova
a kol., 2013). Dal$im problémem je skutecnost, Ze tato metoda vysetfuje maxi-
malné 100 ml vzorku a v nékterych pfipadech (napf. balené vody) je pozadovany
objem vzorku 250 ml (negativni zachyt v 250 ml).

5.3.4.3. PSEUDOMONAS AERUGINOSA VE VODNIM PROSTREDI

Bakterie druhu Pseudomonas aeruginosa je Siroce rozsifena v rGznych typech
Zivotniho prostfedi. Vyskytuje se i ve fekdliich ¢lovéka, ale v mensi mife nez koli-
formni bakterie. Navic se ve vodé velmi snadno pomnoZzuje, proto nemUze byt
povazovéna za indikator fekalniho znecisténi a E. coli jeji vyskyt nemusi indiko-
vat. Protoze ma schopnost utilizovat i tézko rozlozitelné organické latky, mize se
v pfipadé nevhodnych konstrukénich prvkd ve vodovodnich fadech vyskytovat
v pitné vodé. Je povazovéana za indikator pfitomnosti nevhodnych organickych
latek a jeji vyskyt indikuje hrubé hygienické zavady. Casto také kolonizuje biolo-
gické nérosty na vnitfnich stranach vodovodniho potrubi, ¢imz se po odumfeni
muZze stat substratem pro nutri¢né naro¢néjsi mikroorganismy.

Stanoveni Pseudomonas aeruginosa se pfi bézném rozboru pitné vody neprovédi
(jako ukazatel je pfedepsana pouze pro balenou vodu), ale byvéa detekovéna ve
skupiné ,kultivovatelné mikroorganismy”, tedy pocty kolonii. Je citlivd na dezin-
fekci, ale omezeni jejiho vyskytu Ize docilit optimalizaci odstranéni organického
uhliku v systému a tim i ,zhorsenim podminek” pro rozvoj biofilma.
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5.3.5. Legionely

5.3.5.1. CHARAKTERISTIKA A TAXONOMIE

Legionella je rod gramnegativnich, aerobnich, nesporulujicich, acidorezistentnich
tycinek z Celedi Legionellaceae. Rod je tvoren nékolika desitkami druhl a séro-
typUl, z nichz naprosto nejvyznamnéjsi je Legionella pneumophila, sérotyp 1, pfi-
padné 5. Legionely jsou kultiva¢né velmi naro¢né, obvykle schopné rlstu po
nejméné dvou dnech kultivace na agaru s aktivnim uhlim a kvasni¢nym extrak-
tem obsahujicim L-cystein a Zelezité ionty a tvoii ¢asto kolonie bilé, purpurové
az modré nebo zelené zabarvené jako limety. Legionely jsou plvodci zadvaznych
pneumonii, nékdy koncicich i fatdlné (zejména u imunosupresivnich pacienta).

5.3.5.2. METODY STANOVENIi LEGIONEL

Pro stanoveni legionel platily normy CSN 1SO 11731 Jakost vod - Stanoveni bak-
terii rodu Legionella a CSN ISO 11731-2 Jakost vod - Stanoveni bakterii rodu
Legionella; Metoda pfimé membranové filtrace pro vody s malym poctem bak-
terii. V sou¢asné dobé se tyto normy spojuji v jednu — CSN EN ISO 111731. Jsou
urceny pouze na rodové stanoveni - Legionella spp., které je vyzadovéno ceskou
legislativou pro provozni kontrolu teplé a bazénové vody. Zjisténé pocty legio-
nel vSak nemuseji vzdy vypovidat o zdvaznosti zdravotniho rizika, protoze toto
je spojeno vyhradné s urcitymi sérotypy, napf. L. pneumophila sérotyp 1, resp. 5.
Pro blizsi identifikaci (napt. pfi vyhledavéani zdroje nakazy nebo pfi posuzovani
zavaznosti zdravotniho rizika) je nezbytna aglutinace se specifickymi séry (speci-
fikovano v priloze G normy). Napfiklad vhodné a pro vétsinu laboratoii mikrobio-
logie vody dostupné je pouzit skupinové sérologické dourceni legionel pomoci
rychlého latex-aglutina¢niho testu pro identifikaci legionel od nékterého doda-
vatele diagnostik (napt. Oxoid, Bio-Rad aj.). Jedna se o identifikaci skupiny L. pne-
umophila sg. 1, L. pneumophila sg. 2-15 a Legionella species, treti skupina zahrnuje
detekci deseti nejbéznéjsich druh legionel, vétsinou patogennich.V odlvodné-
nych pfipadech je Zaddouci detailnéjsi urceni druhli a séroskupin ve specializova-
nych laboratofich.

Kromé vyse uvedenych norem existuje i mezindrodni norma (napft. na Slovensku
pfijatd jako STN P ISO/TS 12869) na stanoveni legionel metodou kvantitativni PCR
(qPCR). V Ceské republice tato norma nebyla pfijata a metoda qPCR se k detekci
legionel nepouzivé (zachycuje i mrtvé buriky apod., viz kap. 3.2.2.2.).
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5.3.5.3. LEGIONELY VE VODNiIM PROSTREDI

Legionely se ve vodnim prostiedi vyskytuji bézné. Velké problémy viak mohou
zpUsobovat v umélych systémech (vodovodni potrubi nebo klimatiza¢ni jed-
notky, zejména ve velkych komplexech budov), které poskytuji vhodné pod-
minky (napf. teplotu 25-50 °C) pro pomnozeni. Legionely jsou citlivé k dezinfek¢-
nim prostfedkdim, mohou vsak téZ prezivat a pomnozovat se v biofilmech, zvlasté
jsou-li jejich hostitelem prvoci (améby), které prakticky nelze eliminovat. Riziko
legionel tak Ize pouze minimalizovat.

Kontrolni stanoveni legionel musi probihat zvlast, legionely nejsou stanoveny
ve skupiné ,kultivovatelné mikroorganismy*, ani E. coli jejich vyskyt neindikuje.
Plany zajisténi bezpecnosti vody provadéné provozovatelem neodhali u vniti-
nich vodovodU jednotlivych zasobovacich objektt riziko osidleni legionelou. Je
odpovédnosti spravcl budov, zejména téch rizikovych, nebo v nichz prebyvaji
ohrozené skupiny obyvatel, aby si pro své budovy takové plany sami zpracovali,
pfipadné nechali zpracovat.

5.3.6. Atypicka (netuberkulézni) mykobakteria

Mykobakteria jsou aerobni, nesporulujici tycky, v pfirodé znacné rozsifené.
Vétsina z nich neplsobi zadna onemocnéni, ale patfi k nim i plvodce tuberku-
I6zy (Mycobacterium tuberculosis) a lepry — malomocenstvi (M. leprae). Zjistuje se
vsak i ucast nékterych dalsich ,atypickych” mykobakterii na ridznych onemoc-
nénich, znamych jako mykobakteriézy. Termin ,atypickd mykobakteria®, ktery je
uveden ve vyhlasce pro pitnou vodu 252/2004 Sb., je starsi. Adekvatni jsou i ter-
miny oportunni mykobakteria, PPM (podminéné patogenni mykobakteria), NTM
(netuberkulézni mykobakteria) ¢i EM (environmentdlni mykobakteria). Termin(
je vice predevsim proto, ze zadny z nich plné nevystihuje podstatu skupiny.
V posledni dobé se v odborné literature nejc¢astéji vyskytuji terminy NTM a EM.

V Ceské republice se v rdmci vy3etfovani atypickych mykobakterii izoluje s nej-
vyssi frekvenci Mycobacterium kansasii, M. avium komplex (coz je suma M. avium,
M. intercellulare a M. scrophulaceum) a M. gordonae (povazovan vétsinou za nepa-
togenni), s ponékud nizsi frekvenci M. xenopi a M. fortuitum, coZ jsou vsechno pfi-
leZitostné patogeny. Udaje americké CDC (the Centre for Control and Prevention
of Diseases, Atlanta) naopak s nejvétsi frekvenci uvadéji vzdy M. avium komplex.
Druh M. avium zahrnuje poddruhy: M. avium subsp. avium (MAA), M. avium subsp.
hominissuis (MAH), M. avium subsp. paratuberculosis (MAP) a M. avium subsp.
silvaticum.
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Ve vyhldsce, kterou se stanovi hygienické pozadavky na pitnou a teplou vodu
a Cetnost a rozsah kontroly pitné vody, je v teplé vodé vyrobené z jiné vody nez
pitné (pfiloha 2) a v teplé vodé z individualniho zdroje vyrabéné pro Gcely osobni
hygieny zaméstnancd (ptiloha 3) stanoveni atypickych mykobakterii predepsano.
Ukazatel se stanovuje pouze v pfipadé vyroby teplé vody ze zdroje povrchové
vody nebo duini vody a s centralnim ohfevem a rozvodem. Centralnim ohfe-
vem se rozumi ohfev vody na jednom misté pro celou budovu nebo vice budov.
Pro tento ukazatel je stanovena limitni hodnota 100 KTJ/1000 ml (pfiloha 2),
ktera se vztahuje na soucet poc¢tli nasledujicich druh( atypickych mykobakterii:
Mycobacterium chelonae, M. kansasii, M. avium, M. intracellulare, M. scrophulaceum,
M. xenopi, M. fortuitum.V ptiloze 3 je uveden limit 100 KTJ/100 ml.

Ve vyhldsce jsou predepsany dvé alternativni kultiva¢ni metody pro zachyt aty-
pickych mykobakterii, a to metoda s laurylsulfatem sodnym a metoda s cetyl-
pyridinium chloridem (CPC). Metody jsou zalozeny na opakované centrifugaci
a membranové filtraci vzorkl a z toho vyplyva jejich zna¢na nepresnost. Metody
molekularni biologie na stanoveni atypickych bakterii (napf. PCR) se zatim pouzi-
vaji pouze ve vyzkumnych projektech, nejsou dosud standardizované a ani vyse
zminéna vyhlaska jejich pouzivani nepfipousti.

Atypickd mykobakteria jsou pfitomna a mnozi se zejména v koncovych ¢astech
potrubi uvniti objektl, zvlasté v rozvodech teplé vody, a jejich pfitomnost zda-
leka neni jen problémem ,teplé vody vyrabéné z individudlniho zdroje povr-
chové nebo dilIni vody*, ale tyka se vodovodni sité obecné. Riziko onemocnéni
mykobakteriézou je sice pomérné nizké, avsak existuje, a to zejména u osob
s oslabenou imunitou. Vzhledem k rezistenci atypickych mykobakterii na pro-
vozné unosné koncentrace dezinfekcnich prostiedkd (chlorace, ozonizace) je
prevenci jejich vyskytu dobry stav vodovodni sité bez slepych a nepratocnych
¢asti a s minimalnim mnozstvim biofilm.

5.3.7. Viry

Viry se od ostatnich mikroorganismu li$i nejen mensimi rozméry, ale zcela
zasadné svoji povahou. Nerostou, nedéli se, nemetabolizuji. S ostatnimi zivymi
mikroorganismy je spojuje jedina vlastnost — maji geneticky kéd pro vlastni repli-
kaci. Jsou to vnitrobunécni parazité, ktefi vSechny ostatni nezbytnosti véetné
replika¢niho aparatu vyuzivaji od hostitelské buriky. Nemnozi se, a tudiz je nelze
ani kultivovat bez pfitomnosti hostitelskych bunék.
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Viry ptenosné vodou zahrnuji rizné skupiny s odliSnou morfologii a genetickou
informaci. Nejcastéji se jednd o zastupce rodu Norovirus (odvozeno od nézvu
Norwalk virus, genom je tvorfen jednim fetézcem RNA s pozitivni polaritou), ktefi
jsou zodpovédni témér za vétsinu nebakteridlnich gastroenteritid. Méné casté
jsou adenoviry (genom je tvofen dvéma fetézci DNA), rotaviry (genom je tvoren
dvéma fetézci RNA) &i virus hepatitidy A (genom je tvoren jednim fetézcem RNA
s pozitivni polaritou). Dalsi skupinou vir( jsou enteroviry, kam patfi napfiklad
skupiny polioviry (genom je tvofen jednim fetézcem RNA s pozitivni polaritou),
coxsackieviry, ECHOviry a déle jednotlivé enteroviry (celkem pres 70 sérotypu).

Spole¢nymi znaky virovych agens pfenosnych vodou jsou:

— vyrazna odolnost vici vlivim vnéjsiho prostiedi (hodnota pH, teplotni stres,
bézné koncentrace dezinfek¢nich prostiedk);

— schopnost setrvat v infek¢nim stavu po velmi dlouhou dobu (v podzemni vodé
i roky);

— nizka infekéni davka (v pfipadé norovirli se jednd o 10 az 100 virovych ¢astic);

— schopnost Sifeni vysokého mnozstvi virovych castic (az 10" virovych ¢asticv 1g
stolice);

— potieba specifickych zivych bunék k vlastni replikaci.

Hlavnim zpldsobem pienosu této skupiny virG (tzv. enterické viry) je fekalné-
-ordlni prenos. V nékterych pripadech tyto viry zplsobuji krdtkodoba onemoc-
néni nebo symptomatické infekce, v jinych pfipadech mohou i u zdravych osob
zpUsobit zavazna onemocnéni a v pfipadé zanedbani [é¢by i smrt. Jesté zavaz-
né&jsi situace nastava u rizikovych skupin (déti, starsi osoby ¢i osoby s poruchou
imunity).

Detekce virll je zélezitosti vysoce specializovanych pracovist. Monitoring ente-
rovird v Ceské republice je v sou¢asné dobé zabezpecovan Néarodni referenéni
laboratofi pro enteroviry (ve Statnim zdravotnim Ustavu), kterd je akreditovana
Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO), a vysledky jsou pfimo do WHO pfre-
davany. Tato laboratof provadi pravidelny monitoring skupiny enterovirl —
poliovirt v odpadnich vodach (pfitoky) v krajskych COV a ute¢eneckych tabo-
rech jedenkrat mési¢né. Stanoveni poliovird je kvalitativni, k izolaci se pouzivaji
metody tkanovych kultur. Stanoveni norovir(, adenovird, rotavirl ¢i virll hepa-
titidy A ¢i E se provadi ve Vyzkumném ustavu veterinarniho Iékafstvi v Brné, od
roku 2005 v akreditovaném rezimu.

Vzhledem k tomu, Ze vétsina vodou prenosnych virll je problematicky kultivo-
vatelna na bunécnych kulturdch, metody jejich prikazu jsou dnes vétsinou

zalozeny na molekuldrné genetickych metodach (koncentrace vzorku, izolace
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virovych ¢astic, nasledna izolace nukleové kyseliny, vlastni detekce pomoci PCR
(viry, jejichz genom je tvofen DNA) ¢&i reverzné transkrip¢ni PCR (RT-PCR u vir(,
jejichz genom je tvofen RNA)). Koncentrace virli ve vzorcich vody je vétsinou
velmi nizka (pod limitem detekce), proto je nutné odebirat vétsi mnozstvi vzorku
(bézné 10 az 20 litrll, v nékterych pfipadech az stovky litrG) a nasledné je kon-
centrovat. Tento krok je kritickym bodem stanoveni. Pfi volbé dané metody je
tak nutné zvazit charakteristiku jak analyzovaného vzorku, tak virovych agens
a nasledné provést optimalizaci postupu (podrobnéji viz Vasickova a kol., 2017).

Pfi hodnoceni vysledki ziskanych za pouziti molekuldrné genetickych metod je
nutné postupovat velmi obezfetné v sSirSich souvislostech, nebot vétsinou nelze
posoudit infek¢nost detekovanych ¢astic. Nicméné v pfipadé vir(, jejichz genom
je tvofen RNA je mozné zohlednit fakt, Ze molekula RNA neni v prosttedi stabilni,
a tak Ize z jejiho priikazu odvodit pravdépodobnost v podstaté ¢erstvého vyskytu
infek¢nich ¢astic.

5.3.8. Prvoci

Z parazitickych prvokl jsou nejznaméjsi a nejcastéji detekovani zastupci rodd
Cryptosporidium a Giardia.

Rod Cryptosporidium je obligatni intracelularni parazit s komplexnim Zivotnim
cyklem, zahrnujici jak pohlavni, tak nepohlavni replikaci. Tlustosténné oocysty
o praméru 4-6 pm jsou vylucovany stolici. Rod Cryptosporidium zahrnuje 13 druhf,
pricemz nejdllezitéjsi lidské infekce jsou zplsobovany druhy C. hominis a C. par-
vum. Tento patogen zpUsobuje priijmové onemocnéni zahrnujici i nauzeu, zvra-
ceni a horecku. Zavaznost infekce zavisi na véku a stavu imunity. Zdrojem infekce
jsou lidé a hospodaiska zvifata, zejména mladi jedinci (infikované tele muze
vyloucit az 10" oocyst za den, viz WHO, 2011). Oocysty mohou piezivat ve vodnim
prostredi (sladka voda) az nékolik mésicl. Infekce se prenasi fekalné-oralni ces-
tou a bylo zji§téno, Ze jiz méné nez 10 oocyst mlize vyvolat infekci. Uloha konta-
minované pitné vody jako pfenasele je potvrzena. Oocysty jsou rezistentni na
oxidacni ¢inidla (jako napt. chlor), ale jsou citlivé na UV zafeni. Plany zajisténi bez-
pecnosti vody by mély zahrnovat prevenci kontaminace surové vody oocystami
rodu Cryptosporidium. Hlavni opatfeni by viak mély spocivat ve vhodné tUpravé
pitné vody. E. coli a termotolerantni koliformni bakterie nejsou vzhledem k jejich
odlidné citlivosti na chlor dostate¢nym indikatorem vyskytu kryptosporidii.
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Giardia spp. je bicikaty prvok, ktery parazituje v gastrointestinalnim traktu ¢lo-
véka a nékterych zvitat. Rod Giardia zahrnuje mnoho druhd, ale s lidskym one-
mocnénim (nazyvanym giardidza) je spojen pouze druh G. intestinalis (synony-
mum G. lamblia nebo G. duodenalis). Giardia ma relativné jednoduchy zivotni
cyklus, sklddajici se z bi¢ikatého trophozoida, ktery se pomnozuje v gastrointesti-
nalnim traktu, a infekéni tlustosténné, ovalné cysty o velikosti 8-12 pum v priiméru.
Cysty mohou prezivat ve vodnim prostredi nékolik tydn( az mésicti a méné nez
10 cyst predstavuje riziko infekce. Symptomy onemocnéni jsou predevsim pru-
jem a kiece, u fady pacientd mize nemoc piejit do chronické formy. Onemocnéni
se pfevazné prendsi z ¢lovéka na ¢lovéka, ale kontaminovana voda, véetné vody
pitné, byla také prokdzana jako zdroj onemocnéni, resp. epidemii. Cysty rodu
Giardia jsou vice rezistentni na oxidativni dezinfekéni prostifedky nez stievni bak-
terie, ale méné nez oocysty rodu Cryptosporidium. E. coli (nebo alternativné ter-
motolerantni koliformni bakterie) nemohou byt spolehlivym indikdtorem nepfi-
tomnosti giardii. Plany zajisténi bezpecnosti vody by mély eliminovat potencidlni
riziko vyskytu giardii v surové vodé (pfedevsim prevenci kontaminace surové
vody vodami odpadnimi) a dale adekvatni Upravou, dezinfekci a ochranou vody
béhem distribuce.

Pro stanoveni oocyst Cryptosporidium spp. a cyst Giardia spp. existuji standardizo-
vané metody podle ISO 15553 a US EPA 1623 (US EPA, 2005). Je nezbytné Zzfiltrovat
velké objemy vody u povrchovych vod obvykle desitky litrG (u pitnych vod jesté
vice) pres specialni filtry (alternativné Ize pouzit napf. flokulaci). Zahustény vzo-
rek je vycistén pomoci imunomagnetické separace. Detekce se provadi ve fluo-
rescen¢nim mikroskopu po oznaceni specifickymi protildtkami s navdzanym FITC
a DAPI barvenim. K potvrzeni se jesté prohlizi vnitini struktura suspektnich orga-
nismG pomoci diferencidlniho interferen¢niho kontrastu. U vod s velkym rozvo-
jem fytoplanktonu, popt. u vod se silnym anorganickym zakalem Ize filtrovat jen
mensi objemy vody, fadové litry, ¢imzZ se zvysuje mez detekce. V povrchovych
vodéch se navic vyskytuji organismy, které je obtizné v mikroskopu odlisit od
cyst a oocyst; jedna se napfiklad o nékteré zelené fasy nebo akinety nostokélnich
sinic. Vzhledem k tomu, Ze ke stanoveni je zapotiebi specialni vybaveni a drahy
spotfebni materidl, bude pravdépodobné i v budoucnu provadéno jen ve spe-
cializovanych laboratotich. Vystupem je pouze rodova pfislusnost obou prvoki,
protoze jejich cysty a oocysty jsou az na vyjimky v mikroskopu vzajemné neodli-
sitelné. Pfitom jen nékteré druhy Cryptosporidium spp. a cyst Giardia spp. mohou
vody je mozné pomoci molekuldrné genetickych metod (molekuldrné biologic-
kych metod).
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6. CHARAKTERISTIKY VYKONNOSTI

MIKROBIOLOGICKYCH METOD

Pro rutinni mikrobiologickou analyzu vody se pouzivaji pfevazné metody, které
jsou standardizované, tj. zavedené v pfislusnych technickych normach. Tyto
metody jsou vétSinou jiz validované. V novéjsich norméch jsou uvadény i pii-
slusné valida¢ni parametry, pfesto, ze neni nutné metody validovat v pIném roz-
sahu, mize fada charakteristik vykonnosti vyznamné pomoci k pochopeni prin-
cipl a uskali pouzivanych ¢i nové zavadénych metod a také umozni relevantni
odhad nejistot méreni.

Validace je proces poskytnuti dikazu, Ze metoda je schopna slouzit ur¢enému
Ucelu, tj. prokazat piitomnost ¢i kvantitativné stanovit specifické mikroby nebo
skupinu mikrobt s adekvétni shodnosti a presnosti. Validace metod pro kvanti-
tativni mikrobiologické analyzy zahrnuji stanoveni citlivosti a specifi¢nosti, pozi-
tivni a negativni odchylky (podil fale3né pozitivnich a negativnich vysledku),
opakovatelnost, reprodukovatelnost a meze detekce. Validace by mély byt pro-
vadény (pokud je to mozné) na pfirozené kontaminovanych vzorcich.

Pfi vlastnim zavedeni metod do praxe je v kazdém piipadé nezbytna verifikace
metod, coz potvrdi, Ze je laboratof umi spradvné pouzivat. Minimalni pozadavky

na verifikaci jsou stanoveni opakovatelnosti, mezi detekce a nejistot méfeni.

Vlastni vypocty presahuji rdmec této publikace, konkrétni schémata vypoctd
a prislusné vzorce lze nalézt v citovanych normach.
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6.1. SPECIFIKA MIKROBIOLOGICKEHO ROZBORU

Je vSeobecné zndmé, ze vysledky mikrobiologickych stanoveni jsou charakterizo-
vany velkym rozptylem a Ze tato skutecnost mulze zbyte¢né degradovat hodno-
ceni mikrobiologickych ukazatelG. Metody mikrobiologického rozboru vody maji
svoje zvlastnosti, které jsou dané nejen omezenim stale vylepsovanych metod
stanoveni, ale i charakterem vzorku jako takového.

Mezi nejvyznamnéjsi zvlastnosti patfi:
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Vzorek pro mikrobiologickou analyzu se sklada z jednotlivych zivych partikuli
(napf. kolonie tvorici jednotka ,KTJ"). Pocet pozorovanych kolonii je aproximaci
poctu Zivych castic. Pouzitelnost dostupnych ,testd vykonnosti” je limitovana
tim, Ze nelze poznat skute¢né mnozstvi hledanych mikroorganismi ve vzorku.
Stanovené mikroorganismy jsou diskrétni jednotky a rozptyleni partikuli je
nerovhomérné jak ve vzorcich, pfipravenych v laboratofi, tak ve vzorcich
pochazejicich z prostredi. Nelze pouzit takové zplsoby michani vzorku, které
sice zajisti dokonalé promichani obsahu vzorkovnice, ale nezabrani ztraté zivych
bunék (napf. ultrazvuk). Rozptyl uvniti vzorkd je casto vyznamny a pUsobi
problémy pfi validaci. Charakteristickym rysem mikrobiologickych metod
jsou nahodné rozdily mezi paralelnimi vzorky, zplsobené nestejnomérnym
rozdélenim partikuli dokonce i v dokonale promichané suspenzi. Zakladni
ndhodné kolisani je nevyhnutelné a nesouvisi s technickym zafizenim ¢i
dovednosti. Vyplyvd to z Poissonova rozdéleni. Pokud jsou vzorky paralelnich
stanoveni rozptylené vice, nez udéava Poissonovo rozdéleni (coz mohou
zpusobovat technické nedokonalosti ¢i dalsi priciny), tak tento jev se nazyva
nadmérna disperze (extravariabilita).

Bakterie a ostatni mikroorganismy jsou Zivé. Vodni prostfedi je pro hygienicky
vyznamné mikroorganismy zcela nefyziologické, proto mohou byt stresované
¢i fyziologicky poskozené a nemuseji vzdy vykazovat vlastnosti typické pro
hledanou skupinu. Navic mohou byt negativné ovlivnény pfitomnosti dalsich
napf. toxickych latek ve vzorku. Zaroven mize dochazet k fadé interakci jak
abiotickych (nezivych), tak biotickych (zivych) faktorG. Pokud se napt. projevuje
nadmérny rdst doprovodné mikrofléry, mize dojit k maskovani ¢i dokonce
potlaceni ristu hledanych kolonii.

Mikrobiologické metody nejsou robustni. Jakdkoliv odchylka od standardniho
postupu maze vést k naprosto odlisnym vysledkim.

Dalsim typickym rysem mikrobiologickych metod zalozenych na pocitani kolonii
je jejich nachylnost k neocekavanym problém(im, ¢asto i na jediné plotné. Tyto
problémy mohou byt vyvolany pfitomnosti jediné rusici kolonie (napf. rlst
aktinomycet na agaru s tryptézou a kvasni¢nym extraktem), nerozpusténymi



latkami ¢i jinym znecisténim ve zkouseném vzorku, kontaminaci apod. Takovéto
,nehody” se neodrazeji ve vykonnosti metody obecné, nejsou kvantifikovatelné
pfi validaci, ani je nelze pfedpovidat matematickym modelovanim.

— Vzorek pro mikrobiologické stanoveni je velmi nestabilni, je nutné jej zpracovat
maximdiné do 24 hodin po odbéru a stanoveni nelze v Zzddném pfipadé opakovat.
To muze byt problém predevsim u neznamych vzorkd povrchové vody, kdy je
nutné zvolit spravny stuperi fedéni.

V tabulce 8 jsou uvedeny hlavni pozadavky na rdzné souc¢asti mikrobiologického,
zdkladniho chemického a biologického rozboru. V tabulce nejsou uvedeny poza-
davky na specidlni organickou analyzu (ktera je napf. soucasti Uplného rozboru
pitné vody), nebot tam se pozadavky od zakladniho chemického rozboru lisi
(vysokoskolsky vzdélany analytik, specialni pfistroje — chromatografy apod.).

Tabulka 8. Charakteristiky a odlisnosti mikrobiologického, biologického a zdkladniho
chemického rozboru vody

Mikrobiologie

Biologie

Chemie

Personal
(analytik)

pracovnik se zakladnimi
mikrobiologickymi
znalostmi a zkuSenostmi
s rozbory

vysoce kvalifikovany
pracovnik

s mnohaletou
zkusenosti

pracovnik se
zakladnimi
chemickymi
znalostmi

a zkusenostmi
s rozbory

Pozadavky na
vzorky

chlazeni béhem
transportu vzorku,
dorucit do laboratofe
tak, aby bylo mozné
zpracovat maximalné do
24 hodin po odbéru

chlazeni béhem
transportu vzorku,
dorucit do laboratore
tak, aby ho bylo
mozné zpracovat do
24 hodin po odbéru

vzorky na néktera
stanoveni Ize
konzervovat
bezprostiedné po
odbéru, pokud
nelze zpracovat
hned, je mozné
chlazeni béhem
transportu vzorku;
pro fadu ukazateld
neni nutna ani
konzervace, ani
chlazeni

Zafizeni

bézné zarizeni
mikrobiologické
laboratofe, dliraz na
sterilitu prostredi

a aseptickou praci

nezbytné jsou
kvalitni fluorescen¢ni
mikroskop

a odstfedivka

s vykyvnym
nebrzdénym rotorem

bézné zatizeni
chemické
laboratore
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Metody uzancni metody, metoda je je mozné pouzit

je nutné pouzit jednoznacné Vétsi mnozstvi

predepsané metody definovana normami | metod, laboratof
normami CSN, CSN EN, si m{ize vybrat; je
CSNENISO nutné dodrzovat

pfedepsané meze
stanovitelnosti

a nejistoty méfeni,
pravdivost

a presnost metod

Mez detekce/ | mezdetekce je 1KTJ mez stanovitelnosti u rGznych metod
stanovitelnosti | ve filtrovatelném je pfi standardnim rdzna, meze
objemu, mez provedeni -2 jedinci | stanovitelnosti
stanovitelnosti je v 1 ml, Ize metodu nesmi byt vyssi
10az15KT na upravit az na mez nez limity dané
membranovém filtru stanovitelnosti legislativné
¢i Petriho misce, v radé 1 jed./ml
pfipadu se pracuje pod
mezi stanovitelnosti
Nejistoty pouze u detekce nad vzhledem u rliznych metod
méreni mezi stanovitelnosti (viz | k charakteru jsou nejistoty
kap. 6.4.), obvykle okolo | pouzivanych metod rizné, obvykle
40 % se neudava, zatim 5-15%

neni k dispozici
postup vérohodného
stanoveni

6.2. CHARAKTERISTIKY
MIKROBIOLOGICKYCH METOD

Stanoveni jednotlivych charakteristik vede k urceni, resp. ovéreni, vykonnosti
metod. Pokud je to mozné, je vhodné pracovat s pfirozené kontaminovanym
vzorkem, ktery obsahuje rliznou skalu cilovych mikroorganismi i doprovodné
mikrofléry. Je nezbytné provést dostatecny pocet opakovani (u nékterych cha-
rakteristik je to vyloZzené pfedepsano, ale obecné se povazuje za minimalni
pocet 20) a pracovat s ozivenymi vzorky, které jsou podobné vzorkdim, které se
v laboratofi provozné zpracovavaji. Zakladni (uzite¢né) pouzivané charakteristiky
mikrobiologickych metod jsou:
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— Meze detekce: Pocet partikuli, kdy pravdépodobnost negativniho vysledku se
rovnd 5 %. U Poissonova rozdéleni se jedna o 1KTJ v objemu vzorku (konfiden¢ni
meze 95 % jsou v tomto pfipadé 0,0253-5,57), ktery Ize zpracovat (obvykle max.
100 ml). Pro analyzy pitnych vod je dany limit a objem zpracovaného vzorku,
ktery musi byt podle platné legislativy dodrzen.

— Mez stanovitelnosti: Nejnizsi prdmérnd koncentrace partikuli ve zkouseném
objemu vzorku, kdy se oclekdvd relativni standardni nejistota rovnd urcené
hodnoté. Plati pouze pro povrchové a podzemni vody, kdy Ize stanovit pocet KTJ
s dostatecnou presnosti (25 %). Pfi velmi nizké koncentraci partikuli se viechny
mikrobiologické metody vcetné MPN a pocitani kolonii ve své podstaté stavaji
kvalitativnimi (presence/absence; P/A) metodami. U pitnych vod nelze pfesny
vysledek zarucit, nebot je dany limit a objem zpracovaného vzorku, ktery musi
byt podle platné legislativy dodrzen.

— Citlivost (senzitivita): Cdst z celkového poctu pozitivnich kolonii sprdvné
oznacenych pri predbéZzném hodnoceni. Citlivost metody by obecné méla byt
vétsi nez 90 %.

— Specifita: Cdst z celkového poctu pozitivnich kolonii sprdvné oznacenych pfi
predbézném hodnoceni. Specifita metody by obecné méla byt vétsi nez 80 %.

— Podil faledné pozitivnich vysledki: Cdst typickych kolonii, které se ndsledné ukdzaly
(potvrdily) jako necilové (nesledované). Ke stanoveni podilu falesné pozitivnich
a falesné negativnich vysledku je vhodné vyuzit nezavislé konfirmacni testy.

— Podil falesné negativnich vysledkii: Cdst netypickych kolonii, které se ndsledné
ukdzaly (potvrdily) jako cilové.

— Selektivita: Pomér poctu cilovych kolonii a celkového poctu kolonii vyrostlych na
Petriho misce ¢i membrdnovém filtru. Selektivita by neméla byt mensi nez 10 %.

— Uéinnost: Cdst (frakce) celkového poctu kolonii, sprdvné oznacend jako
presumptivni pocty.

— Opakovatelnost: Tésnost shody mezi vysledky za sebou ndsledujicich méfeni
téze merené veliciny provedenych za stejnych podminek. Rozptyl vysledkl
by mél odpovidat Poissonové rozdéleni (P = 0,95). Pokud néjaky pracovnik
tohoto vysledku nedosahuje, mél by se bud' zlepsit, nebo se musi pfislusné
zvysit nejistota stanoveni. V mikrobiologii se vyznam této charakteristiky dosti
precenuje. Opakovatelnost ukazuje prakticky pouze na homogenizaci a na
rozdéleni ¢astic ve vzorku.

— Reprodukovatelnost: Tésnost shody mezi vysledky za sebou ndsledujicich méreni
téZe mérené veli¢iny provedenych za odlisnych podminek. Reprodukovatelnost se
pocita jakoR=2,8S,;kde S, je smérodatna odchylka reprodukovatelnosti obvykle
vypoctena z mezilaboratorni smérodatné odchylky S a smérodatné odchylky
opakovatelnosti S - S, = (S ?+S?). Pro vypocty Ize s vyhodou pouzit vysledky
mezilaboratornich porovnavani (interlaboratorni reprodukovatelnost). Stanovit
vnitrolaboratorni reprodukovatelnost je vétsinou komplikované a vysledky mohou
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byt podhodnocené. Jeden vzorek by totiz mél byt analyzovan v odlisnych
podminkach. Rizny pracovnik, to neni problém, ale pouZziti rizné Sarze média,
rlznych inkubator( a dalSich zafizeni uz problematické je.

— Nejistota v pocitani: Relativni standardni odchylka opakované ziskanych pocti
cilovych kolonii'v riznych podminkdch (pocitdni stejnou osobou, riiznymi osobami
apod.). Individudlni pocitani (1 osoba) by nemélo pfesahnout u =+ 0,03 (tj. 3 %).
Pocitani riznymi pracovniky by nemélo pfesahnout u_ = + 0,05 (tj. 5 %). Pokud je
nejistota v pocitani vétsinezu = +0,1(tj. 10 %), jedna se o problémové stanoveni.

— Robustnost: Necitlivost analytické metody k malym zméndm v postupu zkousky.
Mikrobiologické metody jsou obecné velmi mélo robustni a jakakoliv odchylka
vétsinou vede k odliSnym vysledkdm.

6.3. KONTROLA A RiZENi KVALITY
PRACE V MIKROBIOLOGII

IdedIni referencni materidly pro mikrobiologii vody (které by zahrnovaly skalu
druhli a kmend, vyskytujici se ve vodnim prostiedi ve vhodné matrici) dosud
neexistuji. Souc¢asné dostupné kvalitativni (referencni kultury) i kvantitativni (refe-
ren¢ni materialy) produkty jsou zaloZeny na cistych kulturach, které maji s mikro-
flérou, vyskytujici se ve vodnim prostiedi, spole¢ného jen mélo. Referenéni kmeny
vsak maji své misto pro kontrolu vykonnosti kultivaénich médii, jak je pfedepsano
v normé& CSN EN 1SO 11133, kdy se také laboratorni pracovnici mohou seznamit
s tim, jak typicky kmen daného druhu na daném médiu vypada. Je viak nutné mit
na paméti, ze ve vodnim prostiedi se vyskytuje rozmanitéjsi skala kmen( s SirSim
rozsahem typického vzhledu (pro toto rozliseni je pravé urceno testovani podilu
falesné pozitivnich a negativnich vysledki z pfirozené kontaminovanych vzorku).

Vnitini provozni kontrola kvality prace laboratofi je zalozena na analyze duplicit-
nich, pfirozené kontaminovanych vzorkd, pficemz hodnoceni si laboratof zvoli
sama. Bud' je mozné vyuzit komercné dostupné specidlni statistické programy,
nebo vlastni vypocty (konfidencnich) mezi napfiklad podle navodu, uvedeného
v normé& CSN EN ISO 8199. P¥i celkovém hodnoceni je tfeba posoudit, jsou-li
vysledky v souladu s deklarovanymi nejistotami méreni.

Vnéjsi kontrola kvality prace v laboratofi se pak provadi v rdmci mezilaborator-
niho porovnavani - tzv. zkousek zpUsobilosti.
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6.3.1. Vnitfni kontrola — referenc¢ni kultury

V Ceské republice se pouzivaji referen¢ni kultury z Ceské sbirky mikroorganism
v Brné (CCM). Pro rutinni praci je nejvhodnéjsi forma Zelatinovych diskd — vétsina pre-
depsanych kontrolnich kmena je ve formé Zelatinovych diskd k dispozici. Vyhodou
je jejich cena, doba exspirace (vice nez 1 rok) a moznost jednoduché manipulace.
Kromé béznych diskd dodava Ceska sbirka mikroorganismd tzv. ,kmeny s definova-
nym obsahem’, které sice nesplnuji veskera kritéria referen¢nich (pfipadné certifiko-
vanych referen¢nich materidlu), Ize je vsak velmi vyhodné pouzivat pro vnitini kon-
trolu préce, porovnani praci jednotlivych laborantd, porovnéni jednotlivych médii
(pfipadné jejich sarzi) apod. Jedna se o definované mnozstvi (fadové 10*-10° KTJ)
testovaciho kmene v rozpustné matrici. Cena je dostupna, manipulace jednoduchg,
trvanlivost cini 6-12 mésict. Tyto kmeny je treba uchovavat pii teploté -20 °C (!), coz je
rozdil oproti béznym Zelatinovym disk(im. Zatim jsou v této formé pro mikrobiologii
vody k dispozici pouze Escherichia coli (CCM 3954), Enterococcus faecalis (CCM 4224),
Pseudomonas aeruginosa (CCM 1961) a Staphylococcus aureus subsp. aureus (CCM
3953). Veskeré informace o dostupnych referen¢nich kmenech jsou uvedeny na inter-
netové adrese http://www.sci.muni.cz/ccm/.

Kultivaéni média je tfeba pravidelné kontrolovat podle normy CSN EN ISO 11133,
ktera byla sice plivodné ur¢ena pouze pro mikrobiologii potravin, revize z roku
2014 ji vsak rozsifila i pro vyuziti v mikrobiologii vody. Na tuto normu uz jsou
i pfimé odkazy v novéjsich technickych normach napf. CSN EN 1SO 9308-1 (2015)
nebo CSN EN 1SO 14189 (2017), tudiz je jeji pouzivani povinné. Pozadavky na kont-
rolu konkrétnich médii a ¢inidel (kontrolni kmeny, referen¢ni piida, metoda kont-
roly, kritéria a charakteristické reakce) jsou specifikovany v tabulce F1 normy CSN
EN 1SO 11133. Ke kontrole kultiva¢nich médii jsou predepsany harmonizované
referen¢ni kmeny, z nichz fadu dodéava i Ceska sbirka mikroorganism (odkaz na
stranky s pfislusnym seznamem viz vyse). Pfi ndkupu hotovych médii (tj. jiz nali-
tych na Petriho miskach) je tieba dbat na to, aby byla varka opattena pfislusnym
certifikatem. Pokud tomu tak neni, je tfeba ovéfit kazdou varku. Média a cinidla,
ktera jsou pfipravovana z komer¢né dostupnych dehydratovanych slozek, je tieba
kontrolovat minimélné pii otevieni kazdé Sarze (s vylou¢enim vsech vlivi na kva-
litu média, jako je napf. teplota pfi rozehtivani, vliv sterilizace, svétla apod.).

Pro pripravu kultiva¢nich pld se pouziva pouze purifikovana voda, tj. destilovana,
demineralizovand, deionizovana nebo pfipravend reverzni osmézou nebo voda prosta
latek, které by mohly za podminek zkouseni inhibovat nebo ovlivnit rdist mikroorga-
nismd, napf. stopy chloru, amoniaku ¢i iontG kovid. Mikrobidlni kontaminace nema
presdhnout 10* KTJ/ml (pocty kolonii pfi 22 °C, podle CSN EN ISO 6222). Konduktivita
vody nesmi byt pfi 25 °C vy3si nez 25 uS-cm”, pfednostné vsak nizsi nez 5 uS-cm™.
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Metoda kvantitativni (napf. stanoveni produktivity média)

Pro techniku stanoveni po¢tu mikroorganism je v zajmu k dosazeni dostatecné
shodnosti mit k dispozici testovaci inokulum v poctu asi 102 KTJ. Je tieba pouzivat
prakticky pouzitelny rozsah 80 az 120 KTJ na plotnu (o prdméru 90 mm) a mini-
mem poctu 50 KTJ. Pro kvantitativni zkou3eni fedicich roztokl a tekutych trans-
portnich pld je zapotiebi testovaci inokulum obsahujici od 10* do 10* KTJ, aby
v objemu inokulovaném na povrch ploten bylo obsazeno asi 100 KTJ.

Priklad stanoveni produktivity média

— Datum:1.3.2017

— Testované médium: HiCrome Chromogenic Coliform agar (HiMedia M 1991,
Sarze 0000224229)

— Referenéni médium: Trypton Yeast extract agar (HiMedia M1272 - 500 g, Sarze
0000280660)

— Testovany kmen: E. coli CCM 3953

— Podminky testovani: pfimy vysev, inkubace 24 hodin pfi (36 £ 2) °C

— Vysledek testované médium: fedéni -5, primér 286 KTJ/0,5 ml (= 57 200 000 KTJ/
disk)

— Vysledek referenéni médium: fedéni -5, pocet 282 KTJ/0,5 ml (= 56 400 000 KTJ/disk)

— Spocitana produktivita: 101 %

— Konecny vysledek: Vyhovuje/nevyhovuje srovnani's F1

Metoda kvalitativni

Pro zkouseni selektivity se na plotnu nebo do zkumavky kultiva¢niho média inoku-
luje suspenze jiného nez cilového mikroorganismu obsahujici 10* az 10° KTJ. Pro zkou-
Seni specificity tuhych plotnovych plid je potiebné inokulum obsahujici 10° az 10 KTJ.

6.3.2. Vnéjsi kontrola — mezilaboratorni
porovnavani (zkousky zpUsobilosti)

Zkousky zpUsobilosti (ZZ), organizované réiznymi subjekty (v Ceské republice
napf. ASLAB, Statni zdravotni Ustav ¢i CSlab, o. p. s.) jsou vétSinou zaloZeny na
stanoveni indikatorovych skupin mikroorganismu ve vzorcich vody s pfirozenou
mikroflérou. Pfestoze maji tyto vzorky mnohé nevyhody (pfedevsim nejsou sta-
bilni, analyzy nelze v delsim ¢asovém horizontu opakovat), povazujeme tento
zplsob kontroly za nejvhodnéjsi, protoze laboratofe pracuji se skalou kmen,
vyskytujici se pfi jejich normalni rutinni praci. Dalsi nevyhodou vsak je, ze tyto
vzorky neobsahuji v dostate¢ném poctu (statisticky vyznamné detekovatelném)
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mikroorganismy, zejména patogenni, jejichz stanoveni je nyni legislativou vyza-
dovano (napf. Salmonella spp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
apod.), a tudiz jsou ZZ v této oblasti organizovany. Obohaceni vzorkl pii jejich
pfipravé je tak nezbytné. Pfi pfipravé vzorkl je nutné zohlednit, Ze vodni pro-
stfedi je pro tyto mikroorganismy tak nefyziologické, Ze z néj velice rychle mizi
(zejména pokud jde o izolat Cisté, stresované kultury, proto je optimalni pouzit
vice rdznych kmenu), a jednotlivé buriky mohou tvofit shluky (je tedy nutnd pred-
inkubace v tekutém médiu a velice peclivé promichani vzorku).

Vnéjsi kontroly by se laboratof méla optimalné ucastnit nékolikrat do roka, coz
sice soucasné nabidky umoznuji, nicméné se toho u nas pfilis nevyuziva. Nékteré
zahranicni systémy (napt. ve Velké Britanii) doporucuji vnéjsi kontrolu az deset-
krat do roka, nebot pouze tato frekvence spravedlivé prokaze kvalitu prace
v laboratofi bez negativnich ¢i pozitivnich odchylek. V Ceské republice je viak
kazdy ,dalsi” okruzni rozbor vétsinou povazovan pouze za opravu neuspéchu
v prvnim kole.

Vysledky mezilaboratorniho porovnani je tteba kriticky zhodnotit (nepfecerio-
vat, ale ani nepodceniovat) a vyuzit jako zpétnou vazbu. V pfipadé nedspésného
vysledku (zejména v ptipadé, kdy se do intervalu sprdvnych hodnot nevejde ani
s intervalem z nejistot méfeni) je nutné vyloucit viechny ndhodné (nesystémové)
chyby, identifikovat pfipadné rusivé vlivy (vertikaIni kontrolou) a pfedevsim zjis-
tit, nejedné-li se o trvaly trend (opakované hodnoty konkrétniho ukazatele nad
nebo pod vztaznou hodnotou), ktery by mohl ukazovat na chybu systémovou.
Pfi hodnoceni vysledkl zkousek zpUsobilosti je mozné pfezkoumat i vlastni nejis-
toty stanoveni.

6.4. NEJISTOTY V MIKROBIOLOGII VODY

Nejistota méreni je definovana jako ,parametr spojeny s vysledkem méreni, jenz
charakterizuje rozptyleni hodnot, které mlze byt racionalné pfisouzeno mérené

veli¢iné”. Je to mira nepreciznosti. Parametr se vyjadfuje jako standardni nejistota
nebo relativni standardni nejistota (v procentech).

Jeden z hlavnich a zasadnich problému mikrobiologického rozboru vody je sku-
tecnost, Ze vétsina mikrobiologickych analyz (predevsim u pitné vody) nesplnuje

statistické pozadavky na,kvantitativni” analyzy. Vzhledem k urcitym pozadavkdm
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pravnich predpist (hodnota ,0” ve 100 ml) nelze spinit minimalni pocet KTJ, aby
byla splnéna mez stanovitelnosti (tj. nejniZsi prdmérnd koncentrace partikuli ve
zkouseném objemu vzorku, kdy se oéekdvd relativni standardni nejistota rovnd urcené
hodnoté). Konfiden¢ni meze hodnot 0-10 na hladiné pravdépodobnosti P = 0,95
jsou uvedeny v pfiloze Il a pro hodnoty 1-5 je uvedena i relativni smérodatna
odchylka téchto mezi. Pokud tedy laboratof neuvadi relativni nejistoty vétsi nez
100-140 % (coz se pfedpoklada), nelze je pouzit pro nizsi hodnoty nez je 10 KTJ ve
studovaném objemu. Lze tedy konstatovat, Ze hodnoty mensi nez 10 KTJ jsou pod
mezi stanovitelnosti a Ize je povazovat maximalné za semikvantitativni vysledek
(prestoze se v protokolu v souladu s legislativou uvadi ¢islo). Sprdvné nastavena
nejistota se pozna podle toho, Ze se do rozmezi vejde minimalné 95 % duplicit-
nich stanoveni (v¢etné tajnych vzorka).

Odhad nejistot méfeni je jednim ze zadkladnich pozadavkl na akreditaci metod.
Jak jiz bylo naznaceno v kapitole 6.1., povahy mikrobiologickych testd vétsinou
znemoznuji tvrdé statistické a metrologické hodnoceni, nicméné i v této oblasti
bylo dosazeno vyznamného pokroku, ktery mikrobiologim umoziuje se této
povinnosti vhodné zhostit. Sou¢asné pravni predpisy (udavajici pozadavky napf.
na kvalitu pitné nebo surové vody v3ak s nejistotami jako takovymi nepocitaji).

Pro odhad nejistot méfeni se predpoklada, Ze pracovnici laboratofi dikladné
pochopili principy a uskali jednotlivych mikrobiologickych metod a maji potfebné
zkusenosti s mikrobiologickymi analyzami.V souc¢asné dobé je pro stanoveni nejis-
tot méfeni mozné vyuzit normu CSN 1SO 29201. Norma nedava jednotny striktni
postup odhadu nejistot, ale je mozné vybrat si ze dvou pfistupt:

Globdlni (celkovy) ptistup: Zakladni myslenkou je duplikovat cely analyticky
postup od pfipravy pocatecni suspenze po konecny vypocet. Kdekoli je to mozné,
musi byt analyzovéany redlné vzorky. Preciznost stanoveného prdméru zavisi na
poctu vysetfovanych vzorkl (doporucuje se nejméné 30 vzorku). Globalni stano-
veni nejistoty mé byt vyhodnoceno samostatné pro kazdy postup, typ matrice
a kazdy stanovovany mikroorganismus, aby realisticky reprezentovalo vnitrola-
boratorni reprodukovatelnost. BEhem experimentu se maji ménit faktory, o nichz
se predpoklada, Ze jsou dulezité. Tento piistup se obecné mnoho nehodi k pou-
Ziti pro nizké pocty, ¢imz se jeho vyuziti omezuje.

Pristup ,per partes”, tj. po ¢astech: Pfi vyhodnoceni slozky po slozce se zkombi-
nuji jednotlivé pfispévky k nejistoté méreni, oddélené vyhodnocené (odbér pod-
vzorkd, zfedéni, inokulace, inkubace a pocitani). Podle nasich zkusenosti jsou
nejvétsim prispévkem k nejistotdm homogenizace vzorku (zahrnujici i vlastni
rozptyl ¢astic) a pocitani kolonii (vliv osobniho barvocitu apod.).
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7. HODNOCENI VYSLEDKU

MIKROBIOLOGICKYCH ZKOUSEK

Povinné - analytik musi vzdy neprodlené zkontrolovat, jestli jsou vysledky jed-
notlivych ukazateld v souladu mezi sebou a odpovidaji vysledkdm dalSich che-
mickych ¢i biologickych ukazatel(. V pfipadé vyznamnych vykyvud je nezbytné
neprodlené zjistit, jestli nékde neni mozna chyba. Vzorek jako takovy neni mozné
skladovat a znovu analyzovat, nicméné Ize provést vertikalni kontrolu pracov-
niho postupu, pfipadné znovu zkontrolovat narlisty mikroorganismu na Petriho
miskach ¢i membranovych filtrech, nez dojde k jejich definitivni likvidaci.

Zékladni - srovnani vysledkl s limity uvedenymi v pravnich predpisech jiz dnes
vétSinou automaticky provadi laboratorni pocitacové programy. Mikrobiolog
analytik by vsak mél byt schopen vysvétlit (nebo alespon navrhnout moznosti)
zdroje nélezu a odborné zhodnotit jeho zdvaznost (s vyuzitim nejistot méfeni, se
kterymi legislativa bohuzel nepocitd).

Nadstavbova ¢ast - erudovany mikrobiolog vody se zkusenostmi ve vodnim hos-
podafstvi, technologii a hygiené vody by mél byt schopen provadét na zdkladé
pozadavkl a spolupréce se zédkazniky hodnoceni vysledkl, posouzeni trend(
a vykyva. Velmi vhodnd je i spolupréce s technology upraven vod (pokud to roz-
déleni kompetenci umoznuje), zejména pfi hodnoceni vysledk mikrobiologic-
kych analyz (kolisani hodnot jednotlivych ukazatelG béhem roku, vybér vhod-
nych metod stanoveni, upozornéni na nejistoty vysledkl apod.). Tato spoluprace
by se méla projevit i ve spolupraci pfi tvorbé rizikové analyzy a monitorovaciho
programu (Cetnost odbérd, vybér vhodnych ukazatelt a metodik stanoveni, kri-
tické hodnoceni kolisani vysledk( apod.).
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MIKROBIOLOGICKEHO ROZBORU

8. NEJCASTEJSI ZDROJE CHYB PRI PROVADENI

V této kapitole jsou rozebirany nejcastéjsi zdroje nepresnosti mikrobiologickych
analyz, které mohou v dusledku vést az k nemoznosti realistického hodnoceni
vysledkd. Tato kapitola byla zpracovana z poznatkd ziskanych jednak pfi posuzo-
vani mikrobiologickych laboratofi a z tézkosti, které vyplyvaly z prace s datovymi
soubory, dodanymi rGiznymi laboratoremi.

8.1. NEDODRZOVANi PREDEPSANYCH METODIK

Mikrobiologické metody jsou uzancni, tzn. smluvené. Nestanovuje se tedy taxo-
nomicky definovany mikroorganismus (nebo skupina), ale mikroorganismus
detekovany ,podle metody”. Vzhledem k tomu, ze mikrobiologické metody jsou
velmi mélo robustni, odchylky v pouZziti odlisnych metodik mohou vést ke zcela
odlisnym vysledkam.

Pfi mikrobiologickych analyzéch povrchovych vod jsou nej¢astéjsi tyto problémy:

— Pouzivani médii o jiném sloZeni nez je pfedepsano (podobny komeréni nazev, ale
jiné nez predepsané slozeni).

— Neprovadéni nebo nedostatec¢né provadéni predepsanych konfirmacnich test(
(napf. hydrolyza eskulinu u stanoveni intestinalnich enterokokd, kysela fosfataza
u Clostridium perfringens, vsechny konfirmacni testy u presumptivnich kolonii
salmonel, oxidazovy test u koliformnich bakterii apod.).

— Nezvladnuti pfedepsané metodiky stanoveni z ddivod( nedostatecné kvalifikace
nebo nedostate¢nych mikrobiologickych zkusenosti pracovnik(. Toto pfipada
v Uvahu nejen u slozitéjsich stanoveni, jako je napf. stanoveni patogennich
mikroorganismu (véetné salmonel), ale i v pfipadech, kdy je obtizné&jsi rozliseni
cilovych kolonii a laboratote si neprovedly testy citlivosti, resp. specificnosti.
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8.2. PRODUKCE NEDOSTATECNE
PRESNYCH VYSLEDKU

PF¥i mikrobiologickém rozboru pitné vody je legislativnimi pfedpisy stanoven
vysetfovany objem vzorku vody - u indikatorovych bakterii se zpravidla pouziva
objem 100 ml - a negativni zachyt (napf. vysledek 0 KTJ/100 ml). V tomto ptipadé
Ize ziskané vysledky statisticky povazovat za viceméné kvalitativni, maximalné
semikvantitativni.

Pokud laboratote pii analyzach povrchové vody (véetné vody surové) neprovadéji
dostatecny pocet fedéni (v¢etné zpracovavanych objemu), nemusi byt vzdy spl-
nény podminky kvantitativnich analyz (tj. pracovat s minimalnim poctem kolonif
na misce ¢i membranovém filtru 10-15, aby byla dosazena dostate¢nd presnost ana-
lyzy). Navic nejsou vzdy dostate¢né zaznamendvana primarni data tak, aby z nich
el nasledné rekonstruovat prabéh analyz. Toto vede k tomu, Ze jsou obcas poskyto-
véna ¢isla nepfesna, tj.,mald” s velmi Sirokymi konfidenénimi mezemi. Kromé toho
jsou do informacnich systém0 mnohdy dodéavény vysledky ve formé ,<nebo>"
které jsou pro nasledné statistické zpracovani a dalsi hodnoceni bezcenné.

Toto se déje zejména z financ¢nich ddvodd. Ceny analyz jsou trhem neumérné
tlaceny dol0, ¢imZ nezbyvd prostor na materidl, nezbytny pro zpracovani vice
objem0 anebo fedéni vzorkd. Jak jiz bylo uvedeno, vzorek se musi zpraco-
vat ihned a na rozdil od vzorkd ur¢enych k chemickym analyzam se nemaze
skladovat.

Velké mnozstvi vzorkl ke zpracovani mlze vést i k nepfesné praci. Nejvétsim
zdrojem nepfesnosti je nedostatecné promichani (homogenizace) vzorka. Jak
jiz bylo uvedeno u definice opakovatelnosti (viz kap. 6.2.), tyto chyby se podileji
minimalné v 10 % na celkové variabilité, v pfipadé nekvalitni prace (dané napf.
spéchem) se mize opakovatelnost vysplhat az na 30 %. Naopak odmérovani
objemu (napf. pipetovanim) se na nepfesnostech podili relativné malo, témér
vzdy méné nez 5 % (Ize to ovéfit vazkovou analyzou).

Dale se mnohdy vyskytuji chyby pti,prepoctu” vysledkd. Byla-li stanovena napi.
,0” KTJ ve 100 ml, coz bylo nasledné interpretovéno jako,0” KTJ v 1 ml, a ztratila se
tim informace o vysoké cistoté vzorku. Nebo naopak pfi nevénovéni pozornosti
dostate¢né koncentraci vzork( je stanoveno ,0” KTJ v 1 ml (surova voda), a poté
uvedeno jako kvantitativni vysledek < 100 KTJ ve 100 ml. To je sice téZ matema-
ticky spravné, udaj mé viak mizivou informacni hodnotu.
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8.3 NEDOSTATECNA KVALIFIKOVANA
VYSTUPNi KONTROLA VYSLEDKU

Ne vzdy je provedena konecnd vystupni kontrola vysledkd mikrobiologickych
analyz pracovnikem s dostate¢nymi znalostmi v mikrobiologii vody (vcetné
zhodnoceni reélnosti ziskanych vysledkl, vzajemnému poméru jednotlivych
indikator(, kontroly pfepoctd, zaokrouhlovani apod.). Tato kontrola je nezbytna.
Je nutné mit na paméti, ze vétsinou je to posledni faze, kdy vysledky mikrobiolo-
gického rozboru vidi ¢lovék s dostate¢nou odbornou kvalifikaci (v tomto pFipadé
mysleno mikrobiologickou), nebot dalsi zpracovani a hodnoceni vétsinou prova-
déji pracovnici jinych profesi (technologové, urednici apod.).

8.4. NEDOSTATECNA SPOLUPRACE
SE ZAKAZNIKEM

Aby vysledky mikrobiologickych analyz splnily svoji Glohu a pfispély k zlepSeni
daného stavu, je velmi dulezité vénovat pozornost spolupraci se zakaznikem.

V naprosté vétsiné pfipadl neni zékaznik v mikrobiologii zbéhly, je proto vhodné
(pokud o to jevi zdjem) informovat jej o moznostech stanoveni, stabilité vzorku,
nejistotdch méreni apod. Dale je dobré ziskat dopliujici informace o misté
odbéru vcetné netypickych okolnosti. U soukromnik( objedndvajicich si rozbor
studny je dllezité zeptat se na typ studny/vrtu, jeji/jeho hloubce, pfipadné sta-
vajici dezinfekci.
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9. RECEPTAR MEDII

V prehledu této kapitoly jsou uvedena pouze média ur¢end na zékladni mikro-
biologicky rozbor a nékterd média doplnkovd, kterad jsou vyuzitelna pfi bézné
praci v mikrobiologické laboratofi zabyvajici se analyzou vod.

9.1. NESELEKTIVNi MEDIA

9.1.1. Agar s tryptdzou a kvasni¢nym extraktem

SloZeni:

— Trypton 6,09

— Dehydratovany kvasni¢ny extrakt 3,0 g
— Agar120g

— Destilovand voda 1000 ml

Priprava: Pfedepsané ingredience se rozpusti ve vodé, upravi se hodnota pH tak, aby po
sterilizaci byla 7,2 + 0,2 pri teploté 25 °C. Potom se pini do patricnych nddob a sterilizuje
se v autokldvu pri teploté 121 °C po dobu 15 minut. Pred pouZitim se kultivacni médium
roztopi pfi max. 100 °C, nechd se zchladnout na teplotu cca 45 °C.
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9.1.2. Masopeptonovy agar (Zivny agar ¢&. 2)

(dfive pouZivany ke stanoveni tzv. mezofilnich a psychrofilnich bakterii)

SlozZeni:

— Masovy extrakt 10,0 g

— Pepton (zmasa vyrobeny) 10,0 g
— Chlorid sodny (NaCl) 5,0 g

— Agarl5g

— Destilovand voda 1000 ml

Priprava: Pfedepsané ingredience se zahfivdnim na vodni ldzni &i v proudici pdre roz-
pustive vodé, upravi se hodnota pH tak, aby po sterilizaci byla 7,2 + 0,2 pfi teploté 25 °C.
Potom se pIni do patfi¢nych nddob a sterilizuje se v autokldvu pfi teploté (121 + 3) °C po
dobu (15 = 1) minut. Pokud neni kultivacni médium ihned po pripravé bezprostiedné
pouZito, musi byt ve sterilnim stavu uskladnéno ve tmé a pfi teploté 4 °C, a to ne déle
nez jeden mésic. Pred pouZzitim se kultivacni médium roztopi pti max. 100 °C, nechd se
zchladnout na teplotu (45 £ 1) °C.

9.1.3. Trypton séjovy agar

(nejbéznéjsi agar, pouZivany k subkultivaci kmenu bakterii;
bez pridaného agaru se pouZzivd jako trypton séjovy bujon,
ktery je vhodng ke kultivaci kmena v tekutém prostredi)

SloZeni:

— Trypticky hydrolyzat kaseinu 15,0 g
— Pepton (ze s6ji vyrobeny) 5,0 g

— Chlorid sodny (NaCl) 5,0 g

— Agari5g

— Destilovana voda 1000 ml

Priprava: Pfedepsané ingredience se zahfivdnim na vodni ldzni &i v proudici pdre roz-
pustive vodé, upravi se hodnota pH tak, aby po sterilizaci byla 7,2 + 0,2 pfi teploté 25 °C.
Potom se pini do patricnych nddob a sterilizuje se v autokldvu pri teploté (121 + 3) °C
po dobu (15 + 1) minut. Po zchlazeni na 45-50 °C se rozlévd do Petriho misek. Plotny je
mozné uchovdvat nejméné jeden mésic v temnu pfi teploté (5 + 3) °C, chrdnéné proti
odparovdni.
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9.2. SELEKTIVNi MEDIA NA STANOVENI
INDIKATOROVYCH MIKROORGANISMU

9.2.1. Chromogenic Coliform agar (CCA)

SlozZeni:

— Enzymaticky hydrolyzat kaseinu1,0 g

— Kvasni¢ny extrakt 2,0 g

— Chlorid sodny 5,09

— Dihydrogenfosfore¢nan sodny - 2H,02,2g

— Hydrogenfosfore¢nan sodny 2,7 g

— Pyrohroznan sodny 1,0 g

— Sorbitol1,0g

— Tryptofan1,0g

— Tergitol 70,159

— 6-Chlor-3-indoxyl-p-D-galaktopyranosid 0,2 g
— Kyselina 5-brom-4-chlor-3-indoxyl-3-D-glukuronové 0,1g
— Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) 0,19
— Agar9-18¢g

— Destilovanou vodou doplnit do 1000 ml

Priprava: Jednotlivé ingredience se rozpusti ve vodé pomoci zahfivdni pfi maximdini
teploté 100 °C. Je-li to nutné, upravi se hodnota pH tak, aby po sterilizaci odpovidala
jeho hodnota 6,8 + 0,2. Po zchlazeni na 45-50 °C se rozlévd do Petriho misek. Plotny je
mozné uchovdvat nejméné jeden mésic v temnu pfi teploté (5 + 3) °C, chrdnéné proti
odparovdni.
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9.2.2. Endo agar

SloZeni:

— Pepton (zmasa vyrobeny) 10 g

— Masovy vytazek (susina) 8,6 g

— Laktéza10g

— Sifi¢itan sodny (bezvody) 1,2 g

— Chlorid sodny 59

— Agari2g

— 5% roztok bazického fuchsinu v ethylalkoholu 3,4 ml
— Destilovana voda do 1000 ml

Pfiprava: Jednotlivé ingredience se postupné rozpusti v 1000 ml destilované vody.
Nakonec se pridd roztok bazického fuchsinu (viz 9.2.2.1.) a sterilizuje se 30 minut pri
100 °C. Vyslednd hodnota pH md byt 7,5 + 0,2. Pripravené médium se skladuje maxi-

mdlné dva tydny pfiteploté 4 az 8 °C. Médium by mélo byt slabé riiZzové; pokud médium
zCervend, jiZ se nehodi k pouZiti.

9.2.2.1. ROZTOK BAZICKEHO FUCHSINU
SloZeni:

— Bazicky fuchsin1g

— 95% ethylalkohol 20 ml

Priprava: Po dokonalém rozpusténi se roztok v pfipadé potreby prefiltruje. Skladuje se
v chladnicce pfi 2-8 °C nebo podle pokyn(i vyrobce.

VYSTRAHA! Bazicky fuchsin je kancerogenni a pfi manipulaci s nim musi byt
dodrzovana veskera bezpecnostni opatieni.
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9.2.3. m-FC agar

SloZeni:

— Tryptose nebo biosate 10,0 g

— Proteose pepton ¢. 3 nebo polypepton 5,09

— Kvasni¢ny extrakt 3,0 g

— Chlorid sodny (NaCl) 5,0 g

— Laktéza125g

— Zlu¢ové sole €. 3 nebo smés zlu¢ovych soli15g

— Anilinovd modi 0,1g

— Kyselina rosolova — alkalicky roztok (viz 9.2.3.1.) 10,0 ml
— Agari5g

Priprava: Jednotlivé ingredience se postupné rozpousti v 1 000 ml destilované vody,
kterd jiz obsahuje 10 ml zdkladniho alkalického roztoku kyseliny rosolové (viz 9.2.3.1.).
Potom se médium zahreje tésné pod bod varu a ihned (!) se ochladi na teplotu 45 °C az
50 °C. Nesterilizuje se! Vyslednd hodnota pH musi byt 7,4 + 0,2. Pripravené médium se
skladuje maximdliné dva tydny pfi teploté 4 az 8 °C.

9.2.3.1. ALKALICKY ROZTOK KYSELINY ROSOLOVE

SlozZeni:

— Roztok hydroxidu sodného (NaOH) o koncentraci 0,2 mol-I" 100,0 ml
— Kyselina rosolova 1,0 g

Priprava: Po dokonalém rozpusténi se roztok prefiltruje. Zdkladni roztok se skladuje ve
tmé pri teploté 2 az 10 °C maximdlIné dva tydny. Potom se likviduje. Stejné tak je nutno
ho vyradit, zméni-li se barva z tmavé cervené na hnédou. Roztok se nesmi (!) sterilizo-
vat, nebot 'se sloucenina rozklddd.
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9.2.4. Médium na detekci E. coli podle CSN 757835

SloZent:

— Pepton5g

— Masovy extrakt3 g

— MUG (4-methylumbelliferyl-B-D-glukuronid) 100 mg
— Agari5g

— Demineralizovana nebo destilovana voda 1000 ml

Priprava: Jednotlivé slozky se rozpusti v destilované vodé zahfivdnim. Sterilizuje se
v autokldvu po dobu 15 minut pfi 121 °C. Hodnota pH po sterilizaci musi byt 6,9 + 0,1.
Médium vydrzi v temnu pfi teploté 2 az 10 °C minimdlné dva tydny.

9.2.5. Selektivni kultivac¢ni médium
podle Slanetze a Bartleyové

SloZeni:

— Trypt6za20g

— Kvasnicny extrakt 5 g

— Glukéza2g

— Hydrogen fosfore¢nan sodny 4 g

— Azid sodny 0,4 g

— Trifenyltetrazolium chlorid 0,1g

— Agari5g

— Destilovanou vodu doplnit do 1000 ml

Priprava: Jednotlivé slozky se navdzi a nechaji 30 minut ,nabobtnat” v destilované
vodé. Poté se rozvari agar na vodni Idzni, max. 30 minut. Celou dobu musi byt médium
chrdnéno pred svétlem. Potom se ochladi na 50 az 60 °C a pIni se do Petriho misek.
Skladuje se ve tmé v chladnicce, nejdéle dva tydny.
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9.2.6. Konfirmacni médium
(zlu¢-eskulin-azidovy agar)

SlozZeni:

— Trypton 17,09

— Pepton3,0g

— Kvasni¢ny extrakt 5,0 g

— Volska Zlu¢ dehydratovana 10,0 g
— Chlorid sodny (NaCl) 5,0 g

— Eskulin1,0g

— Citran zZelezity 0,5 g

— Azid sodny 0,159

— Agarl5g

— Destilovand voda do 1000 ml

Priprava: Jednotlivé sloZky se rozpusti ve vodé v proudici pdre. Upravi se hodnota pH
tak, aby po sterilizaci byla 7,1 + 0,1 pfi 25 °C. Médium se sterilizuje 15 minut pfi 121 °C.
Potom se ochladi na 50 az 60 °C a pini se do Petriho misek. Skladuje se ve tmé v chlad-
nicce, nejdéle dva tydny.

VYSTRAHA! Azid sodny je toxicky a p¥i manipulaci s nim musi byt dodrzovana
veskera bezpecnostni opatieni.

9.2.7. m-CP agar

Zdkladni médium:

— Trypt6za30g

— Kvasnicny extrakt 20 g

— Sachar6za5g

— L-cystein hydrochlorid 1g

— Siran hotecnaty, heptahydrat 0,1g
— Chlorid Zelezity, hexahydrat 0,09 g
— Bromkresolova ¢erven 40 mg

— Indoxyl-B-D-glukosid 0,06 g

— Agarlg

— Destilovana voda do 970 ml
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Priprava: Jednotlivé slozky se rozpusti ve vodé zahfivdnim. Je-li to nutné, upravi se pH
tak, aby po sterilizaci odpovidala jeho hodnota 7,6 + 0,1. Médium se sterilizuje v auto-
kldvu pFi 121 °C po dobu 15 minut. Po zchladnuti na 50 °C se postupné pridaji ndsledu-
jici slozky:

— D-cykloserin 400 mg
— Polymyxin B sulfat 25 mg
— 0,5% Fenolftalein difosfat sterilizovany filtraci 20 ml

Po duikladném promichdni se asepticky rozlévd do Petriho misek. Médium je pri sklado-
vdni've tmé v chladnicce stabilni jeden mésic.

9.2.8. Tryptdzo sificitanovy agar s cykloserinem

SloZeni:

— Kasein15g

— Enzymaticky séjovy hydrolyzat5 g

— Kvasni¢ny extrakt 59

— Disifi¢itan sodny 1g

— Citran zZelezitoamonny 1g

— Agar9-18g

— Destilovanou vodou (6.1.) doplnit do 1000 ml

Priprava: Jednotlivé ingredience se rozpusti ve vodé pomoci zahfivdni pfi maximdlni
teploté 100 °C. Je-li to nutné, upravi se pH tak, aby po sterilizaci odpovidala jeho hod-
nota 7,6 = 0,1. Sterilizace 15 minut pri teploté (121 + 1) °C. Po zchlazeni na 45-50 °C se
sterilné pridd 10 ml roztoku D-cykloserinu (4 g/100 ml) pripraveného podle pokynu
vyrobce, vse se zamichd a rozlévd se do Petriho misek. Plotny je mozné uchovdvat
maximdlné pét dni'v temnu pri teploté (5 £ 3) °C, chrdnéné proti odparovani.
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9.2.9. Mékky (soft) agar na plakovou titraci
(stanoveni somatickych kolifag)

SloZeni:

— Pepton10g

— Agarlbg

— Destilovand voda 1000 ml

Priprava: Jednotlivé sloZky se rozpusti ve vodé, aby se jednotlivé slozky dobre rozpus-
tily, je nutné suspenzi zahfdt. Je-li to nutné, upravi se pH tak, aby po sterilizaci odpovi-
dala jeho hodnota 7,1 + 0,2. Médium se po rozpusténi sterilizuje v autokldvu pri 121 °C
po dobu 15 minut. Poté se ochladi na cca 45 °C a pouZije se k pfimému zalévdni vzorku
vody. Pred zalitim se asepticky pridd 5 ml/l média suspenze hostitelskych kment ve
fyziologickém roztoku a dikladné se promichd.

9.3. ROZTOKY A CINIDLA

9.3.1. Roztok pro oxidazovy test
podle CSN EN ISO 9308-1

SloZeni:

— Tetramethylparafenylendiamindihydrochlorid 1g
— Thiosiran sodny (Na,S,0,:5H,0) 0,2 g

— Chelaton30,1g

— Destilovana voda do 100 ml

Priprava: Chemikdlie se postupné rozpusti ve vodé a doplni se do 100 ml. Roztok nesmi
prijit do styku se Zelezem a musi se chrdnit pred svétlem. Uchovdvd se v tmavych zdbru-
sovych lahvickdch v chladniéce. Roztok nesmi zmodrat; jeho Zivotnost je maximdlné
tyden.
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9.3.2. Roztok pro cytochromoxidazovy
test podle CSN 75 7837

SlozZeni:

— Tetramethylparafenylendiamindihydrochlorid 1g
— Thiosiran sodny (Na,S,0,-5H,0) 02 g

— Chelaton30,1g

— Destilovana voda do 100 ml

Priprava: Chemikdlie se postupné rozpusti ve vodé a doplni se do 100 ml. Roztok nesmi
prijit do styku se Zelezem a musi se chrdnit pred svétlem. Uchovdvd se v tmavych zdbru-
sovych lahvickdch v chladniéce. Roztok nesmi zmodrat; jeho Zivotnost je maximdlné
tyden.

9.3.3. Tekuté laktozové médium

(vyuZiva se pfi konfirmaci napr. schopnosti kmen( fermentovat laktézu)

SloZeni:

— Pepton10,0g

— Chlorid sodny (NaCl) 5,0 g

— Hydrogenfosforecnan draselny (K,HPO,) 1,0 g
— Laktéza10g

— Destilovana voda do 1000 ml

Priprava: Jednotlivé slozky se rozpusti za tepla a hodnota pH se upravina 7,2-7,4. Pida
se rozplni do zkumavek s plynovkami (10 ml) nebo do Durhamovych zkumavek (5 ml)

a sterilizuje se frakcionované 3 dny po 30 minutdch v proudici pdre (pfi 100 °C).

Pozndmka: Laktézu Ize nahradit jinym cukrem, jehoZz fermentaci je potieba testovat.
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9.3.4. Indikator zmény pH

(vyuZiva se pri konfirmaci napr. schopnosti kmend fermentovat rizné
cukry, priklad zmény pH tekutého laktézového média — viz 9.3.3.)

SloZeni:

— 0,1N hydroxid sodny (NaOH) 25 ml
— Bromthymolova modi 1,09

— Destilovand voda 475 ml

Priprava: Jednotlivé sloZky se rozpusti pii teploté max. 36 °C, v priibéhu této doby se
roztok nékolikrdt protiepe. Zfiltruje se a nesterilizuje se!

9.3.5 Cinidlo na priikaz kyselé fosfatazy

SloZeni:

— 1-naftylfosfat disodna sal 0,4 g

— FastBlueBSalt0,89g

— Octanovy tlumivy roztok (pH 4,6 + 0,2) 20 ml

Priprava: Octanovy tlumivy roztok se pfipravi rozpusténim 0,3 ml ledové kyseliny
octové a 0,4 g octanu sodného v destilované vodé a doplnénim do 1000 ml. Vyse uve-
dené sloZky se rozpustiv octanovém tlumivém roztoku a nechaji se stdt po dobu (60 + 5)
minut pri teploté (5 + 3) °C, aby mohla vzniknout sraZenina. Potom se roztok zfiltruje
sklddanym filtrem, aby se sraZenina odstranila. Pripraveny roztok se uchovdvd pri tep-
loté (5 + 3) °C po dobu nejdéle dvou tydnd. Pokud se opét objevi sraZzenina, roztok se
pred pouZitim znovu Zzfiltruje.
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10. LITERATURA

10.1. SEZNAM PLATNYCH NOREM PRO
MIKROBIOLOGII VODY

(Pozn. Normy jsou uddvdny bez datace, protoZe jsou pravidelné kazZdych 5 let revido-
vdny a muze dojit k jejich vyraznym zméndm.)

€SN 75 0176: Kvalita vod — Nazvoslovi mikrobiologie vody.

CSN EN ISO 6222 (75 7821): Jakost vod - Stanoveni kultivovatelnych mikroorganism(i - Stanoveni
poctu kolonii o¢kovanim do zivného agarového kultiva¢niho média.

€SN EN ISO 9308-1 (75 7836): Kvalita vod — Stanoveni Escherichia coli a koliformnich bakterii - Cast 1:
metoda membranovych filtrdl pro vody s nizkym obsahem doprovodné mikrofiory.

CSN EN ISO 9308-2 (75 7836): Kvalita vod - Stanoveni Escherichia coli a koliformnich bakterii — Cast 2:

Metoda nejpravdépodobnéjsiho poctu.
CSN EN ISO 9308-3 (75 7836): Jakost vod — Stanoveni Escherichia coli v povrchovych a odpadnich
vodach — Cast 3: Miniaturizovana metoda stanoveni v tekutém médiu (stanoveni MPN).

€SN 75 7835: Jakost vod — Stanoveni termotolerantnich koliformnich bakterii a Escherichia coli.
CSN 75 7837: Jakost vod - Stanoveni koliformnich bakterii v nedesinfikovanych vodach.

CSN EN ISO 7899-1 (75 7831): Jakost vod - Stanoveni intestinalnich enterokoki v povrchovych
a odpadnich vodach — Cast 1: Miniaturizovana metoda stanoveni v tekutém médiu (stanoveni MPN).

CSN EN ISO 7899-2 (75 7831): Jakost vod — Stanoveni intestinalnich enterokokd — Cast 2: Metoda

membranovych filtrd.

Cést 1: Metoda pomnozeni v tekutém médiu.
(?SN EN 26461-2 (75 7861): Jakost vod — Stanoveni spor sifi¢itany redukujicich anaerobt (klostridii) —

Cast 2: Metoda membranovych filtr(.
CSN ENISO 11731 (75 7881): Kvalita vod — Stanoveni bakterii rodu Legionella.
CSN EN 16266 (75 7850): Jakost vod — Stanoveni Pseudomonas aeruginosa metodou

membranovych filtrd.
€SN ISO 19250 (75 7855): Jakost vod - Prlikaz pfitomnosti bakterii rodu Salmonella.

€SN ISO 17995 (75 7875): Jakost vod - Stanoveni termotolerantnich bakterii rodu Campylobacter.
CSN EN ISO 10705-2 (75 7871): Prikaz pFitomnosti a kvantitativni stanoveni bakteriofagti — Cast 2:

Kvantitativni stanoveni somatickych kolifaga.
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CSN SO 8199 (75 7810): Jakost vod - Obecné pokyny pro stanoveni mikroorganisma kultiva¢nimi
metodami.

CSN P ENV ISO 13843 (75 7015): Jakost vod — Pokyny pro validaci mikrobiologickych metod (tento
dokument prochdzi v soucasné dobé velkou revizi a bude nahrazen).

CSN EN ISO 19458 (75 7801): Jakost vod — Odbér vzorkd pro mikrobiologickou analyzu.

CSN 1SO 29201 (75 7014): Kvalita vod — Variabilita vysledkd zkousek a nejistota méreni
u mikrobiologickych metod.

CSNEN ISO 17994 (75 7016): Jakost vod - Kritéria pro Zjisténi ekvivalence dvou mikrobiologickych metod.

C¢SN EN ISO 11133 (56 0099): Mikrobiologie potravin, krmiv a vody - pfiprava, uchovavani
a zkouseni vykonnosti kultiva¢nich pad.

CSN EN ISO 14189 (757865): Kvalita vod — Stanoveni Clostridium perfringens — Metoda
membranovych filtrd.

1SO 15553: Water quality — Isolation and identification of Cryptosporidium oocysts and Giardia cysts
from water.
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1. SUMMARY

The aim of this study, that have to serve as a handbook for hydroanalytical labo-
ratories, is the summary of update knowledge about microbiological indicators,
usable during microbiological control of drinking and source water quality
(organotrophic microorganisms, total coliforms, Escherichia coli, intestinal entero-
cocci, Clostridium perfringens, bacteriophages) and pathogenic microorganisms
such as salmonellae, Pseudomonas aeruginosa, legionellae, Campylobacter, atypi-
cal mycobacteria, viruses, protozoan, etc.). The characteristics of above-men-
tioned microorganisms are presented, together with methods of their detection
and their occurrence in water environment. All chapters are completed by practi-
cal examples of our results, obtained during checking and verification of new
and/or international methods. Information dealing with hygienically important
microorganisms in water environment could help in cooperation of laboratories
with operators of water pipeline on the topic of water safety plans.

The entire part of this study is the summary of practical knowledge dealing with
the validation of microbiological methods and the quality assurance system in
microbiological laboratories, together with the most frequent mistakes during
the performance of microbiological examination of water. As appendix, the for-
mulae of the mostly used media are added.
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12. PRILOHY

Ptiloha I: Biochemicka charakteristika kmen( E. coli

KODY BIOCHEMICKYCH REAKCIi A TESTU
(ABECEDNE RAZENO)

Kéd reakce/test

ADO  fermentace adonitolu

ARG hydrolyza argininu

CEL fermentace celobidzy

DUL fermentace dulcitolu

ESL hydrolyza eskulinu

GLR aktivita b-D- glukuronidazy

GLU fermentace glukdzy (tvorba kyseliny)
H2S tvorba sirovodiku

IND tvorba indolu (odstépeni z tryptofanu)
INO fermentace inositolu

LIP aktivita lipazy

LYS dekarboxylace lysinu

MAL utilizace malonatu

MAN  fermentace manitolu

ONP  aktivita b-D- galaktosidazy

ORN dekarboxylace ornitinu

OXI aktivita cytochromoxidéazy

PHE aktivita phenylalanindeaminazy
RHA fermentace rhamnézy

SCl utilizace citratu

SOR fermentace sorbitolu

SucC fermentace sacharézy

TRE fermentace trehaldzy

URE aktivita ureazy (hydrolyza mocoviny)
VPT tvorba acetoinu (Voges-Proskauer)
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Porovnani procentualni pozitivity jednotlivych reakci u 164 kmenl E. coli izolo-
vanych z vodniho prostfedi (VUV) s vysledky uvedenymi ve frekvencni matici
(Farmer a Kelly, 1991) (FK). V fadku ,n+" je uveden celkovy pocet kmen0 s pozi-

tivni reakci.

H2S MAN LYS IND ORN SCI URE ONP VPT INO LIP FEN
n+ 0 164 127 | 159 |68 3 0 158 |11 4 0 2
VUV (0% |100% |77 % |97 % |41 % | 2% 0% [(96% (7% 2% |[0% |1%
FK 1% |98% [90% |98% |[65% (1% (1% |95% [0% |1% |0% |0%

MAL ADO CEL RHA ARG SUC SOR ESL TRE DUL GLU OXI
n+ 0 16 6 146 |2 75 151 9 159 | 108 |164 0
VUV (0% [10% (4% |89% [1% |46% |92% [5% |97% [66% |100% |0 %
FK 0% (5% |2% [80% |17% |50% [94% |35% [98% [60% |100% |0 %
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Priloha II: Konfiden¢ni meze Poissonova rozdéleni (hladina pravdépodobnosti
P =0,95) a relativni smérodatna odchylka u hodnot 1-5 (viz dolni tabulka)

POISSONOVO ROZDELENI

=2

meze

0,000-3,69
0,0253-5,57
0,242-7,22
0,619-8,77
1,09-10,24
1,62-11,67
2,2-13,06
2,81-14,42
3,45-15,76
4,12-17,08
4,8-18,39

= OVONOGOOUA,WN=0O

o

P=0,95 1 2 3 4 5

Poissonovo rozdéleni 0,0-5,6 0,2-7,2 0,6-8,8 1,1-10,2 | 1,6-11,7

Relativni smérodatna odchylka | 140 % 132% 128 % 108 % 107 %
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