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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva izolaci vybranych bakterii z odpadnich vod pomoci klasickych
kultivacnich metod. Cilovymi bakteriemi byly zvoleny tradi¢ni indikatorové mikroorganismy
fekalniho znecisténi — termotolerantni koliformni bakterie, Escherichia coli a intestinalni
enterokoky, dale patogenni a podminéné patogenni bakterie rodu Salmonella, Yersinia,
Campylobacter, Aeromonas a Pseudomonas. Ke kone¢né identifikaci bakterialnich kment
vyizolovanych ze vzorklli odpadnich vod byly vyuzity identifikacni soupravy 2z fady
MIKROLATEST®.

KLICOVA SLOVA
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TITLE

Isolation and identification of selected microorganisms in wastewater

ANNOTATION

The diploma thesis deals with the isolation of selected bacteria from wastewater using
classical cultivation methods. The traditional indicator microorganisms of fecal pollution
as thermotolerant coliforms bacteria, Escherichia coli and intestinal enterococci were chosen.
Also, pathogenic and conditionally pathogenic bacteria of the genus Salmonella, Yersinia,
Campylobacter, Aeromonas and Pseudomonas were evaluated. The identification sets
MIKROLATEST® were used for the final identification of bacterial strains isolated from the

wastewater samples.
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UvVoD

Vypousténi precisténych odpadnich vod nedostatecné mikrobiologické kvality do prostiedi
nebo jejich opétovné pouzivani predstavuje zdravotni riziko pro obyvatelstvo. Samotny
proces ¢isténi odpadnich vod nedokdze zcela vyloucit patogenni mikroorganismy. Pro ziskani
zdravotné¢ nezavadné vody je nezbytné pouzit dezinfekCni oSetfeni. Sledovéani vyskytu
bakterii v natocich a odtocich z Cistiren odpadnich vod a povrchovych vodach do kterych
je precisténa odpadni voda vypousténa umoziuje nejenom posoudit ucinnost Cisticiho
procesu, ale také ziskat informace o schopnosti pfeziti a distribuci bakterii Vv zivotnim
prostiedi.

Standardné se bakterie ve vodach prokazuji kultivaénimi metodami. Kultivacni postupy
jsou c¢asoveé naroné a neumoziuji detekovat zivotaschopné, ale nekultivovatelné formy,
ve kterych se bakterie ve vodnim prosttedi ¢asto vyskytuji. Vyrazné zrychleni detekce bakterii
umoznily molekularni metody, které nad klasickymi kultivatnimi metodami vynikaji
I vysokou citlivosti a specifitou. Prestoze molekularni metody dokazi prokazat
nekultivovatelné formy bakterii, neposkytuji informace o zivotaschopnosti a infek&nosti.
Imunochemické metody pak umoziuji detekovat toxiny, jejichz produkce nemusi byt
kodovana v genomu bakterie.

Cilem této diplomové prace bylo pomoci klasickych kultiva¢nich metod izolovat z natokt
a odtokd Ccistiren odpadnich vod vybrané bakterie. Mikrobiologicky rozbor byl zaméfen
jednak na prikaz fekalnich indikatorovych mikroorganismi — termotolerantni koliformni
bakterie, Escherichia coli a intestinalni enterokoky a dale na prikaz patogennich a podminéné
patogennich  bakterii zrodd Salmonella, Yersinia, Campylobacter, Aeromonas
a Pseudomonas. Bakterialni kmeny izolované ze vzorkd odpadnich vod byly identifikovany

pomoci biochemickych testi.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Odpadni vody

V n¢kolika poslednich desetileti vedl nedostatek vody k rozsifeni opétovného pouziti
odpadnich vod (Catalan et al., 1997; Levantesi et al., 2010). Mnozstvi systému pro rekultivaci
a vyuziti odpadni vody se v tomto stoleti v Evropé i ve svété vyrazné zvysilo (Levantesi et al.,
2010). Zuzitkovani nachéazeji zejména pii sprejovém zavlazovani zemédélskych ploch, zahrad
nebo sportovnich hfist. Nicméné toto vyuziti odpadnich vod pfinasi zdravotni riziko spojené
s inhalaci mikrobidlniho nebo chemického obsahu ve tvofeném aerosolu (Catalan et al.,
1997). Rekultivovana odpadni voda nachédzi vyuziti i v primyslu a stale castéji slouzi
k dopliiovani hladin povrchovych a podzemnich vod (Costan-Longares et al., 2008).

Jeden zklicovych problémt pii opétovném vyuziti odpadni vody piedstavuje jeji
mikrobiologicka kvalita a moznost §ifeni infekénich onemocnéni (Levantesi et al., 2010).
Primarnim tkolem méstskych ¢istiren odpadnich vod (COV), véetné nové vybudovanych,
zlstava redukce celkovych suspendovanych castic, znecisténi uhlikem, dusikem a fosforem,
na uroven odpovidajici asimila¢ni kapacité vody, do které Gsti odtok z Cistiren. Odstranéni
nebo snizeni koncentrace patogennich mikroorganismu je obecné vénovano mén¢ pozornosti
a konven¢ni postupy ¢isténi vod nezaruuji jejich uplné vylouceni (Rose et al., 1996;
Blumenthal et al., 2000; Espigares et al., 2006; Godfree and Farrell, 2005; Wéry et al., 2010;
Lucas et al., 2014; Topic Popovic et al., 2015). Nicméné¢ pravé odstranéni patogennich
mikroorganismil Z méstskych odpadnich vod ptedstavuje kriticky krok, nebot’ vypousténa
odpadni voda muze kontaminovat povrchové vody a zvysit riziko infekci v ptipade vyuziti
vody K rekreaci nebo jako zdroje pitné vody (Zanetti et al., 2006). Primarnim a sekundarnim
preCiSténim je moZzné snizit koncentraci bakterii indikujicich fekalni zneciSténi vody
az 099 % (Servais et al., 2007; Levantesi et al., 2010; Lucas et al., 2014; Topic Popovic
etal., 2015). OvSem v zavislosti na fekalnim zneciSténi ptivodni odpadni vody, nemusi byt
rozsah eliminace dostacujici pro dosazeni pozadované kvality k jejimu op&tovnému pouziti
(Zanetti et al., 2006; Lucas et al., 2014).

K minimalizovani rizika ohrozeni vefejného zdravi a ziskani bezpe¢né odpadni vody pro
opétovné pouziti je nezbytné zafadit do konecné faze Cisténi dezinfekci nebo jiné pokrocilé
systémy k redukci patogennich mikroorganismu (Zanetti et al., 2006; Costan-Longares et al.,
2008; Levantesi et al., 2010; Lucas et al., 2014). O rozsahu pottebnych tprav odpadni vody
rozhoduji pravni pozadavky a konecné zuzitkovani. Dezinfekéni oSetfeni mlze vyznamné

snizit mnozstvi patogennich mikroorganismu, ale vzhledem k relativné vysokym nakladim,

15



vétsina Cisticek odpadnich vod v Evropé desinfekénim procesem nedisponuje (Zanetti et al.,
2006; Lucas et al., 2014). Nejcastéji pouzivané dezinfekéni prostfedky — chlorované derivaty
maji tendenci tvofit potenciondlné¢ karcinogenni a mutagenni slouceniny. Pii vyuziti
fyzikéalniho postupu — UV zéafeni nedochazi ke vzniku zbytkovych latek, ale hrozi riziko
regenerace bakterii procesem fotoreaktivace a Spatnych vysledki pii silném zakaleni vody

(Zanetti et al., 2006).

1.2 Vyznam indikatorovych bakterii pro detekci

Vzorky vod a odpadnich vod piedstavuji komplexni matrici, ktera s vysokou
pravdépodobnosti obsahuje vice nez jeden patogenni mikroorganismus (Toze, 1999).
Detekce, izolace a identifikace vSech potenciondlnich patogennich mikroorganismu
kontaminujicich vodu by pfedstavovala nesmirné obtizny, ¢asové naro¢ny a nakladny proces,
zejména pii jeho pravidelném opakovani (Toze 1999; Alhamlan et al., 2015). Patogenni
mikroorganismy se ve vodnim prostfedi vyskytuji narazové, nebot’ jsou vylucovany pouze
nakazenymi jedinci (Badurova, 2011). Ztéchto diavodu se kurCeni relativniho rizika
pfitomnosti patogennich mikroorganisml ve vzorku pouzivaji indikatorové mikroorganismy.
Do vodniho sloupce pronikaji stejnou cestou jako patogenni mikroorganismy, avSak snadng&ji
se kultivuji a sleduji (Toze 1999; Alhamlan et al., 2015).

Mezi nejvyznamnéjsi indikatorové mikroorganismy patii fekalni koliformni bakterie.
Jejich vyskyt je spojovan s vykaly zvifat, ptaka a lidi, takze mohou slouzit k oznaceni
ptitomnosti fekalniho zneéisténi (McLellan and Eren, 2014; Alhamlan et al., 2015).
V soucasné dobé Svétova zdravotnickd organizace (WHO) uznava tti skupiny indikatord —
obecné¢ mikrobialni indikéatory, zahrnuji celkové heterotrofni bakterie nebo koliformni
bakterie zbyvajici po chloraci, dale specifické fekalni indikatory, které ptimo indikuji fekalni
kontaminaci (napf. termotolerantni Escherichia coli). Posledni skupinu tvofi indikatory
pouzivané jako indexové nebo modelové organismy pro urCity patogenni mikroorganismus
(napt. Escherichia coli jako indexovy mikroorganismus pro bakterie rodu Salmonella)
(Alhamlan et al., 2015).

Ptes relativné jednoduchy a levny proces sledovani, neptedstavuji indikatorové bakterie
v mnohych ohledech idealni ukazatele (McLellan and Eren, 2014; Alhamlan et al., 2015).
Mnozstvi fekalnich indikatortt velmi casto nekoreluje se skuteCnym stavem patogent,
coz mize byt zpusobeno rozdilnym piasobenim faktord prostiedi — teplotou, pH nebo
sedimentaci (Alhamlan et al., 2015). Navic samotné bakterialni indikatory nepostacuji

K zjisténi ptitomnosti patogennich virti a prvokt (Toze 1999; Alhamlan et al., 2015).
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Pouziti molekularnich metod umoziuje vyuzit jako ,,alternativni“ fekalni indikatory také
nekultivovatelné organismy. Jelikoz stfevnimu traktu lidi a zvitfat dominuji fekalni anaerobni
bakterie, pfedstavuji idedlni cil jako alternativni indikdtorové mikroorganismy. Mohou Iépe
vystithnout pfitomnost patogennich mikroorganismii, nebot je nepravdépodobné,

ze se po uvolnéni do zivotniho prostiedi budou nadale mnozit (McLellan and Eren, 2014).

1.3 Detekce bakterii kultiva¢nimi metodami

Prikaz nebo stanoveni bakterii by v idealnim piipadé mélo byt rychlé, citlivé, piesné,
levné a snadné (Toze, 1999). Kultiva¢ni metody pies svoje stati nadale zistavaji standardnim
postupem vyuzivanym k detekci bakterii (Lazcka et al., 2007). Kultivace zahrnuje pouziti
pomnozovacich a selektivnich médii za ucelem izolace vybrané bakterie 0od doprovodné
mikroflory. PomnoZeni cilovych bakterii je ¢asto velmi obtizné a cely proces se mize znacné
prodlouzit. AvSak ani zafazeni pomnoZovaciho kroku mnohdy nezajisti kultivaéné
detekovatelnou koncentraci bakterii (Girones et al., 2010). K detekci konkrétnich bakterii
se nasledné pouzivaji pevné selektivni pudy (Lazcka et al., 2007). Ke kone¢né identifikaci
cilové bakterii slouzi biochemicka nebo imunochemicka konfirmace (Girones et al., 2010).

Piestoze tradicni kultivacni metody obvykle spliuji poZadavky na nizké ndklady
a jednoduchost, vyraznou komplikaci piedstavuje ¢asova naroc¢nost (Lazcka et al., 2007;
Alhamlan et al., 2015; Helmi et al., 2015; Law et al., 2015). Ta je zplsobena zavislosti
konvenénich metod na schopnosti mikroorganisml rist v riznych kultivacnich médiich.
Obvykle je mozné predbézné identifikovat patogenni bakterii do 2 az 3 dni od odbéru vzorku,
K potvrzeni druhové pfislusnosti je nutny vice nez tyden (Law et al., 2015). U nékterych
patogennich bakterii je vSak doba prikazu mnohem del§i — napf. potvrzeni piitomnosti
patogennich kment rodu Campylobacter vyzaduje 14 az 16 dni (Lazcka et al., 2007). Rychla
detekce a identifikace patogennich bakterii z vody pfitom predstavuje klicovy krok, zejména
pii vypuknuti onemocnéni a ohrozeni lidskych zivotl (van Blerk et al., 2011).

Kromé¢ dlouhé inkubacni doby limituje klasické kultivaéni metody také vzajemné
ovliviiovani cilovych bakterii a doprovodné mikroflory, nedostate¢né rozliSeni mezi
patogennimi a nepatogennimi kmeny aslabd uroven detekce pomalu rostoucich nebo
stresovanych bakterii (Rompré et al., 2002; Alexandrino et al., 2004). V dusledku toho
mohou kultiva¢ni metody silné podhodnocovat skuteéné poéty Zivotaschopnych bunék
ptitomnych ve vod¢ (Phe et al., 2005; Helmi et al., 2015). Kultivaénimi metodami lze
detekovat méné nez 1 % bakterii ptitomnych v zivotnim prostiedi (Wang et al., 2010; Helmi

et al., 2015). Nizky zachyt mohou ovlivnit jednak nepfiznivé rastové podminky béhem
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kultivace, ale téz schopnost bakterii pfechdzet a pretrvavat ve vodnim prostiedi ve formée
zivotaschopnych, ale nekultivovatelnych bunék (VBNC) (Rompré et al., 2002). Navzdory
neschopnosti rastu na kultivatnich médiich, nejsou VBNC bunky povazovany za mrtvé.
Jelikoz nemaji naruSenou bunéénou membranu, zachovavaji si nepoSkozeny geneticky
material. Nadale pokracuje také proces transkripce a tim produkce mRNA. Jejich metabolicka
¢innost zlstava zachovana a Vv ptipadé pfiznivych podminek miize u bunék dojit k obnoveni
schopnosti mnozeni (Li et al., 2014; Helmi et al., 2015). Tvorba VBNC forem byla zjisténa
ufady vyznamnych patogennich bakterii — Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica,
Vibrio cholerae nebo Escherichia coli (Alexandrino et al., 2004; Li etal., 2014). Termin
VBNC vsak neni piesny, pokud nasledna resuscitace bakterii vede k obnoveni bunécného
jenz vykazuji méfitelné rysy fyziologické aktivity, ale nedokazi rist na detekovatelné trovni
(Hoefel et al., 2003).

V prostiedi plisobi na mikroorganismy fada stresovych vlivii — napf. nedostatek Zivin,
nevhodna teplota nebo predace prvoka, které mohou vést k poSkozeni nebo inaktivaci bunék
(Helmi et al., 2015). V distribu¢nich systémech pitné vody dochazi vlivem fyzikalniho nebo
chemického oSetfeni k ovlivnéni metabolickych a fyziologickych procesu (Phe et al., 2005;
Helmi et al., 2015). Nejbéznéjsi dezinfekéni prosttedek — chlor poskozuje bakterialni
membrany modifikaci jejich propustnosti, inhibuje produkci ATP, naruSuje nukleové
kyseliny, a i v malych davkach potlacuje rist bakterii na kultivaénich pudach (Phe et al.,
2005). Problémy klasickym kultivaénim metodam zpusobuje i rist cilovych bakterii
v biofilmu, jenz pak nemohou byt detekovany (Girones et al., 2010). V systémech pitné vody
se az 95 % pfitomné bakteridlni populace vyskytuje na povrchu, zatimco ve vodni fazi
je rozptyleno pouze zbyvajicich 5 % (Wingender and Flemming, 2011).

Vy¢isleni patogennich mikroorganismti Vv natoku a odtoku z ¢istiren odpadnich vod
umoziuje efektivné posoudit Géinnost procesu piecisténi (Toze et al., 1999). K zachyceni
indikéatorovych bakterii z vod obvykle slouzi metoda membranova filtrace, kdy je ureny
objem vody prefiltrovan ptes sterilni filtr s velikosti pért 0,45 pm a nasledné inkubovan
na povrchu pevné pidy. K pocitani suspektnich bakteridlnich kolonii dochazi, v zavislosti
na typu bakterie, za 24 az 48 hodin. Vysledky se vyjadiuji jako kolonie tvofici jednotky
na 100 ml vzorku (CFU/100 ml) (Rompré et al., 2002; Alhamlan et al., 2015). V mnohych
zemich pfestavuje metoda membranové filtrace schvéaleny postup pro sledovani

mikrobiologické kvality pitné vody (Rompré et al., 2002).
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V fad¢ studii je pro vyéisleni patogennich mikroorganismii v natoku a odtoku z COV
vyuzivana metoda nejpravdépodobnéjsiho poctu (MPN), prestoze se jednd o metodu, kterd
je vhodna pro vody s nizkym poctem cilovych bakterii. Metoda nejpravdépodobnéjsiho poctu
(MPN) ptedstavuje tradi¢ni a univerzalni techniku, rozséhle vyuzivanou po nékolik desetileti,
kterd umoziiuje odhadnout pocet mikroorganismt ptitomnych ve vzorku. Technika vyuziva
Poissonovu distribuci mikroorganismt v daném vzorku (Toranzos et al., 1993). Zkumavky
obsahujici selektivni kultivaéni médium se inokuluji danym objemem vody a inkubuji
pii dané teploté¢ a Case, aby bylo umoznéno pozorovat negativni nebo pozitivni vysledek.
Ptitomnost pozadované pozitivni reakce umozni odhadnout pocet mikroorganismu (Toranzos
et al., 1993; Alhamlan et al., 2015). Metoda MPN je vyuZzivana v ramci posuzovani
bakteriologické kvality vody pro stanoveni fekalnich koliformnich bakterii. V tomto ptipadé
se za pozitivni vysledek vyhodnocuje jakakoliv zkumavka, kde dochazi k tvorbé plynu.
Potencionalni koliformni bakterie se nasledné inkubuji v selektivnich kultiva¢nich médiich,

kde se pro potvrzeni pozitivniho vysledku vyhodnocuje tvorba plynu.

1.4 Detekce bakterii molekularnimi metodami

Molekularni techniky ptedstavuji rychlé, citlivé a specifické analytické néstroje pro detekci
patogennich mikroorganismt (Rompré et al., 2002; Girones et al., 2010). Metody pracuji
na principu detekce specifické sekvence DNA nebo RNA cilové patogenni bakterie. Prikaz
konkrétnich usekd nukleovych kyselin je umoZnén jejich hybridizaci se syntetickymi
oligonukleotidy (sondami nebo primery), komplementarnimi k zjistované sekvenci.
Pro dosazeni detekovatelné trovné jsou vybrané segmenty podrobeny amplifikaci in vitro
(Girones et al., 2010; Velusamy et al., 2010; Law et al., 2015).

Pouziti molekularnich technik vedlo kK vyraznému zrychleni detekce patogennich bakterii
(Alhamlan et al., 2015). Vysledky lze ziskat v fadu n€kolika hodin, namisto dnd, které
vyzaduji tradi¢ni kultivaéni metody (Rompré et al., 2002; Aw and Rose, 2012). N¢které
techniky umoziuji soucasné detekovat n¢kolik patogennich bakterii v jednom jediném kroku
(Alhamlan et al., 2015). Pro mnohé patogenni bakterie a nové navrzené indikatorové
mikroorganismy, které nelze prokazat kultivacné, predstavuji molekularni metody jediny
mozny zpusob detekce a kvantifikace (Girones et al., 2010). Umoznéni pouziti alternativnich
indikatorovych mikroorganismu, které lze snadno spojit s puvodnim hostitelem, vede
k efektivnéj$imu rozliSeni mezi lidskymi a zvifecimi patogennimi bakteriemi (Ramirez-
Castillo et al., 2015). Schopnost molekularnich metod detekovat §iroké spektrum patogennich

mikroorganismii napomaha odhalit nové puvodce onemocnéni (Aw and Rose, 2012).
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Molekularni techniky taktéz poskytuji dalsi fylogenetické informace, pro jiz identifikované
kmeny (Girones et al., 2010; Ramirez-Castillo et al., 2015). Lze prokazat i patogenni bakterie
s dvojznaénymi fenotypovymi vlastnostmi, mezi které patii hippurat negativni kmeny
Campylobacter jejuni (Law et al., 2015).

Hlavni nevyhodou molekularnich metod je t0, Ze neposkytuji informace o zivotaschopnosti
a infek¢nosti patogennich mikroorganismt (Girones et al., 2010; Aw and Rose, 2012;
Alhamlan et al., 2015; Ramirez-Castillo et al., 2015). Neschopnost rozlisit mrtvé bunky
spole¢né s vysokou citlivosti vede k vysokému riziku fale$né pozitivnich vysledkia (Mandal
et al. 2011; Ramirez-Castillo et al., 2015).

K rozliseni zivotaschopnych bunék od pouhé ptritomnosti DNA ve vzorku byla
vypracovana cela fada postupt (Girones et al., 2010). Slibné feSeni pfedstavuje pouziti DNA
interkala¢nich barviv jako ethidium monoazid (EMA) a propidium monoazid (PMA), které
se po silné expozici zareni z viditelné oblasti spektra kovalentné vazi na molekulu DNA
a modifikovana molekula DNA nemuize byt amplifikovana pomoci PCR. Barviva do bun¢k
pronikaji pouze poruSenou bunéfnou membranou. Takové bunky pak ucinek barviva
selektivné vylou¢i z analyzy. Naproti tomu ke genomu Vv neporusenych bunkach barviva
neproniknou a pribéh amplifikace neovlivni (Quijada et al., 2016; Varma et al., 2009;
Girones et al, 2010; Aw and Rose, 2012). Integrita membrany jako kritérium
zivotaschopnosti, ale techniku znaéné¢ omezuje (Girones et al., 2010). Ve spojeni s PCR
a kvantitativni real-time PCR se pro rozliSeni zivych a mrtvych bunék Castéji pouziva barvivo
PMA, nebot’ EMA vykazuje vys$si schopnost pronikat neporusenymi buné¢nymi membranami
nékterych organismi (Quijada et al., 2016; Varma et al., 2009; Girones et al., 2010).

Dal$im moznym feSenim je vyuzit jako ukazatel Zivotaschopnosti molekuly mRNA.
Ty se vyskytuji pouze Vv replikujicich se buiikdch, a navic velmi rychle po smrti buiky
degraduji. Perzistenci molekul mRNA mohou ale ovlivnit podminky ve kterych doslo
k inaktivaci bunék. Ne¢které molekuly RNA mohou v buikach pfetrvavat i po ztraté
zivotaschopnosti, coz vede k fale$né pozitivnim vysledktim. Pfesto molekuly mMRNA mnohem
1épe odrazeji pritomnost zivych bunék ve vysetfovanych vzorcich nez molekuly DNA (Morin
et al., 2004; Cenciarini-Borde et al., 2009; Girones et al., 2010; Botes et al., 2013).

Molekularni techniky ¢asto omezuje pfitomnost inhibi¢nich latek ve vySetfovaném vzorku,
ktera muze ovlivnit specifitu metody (Alhamlan et al., 2015). Vyskyt inhibitort
(napt. tézkych kovil) stile predstavuje problém pro molekuldrni analyzu vzorkid Zivotniho
prostredi (Girones et al., 2010). U amplifikacnich technik mize dochazet k uptednostiovani

uréitych bakterialnich druht, v dusledku odlisné dostupnosti cilovych sekvenci DNA.
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Molekularni metody mize limitovat i nedostate¢na kvalita genetického materialu (Alhamlan
etal., 2015).

1.4.1 Polymerazova ietézova reakce

Polymerazova tetézova reakce (PCR) patii mezi nejpouzivangj$i molekularni metody pro
detekci patogennich bakterii ve vodach (Lazska et al., 2007; Law et al., 2015; Ramirez-
Castillo et al., 2015). Cyklicky proces vedouci k exponencialnimu naristu cilového useku
DNA zahrnuje tii kroky — denaturaci, annealing a elongaci (Toze, 1999; Law et al., 2015;
Ramirez-Castillo et al.,, 2015). Pozadovanou sekvenci DNA, ohrani¢enou kratkymi
oligonukleotidovymi primery, lze za mén¢ nez hodinu amplifikovat az milionkrat. PCR
se vyznacuje vysokou citlivosti a umozniuje detekovat jedinou molekulu DNA (Velusamy
etal., 2010; Law et al., 2015). Neschopnost PCR amplifikovat molekuly RNA piimo
Ize vyfesit pouzitim enzymu reverzni transkriptazy, ktery katalyzuje syntézu komplementarni
DNA (cDNA) z templatové RNA (Botes et al., 2013).

Alexandrino et al. (2004) navrhli a optimalizovali metodu pro rychlou detekci
patogennich bakterii v odpadnich vodach. Metoda zahrnovala pomnozovani krok, extrakci
DNA a PCR detekci. Jako modelové patogenni bakterie byly vybrany Campylobacter jejuni,
Campylobacter coli a Yersinia enterocolitica sérovar 0:3. Dale byla zhodnocena vhodnost
metody pro detekci bakterie Enterococcus faecalis, kterd je pouzivana jako standardni
indikatorovy mikroorganismus.

V uméle inokulovanych vzorcich piedisténé odpadni vody odebranych z kotenové COV bylo
mozné detekovat 5 bunék Yersinia enterocolitica, 5-10' bunék Campylobacter jejuni/coli
a 5-10? bun&k Enterococcus faecalis na 100 ml vzorku. Detekéni limity pro natok do COV
byly vyssi — 2-10? bunék Yersinia enterocolitica, 2-10° bunék Campylobacter jejuni/coli
a2-10* bunék Enterococcus faecalis ve 100 ml vzorku. Nizsi citlivost PCR prokazala
v méstské odpadni vodé — 2:10% bunék Yersinia enterocolitica a 2-10° bungk Campylobacter
jejuni/coli ve 100 ml odtoku z COV a 2,5-10° bun&k Yersinia enterocolitica a 2,5-10*
Campylobacter jejuni/coli ve 100 ml natoku do COV.

Pii realné aplikaci PCR na vzorky pochazejici ze dvou kofenovych COV nedoslo k zjiténi
pritomnosti  bakterii  Yersinia enterocolitica sérovar 0:3, Campylobacter jejuni
a Campylobacter coli. PCR taktéz neprokazala ptitomnost indikatorové bakterie Enterococcus
faecalis.

Bonetta et al. (2011) vypracovali protokol pro detekci bakterii Salmonella spp.,

Escherichia coli O157:H7 a genu virulence Escherichia coli (stx1, stx2, eae) ve vodach. Pied
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vlastni detekci byl predfazen pomnozovaci krok sestavajici se z filtrace vzorku vody
a kultivace filtru se zachycenymi bakteriemi V neselektivnim bujonu — peptonové vodé.
Navrhnuty protokol byl pouzit pro zjisténi pfitomnosti cilovych patogennich bakterii
ve vzorcich povrchovych vod odebranych zpovodi italského jezera Brugneto. V umgéle
inokulovanych vzorcich dosahla PCR vysoké citlivosti (<3 CFU/I) pro oba mikroorganismy.
Ziskané vysledky také prokazaly, ze filtrace nepfedstavuje omezujici faktor pro citlivost,
nebot’ mez detekce ziskana pii PCR bez filtra¢niho kroku se neliSila od PCR s filtraci.
Ve 14 z celkovych 42 odebranych vzorkl byla pomoci PCR prokdzéna piritomnost bakterii
rodu Salmonella, naproti tomu kultivaéni metoda ukazala kontaminaci vzorkt vody pouze
ve 3 piipadech. Pouze jeden vzorek obsahoval amplikony odpovidajici pfitomnosti bakterie
E. coli O157:H7. Gen virulence E. coli stx1 byl prokazan u 15 vzorkd, gen stx2 nebyl
prokazdn v zadném ze vzorkil. Amplikony odpovidajici genim stx1l, stx2 a eae
V nepritomnosti bakterie E. coli O157:H7 ukazovaly na moZnou piitomnost jinych
patogennich bakterii nesouci tyto geny napi. EHEC nebo bakterie rodu Shigela.

Bonetta et al. (2016) navazali na svou praci z roku 2011 a vyuzili vyvinutou PCR spole¢né
S pfedfazenym pomnozovacim krokem k zhodnoceni vyskytu patogennich bakterii
Campylobacter spp., Salmonella spp., Escherichia coli 0157:H7 a geni virulence bakterie
Escherichia coli v odpadnich vodach. Udaje o pfitomnosti téchto bakterii v neupravené
odpadni vodé odrazeji klinické i subklinické infekce, které pifevladaji v lidské populaci.
Vysledky ziskané z upravenych odpadnich vod navic poskytuji uZitecné informace o uloze
COV, jako potencionalniho zdroje kontaminace Zivotniho prostfedi.
Pouzita metoda prokazala dostate¢nou citlivost pro detekci nizkych hladin (2 CFU/100 ml
neupravené odpadni vody) testovanych patogennich bakterii. Ve vSech vzorcich byla metodou
PCR detekovana bakterie rodu Salmonella, ktera byla dokazana i kultivaéné. Naopak DNA
pochazeji z bakterie E. coli 0157:H7 nebyla nalezena v zadném vzorku. Ptesto 33 % vzorkt
natokd a odtoki z COV obsahovalo amplikony odpovidajici genu stx1. Naproti tomu 25 %
vzorkii natoku do COV a 8 % odtokit z COV vykazovalo pfitomnost genu stx2. DNA
z bakterii Campylobacter jejuni a Campylobacter coli se podatilo prokazat v 50 resp. 25 %

vzorkl surové odpadni vody a v 8 resp. 25 % vzorka precisténé odpadni vody.

1.4.2 Nested PCR

Nested PCR ptedstavuje variantu PCR, kterd vyuziva dva pary primert ve dvou po sobé
nasledujicich amplifikac¢nich krocich (Skotnikova et al., 2000; Rompré et al., 2002).

V piipadé, ze amplikony ziskané v prvnim kole nedosahuji detekovatelné irovné, 1ze pomoci
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nested PCR zvysit ucinnost amplifikace a dosdhnout detekovatelné hladiny druhym krokem
(Rompr¢ et al., 2002). Druhy cyklus amplifikace 1ze provést pouze tehdy pokud je v prvnim
kroku ziskana spravna sekvence DNA, coz vede k vyraznému zvyseni specifity (Olsen et al.,
1995; Rompr¢ et al., 2002).

Catalan et al. (1997) zjistovali pomoci nested PCR pritomnost bakterie Legionella

pneumophila v precisténych odpadnich vodach. Dale zhodnotili G¢innost chromatografickych
metod pro odstranéni inhibitord PCR z odpadnich vod. K eliminaci organickych latek byla
vyuzita gelova permeani chromatografie, K vyloueni kovovych ionta filtrace ptes
iontoménicové pryskyftice.
Analyzované vzorky odtoku pochazely z COV v Ibi ve Spanélsku. Pii aplikaci techniky
nested PCR na odebrané vzorky odpadnich vod, bez jakékoli ptedchozi Upravy, nedoSlo
K tvorbé zadnych amplifikaénich produkti. OvSem pii pouziti chromatografickych metod
k eliminaci inhibitord PCR doSlo k pozitivnimu prikazu bakterie L. pneumophila
v9 zcelkem 12 testovanych vzorkd. Zbyvajici 3 vzorky s negativnim PCR prikazem
obsahovaly nejvy$$i mnozstvi organického uhliku, Zeleza a zinku a potvrdily nedostate¢nost
pouzitého chromatografického kroku pro pfili§ slozité matrice. Vysledky bylo mozné ziskat
vV rozmezi 5 aZ 6 hodin.

Waage et al. (1999a) pouzili nested PCR pii stanoveni nizkych pocti patogenni bakterie
Yersinia enterocolitica v povrchovych a odpadnich vodach. Celkem bylo odebrano 7 vzorku
povrchovych vod ze 6 lokalit a 1 vzorek odpadni vody. Shromadzdéné vzorky byly
zaoCkovany bakterii Y. enterocolitica, prefiltrovany a filtry kultivovany pfes noc
V neselektivnim médiu — trypton séjovém bujonu.

Vysledky studie ukazaly, Ze pouzitd nested PCR je schopna detekovat nizké pocty bakterii
Y. enterocolitica nezavisle na mnozstvi ptivodni mikroflory. Sedm vzorkt povrchovych vod,
které obsahovaly heterotrofni mikroorganismy o denzité 8,7-10° CFU/ml a koliformnich
bakterie 1:10* CFU/100 ml vzorku, bylo navic umélé inokulovano bakterii Y. enterocolitica.
Detekéni limit pro bakterii Y. enterocolitica byl 8 — 1-10 CFU/100 ml vzorku. Ve vzorku
odpadni vody byla prokazana ptirozena kontaminace bakteriemi Y. enterocolitica. Vysledky
bylo mozné ziskat v rozmezi 2 az 3 dnti.

Waage et al. (1999b) aplikovali nested PCR také k detekci nizkych pocti bakterii rodu
Salmonella v povrchovych a odpadnich vodach. Specificita pouzité techniky byla ovéfena
na 129 kmenech salmonely, kdy ve 128 ptipadech bylo dosazeno pozitivnich vysledki. Pouze
u jednoho kmene Salmonella Arizonae nedoslo k detekci cilového amplikonu. Nested PCR
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byla aplikovana také na 31 kmend, které nenalezely do rodu Salmonella, a nedoslo k produkci
specifickych amplikont.
K analyze bylo shromazdéno celkem 13 vzorkt povrchovych vod z 8 lokalit a jeden vzorek
odpadni vody. Ctyfi alikvoty zkazdého vzorku byly zaotkovany bakterii Salmonella
Typhimurium, ptefiltrovany a filtry kultivovany pies noc v neselektivnim médiu — trypton
s6jovém bujonu. Nested PCR umoznila detekci 10 CFU/100 ml vody nezavisle na mnozstvi
doprovodné mikroflory. Pozitivni vysledky byly ziskdny i u vzorku odpadni vody, vcetné
nezaockovaného podilu, coz ukazovalo na piirozenou kontaminaci cilovymi bakteriemi.
Touron et al. (2005) zavedli multiplex nested PCR pro zjisténi piitomnosti bakterii rodu
Salmonella, v¢etné jejich nekultivovatelnych forem, ve vodach a sedimentech pochazejicich
z usti fek. Navrhnuty postup zahrnoval amplifikaci genu fliC, ptitomného ve vSech sérovarech
salmonel, bez pouziti pomnozovaciho kroku. Detekéni limit pouzité multiplex nested PCR byl
odhadnut na 1 CFU v deionizované vodé a 4 — 5 CFU ve vzorku pfirodni vody zaockovaném
cilovou bakterii.
Kontaminace bakteriemi rodu Salmonella byla zjistovana ve 132 vzorcich povrchovych vod
a sedimenttl, které pochazely z usti feky Seiny. Pritkkaz byl soucasné proveden klasickymi
kultivaénimu metodami i molekularni detekci. PCR potvrdila pfitomnost fliC genu
i ve vzorcich, kde kultivatni metody neprokazaly piitomnost bakterii rodu Salmonella.
Ve srovnani s kultivaénimi metodami poskytla multiplex nested PCR pozitivni vysledky
pro dalSich 20 % vzorkd vod a 11,3 % vzorkill sedimentii, navzdory vysokému mnoZzstvi

doprovodné mikroflory a nizkému poctu cilovych bakterii.

1.4.3 Multiplex PCR

Multiplex PCR (mPCR) vyuziva vjedné reakci vice parGi primerd, které umoznuji
soucasnou amplifikaci né€kolika cilovych sekvenci DNA (Toze, 1999; Alhamlan et al., 2015;
Law et al., 2015). V minulosti mPCR umozniovala detekci dvou nebo tii riznych patogennich
mikroorganismill, v soucasné dobé byva simultdnné detekovano pét a vice patogennich
mikroorganismi (Kong et al., 2002; Law et al., 2015).

Kong et al. (2002) publikovali studii, ve které poprvé pomoci multiplex PCR detekovali
Sest riznych vodnich patogeni — Aeromonas spp., Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio
cholerae, Vibrio parahaemolyticus a Yersinia enterocolitica. Analyza mPCR byla provedena
pro 19 vzorkli motské vody, s riznym stupném zne€iSténi odpadnimi vodami, které byly
odebrany z okoli Honkongu. Metoda byla optimalizovana pouzitim 87 kmentli a mez detekce

byla pro cilové patogenni mikroorganismy v rozmezi 10> — 1 CFU. V 19 testovanych vzorcich
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byly v riznych kombinacich zjistény pouze geny pochazejici z bakterii Aeromonas spp.,
Salmonella spp., Vibrio cholerae a Vibrio parahaemolyticus. Naopak amplikony pochazejici
Z bakterii Yersinia enterocolitica a Shigella spp. nebyly ve vzorcich prokazany.

Cetnost vyskytu patogennich mikroorganismi nevykazovala Zadnou korelaci s poéty E. coli.
Ziskané vysledky vykazovaly zna¢nou shodu s jiz zvefejnénymi poznatky jinych autort, kteti
taktéz pozorovali Spatnou korelaci poc¢ti E. coli a bakterii V. cholerae, Aeromonas spp.,
Y. enterocolitica a Campylobacter jejuni. Toto zjisténi jeSté zduraziuje nedostate¢nost
vyuzivat jako hygienicky standard pro ochranu vefejného zdravi pocty bakterii E. coli.

Morin et al. (2004) predstavili techniku kombinujici reverzni transkripci a multiplex PCR
(RT-mPCR) pro rychlou a spolehlivou simultanni detekci Zivych bunék Escherichia coli
O157:H7, Vibrio cholerae O1 a Salmonella Typhi. K zajisténi detekce Zivotaschopnych
bakterii byla pro analyzu extrahovdna RNA cilovych bakterii. Po reverzni transkripci byly
syntetizované cilové molekuly cDNA simultdnné amplifikovany multiplex PCR.

K ovéteni specifity bylo pouzito 7 vzorki neznamého slozeni. Ve vsech technika RT-mPCR
dokazala identifikovat spravnou kombinaci cilovych bakterii. Metoda dokazala soucasné
detekovat méné nez 3-10' bunék Salmonella Typhi a Escherichia coli 0157:H7.

Fan et al. (2008) vyvinuli multiplex PCR, ktera umoznila simultanni detekci péti odlisnych
druhti patogennich bakterii ve vodach — Salmonella sp., Shigella sp., Pseudomonas
aeruginosa, enterohemoragicka Escherichia coli (EHEC) a Vibrio parahaemolyticus. Prikaz
cilovych patogennich bakterii byl proveden ve 100 vzorcich znecisténé piirodni vody,
odebranych z 16 lokalit ve mést¢ Kanton. Vysledky detekce bylo mozné ziskat do 6 az 8
hodin. Pro enterohemoragickou E. coli aSalmonella sp. byla stanovena mez detekce
10! CFU, pro ostatni sledované bakterie 102, Zvyseni po¢tu amplifika¢nich cyklii ani pouZiti
vy$§i koncentrace Tag polymerazy nevedlo ke zlepSeni citlivosti multiplex PCR.

Kheiri et al. (2017) ve své praci predstavili dvé multiplex PCR pro soucasnou detekei Sesti
patogennich bakterii ve vodach. Prvni triplex protokol byl zamétfen na detekci gend uidA
(Escherichia coli), int (Shigella spp.) a gyrB (Pseudomonas aeruginosa), zatimco u druhého
protokolu byly amplifikovany geny invA (Salmonella spp.), ompW (Vibrio cholerae) a lacZ
(koliformni bakterie).

K testovani specifity metody bylo vyuzito 12 referen¢nich kment. Obé multiplex PCR
uspesné amplifikovaly odpovidajici cilové sekvence DNA bez vzniku nespecifickych
produktli. Pro zhodnoceni pouzitelnost multiplex PCR protokold k detekci cilovych bakterii
bylo shromazdéno 52 vzorkii povrchovych vod z feky Karaj v franu. Vsechny analyzované

vzorky osahovaly koliformni bakterie, E. coli, Shigella spp., Salmonella spp.,
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a P. aeruginosa. Pouze u dvou vySetfovanych vzorkd byla prokazana ptitomnost bakterie
Vibrio cholerae. Detekéni limit pro obé multiplex PCR se nachézel v rozmezi 3-10? az 3-10°
CFU. Vysledky detekce bylo mozné ziskat béhem 16 hodin, pficemz 12 hodin zahrnovalo

pomnozeni a 4 hodiny vlastni provedeni multiplex PCR.

1.4.4 Real-time PCR

Pii kvantitativni polymerazové fetézové reakci v realném case (real-time PCR) dochazi
soucasné k amplifikaci a detekci specifickych tsekti genomu (Botes et al., 2013). Stanoveni
mnozstvi DNA je umoznéno méfenim fluorescen¢niho signalu dvojité zna¢enych sond nebo
interkalujicich barviv, v pribéhu kazdého cyklu. Intenzita méfené fluorescence piimo odrazi
mnozstvi amplifikované DNA (Law et al., 2015; Ramirez-Castillo et al., 2015).

Weéry et al. (2008) vyuzili kvantitativni real-time PCR Kk monitorovani jak stievnich

bakterii Salmonella spp. a Campylobacter jejuni, tak indikatorovych bakterii Escherichia. coli
a Clostridium perfringens béhem procest ¢isténi odpadnich vod a kompostovani Cistirenskych
kaltl. V natocich do COV pievladala bakterie E. coli, jejiz koncentrace dosahovala 107 kopii
cilového genu/ml. Ostatni sledované bakterie byly zjistény v mnozstvi mezi 10! az 10* kopii
cilového genu/ml. V odtocich z COV byly systematicky detekovany pouze bakterie E. coli
a Clostridium perfringens. Koncentrace Clostridium perfringens poklesla v prabéhu c¢isténi
01 az 2,5 tadu, vyrazné vyssi pokles byl zaznamenan u E. coli, kdy rozdil v mnozstvi cilové
bakterie mezi natokem a odtokem COV dosahoval 3 az 4 fady.
V pribéhu termofilni faze kompostovani Cistirenskych kalti vyrazn¢ poklesla koncentrace
bakterii E. coli a Clostridium perfringens. Bakterie Salmonella spp. a Campylobacter jejuni
nebylo mozné po této fazi stanovit. Vysledky potvrdily, Ze termofilni fazi kompostovani 1ze
vyuzit k sanitaci Cistirenskych kald. Rozdily v pfeZiti bakterii v totoZznych podminkéach
ukazuji, jak obtizné je vybrat spolehlivé indikatorové mikroorganismy.

Varma et al. (2009) ve své studii vyuzili kromé real-time PCR, také jeji modifikaci
s interkalacnim barvivem propidium monoazidem (PMA) pro stanoveni celkovych
a potencialn¢ zivotaschopnych bunék fekalnich indikatorti rodu Enterococcus a Bacteroidales
v odpadnich vodach. U PMA-real-time PCR piedchazelo vlastni extrakci DNA oSetfeni
vzorkd barvivem PMA, jenZ zajistilo odliSeni nezivotaschopnych buné¢k.

Na zivotaschopné bunky En. faecalis a Ba. thetaiotaomicron nemélo barvivo PMA Zadny
vliv. Naproti tomu analyza teplem usmrcenych bunék En. faecalis a Ba. thetaiotaomicron
pomoci PMA-real-time PCR vedla ke snizeni detekovanych cilovych sekvenci o 3 — 4 log

jednotky. Dale bylo zjisténo, ze piiliS vysoké hladiny suspendovanych pevnych ¢astic
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a biomasy v odpadnich vodach narusuji schopnost metody PMA-real-time PCR specificky
detekovat zivé bunky.

Cheyne et al. (2010) ve své praci vyvinuli a zhodnotili pouzitelnost real-time PCR

pro detekci virulentnich gent ail a yadA bakterie Yersinia enterocolitica v povrchovych
vodach. Cilové geny byly zvoleny na zaklad¢ jejich klicového vyznamu ve virulenci
Y. enterocolitica. A¢ testovani referen¢nich kment dokazalo specifitu gent ail a yadA pro
patogenni sérotypy Y. enterocolitica, tak byly oba geny prokazany i v jenom klinickém
izolatu Y. intermedia.
Vysetiované vzorky pochazely z péti lokalit povodi Grand River v jiznim Ontariu v Kanadé.
Ve vSech vzorkovanych oblastech byla prokazana ptitomnost alespon jednoho z cilovych
genl. Gen ail se nachazel ve 121 z celkovych 319 vzorki, detekce genu yadA byla pozitivni
ve 44 z celkovych 219 vzorku. Ve 31 vzorcich byly zjistény ob¢ cilové sekvence. K detekci
obou genli dochdzelo Castéji pii nizsich teplotach odebranych vzorkl. Vzorky odebrané
pfti teploté pod 5 °C byly v 67 % pozitivni na pfitomnost genu ail a v 35 % na pfitomnost
genu yadA. Naproti tomu pfi teplotach nad 20 °C byly geny virulence detekovany v méné nez
12 % vzorcich. Mezi vyskytem detekovanych gent a dalsimi parametry kvality vody,
napt. celkovou koncentraci E. coli, zakalem vody, obsahem dusi¢nanti nebo amoniaku,
neexistoval Zadny vztah.

van Blerk et al. (2011) zvefejnili studii, ve které popsali pouziti real-time PCR spolu

s pomnozovacim krokem pro rychlou a specifickou detekci bakterii rodu Salmonella
ve vodach. Cilovou sekvenci byl zvolen gen invA, ktery souvisi s virulenci salmonel
patogennich pro ¢lovéka. K rozliSeni a identifikaci amplikonti ziskanych pomoci real-time
PCR byla pouzita vysokorozliSovaci analyza kiivek tani (HRM), jako alternativa ke klasické
gelové elektroforéze.
Navrzena metoda prokazala 100% specifitu pro rod Salmonella. V kombinaci
s 16 az 18 hodinovym neselektivnim pomnozenim bylo dosazeno detekéniho limitu 1 CFU/
ml. Z celkem 122 analyzovanych vzork bylo 38 pozitivnich na pfitomnost bakterii rodu
Salmonella. Vyskyt salmonel byl prokazan zejména V upravenych odpadnich vodach
a povrchovych vodach, vjednom piipadé¢ byl pozitivni vysledek zjistén v pitné vodé.
Vysledky bylo mozné ziskat za méné nez 24 hod.

Maheux et al. (2011a) predstavili rychlou a robustni metodu vyuzitelnou pro detekci
zastupci rodu Enteroccocus sp. nebo pouze druhli fekalniho plvodu Enterococcus
faecalis/faecium v pitnych vodach. Navrzeny protokol zahrnoval pomnozeni a obnoveni

zivotaschopnosti mikroorganismii membranovou filtraci a celogenomovou amplifikaci
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a detekci pomoci real-time PCR. K porovnani specifity, citlivosti a limitu detekce navrzeného
postupu byla vyuzita metoda membranové filtrace a kultivace filtr na mEl agaru.

Z celkem 144 kmenta rodu Enterococcus dokazala standardni kultivacni technika detekovat
64 % kment, zatimco real-time PCR (s primery specifickymi pro Enteroccocus sp.)
detekovala 100 % kmenti rodu Enterococcus. Naopak zadny ze 150 kment, které nenalezely
do rodu Enterococcus, nebyl detekovan ani jednou z metod.

Real-time PCR s primery specifickymi pro En. faecalis a En. faecium uspésn¢ amplifikovala
DNA odpovidajici cilovym bakteriim ve 100 % piipadi. Soucasna detekce En. faecalis
a En. faecium pomoci real-time PCR navic poskytla lepsi rozliSeni enterokokd fekalniho
puvodu nez klasicky kultivaéni postup. Navrzeny protokol umoznil detekci 4,5 CFU
ve 100 ml pitné vody za méné€ nez 5 hodin, zatimco metoda vyuzivajici mIE agaru prokazala
2,3 CFU/100 ml pitné vody za 24 hodin.

Ugarte-Ruiz et al. (2015) porovnavali metody pouzitelné pro izolaci a kvantifikaci
bakterii Campylobacter jejuni a Campylobacter coli z odpadnich vod. Kromé rtznych
kombinaci selektivnich médii bez nebo se zafazenim pomnozovaciho kroku byla do studie
zahrnuta i real-time PCR.

Celkem 50 vzorki neupravenych odpadnich vod pochazelo z COV v centralnich Spanélsku.
DNA odpovidajici cilovym bakteriim byla detekovdna ve vSech testovanych vzorcich,
ale pouze u 32 vzorku (64 %) se ptitomnost bakterie Campylobacter jejuni a Campylobacter
coli prokazala i kultivaéné. U 49 vzorku bylo prokdzano piiblizné stejné mnozstvi DNA
C. jejuni a C. coli. Pti pouziti kultivaénich metod se pomérové zastoupeni obou druhi lisilo,
v zavislosti na pouzZitétm obohacovacich kroku a selektivnim médiu. Navzdory pozitivnim
vysledkum, které poskytla real-time PCR, nebylo mozné u 36 % vzorku bakterie stanovit

kultivaéni technikou.

1.4.5 Fluorescencni hybridizace in situ

Fluorescen¢ni hybridizace in situ (FISH) vyuziva fluorescenéné znacenych DNA sond,
specificky zacilenych na rRNA vybranych bunék. Zvoleni rRNA jako cilové sekvence
umoznuje detekovat pouze metabolicky aktivni bakterie a poskytuje vysokou specifitu.
V ptirodnich vodach se ¢asto vyskytuji buniky, které maji velmi nizkou metabolickou aktivitu.
Nizky obsah nebo komplikovand dostupnost nékterych sekvenci rRNA vede ke slabému
fluorescen¢nimu signalu po hybridizaci a znemoznuje detekci (Dutil et al., 2006; Baudart and
Lebaron, 2010; Baudart et al., 2015). Nizka citlivost a ¢asta potfeba pomnozovaciho kroku

ptredstavuji jediné omezeni techniky (Dutil et al., 2006; Girones et al., 2010). FISH umoznuje,
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v kombinaci s konfokalni laserovou nebo epifluorescencni mikroskopii, stanoveni poctu
konkrétnich mikrobidlnich bunc€k. Spojeni s priitokovou cytometrii poskytne vedle
kvantitativnich dat i kvalitativni udaje (Alhamlan et al., 2015; Ramirez-Castillo et al., 2015).

Ootsubo et al. (2003) piedstavili metodu krychlému stanoveni bakterii z ¢eledi

Enterobacteriaceae piitomnych v povrchovych vodach. Pouzitd FISH pracovala s DNA
sondou specifickou pro ¢eled’ Enterobacteriaceae (sonda D), zacilenou na malou podjednotku
16S rRNA. Pro zlepSeni detekénich limita byl pfed vlastni FISH piedfazen kratky
pomnozovaci krok. Jednalo se o filtraci 1 ml vySetiované vody a 6 hodinovou inkubaci filtru
na trypton-sgjovém agaru. Kolonie vyrostlé na filtru byly nasledné detekovany
a identifikovany pomoci manualni epifluorescenéni mikroskopie.
Optimalizaci FISH byla zkracena doba potiebna Kk detekci bakterii  z Celedi
Enterobacteriaceae na pouhych 7 hodin. Vyznamné k tomu ptispélo pouziti ethanolu namisto
paraformaldehydu k fixaci bun¢k. Tato zména zkratila ¢as nutny pro tento krok ze 3 hodin
na pouhych 5 minut. Celou FISH pak bylo mozné provést béhem 1 hodiny.

Garcia-Armisen and Servais (2004) ve své praci, zaméfené na rychlé stanoveni
zivotaschopnych bunék Escherichia coli viekach a odpadnich vodach, zkombinovali dva
rizné postupy — piimé stanoveni poctu zivych bunék (DVC) a metodu FISH.

Metoda DVC spociva v kultivaci filtru na revitalizaénim médiu s obsahem antibiotik, které
brani déleni bunék. Jako Zivotaschopné se pocitaji bunky, které maji protahly tvar.
V navrhovaném protokolu byly revitalizované bunky hybridizovany sondou znacenou
barvivem CY3 a specifickou pro 16S rRNA bakterie Escherichia coli. Zavedeni faze
revitalizace umoznilo ziskat dostatecné mnozstvi rRNA v Zivotaschopnych prodlouzenych
bunikach a rozliSovat mezi Zivymi a mrtvymi buiikami. Ke stanoveni mnoZstvi navazanych
sond byla pouzita epifluorescen¢ni mikroskopie.

Metoda umoznila stanovit 3-10° Zivotaschopnych bungk E. coli v piitomnosti nefekdlnich
bakterii. Pfi aplikaci na vzorky fi¢nich a odpadnich vod poskytovala vyuzita technika
systematicky vyssi poéty E. coli nez referenéni kultivacni metoda (miniaturizovana MPN).

Kitaguchi et al. (2006) wvyvinuli techniku pro rychlé a simultanni stanoveni
zivotaschopnych bakterii z Celedi Enterobacteriaceae a Pseudomonas spp. do tfi hodin
pomoci multicolor FISH. K hodnoceni bakterialni Zivotaschopnosti bylo vyuZito cyaninové
dimerové barvivo BOBO-3, jenz selektivné zbarvuje pouze bakterie s posSkozenou bunéénou
sténou.

Za optimalizovanych podminek nebyly detekovany nespecifické signaly pro fylogeneticky

blizké bakterie z rodu Aeromonas a Vibrio. V piipravené smési, ktera obsahovala 25% podil
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zivotaschopnych a nezivotaschopnych bakterii Escherichia coli a Pseudomonas putida, byly
cilové bunky stanoveny ve vychozich pomérech.
Pocet zivotaschopnych bunék bakterie Escherichia coli nachazejicich se ve stacionarni fazi
rustu stanovenych technikou BOBO3-FISH, odpovidal hodnoté ziskané kultivacni metodou.
Zatimco pocet zivotaschopnych, ale stresovanych bunék Escherichia coli detekovany
molekularni technikou byl o 1-10% vy3§i v porovnani s poétem bunék stanovenym kultivaci.
Baudart and Lebaron (2010) piedstavili postup pro rychlou detekci bakterie Escherichia
coli ve vodach. Metoda spojuje piimé stanoveni poétu zivych bunék (DVC) s FISH, ktera
vyuziva kromé znacenych i neznafené (pomocné) sondy a cytometrii v pevné fazi (SPC)
k méfeni intenzity fluorescence. Pouziti neznaCenych sond, kompatibilnich k tsekim
sousedicich s cilovou sekvenci, spolecn¢ se sondami znadenymi, umoziuje detekovat
I neptistupné oblasti rRNA pro FISH.
Specifita metody byla zhodnocena pomoci 27 kment Escherichia coli a 44 kmend
nenalezicich do celedi Enterobacteriaceae. Vsechny kmeny Escherichia coli poskytly
fluorescenéni signal, naopak u kmenu nepatiicich do ¢&eledi Enterobacteriaceae nebyl
zaznamenan zadny signal.
Metoda DVC-FISH-SPC byla pouzita ke stanoveni bun¢k E. coli v moiské vodé v letnim
obdobi. Celkem 17 shromazdénych vzorki bylo analyzovano jak pomoci DVC-FISH-SPC,
tak standardni metodou MPN. Vysledky ziskané ob&éma postupy se vyznamné neliSily.
U dvou vzorkd nedoslo k prikazu E. coli ani jednou metodou. U deseti vzorku prokazali

pozitivni vysledek ob&é metody, u péti vzorkli prokazala ptitomnost cilové bakterie pouze
DVC-FISH-SPC.

1.4.6 Genové Cipy

Genové Cipy (DNA microarray) patii mezi Spickové metody molekularni biologie
(Alhamlan et al., 2015). Technologie zavedena Vv poloving 90. let minulého stoleti ptivodné
slouzila k analyze exprese gent a odhaleni specifickych mutaci DNA (Aw and Rose; 2012;
Law et al., 2015; Ramirez-Castillo et al., 2015). Genové ¢ipy pracuji na principu hybridizace
cilovych znacenych fragmentd nukleovych kyselin (DNA, mRNA nebo cDNA)
s komplementarnim tsekem — sondou. Ta je ve vysoké hustoté imobilizovana na malé
sklenéné podlozce nebo Cipu. (Aw and Rose; 2012; Alhamlan et al., 2015; Law et al., 2015;
Ramirez-Castillo et al., 2015). Zakotvené oligonukleotidové sondy maji velikost 25 az 80 bp
(Law et al., 2015). Jako cilové tiseky pro pouzivané sondy casto slouzi taxonomické geny

(16S) nebo funkéni geny (Alhamlan et al., 2015).
30



Genové Cipy umoziuji soucasné zpracovani velkého mnozstvi vzorkili a sledovani
az desitek tisic genti v jediném stanoveni (Lee et al., 2006; Alhamlan et al., 2015; Law et al.,
2015; Ramirez-Castillo et al., 2015). Cely proces lze snadno automatizovat (Law et al., 2015;
Ramirez-Castillo et al., 2015). Technologic mutze prokdzat nejenom pfitomnost patogenni
bakterie, ale i rezistenci vici riznym antibiotikiim. Problémy nastavaji pfi rozliSeni zivych
a mrtvych bunék a nespecificka hybridizace mlize mit za nasledek sniZeni specifity a citlivosti
(Ramirez-Castillo et al., 2015). Vhodnym feSenim pouzivanym pii detekci patogennich
mikroorganismil je spojeni genovych Cipi S PCR amplifikaci, ktera zajisti snizeni detekcnich
limita (Lee et al., 2006; Ramirez-Castillo et al., 2015).

Lee et al. (2008) se ve své studii zaméfili na detekci bakterialnich patogenti v komunalnich
odpadnich  voddch za pouziti genovych Cipt S imobilizovanymi  kratkymi
oligonukleotidovymi sondami zacilenymi na sekvenci 16S rRNA.

Celkem bylo navrzeno 62 sond k zjisténi pfitomnosti 38 druht, 4 rodt a 1 celedi bakterii.
Technika uspésné detekovala fadu patogennich bakterii v odpadnich vodach pochézejicich
z riznych fazi Cisticiho procesu (po sekundarnim ptecisténi a konecné desinfekei). Odebrané
vzorky pochazely ze dvou Ccistiren odpadnich vod, které vyuzivaly odlisné desinfekéni
postupy — chloraci a UV zafeni. Minimalni detekéni limit byl odhadnut na 10* kopii 16S
rRNA.

Pozitivni hybridiza¢ni signaly vyznamné vyssi, nez detekéni limit poskytli A. hydrophila,
B. cereus, C. jejuni, Cl. perfringens, En. faecalis, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa,
Salmonella spp., a Y. enterocolitica. Ve vSech typech testovanych vod byla prokazana
ptritomnost bakterii A. hydrophila, Cl. perfringens, E. coli, K. pneumoniae, a Salmonella spp.,
zatimco ostatni patogenni bakterie byly nalezeny pouze v ur¢itych odpadnich vodach.
Vysledky ziskané pomoci DNA microarray korelovaly ve vsech testovanych vzorcich

s vysledky ziskanymi kvantitativni real-time PCR, ktera slouzila k ovéfeni uc¢innosti.

1.5 Detekce bakterii imunochemickymi metodami

Imunochemickymi metodami Ize detekovat bakterialni bunky, spory, viry a toxiny. Zaklad
imunochemickych metod tvofi interakce mezi antigenem a protilatkou, kdy se specificka
protilatka vaze na specificky antigen (Velusamy et al., 2010; Ramirez-Castillo et al., 2015).
Pevnost vazby mezi konkrétni protilatkou a antigenem urcuje citlivost a specifitu metody
(Law et al., 2015).

Mezi vyhody imunochemickych metod patii rychlost, robustnost a schopnost detekovat

nejenom patogenni mikroorganismus, ale také produkované toxiny, jenz nemusi byt kodovany
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v genomu organismu. Specifita a citlivost se pfili§ nelisi od metod molekularni biologie,
avsak detekce protilatek neumoziuje ziskat vysledky v realném case (Velusamy et al., 2010).

Sails et al. (2002) vyuzili k detekci bakterii Campylobacter coli a Campylobacter jejuni ve

vzorcich povrchovych vod spojeni PCR a ELISA. Ke zvyseni koncentrace cilovych bakterii
ve vzorcich vod pred vlastni analyzou byla vyuzita membranova filtrace a kultivace filtri
v CCD bujonu. Po pomnozeni byla extrahovdna DNA, ktera slouzila jako templat
v PCR-ELISA a soucasn¢ byla ziskana kultura vyockovana na mCCDA agar.
K analyze bylo shroméazdéno 69 vzorki. V 51 vzorcich byla prokazana ptitomnost bakterii
rodu Campylobacter bud’ pomoci PCR-ELISA nebo kultiva¢ni metodou. Ve 29 vzorcich byl
kultivacné prokazan C. coli, z 13 vzorkd byl izolovan C. jejuni. U nékolika vzorkd byl
kultivaéni prikaz negativni, ale PCR-ELISA prokazala pfitomnost bakterii rodu
Campylobacter.

Lee and Deininger (2004) vyvinuli rychlou metodu pro testovani motské vody za ucelem
zjisténi pritomnosti bakterie Escherichia coli. Pro selektivni zachyceni cilovych bakterii
ze vzorku byla vyuZita imunomagneticka separace (IMS), kterd vyuziva superparamagnetické
polystyrenové kuli¢ky s navazanymi protilatkami K vytvofeni komplexu s cilovou bakterii.
Vznikly komplex je z heterogenni populace bakterii snadno oddélen piisobenim magnetického
pole. Ke kvantifikaci separovanych bakterii byla vyuzita ATP bioluminiscen¢ni metoda.

K odstranéni fas, zbytkli rostlin a velkych castic byly vzorky motské vody nejprve
prefiltrovany pfes filtr s velikosti portt 20 pm, ktery nezachytil bakterie pfitomné ve vode¢.
Pro nakoncentrovani Escherichia coli byla pouzita filtrace pies filtr s velikosti pora 0,45 pm.

Kvantitativni vysledky ziskané metodou IMS-ATP bioluminiscenci korelovaly s vysledky, jez
poskytla tradi¢ni membranova filtrace. Praimérna zjisténa koncentrace bakterie Escherichia
coli se pohybovala v rozmezi 1 — 7-10° CFU/100 ml. Detekéni limit testu byl stanoven
na 2-:10*CFU/100 ml vody. Cely postup bylo mozné dokon¢it za méné nez 1 hodinu. Vechno

potifebné vybaveni je pfenosné a testovani mize byt provedeno piimo v terénu.
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Nasledujici Tabulka 1 byla vypracovana z publikovanych praci a shrnuje vyhody a nevyhody
vybranych metod vyuzivanych k detekci a identifikaci bakterii z vod (Dutil et al., 2006;
Baudart and Lebaron, 2010; Girones et al., 2010; Aw and Rose, 2012; Mandal et al., 2011;
Alhamlan et al., 2015; Baudart et al., 2015; Law et al., 2015; Mendes-Silva and Domingues,
2015; Ramirez-Castillo et al., 2015; Rohde et al., 2015; Saxena et al., 2015; Topic Popovic

etal., 2017).

Tabulka 1 Vyhody a nevyhody vybranych metod pouzZivanych k detekci a identifikaci bakterii z vod (1/2)

Metoda Vyhody Nevyhody
Casova naro¢nost
Snadné provedent Casto chybna identifikace
Neni nutné slozité skoleni personalu Neni mozné prokazat
kultivacni metody P nekultivovatelné  buitky a  dale
Umoznuje  pozorovat morfologii zivotaschopné, ale nekultivovatelné
kolonii bunky
Neexistuje  univerzalni  kultivacni
pada
Vyzaduje purifikaci DNA
Nemoznost kvantitativni analyzy
Neschopnost rozli§it mezi Zivymi
Vysoka citlivost a specifita a mrtvymi bukami
Y . Ovlivnéni nebo inhibice amplifikace
MoZnost automatizace .
candardni PCR kontaminanty
standardni ivé vV
Spolehlivé vysledky Nutna identifikace produktd po PCR
Detekce zivotaschopnych, ale (napt. gelova elektroforéza)
nekultivovatelnjch bunék Nizka  koncentrace  nukleovych
kyselin casto zplsobuje variabilitu
vysledka
Navrh a koncentrace primera je
kli¢ovy pro spravny prubéh reakce
Vysoka citlivost a specifita Neschopnost rozli§it mezi zivymi
Rychla a simultanni detekce né€kolika a mrtvymi bufikami
multiplex PCR mikroorganismii v jedné reakci Ovlivnéni nebo inhibice amplifikace
y . kontaminanty
MoZnost automatizace
-, Navrh a koncentrace primerl je
Spolehlivé vysledky kli¢ovy pro spravny pribéh reakce
Slozity postup
Nutna technicka odbornost personalu
RT-PCR Rozliseni zivych a mrtvych bunék Kratky pologas rozpadu molekul

RNA

Navrh a koncentrace primerd je
klicovy pro spravny prubeh reakce
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Tabulka 1 Vyhody a nevyhody vybranych metod pouzivanych k detekci a identifikaci bakterii z vod (2/2)

Metoda Vyhody Nevyhody
Vysoka cena (nakladné reagencie)
Ovlivnéni nebo inhibice amplifikace
o ) kontaminanty
Vysoka citlivost a specifita
Neschopnost rozli§it mezi zivymi
Rychl¢ provedeni, reprodukovatelnost 3 mrtyymi buitkami
kvantitativni Detell_<f0_ek a mO};i@royéni produktll vyzaduje  specidlng  vyskoleny
. amplitikace v realnem case a technicky zdatny personal
real-time PCR L, , Y P
Kvantitativni analyzy Obtizna simultanni detekce
Nevyzaduje zpracovani produktii po mikroorganismi (multiplex real-time
PCR PCR)
Moznost kiizové kontaminace
Néavrh a koncentrace primert je
kli¢ovy pro spravny pribéh reakce
Toxické reagencie (propidium
monoazid)
PMA-PCR Jednoduché provedeni Mozna inhibice u vzorkl s vysokym
Rozlieni Zivych a mrtvych bunék obsahem tuhych latek
Navrh a koncentrace primert je
klicovy pro spravny prubé¢h reakce
Rychlé a snadné provedeni Casto nutné zatazeni pomnoZovaciho
. . kroku
FISH Vysoka specifita

Kvantitativni analyza

Rozliseni zivych a mrtvych bunék

Problémy s nedostatecnou citlivosti

Omezena dostupnost primerd

Genové cipy

MozZnost automatizace

Soucasna detekce velkého mnozstvi
genll

Vysoka cena
Nespecificka hybridizace

Nizka citlivost

ELISA

Vysoka specifita
Umoziiuje  detekovat  bakteridlni
toxiny

MozZnost automatizace

Nedostatec¢na citlivost

Fale$né negativni vysledky

Kftizova reaktivita tizce piibuznych
antigenti

Vyzaduje oznaceni antigenu nebo
protilatky

Nezbytny pomnozovaci krok
k produkci antigeni na bunééném
povrchu

34



2 CILE DIPLOMOVE PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo izolovat vybrané bakterie z redlnych vzorkl
odpadnich vod s vyuzitim klasickych kultivacnich technik. Cilovymi bakteriemi byly zvoleny
tradicni indikatorové mikroorganismy fekalniho znecisténi — termotolerantni koliformni
bakterie, Escherichia coli a intestinalni enterokoky. Mikrobiologicky rozbor byl dale zaméten
na prukaz patogennich a podminéné patogennich bakterii zrodi Salmonella, Yersinia,
Campylobacter, Aeromonas a Pseudomonas. Ziskané bakterie byly nasledné identifikovany

pomoci biochemickych testi.
Dulezitym krokem bylo vyuzit ziskané poznatky v prub&hu prace K piizptisobeni a Gpraveé

metod pro kultiva¢ni prikaz bakterii v odpadnich vodach, za G¢elem lepsiho zachytu cilovych

bakterii.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a laboratorni pomicky

Piistroje:

Analytické vahy KERN 440 — 43 (KERN, Némecko)

Autoklav PS 20A (BMT Medical Technology s.r.o., Ceska republika)
Autoklav STERILAB® (BMT Medical Technology s.r.0., Ceska republika)
BACMED (ASPIAG s.r.0., Ceska republika)

Denzitometr Den — 1 (Biosan, Litva)

Horkovzdusny sterilizator 5104.2 (BMT Medical Technology s.r.0., Ceska republika)
Chladni¢ka (Electrolux s. r.0., Ceska republika)

Mikroskop Olympus BX41 (Japonsko)

Membranova vyvéva Diaphragm pump ME 1 (Vacuubrand, Inc., USA)

pH metr CyberScan pH 510 (Eutech Instruments, USA)

Sterimat 5104.2 ((BMT Medical Technology s.r.0., Ceska republika)
Termostat Lovibond (TINTOMETER — LOVIBOND, Ceska republika)
UV lampa

Vodni lazen CERTOMAT® WR (Braun, USA)

Vortex Genius 3 (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Germany)

Identifika¢ni software TNW® (Erba Lachema, s. r. 0., Ceska republika)

Laboratorni pomicky

pomiicky pro odbér a membranovou filtraci odpadni vody — sklenéné lahve

se Sroubovacim uzévérem o objemu 500 ml, sklenéné odmérné valce, membranové

filtry (porovitost 0,45 um), filtraéni aparatura, filtracni batika, kovové pinzety

pomiicky pro pripravu kultivacnich médii — Erlenmayerovy banky, 1zicky oboustranné,

plastové Petriho misky

pomiicky pro inokulaci a inkubaci kultivacnich médii a konfirmaci — plastové

bakteriologické klicky, L-hokejky (plastové a sklenéné), jednokanalové automatické
manudlni pipety, pipetovaci Spicky, pipety délené (plastové a sklenéné), sklenéné
bakteriologické a krevni zkumavky, kovova vi¢ka na zkumavky, homogenizacni sacky

s filtrem, anaerostaty, kahan, plastové pinzety, niizky, podlozni sklicka.
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3.2 Material

3.2.1 Kultiva¢ni média

- Bile Esculin Azide Agar, HiMedia (Zlu¢-eskulinovy agar, ZE agar)

Slozeni:

enzymaticky hydrolyzat kaseinu
hovézi extrakt

proteozovy pepton

hovézi Zlug

eskulin

citrat zelezito-amonny

chlorid sodny

azid sodny

agar

179
5¢
39
109
lg
0549
5¢
0,159
15¢

Priprava: Dle postupu stanovenym vyrobcem bylo navazeno 28,3 g dehydratovaného

média do 500 ml destilované vody. Pfipravena smés byla sterilizovana v autoklavu pfi

121 °C po dobu 15 minut.

- Blood Agar Base No. 2, HiMedia (krevni agar, KA)

Slozeni:

proteozovy pepton
jatrovy extrakt
kvasni¢ny extrakt
chlorid sodny

agar

159
2549
54
5¢
159

Priprava: Dle postupu stanovenym vyrobcem bylo navazeno 21,3 g dehydratovaného

média do 500 ml destilované vody. Piipravena smés byla sterilizovana v autoklavu pti

121 °C po dobu 15 minut. Po ochlazeni na 40 — 50 °C bylo do média asepticky

ptidano 7 % sterilni defibrinované berani krve.
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- Blood Free Campylobacter Selectivity Agar Base, HiMedia (modifikovany
deoxycholatovy agar s aktivnim uhlim a cefoperazonem, mCCDA agar)

Slozent: masovy pepton 10 g
hovézi extrakt 109
enzymaticky hydrolyzat kaseinu 39
chlorid sodny 59
deoxycholat sodny 19
siran zeleznaty 0,259
pyruvat sodny 0,259
dfevéné uhli, bakteriologické 49
agar 12 g

Priprava: Dle postupu stanovenym vyrobcem bylo navazeno 22,8 g do 500 ml
destilované vody. Pfipravena smés byla sterilizovana v autoklavu pi#i 121 °C po dobu
15 minut. Po ochlazeni na 45 — 50 °C byl do média asepticky ptidan rozpustény obsah
1 lahvicky Campylobacter Supplement V (FD067).

Bolton Broth Base, HiMedia (bujon dle Boltona)

SlozZent: pepton 10 ¢
hydrolyzat laktalbuminu 50
kvasni¢ny extrakt 5¢g
chlorid sodny 50
metabisulfit sodny 0549
uhlicitan sodny 0,69
hemin 0,01g
a-ketoglutarova kyselina 19
pyruvat sodny 05¢9

Priprava: Dle postupu stanovenym vyrobcem bylo navazeno 13,8 g dehydratovaného
média do 500 ml destilované vody. Piipravena smés byla sterilizovana v autoklavu pfi
121 °C po dobu 15 minut. Po ochlazeni na 50 °C byl do bujonu asepticky piidan
rozpustény obsah 1 lahvicky Bolton Selective Supplement (FD231) a 25 ml lyzované

defibrinované koniské krve (Oxoid).

38



Buffered Peptone Water, HiMedia (pufrovana peptonova voda, PPV médium)

Slozeni. proteozovy pepton 109
chlorid sodny 59
hydrogenfosfore¢nan (di)sodny 3549
dihydrogenfosforecnan draselny 159

Priprava: Dle postupu stanovenym vyrobcem bylo navazeno 10 g dehydratovaného
média do 500 ml destilované vody. Piipravena smés byla sterilizovana v autoklavu pfi

121 °C po dobu 15 minut.

Bujon s peptonem, sorbitolem a Zlu¢ovymi solemi (PSB bujon)

Slozent: pepton 59
sorbitol 50
chlorid sodny 50
hydrogenfosfore¢nan disodny 8,23¢

dihydrogenfosfore¢nan sodny monohydrat 1,2 ¢

Zluéové soli 0,01g
Priprava: Dle ptedlozeného postupu byly vSechny slozky navazeny do 500 ml
destilované vody. pH bujonu bylo pied sterilizaci upravovano na hodnotu 7,8.

Ptipravend smés byla sterilizovana v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut.

Cetrimide agar Base, HiMedia (cetrimidovy agar)

Slozeni: zelatinovy pepton 209
chlorid hotecnaty 1449
siran draselny 109
cetrimid 0,3¢g
agar 15g

Priprava: Dle postupu stanovenym vyrobcem bylo navazeno 23,4 g dehydratovaného
média do 500 ml destilované vody obsahujici 5 ml glycerolu. Pfipravena smés byla

sterilizovana v autoklavu pifi 121 °C po dobu 15 minut.
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- Columbia Agar, HiMedia (krevni agar Columbia)

Slozeni: enzymaticky hydrolyzat kaseinu 109
masovy pepton 5¢
enzymaticky hydrolyzat srdce 39
kvasni¢ny extrakt 59
kukuficny skrob 19
chlorid sodny 5¢
agar 15 g

Priprava: Dle postupu stanovenym vyrobcem bylo navazeno 22 g dehydratovaného
média do 500 ml destilované vody. Pfipravena sm¢s byla sterilizovana v autoklavu pfi
121 °C po dobu 15 minut. Po ochlazeni na 40 — 50 °C bylo do média asepticky

ptidano asepticky ptidano 7 % sterilni defibrinované berani krve.

- Chromocult® Coliform agar, Merck KGaA

Slozeni: enzymaticky hydrolyzat kaseinu 19
kvasni¢ny extrakt 29
chlorid sodny 50
dihydrogenfosforecnan sodny dihydrat 2,29
hydrogenfosforecnan sodny 2,79
pyrohroznan sodny 19
sorbitol 1g
tryptofan 19
tergitol 7 0,159

6-chlor-3-indoxyl-B-D-galaktopyranosid 0,2 g
5-brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-glukuronova

kyselina 0,1g
isopropyl- B-D-thiogalaktopyranosid 01g
agar 109

Priprava: Dle postupu stanovenym vyrobcem bylo navazeno 13,3 g dehydratovaného
média do 500 ml destilované vody. Pfipravena smés byla sterilizovana ve vodni lazni

pii 100 °C po dobu 20 minut.
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ITC Broth Base, Himedia (bujon s irgasanem, tikarcilinem a chlore¢nanem

draselnym, I'TC bujon)
Slozeni: trypton
kvasni¢ny extrakt
chlorid hotecnaty hexahydrat
chlorid sodny
malachitova zelen

Triclosan (Irgasan)

109
1g

60 g
59
0,01g
0,001 g

Priprava: Dle postupu stanovenym vyrobcem bylo navazeno 44,1 g dehydratovaného

média do 988 ml destilované vody. Pfipravena sm¢s byla sterilizovana v autoklavu pfti

121 °C po dobu 15 minut. Po ochlazeni na 40 — 50 °C byl do bujénu asepticky piidan

rozpustény obsah 1 lahvic¢ky Ticarcillin Supplement (FD102) a 1 lahvicky Potassium

Chlorate Supplement (FD103).

m-Aeromonas Selective Agar Base (Havelaar), HiMedia

Slozeni: tryptoza
kvasni¢ny extrakt
dextrin
chlorid sodny
chlorid draselny
siran hotecnaty
chlorid Zelezity
deoxycholat sodny
bromthymolova modf

agar

5¢
29
1149
39
29
0,19
0,06 g
0,19
0,08 g
139

Priprava: Dle postupu stanovenym vyrobcem bylo navazeno 36,7 g dehydratovaného

média do 1000 ml destilované vody. Pfipravena smés byla sterilizovana v autoklavu

pii 121 °C po dobu 15 minut. Po ochlazeni na 45 — 50 °C byl do média asepticky

pridan rozpustény obsah 1 lahvicky Ampicillin Supplement (FD082).

41



m-FC Agar Base, HiMedia (m-FC agar)

Slozeni: tryptoza 109
proteozovy pepton 5¢
kvasni¢ny extrakt 39
laktoza 125¢
Zlucové soli 15¢9
chlorid sodny 5¢
anilinovd modft 0,19
agar 154

Priprava: Dle postupu stanovenym vyrobcem bylo navazeno 52,1 g dehydratovaného
média do 1000 ml destilované vody obsahujici 10 ml 1% roztoku kyseliny rosolové
(FDO0O58 Rosolic Acid). Pripravend smés byla sterilizovana ve vodni lazni pii 100 °C

po dobu 20 minut.

Modified Rappaport Vassiliadis Medium, HiMedia, (Rappaport Vassiliadis séja
médium, RVS médium)

Slozeni: sojovy pepton 50
chlorid sodny 89
fosfore¢nan draselny 169
chlorid hotec¢naty hexahydrat 4049
malachitova zelen 0,04 g

Priprava: Dle postupu stanovenym vyrobcem bylo navazeno 15 g dehydratovaného
média do 500 ml destilované vody. Pfipravena sm¢s byla sterilizovana v autoklavu pti

121 °C po dobu 15 minut.

Mueller Kauffman Tetrathionate Novobiocin Broth Base, HiMedia (Mueller-
Kauffman tetrathionat novobiocin médium, MKTTn médium)
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SlozZent: masovy pepton 4349
enzymaticky hydrolyzat kaseinu 8,60
by¢i zlug, susend 4759
chlorid sodny 264
uhli¢itan vapenaty 38,79
thiosiran sodny pentahydrat 47,89
brilantni zelen 0,0095 g



Ptiprava: Dle postupu stanovenym vyrobcem bylo navazeno 89,4 g dehydratovaného
média do 1000 ml destilované vody. Pfipravend smés byla sterilizovana ve vodni 1azni
pii 100 °C po dobu 20 minut. Po ochlazeni na 45 — 50 °C byl do bujonu asepticky
piidano 20 ml jodového roztoku (20 g jodu a 25 g jodidu draselného ve 100 ml sterilni
destilované vody) spolu s rozpusténym obsahem 1 lahvicky MKTT Novobiocin
Supplement (FD203).

Nutrient Agar No. 2, HiMedia (masopeptonovy agar, MPA)

Slozeni: masovy pepton 10¢g
hovézi extrakt 109
chlorid sodny 59
agar 15 g

Priprava: Dle postupu stanovenym vyrobcem bylo navazeno 20 g dehydratovaného
média do 500 ml destilované vody. Pfipravena smés byla sterilizovana v autoklavu pfti

121 °C po dobu 15 minut.

Rambach® agar, Merck KGaA

SlozZent: pepton 849
chlorid sodny 59
deoxycholat sodny 19
chromogenni smés 159
propylenglykol 10,59
agar 15¢g

Priprava: Dle postupu stanovenym vyrobcem byl obsah 1 lahvi¢ky tekuté smési
piidan do 250 ml destilované vody. Nasledn¢ byla pifidana 1 lahvicka
dehydratovaného média a celd smés byla dikladné¢ promichana a sterilizovana

ve vodni 1azni pii 100 °C po dobu 20 minut.
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Slanetz and Bartley Medium, HiMedia (Slanetz-Bartley agar, SB agar)

Slozeni:

tryptoza
kvasni¢ny extrakt

glukoza

hydrogenfosfore¢nan (di)draselny

azid sodny

2,3,5 trifenyltetrazolium chlorid

agar

209
5¢
29
49
0,449
0,19
159

Priprava: Dle postupu stanovenym vyrobcem bylo navazeno 23,3 g dehydratovaného

média do 500 ml destilované vody. Piipravena smés byla sterilizovana ve vodni lazni

pti 100 °C po dobu 20 minut.

Soyabean Casein Digest Agar, HiMedia (trypton séjovy agar, TSA)

SloZeni:

trypton
sO6jovy pepton
chlorid sodny

agar

15
54
5¢
159

Priprava: Dle postupu stanovenym vyrobcem bylo navazeno 20 g dehydratovaného

média do 500 ml destilované vody. Pfipravena sm¢s byla sterilizovana v autoklavu pfi

121 °C po dobu 15 minut.

Xylose-Lysine Deoxycholate Agar, HiMedia (xyléza-lyzin-deoxycholatovy agar,

XLD agar)

Slozeni:

kvasni¢ny extrakt
L-lyzin

laktéza

sachar6za

xyloza

chlorid sodny
deoxycholat sodny
thiosiran sodny

citran Zelezito-amonny
fenolova cervenl

agar
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7549
3549
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259
6,89
0,89
0,08 g
159



3.2.2

Priprava: Dle postupu stanovenym vyrobcem bylo navazeno 28,3 g dehydratovaného
média do 500 ml destilované vody. Piipravend smés byla sterilizovana ve vodni 1azni

pii 100 °C po dobu 20 minut.

Yersinia Selective Agar Base, Himedia (agar s cefsulodinem, irgasanem
a novobiocinem, CIN agar)

Slozeni: pepton special 209
kvasni¢ny extrakt 24
mannitol 20 ¢
pyruvat sodny 290
chlorid sodny 1g
siran hotecnaty 0,01g
deoxycholat sodny 0549
neutralni Cerven 0,03¢g
krystalova violet 0,001 g
agar 125¢

Priprava: Dle postupu stanovenym vyrobcem bylo navazeno 29 g dehydratovaného
média do 500 ml destilované vody. Pfipravena smés byla sterilizovana v autoklavu pti
121 °C po dobu 15 minut. Po ochlazeni na 45 °C byl do média asepticky pridan
rozpustény obsah 1 lahvicky Yersinia Selective Supplement (FD034).

Reagencie, pracovni roztoky a soupravy (kity)

Cinidlo pro test oxidaza: Biomérieux, Francie

Cinidlo pro test katalaza: 3% peroxid vodiku

Cinidlo pro zaji§téni mikroaerofilniho prostiedi: CampyGen, AGS (Oxoid, USA)
Soupravy MIKROLATEST® a potfebnd ¢&inidla dodavana vyrobcem (Erba
Lachema, s. r. 0., Ceska republika)

= ENTERO — Rapid 24
= ENTEROTtest 24

= NEFERMtest 24

= STREPTOtest 24

45



Fyziologicky roztok
Slozeni: chlorid sodny 8549
destilovana voda 1000 ml
Priprava: Navazka chloridu sodného byla rozpusténa v 1000 ml destilované vody

a roztok byl sterilizovéan v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 min.

Karbolfuchsin

Slozeni: Roztok A:  bazicky fuchsin 1lg
96% etanol 10 mi
Roztok B: 5% vodny roztok fenolu 100 ml

Priprava: Suspenze, ktera vznikla smisenim roztokd A a B, byla filtrovana a nasledn¢

ziedéna destilovanou vodou v poméru 1:10.

Krystalova violet’

Slozeni: Roztok A:  krystalova violet’ 5¢9
96% etanol 200 ml
Roztok B: 1% oxalat amonny

Priprava: Suspenze vznikla smisenim 20 ml roztoku A a 80 ml roztoku B byla

nasledné filtrovana.

Lugoliiv roztok

Slozent: jod 19
jodid draselny 29
destilovana voda 300 ml

Priprava: V urceném objemu destilované vody byla rozpusSténa navazka jodu a jodidu

draselného.

McFarlandova zakalova stupnice

Priprava: Smichanim roztokt chloridu barnatého (BaClz) a kyseliny sirové (H2SOs4)
se vytvoii ve vodé nerozpustna srazenina siranu barnatého (BaSOs). Urcitym
pomérem mezi roztoky lze dosdhnout riznych stupiitt McFarlandovy zdkalové

stupnice. (Tabulka 2).
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Tabulka 2 McFarlandova zdkalova stupnice

Stuperi zdakalu

0,5 1 2 3 4 5
1,175% roztok BaClz [ml] 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
1% roztok H2S04 [ml] 9,95 9,9 9,8 9,7 9,6 9,5
pFiblizny pocet bakterii (x 10%/ml) 15 3 6 9 12 15

3.2.3 Vzorky odpadnich vod

Pro priikaz vybranych bakteridlnich kment bylo shromédzdéno 10 bodovych vzorkl
odpadnich vod z5 G&istiren odpadnich vod (COV) riznych velikosti, lokalizovanych
v Kralovehradeckém, Pardubickém, Stfedoc¢eském kraji a Vysocin€. Vzorkovéana byla vzdy
surova odpadni voda pted vstupem do COV (natok do COV) a nasledné voda po procesu
precisténi (odtok z COV). Vzorky byly odebirany v obdobi od ijna 2017 do dubna 2018.
U dvou vzorkt byl proveden opakovany odbér z diivodu nedostate¢ného zachytu cilovych

bakterii. Seznam odebranych vzorki uvadi Tabulka 3.

Tabulka 3 Vzorky odpadnich vod

Cislo vzorku Typ vzorku cov Datum odbéru Opakovany odbér
1 natok do COV Racin 23.10. 2017 3.4.2018
2 odtok z COV Ra¢in 23.10. 2017 3.4.2018
3 natok do COV Pardubice 13. 11. 2017 12. 3. 2018
4 odtok z COV Pardubice 13. 11. 2017 12. 3. 2018
5 natok do COV Novy Bydzov 27.11.2017 e
6 odtok z COV Novy Bydzov 27.11.2017 -
7 natok do COV Kolin 12.2.2018 -
8 odtok z COV Kolin 12.2.2018 -
9 natok do COV Pod¢brady 26.2.2018 -
10 odtok z COV Pod¢brady 26.2.2018 -

3.3 Pracovni postup

3.3.1 Odbér vzorkii odpadnich vod

Odpadni vody byly odebirany v souladu s normami CSN EN I1SO 19458 — Jakost vod —
odbér vzorktl pro mikrobiologickou analyzu, CSN EN ISO 5667-1 — Jakost vod — odbér
vzork®i, CSN ISO 5667-10 — Jakost vod — Pokyny pro odbér vzorkii odpanich vod. Odbér
odpadnich vod byl provadén do sklenénych lahvi s plastovymi Sroubovacimi uzavéry.

Uzaviené otvory vzorkovnic byly dale chranény pted kontaminaci hlinikovou fo6lii. Odebrané
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vzorky odpadnich vod nebyly konzervovany a do laboratoie byly pfepravovany v uzavienych
polystyrenovych termoboxech, pro zajisténi konstantni teploty. Odpadni vody byly po odbéru

zpracovany co nejrychleji — obvykle za méné nez 4 hodiny.

3.3.2 Membranova filtrace vzorki odpadnich vod

Membranova filtrace odpadnich vod byla provedena dle pokynii uvedenych v normé CSN
EN ISO 8199 — Jakost vod — Obecny navod pro stanoveni mikroorganismu kultiva¢nimi
metodami.

V piipadé natoki do COV byla provedena filtrace 10 ml odpadni vody, vzhledem
k vysokému mnozstvi pevnych castic, jez vedly Kucpani poérd membranovych filtra.
V piipadé¢, ze charakter vzorku umoznoval filtraci vétsiho objemu, bylo filtrovano 25 ml
odpadni vody, doplnéné na objem 100 ml fyziologickym roztokem. U odtokii z COV byla
provedena filtrace 10 ml i 100 ml odpadni vody bez fedéni fyziologickym roztokem.

Uréeny objem vzorku nebo jeho ziedéni bylo prefiltrovano pies membranovy filtr
s velikosti port dostate¢nou pro zachyceni bakterii (0,45 um). Membranovy filtr byl asepticky
pfenesen na povrch pevné selektivné-diagnostické pudy. Petriho miska byla inkubovana
za podminek piedepsanych pro konkrétni mikroorganismus. Membranova filtrace byla vzdy

u kazdého objemu provadéna v dubletu.

3.3.3 Dalsi zpracovani vzorki odpadnich vod

Pro prikaz bakterii rodu Aeromonas, Pseudomonas a Enterococcus, bakterie Escherichia
coli atermotolerantnich koliformnich bakterii bylo krom& membranové filtrace vyuZito
i o¢kovani roztérem L-hokejkou na povrch ptislusného média. Pro tento postup bylo nutné
u vzorkd odpadnich vod provést desitkové fedéni.

Do sterilnich bakteriologickych zkumavek bylo napipetovano 9 ml sterilniho
fyziologického roztoku. Poté byl do prvni zkumavky pifidan 1 ml odpadni vody a obsah
zkumavky byl promichan. Tim bylo piipraveno fedéni 107, Prvni fedéni bylo piipraveno
I roztérem 0,1 ml nefedéné odpadni vody na pfislusna média.

U natoktt do COV bylo zvoleno fedéni na miskach 102, 102, 103, 10* a u jednoho vzorku
bylo pouzito i fedéni 10°. U odtoktt z COV bylo zvoleno fedéni na miskach 107 a 1072

U vsech fedéni byl roztér provadén vzdy v dubletu.
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3.3.4 Priikaz bakterii rodu Salmonella

Pro priikaz bakterii rodu Salmonella v odpadnich vodach byla vyuZita norma CSN EN ISO
6579-1, jenz specifikuje horizontdlni metodu pro urfeni pfitomnosti nebo nepiitomnosti
salmonel v potravinach.

Vysetiovany vzorek odpadni vody o objemu 25 ml byl pipetovan do 225 ml pufrované
peptonové vody (PPV médium). Soucasné bylo 25 ml odpadni vody piefiltrovano pies
membranovy filtr a ten byl sterilné pfenesen do 225 ml pufrované peptonové vody. Inkubace
V obou pfipadech probihala aerobné pii 37 °C po dobu 18 + 2 hodin. Ziskané kultury byly
preockovany do dvou selektivnich tekutych pid — Rappaport Vassiliadis s6ja médium
(RVS médium) a Mueller-Kauffman tetrathionat novobiocin médium (MKTTn médium).
Do zkumavky obsahujici 10 ml RVS média bylo pipetovano 0,1 ml ziskané kultury a puda
byla inkubovana aerobné pii 41,5 °C po dobu 24 + 3 hodin. Do zkumavky obsahujici 10 ml
MKTTn média byl pipetovan 1 ml ziskané kultury a ptida byla inkubovana aerobné pii 37 °C
po dobu 24 + 3 hodin. Kultury ze selektivnich tekutych pid RVS a MKTTn byly vyockovany
na dvé selektivné-diagnostické pevné pudy — xyloza-lyzin-deoxycholatovy agar (XLD agar)
a chromogenni médium Rambach® agar. Naotkované misky byly inkubovany aerobné pfi
37 °C po dobu 24 + 3 hodin a nasledné byla zjistovana piitomnost suspektnich kolonii rodu
Salmonella. Typické kolonie salmonel na XLD agaru maji nartzovélou barvu S ¢ernym
sttedem. Na Rambach® agaru bakterie rodu Salmonella vyriistaji v jasné ¢ervenych koloniich.
Ke konfirmaci byla z kazdé plotny kazdé selektivné-diagnostické pidy vybrana nejméné
jedna kolonie, jez byla povaZovédna za typickou nebo suspektni. Vybrané kolonie byly
subkultivovany na neselektivni tuhé pidé — MPA pii 37 °C aerobné po dobu 24 + 3 hodin.
Nasledné bylo provedeno barveni dle Grama a testy na tvorbu katalazy a oxiddzy. Kone¢na
identifikace bakterii byla provedena pomoci identifikaénich souprav ENTEROtest 24
piipadné ENTERO-Rapid 24 z fady MIKROLATEST®.

3.3.5 Priikaz bakterii rodu Yersinia

Prikaz ptitomnosti bakterii rodu Yersinia v odpadnich vodach byl proveden dle normy
CSN EN ISO 10273 z biezna 2004, jenz specifikuje horizontalni metodu prikazu suspektnich
patogennich kmeni Yersinia enterocolitica v potravinach.

Vysetfovany vzorek odpadni vody o objemu 25 ml byl pipetovan do 225 ml bujonu
s irgasanem, tikarcilinem a chlore¢nanem draselnym (ITC Broth Base, ITC bujon) nebo
do bujénu s peptonem, sorbitolem a zlu€ovymi solemi (PSB bujon). Zaockovany ITC bujon

byl inkubovan aerobné pii 25 °C po dobu 48 + 3 hodin. Zaockovany PSB bujon byl
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inkubovan aerobné pii 25 °C po dobu 48 az 72 hodin s tfepanim. Kultury ziskané z ITC nebo
PSB bujonu byly vyockovany na povrch agaru s cefsulodinem, irgasanem a novobiocinem
(Yersinia Selective Agar Base, CIN agar). Soucasné bylo pfeneseno 0,5 ml kultury z ITC
nebo PSB bujonu do 4,5 ml roztoku hydroxidu draselného. Po 20 + 5 sekundach alkalizace
byla kultura vyockovana na povrch CIN agaru a naockované misky byly v obou piipadech
inkubovany aerobné pii 30 °C po dobu 24 + 3 hodin. Po ukonceni kultivace byla na CIN
agaru zjiStovana piitomnost charakteristickych kolonii Yersinia enterocolitica Typické
kolonie yersinii jsou na CIN agaru drobné s ¢ervenym stiecdem a prusvitnym okrajem. Ke
konfirmaci byla z kazdé misky se selektivné-diagnostickou pidou vybrana nejméné jedna
kolonie, ktera byla povazovana zatypickou nebo suspektni. Vybrané kolonie byly
subkultivovany na neselektivni tuhé pidé — trypton s6jovém agaru (Soyabean Casein Digest
Agar, TSA agar) pii 30 °C aerobn¢ po dobu 24 + 3 hodin. Nasledné bylo provedeno barveni
dle Grama a testy na tvorbu kataldzy a oxidazy. Kone¢na identifikace bakterii byla provedena
pomoci identifikaénich souprav ENTEROtest 24 piipadné ENTERO-Rapid 24 z tady
MIKROLATEST®.

V listopadu 2017 byla norma CSN EN ISO 10273 z biezna 2004 nahrazena novou normou,
jenz vyrazn¢ pozménila postup pii prukazu suspektnich patogennich kmend Yersinia
enterocolitica v potravinach.

Vysetiovany vzorek odpadni vody o objemu 25 ml byl pipetovan do 225 ml PSB bujonu.
Na povrch 4 CIN agart bylo ockovano 1 ml PSB bujonu s odpadni vodou (0,2 ml na misku)
a inokulum bylo rozetieno L-hokejkou. Naockované misky byly inkubovany aerobné
pii 30 °C po dobu 24 + 3 hodin. Dale bylo 10 ml PSB bujonu s odpadni vodou pipetovano
do 90 ml ITC bujoénu. Zaockované ITC a PSB bujony byly inkubovany aerobné pii 25 °C
po dobu 48 + 3 hodin bez tfepani. Po ukonceni inkubace bylo 0,5 ml kultury z ITC a PSB
bujonu pipetovano do 4,5 ml roztoku hydroxidu draselného. Po 20 + 5 sekundach alkalizace
byla kultura vyoc¢kovana na povrch CIN agaru a misky byly v obou piipadech inkubovany
aerobné pii 30 °C po dobu 24 + 3 hodin. Nasledny postup subkultivace a konfirmace nebyl

pozmeénén a byl provadén stejnym zplsobem.

3.3.6 Prikaz bakterii rodu Campylobacter
Pro priikaz bakterii rodu Campylobacter v odpadnich vodach byla vyuzita norma CSN EN
ISO 10272-1 zcervence 2006, jenz specifikuje horizontdlni metodu prikazu

Campylobacter spp.
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Vysetiovany vzorek odpadni vody o objemu 25 ml byl pipetovan do 225 ml bujonu
dle Boltona (Bolton Broth Base) a poté inkubovan v mikroaerofilnim prostiedi pti 41,5 °C
po dobu 48 hodin. Kultura ziskand zbujonu dle Boltona byla vyockovana na povrch
selektivni kultivaéni pidy — modifikovaného deoxycholatového agaru s aktivnim uhlim
a cefoperazonem (Blood Free Campylobacter Selectivity Agar Base, mCCDA agar).
Naockované misky byly inkubovany v mikroaerofilnim prosttedi pii 41,5 °C po dobu
48 + 3 hodin a nasledn¢ byla zjistovana pritomnost suspektnich kolonii rodu Campylobacter.
Typické kolonie kampylobakterti jsou na mCCDA agaru Sedé nebo svétle hnédé a vodnaté.
Ke konfirmaci byla z kazdé misky se selektivni pidou vybrana nejméné jedna kolonie,
jez byla povazovana za typickou nebo suspektni. Vybrané kolonie byly subkultivovany
na krevnim agaru Columbia (Columbia Agar) Vv mikroaerofilnim prostiedi pti 41,5 °C
po dobu 48 + 3 hodin. Nasledné bylo provedeno barveni dle Grama, testy na tvorbu katalazy
a oxidazy a byl sledovan pohyb v zastinu. Ke konecné identifikaci byl dale zkouSen rist
suspektnich kolonii na krevnim agaru Columbia pifi 41,5 °C aerobné¢ a pii 25 °C

v mikroaerofilnim prostiedi po dobu 24 az 48 hodin.

3.3.7 Priikaz bakterii rodu Enterococcus

Pritkaz bakterii rodu Enteroccocus byl z&asti proveden dle normy CSN EN ISO 7899-2,
jenZz uréuje metodu stanoveni intestinalnich enterokokii ve vodé metodou membranovych
filtrd. Dle vySe zminéné normy byl selektivné-diagnostickou tuhou pudou zvolen Slanetz-
Bartley agar (Slanetz and Bartley Medium), kde jsou typické kolonie enterokokl zbarvené
celé nebo ve stfedu Cervené, kastanove ¢i razove.

ZkouSeny objem odpadni vody nebo jeho fedéni bylo zfiltrovano pfes membranovy filtr,
jenz byl asepticky pfenesen na povrch pevného selektivné-diagnostického média. Soucasné
bylo pipetovano 0,1 ml pfislusného fedéni odpadni vody na povrch selektivné-diagnostické
pudy ainokulum bylo rozetieno L-hokejkou. Inkubace byla v obou pfipadech provadéna
aerobné¢ pifi 37 °C po dobu 24 + 3 hodin. Suspektni kolonie cilovych bakterii byly
subkultivovany na neselektivni tuhé pidé — KA aerobné pii 30 °C po dobu 24 + 3 hodin.
Nasledné bylo provedeno barveni dle Grama a testy na tvorbu katalazy a oxidazy. Kolonie
izolované na KA byly vyockovany na zlué-eskulinovy agar (Bile Esculin Azide Agar,
ZE agar) k potvrzeni pfitomnosti enzymu eskulin-p-D-glukosiddzy. Koneéna identifikace
bakterii byla provedena pomoci identifikatnich soupravy STREPTOtest 24 7z tady
MIKROLATEST®.
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3.3.8 Priikaz termotolerantnich koliformnich bakterii a Escherichia coli

K prikazu termotolerantnich koliformnich bakterii a Escherichia coli byly zcasti vyuzity
dvé normy. Prvni pouzivanou normou byla CSN 75 7835, ktera uréuje metodu pro stanoveni
termotolerantnich koliformnich bakterii a Escherichia coli. Dle normy CSN 75 7835 byl prvni
selektivné-diagnostickou tuhou pidou zvolen m-FC agar, kde koliformni bakterie a E. coli
(laktoza pozitivni kolonie) vyrastaji v modie zbarvenych koloniich. Druhou pouzivanou
normou byla CSN EN ISO 9308-1, jenz popisuje referenéni metodu pro stanoveni
Escherichia coli a koliformnich bakterii membranovou filtraci ve vodach urenych
pro lidskou spotebu. Dle normy CSN EN ISO 9308-1 bylo druhou selektivné-diagnostickou
tuhou piidou zvoleno chromogenni médium Chromocult® Coliform agar, kde koliformni
bakterie (B-D-galaktozidaza pozitivni kolonie) vyrustaji v rizovych az Cervenych koloniich
aE. coli (B-D-galaktozidaza a B-D-glukuronidaza pozitivni kolonie) v tmavé modrych
az fialovych koloniich.

Zkouseny objem odpadni vody nebo jeho fedéni bylo zfiltrovano pies membranovy filtr,
jenz byl asepticky pfenesen na povrch obou pevnych selektivné-diagnostickych pud.
Soucasné bylo pipetovano 0,1 ml ptisluSného fedéni odpadni vody na povrch obou selektivné-
diagnostickych pid a inokulum bylo rozetfeno L-hokejkou. Inkubace byla v obou piipadech
pro obé média provadéna aerobné pii 41,5 °C po dobu 24 + 3 hodin. Ke konfirmaci byla
z kazdé plotny kazdé selektivné-diagnostické piidy vybrana nejméné jedna kolonie, jeZ byla
povazovdna za typickou nebo suspektni. Vybrané kolonie byly subkultivovany
na neselektivni tuhé ptidé — MPA pii 37 °C aerobné po dobu 24 + 3 hodin. Nasledné bylo
provedeno barveni dle Grama a testy na tvorbu katalazy a oxidazy. Kone¢na identifikace
bakterii byla provedena pomoci identifikacnich souprav ENTEROtest 24 ptipadné¢ ENTERO-
Rapid 24 z fady MIKROLATEST®.

3.3.9 Priikaz bakterii rodu Aeromonas

Selektivné-diagnostickou tuhou ptidou pro prikaz bakterii rodu Aeromonas z odpadnich
vody byl zvolen m-Aeromonas agar (m-Aeromonas Selective Agar Base), jenz
je doporucen pro detekci aeromonad z vod technikou membranové filtrace.

Zkouseny objem odpadni vody nebo jeho fedéni bylo zfiltrovano pfes membranovy filtr,
jenz byl asepticky pienesen na povrch pevného selektivné-diagnostického média. Soucasné
bylo pipetovano 0,1 ml pfislusného fedéni odpadni vody na povrch selektivné-diagnostické
pudy a inokulum bylo rozetieno L-hokejkou. Inkubace byla v obou ptipadech provadéna

aerobné pii 30 °C po dobu 24 + 3 hodin. Zastupci rodu Aeromonas tvofi na m-Aeromonas
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agaru velké zluté vypouklé kolonie. Suspektni kolonie cilovych bakterii byly subkultivovany
na neselektivni tuhé padé — MPA aerobné pii 30 °C po dobu 24 + 3 hodin. Nésledn¢ bylo
provedeno barveni dle Grama a testy na tvorbu katalazy a oxidazy. Konecna identifikace
bakterii byla provedena pomoci identifikaCnich soupravy NEFERMtest 24 z fady
MIKROLATEST®.

3.3.10 Priikaz bakterii rodu Pseudomonas

Pro pritkaz bakterii rodu Pseudomonas v odpadnich vodach byla z&asti vyuzita norma CSN
EN ISO 16266, jez uréuje metodu pro izolaci a stanoveni po¢tu Pseudomonas aeruginosa
ve vzorcich balenych vod pomoci membranovych filtrii. Selektivné-diagnostickou pudou byl
zvolen cetrimidovy agar (Cetrimid Agar Base), na kterém P. aeruginosa vyrista v koloniich
charakteristicky obklopenych modrozelenym zbarvenim.

Zkouseny objem odpadni vody nebo jeho fedéni bylo zfiltrovano pies membranovy filtr,
jenz byl asepticky ptfenesen na povrch pevného selektivné-diagnostického média. Soucasné
bylo pipetovano 0,1 ml ptislusného fedéni odpadni vody na povrch selektivné-diagnostické
pidy ainokulum bylo rozetieno L-hokejkou. Inkubace byla v obou pfipadech provadéna
aerobn¢ pifi 37 °C po dobu 48 + 3 hodin. Suspektni kolonie cilovych bakterii byly
subkultivovany na neselektivni tuhé pidé — MPA aerobné pii 30 °C po dobu 24 + 3 hodin.
Nasledné bylo provedeno barveni dle Grama a testy na tvorbu katalazy a oxiddzy. Kone¢na
identifikace bakterii byla provedena pomoci identifika¢nich soupravy NEFERMtest 24 z fady
MIKROLATEST®.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Prukaz bakterii rodu Salmonella v odpadnich vodach

Bakterie rodu Salmonella byly horizontalni metodou dle normy CSN EN ISO 6579-1
prokazany Vv natoku a odtoku z COV Pardubice (vzorky 3 a 4) a COV Podébrady (vzorky
9 a10). VSech 11 ziskanych izolata patficich do rodu Salmonella bylo identifikovano jako
Salmonella enterica sérovar Enteriditis. Také ve studii Polo et al. (1999), ktera se zabyvala
izolaci bakterii rodu Salmonella v povrchovych vodach membranovou filtraci, byl nejcastéji
identifikovan sérovar Enteriditis. Z celkovych 823 ziskanych izolatd, bylo 111 identifikovano
jako sérovar Enteriditis (13,5 %), 8,6 % izolati bylo identifikovano jako S. Virchow a 7, 3 %
jako S. Hadar. Celkem bylo identifikovano 55 rGznych sérotypti. Naproti tomu Koivunen
etal. (2003) ze 197 izolati ziskanych z natoki a odtokd &tyi velkych COV ve Finsku
identifikovali jako sérovar Enteritis pouze 4 izolaty. Nejvice izolat (41) bylo identifikovano
jako sérovar Bradenburg. Catalao Dionisio et al. (2000) zjistili, Ze v moiské vodé pievlada
S. Virchow. V 93 vzorcich bylo identifikovano 17 riznych sérotypt.. Sérotyp Virchow byl
detekovan v 21,6 %. Velmi ¢asté byly i S. Senftenberg (8,1 %) a S. Derby (8,1 %).

Pritkaz bakterii rodu Salmonella v odpadnich vodach byl proveden dle normy CSN EN
ISO 6579-1 a zahrnoval neselektivni pomnoZeni, selektivni pomnozeni, vyockovani
a konfirmaci. K neselektivnimu pomnozeni bylo pouzito PPV médium, do kterého bylo
pipetovano 25 ml odpadni vody. K selektivnimu pomnozeni byly vyuzity dvé tekuté pudy —
RVS médium a MKTTn médium. Kultury po selektivnim pomnoZeni byly vyockovany
na XLD agar a chromogenni médium Rambach® agar. Soucdasné byly bakterie rodu
Salmonella v odpadnich vodach prokazovany upravenym postupem dle normy CSN EN ISO
6579-1, ktery zahrnoval zafazeni filtraniho kroku. V PPV médiu byl inkubovan membranovy
filtr po filtraci 25 ml odpadni vody. Dalsi postup nebyl pozmnénén.

Metodu pro potvrzeni ptitomnosti bakterii rodu Salmonella ve vzorcich vod specifikuje
norma CSN ISO 19250. Vzorky o objemu pod 10 ml Ize naogkovat piimo do PPV média,
pro vzorky o objemu nad 10 ml je pouZivana pouze membranova filtrace a inkubace filtru
vV PPV médiu. V obou piipadech je objem PPV meédia 50 ml, pouziti MKTTn média
je dobrovolné. V dalSim postupu ani podminkach kultivace se normy neli§i. Zafazeni
membranové fitrace jsme pouzily 1 v nasi praci, abychom mohly posoudit jeji vliv na zachyt

bakterii rodu Salmonella.
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Ve vsech pozitivnich vzorcich byly bakterie rodu Salmonella izolovany postupem, ktery
zahrnoval piimou kultivaci 25 ml odpadni vody v PPV médiu Pouze u natoku do COV
Pardubice (vzorek 3) byly bakterie rodu Salmonella soucasné izolovany i postupem
se zatazenym filtracnim krokem. Membranova filtrace 25 ml vody a inkubace filtru v PPV
médiu tedy nevedla k lepSimu zachytu bakterii rodu Salmonella z odpadnich vod. K nizkému
zachytu bakterii rodu Salmonella ve vodach pouzivanych k zavlazovani vedlo pouziti
membranové filtrace i v praci Pianetti et al. (2004). Membranové filtry se zachycenymi
bakteriemi byly kultivovany p¥imo Vv selektivnim médiu — selenid-cysteinovém bujonu pii
37 °C po dobu 18 hodin. Ziskana kultura byla vyofkovana na Hektoen Enteric Agar
a SS agar. Z celkem 52 odebranych vzorka byly bakterie rodu Salmonella prokazany pouze
ve dvou ptipadech. Pomnozeni membranovych filtra v nelesektivni ptidé nepouzili ani Dekker
et al. (2015), ktefi sledovali kontaminaci studni¢ni vody bakteriemi rodu Salmonella v Ghané.
Po piefiltrovani 100 ml vody byly filtry pfeneseny do selenidového F bujonu. Po 18 az 24
hodinach kultivace byla kultura vyo¢kovana na chromogenni agar pro salmonely. Pfitomnost
bakterii rodu Salmonella byla prokazana ve 26 zcelkem 398 vySetfovanych vzorku.
Piedpomnozeni membranovych filtrd v PPV médiu naopak pii izolaci bakterii rodu
Salmonella v povrchovych vodach pouzili Economou et al. (2013). Pro selektivni pomnozeni
byly pouzity dvé média — selenid-cysteinovy bujon a RVS médium a ziskané kultury byly
vyockovany na XLD a SS agar. Z 240 vysetfovanych vzorkll bylo izolovano 28 sérovarQ
Salmonella spp., které byly identifikovany jako Salmonella Enteriditis (23), Salmonella
Thompson (3) a Salmonella Virchow (2).

Bakterie rodu Salmonella byly izolovany pouze po selektivnim pomnozeni v MKTTn
médiu. Z kultur pochézejicich z RVS média nebyly na XLD ani Rambach® agaru u Zzadného
vzorku ziskany suspektni kolonie, a to i ve vzorcich, kde byla pfitomnost bakterii rodu
Salmonella prokazana (obr. 1A a 1B). Vyssi selekéni tlak RVS média spolu s teplotou
kultivace (41,5 °C) ztejmé vedl k Gplnému potlaceni bakterii rodu Salmonella. Modifikované
RVS médium Kk selektivnimu pomnozeni pouzily pii prikazu bakterii rodu Salmonella
v odpadnich vodach Baudisova a Benakova (2011). Po kultivaci na BGA a XLD agaru
se salmonely podatilo prokazat v 33 % vysetfovanych odtoktt z COV. Dvé& selektivni média
vyuzili pro prikaz bakterii rodu Salmonella v povrchovych vodach Arvanitidou et al. (1997).
Po pfedpomnozeni v PPV médiu byla ziskana kultura inokulovana do RVS média a selenid-
cysteinového bujonu. Jako selektivni tuhé pidy byly zvoleny SS agar a BGD agar.
Z celkovych 128 vySetfovanych vzorkli se bakterie rodu Salmonella podatilo izolovat

v 8 piipadech.
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Obrdzek 1A Rambach® agar — inokulum vyockované z RVS média (foto autor)

Obrazek 1B Rambach® agar — inokulum vyockované z MKTTn média (foto autor)

XLD agar se pro izolaci bakterii rodu Salmonella z odpadnich vod ukazal jako malo
ucinny. Jak ale uvad¢ji El-Sherif and Elmossalami (1998), kolonie bakterii rodu Salmonella
mohou byt na XLD agaru zcela potlaceny V pifipadé, Ze se ve vySetfovaném vzorku nachézi
vysoké mnoZstvim konkuren¢nich Gram-negativnich bakterii. Pies pfitomnost suspektnich
kolonii na XLD agaru se bakterie rodu Salmonella nepodatilo potvrdit (obr. 2). Prisvitné
kolonie s ¢ernym stiedem byly na zakladé charakteristické ristu po subkultivaci na MPA
identifikovany jako bakterie rodu Proteus. U silné kontaminovanych natokii do COV byl
typicky plazivy rast bakterii rodu Proteus pozorovan piimo na XLD agaru za méné& neZ
18 hodin kultivace. EI-Sherif and Elmossalami (1998) taktéz uvadi, Ze bakterie rodu Proteus,

podobné jako Pseudomonas a Providencia, jsou schopné selek¢ni tlak XD média piekonat.

Obrazek 2 XLD agar — suspektni kolonie (oznaceno cernymi Sipkami), vyockovano z MKTTn média (foto autor)
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Druhou selektivni tuhou piidou byl vedle XLD agaru, ktery piimo uréuje CSN EN ISO
6579-1 zvolen Rambach® agar. Az jeho pouziti umoznilo izolovat bakterie rodu Salmonella
ze vzorkil odpadnich vod. Rambach® agar odstranil problém s pier@istinim kolonii bakteriemi
rodu Proteus a umoznil snadné vizualni rozliSeni obou rodd. Zatimco bakterie rodu
Salmonella rostly v tmavé fialovo-Cervenych koloniich (obr. 3A), bakterie rodu Proteus
ve svétle rizovych. Nicméné v tmavé fialovo-Eervenych koloniich na Rambach® agaru rostly
i bakterie rodu Citrobacter (obr. 3B). Téméi viechny izolaty z Rambach® agaru, které nebyly
identifikovany jako Salmonella enterica sérovar Enteriditis nalezeli do rodu Citrobacter.
Pievazujicim druhem byl Ci. amalonaticus, v niatoku do COV Ragin (vzorek 1) byl prokazan
Ci. braaki a Ci. youngae a v odtoku z COV Raéin (vzorek 2) byl identifikovan Ci. freundii.
Kolonie bakterii rodu Salmonella a Citrobacter nebylo mozné na agaru tésné po ukonceni
kultivace vizualn€ rozlisit. V prubéhu prace bylo zjisténo, ze kolonie bakterii rodu
Citrobacter po 24 hodinach pii 4 °C méni barvu na zelenou. OvSem byly pozorovany i takové
kolonie bakterii rodu Citrobacter, které si i po 48 hodinach pii 4 °C zachovavaly tmavé

fialové-Cervenou barvu.

3A

Obradzek 34 Rambach® agar — suspektni kolonie (oznaceno ernou Sipkou) douréend jako Salmonella (foto
autor)

Obrdzek 3B Rambach® agar — suspektni kolonie (oznaceno cernou Sipkou) dourcend jako Citrobacter (foto
autor)

Za suspektni kolonie bakterii rodu Salmonella na Rambach® agaru byly povazovany
i kolonie, které byly zbarveny cihlové Cervené a neménily zbarveni ani po 48 hodinach
pii 4°C. Takové kolonie byly ve vSech ptipadech identifikovany jako Ci. amalonaticus, ptesto
pro tento druh nebyly specifické a Ci. amalonaticus rostl i vtmave fialovo-Cervenych

koloniich.
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V odtoku z COV Podébrady (vzorek 10) byly jako bakterie rodu Salmonella identifikovany
i atypické kolonie. Salmonely rostly na Rambach® agaru jako 2 mm velké, hladké, lesklé
kruhové kolonie stmavé fialovym stfedem, ktery byl ohrani¢en svétle rizovym lemem.

Rovny okraj byl prasvitny.

4.2  Prukaz bakterii rodu Yersinia v odpadnich vodach

Bakterie rodu Yersinia byly horizontilni metodou dle CSN EN ISO 10273 prokéazany
v natoku a odtoku z COV Raéin (vzorek 1 a 2), COV Pardubice (vzorek 3 a 4) a v natoku
do COV Kolin (vzorek 7). Pfestoze norma CSN EN ISO 10273 stanovuje metodu pro pritkaz
Y. enterocolitica v potravinach a krmivech, byla v této praci vyuzita i pro odpadni vody,
nebot’ norma pro stanoveni Y. enterocolitica neexistuje.

Vsech 7 izolati, které byly ziskany z CIN agaru a nalezely do rodu Yersinia bylo
identifikovano jako Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica. V natoku do COV Ragin
(vzorek 1) byla z m-Aeromonas agaru izolovana Yersinia intermedia. V odtoku z COV
Pardubice (vzorek 4) byla na Chromocult® Coliform agaru zachycena Yersinia rohdei
a v natoku do COV Kolin (vzorek 7) byla ve dvou piipadech z Rambach® agaru izolovana
Yersinia frederiksenii. Cheyne et al. (2010) uvadi, ze ve vétSiné piipadu jsou z vodniho
prostiedi izolovany nepatogenni kmeny Yersinia. Falcao et al. (2004) identifikovali
114 izolath Yersinia spp. pochazejicich z riznych typt vod, véetné odpadnich v Brazilii.
Nejvice zastoupenymi druhy byla Y. enterocolitica (67 izolatt) a Y. intermedia (64 izolatd).
V deviti ptipadech byla prokazana Y. frederiksenii a tii izolaty byly identifikovany jako
Y. kristensenii.

Vzorky 1 az 8 byly zpracovany dle normy CSN EN ISO 10273 z biezna 2004. U natoku
aodtoku z COV Ra¢in (vzorky 1 a 2) byl kselektivni pomnoZeni pouzit PSB bujon,
u ostatnich vzorktt ITC bujon. V natoku a odtoku z COV Pardubice (vzorky 3 a 4) byly
bakterie rodu Yersinia prokazany az pti opakovaném odbéru vzorku. V tomto piipadé bylo
z divodu nedostatku vzorku pouzito pouze 15 ml vzorku namisto 25 ml. Tento objem byl
pfidan k devitinasobnému objemu ITC bujonu, tedy k 135 ml. Cheyne et al. (2009) uvadi,
Ze Casto pouzivanou pomnozovaci metodou pro izolaci Yersinia enterocolitica
je kultivace vPBS bujonu pii 4°C. Nizkd teplota pomnozeni psychrotrofni yersinie
zvyhodiuje, nicméné bujon je nutné kultivovat 14 az 21 dni. Naproti tomu se ITC bujon
inkubuje pouze po dobu 48 hodin pifi 25 °C, avSak nemusi zajistit dobrou obnovu vsSech
subtypt Y. enterocolitica. Obé pomnozovaci metody vyuzili Terech-Majewska et al. (2016)

pii izolaci bakterii Yersinia enterocolitica ve vodach z polské feky Drweca. 1 ml kazdého
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vzorku byl soucasné kultivovan v PSB bujonu (4 °C; 21 dni) a ITC bujonu (25 °C; 24 hodin)
Ziskané kultury byly po alkalizaci vyockovany na CIN agar. Z 39 vzorkl byly vyizolovany
4 kmeny Yersinia enterocolitica. Ve tiech ptipadech byla Yersinia enterocolitica ziskana
po pomnozeni v PSB bujonu. Cheyne et al. (2009) vyuzili pii detekci bakterii rodu Yersinia
ve vzorcich odebranych v povodi Grand River v Kanadé¢ pomnoZzeni v modifikovaném
trypton-sdjovém bujon pii 12 °C po dobu 3 dnl. Po 24 hodinové inkubaci byl do bujonu
pridan Irgasan, aby konecna koncentrace byla 4 pg/ml. Po ukonceni kultivace byla ziskana
kultura vyocCkovana na CIN agar. Bakterie rodu Yersinia byly prokazany v 52
ze 200 vysettovanych vzorkd. Vsechny izolaty z pozitivnich vzorkt byly identifikovany jako
nepatogenni druhy — Y. enterocolitica biotyp 1A, Y. aldovae, Y. bercovieri, Y. frederiksenii,
Y. intermedia, Y. kristensenii a Y. mollaretii.

Nitok a odtok z COV Podébrady (vzorky 9 a 10) byly zpracovany dle CSN EN ISO 10273
z listopadu 2017, ktera ptvodni normu z biezna 2004 nahradila a vyrazné upravila metodu
horizontalniho priuikazu Yersinia enterocolitica. Bylo zavedeno pfimé o¢kovani 1 ml vychozi
suspenze vzorku v PBS bujonu roztérem na povrch 2 az 4 CIN agart. I ptes vyuziti 4 CIN
agart byly suspektni kolonie v disledku vysokého nartstu doprovodné mikroflory v odpadni
vod¢ zcela potlaeny. Pfimé vyockovani vzorku na CIN agary je pro odpadni vody zcela
nevhodné. Norma také pozmeénila Cas a zpiisob kultivace pomnozovacich pad. PSB a ITC
bujon jsou kultivovany pii 25 °C bez tfepani po dobu 48 hodin. Zménil se také zpusob
inokulace ITC bujonu. Vyuziva se pouze 90 ml bujonu, ktery je zaockovan 10 ml vychozi
suspenze vzorku PSB. Vyoc¢kovani kultury ziskané ze selektivniho pomnoZeni bez alkalizace
na CIN agary neni povinné, je pouze doporucovano. Dale byla upfesnéna piiprava roztoku
KOH pro alkalizaci. Dle normy je nezbytné roztok ptipravit den pted pouzitim. Nové vydani
normy CSN EN ISO 10273 zvysilo pracnost a materialovou naro¢nost metody pro prikaz
Y. enterocolitica. Pozménény postup v piipadé odpadni vody nevedl k pozitivnimu prikazu
bakterii rodu Y. enterocolitica v natoku a odtoku z COV Podébrady (vzorky 9 a 10). Je ale
nutné znovu zdtiraznit, ze norma CSN EN ISO 10273 neni uréena pro vzorky vod.

Dalsim piistupem vyuzivanym K izolaci bakterii rodu Yersinia ve vodach je membranova
filtrace. Tuto metodu pouzili Arvanitidou et al. (1995a) k detekci bakterii rodu Yersinia
ve vodach z fek a jezer v severnim Recku. Vzorky vody o objemu 100 ml byly prefiltrovany
a filtry inkubovany v pufrované peptonové vod¢ pii 4 °C. V den inokulace, po 7 a 21 dnech
kultivace byla kultura vyockovéana na CIN agar a kultivovana pii 32 °C po dobu 24 hodin.
Z 86 vysetfovanych vzorkd byla v 9 ptipadech izolovana Y. intermedia. Arvanitidou et al.

(1995b) pouzili metodu z predchazejici studie také ke sledovani vyskytu bakterii rodu
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Yersinia v mofskych a fi¢nich vodach. Z 241 vysetiovanych vzorkt bylo ziskdno 12 izolatu
Y. intermedia, 7 izolatu pochazelo zfi¢ni vody, zbylych 5 z vody moiské. Membranovou
filtraci vyuzili Bozcal et al. (2015) pro zjisténi piitomnosti bakteric Y. enterocolitica
v surovych odpadnich vodach. Po filtraci 500 ml vody byly membranové filtry pfeneseny
do 10 ml modifikovaného trypton-sdjového bujonu a kultivovany piti 12 °C po dobu 24 hodin.
Ziskané kultury byly vyotkovany na CIN agar. Celkem bylo vysetiovano 6 natoki do COV.
Na CIN agaru bylo zjisténo 43 suspektnich kolonii, zZnichz 4 byly potvrzeny jako
Y. enterocolitica.

Vétsina izolatd ziskanych z CIN agaru, které nebyly potvrzeny jako Yersinia enterocolitica
subsp. enterocolitica, byly identifikovany jako bakterie rodu Citrobacter. Nejcastéji byl
prokazan Ci. freundii, v odtoku z COV Pardubice (vzorek 4) byl identifikovan Ci. braaki
av odtoku z COV Podébrady (vzorek 10) Ci. farmeri. Bakterie rodu Yersinia a Citrobacter
nebylo mozné na CIN ani TSA agaru vizudlné rozlisit. V obou piipadech vyrastali
v kruhovych hladkych a lesklych kolonii. Na CIN agaru byl stfed kolonii zbarven tmavé
riazové, rovny okraj byl pruhledny. Velikost kolonii se pohybovala v rozmezi 1 az 3 mm.
Drobné kolonie (1 mm) byly na CIN agaru pfitomny pouze po vyockovani alkalizované
kultury. Naopak kolonie o velikosti 3 mm byly nejvice zastoupeny po pfimém vyockovani
kultury z pomnozovaci pidy. Nebylo pozorovano, ze urcita velikost kolonii je specificka pro
bakterie rodu Yersinia nebo Citrobacter. CSN EN ISO 10273 popisuje typické kolonie
Y. enterocolitica jako velmi drobné (<1 mm). Avsak ani takové kolonie nebyly identifikovany
jako bakterie rodu Yersinia.

Nepouziti alkalizace vedlo k vyraznému nértistu doprovodné mikroflory na CIN agaru,
predeviim u natoki do COV (obr. 4A a 4B). V nékterych piipadech ani nebyly piitomné
suspektni kolonie. Stanovena doba alkalizace je dle CSN EN ISO 10273 20+5 sekund. Ale ani
tato doba mnohdy nestacila k uplnému potlaceni rlistu doprovodné mikrofléry na CIN agaru,
zejména pak u silné kontaminovanych natokt do COV. Proto byly kultury v KOH ponechany
i 40 a 60 sekund. Prodlouzeni doby alkalizace vedlo k potla¢eni doprovodné mikroflory
a rustu pouze suspektnich kolonii (obr. 5A a 5B). Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica
byla v natoku a odtoku COV Raéin (vzorky 1 a 2) a v natoku do COV Kolin (vzorek 7)
prokazana z kultury alkalizované 40 sekund. Naopak z natoku a odtoku COV Pardubice
(vzorky 3 a 4) byla izolovana po 20 sekundach alkalizace. Ani prodlouzeni doby alkalizace

nevedlo K jednozna¢nému zvyhodnéni bakterii rodu Yersinia.
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Na bakterie rodu Citrobacter neméla doba alkalizace vliv a byly izolovany i z kultur, které
byly uc¢inku KOH vystaveny po dobu 60 sekund. U vzorku 3 byl z kultury alkalizované

40 sekund vyizolovan Enterobacter aerogenes.

4A 4B

Obrazek 4A Inokulum bez alkalizace vyockované na CIN agaru, natok do COV Kolin (vzorek 7) (foto autor)

Obrazek 4B Inokulum bez alkalizace vyockované na CIN agaru, odtok z COV Kolin (vzorek 8) (foto autor)

5A oB

Obrdzek 54 Inokulum alkalizované po dobu 40 sekund vyockované na CIN agaru, natok do COV Kolin (vzorek
7) (foto autor)

Obrdzek 5B Inokulum alkalizované po dobu 60 sekund vyockované na CIN agaru, natok do COV Kolin (vzorek
7) (foto autor)

4.3 Prukaz bakterii rodu Campylobacter v odpadnich vodach

Bakterie rodu Campylobacter byly prokazovany dle CSN EN ISO 10272-1 z &ervence
2006. U vsech vysetiovanych vzorkli byly na mCCDA pfitomné charakteristické drobné,
Sedobilé, vodnaté kolonie s nepravidelnym okrajem (obr. 6). Konfirmaéni testy a mikroskopie
v zastinu potvrdila u kazdého vzorku alesponi jeden izoldt s pozitivni tvorbou katalazy

a oxidazy a typickym vlnitym pohybem ptipominajici komaii hejno. U vSech téchto kment
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byl ale prokazan rast pii 42 °C aerobn¢ i pfi 25 °C mikroaerofilné¢ za méné nez 24 hodin.
Pozitivni rist kolonii ve zminénych podminkach vyloucil pfitomnost bakterii rodu

Campylobacter ve vSech vzorcich.

Obrazek 6 mCCDA agar —Suspekini kolonie bakterii rodu Campylobacter (foto autor)

Jacob et al. (1996) uvadi, ze atypické izolaty z vodniho prostfedi povazované za bakterie
rodu Campylobacter, jsou casto identifikovany jako bakterie zrodu Arcobacter. Podle
Collado et al. (2008) jsou zastupci rodu Arcobacter 1épe prizptisobeni pro pieziti ve vodnim
prostiedi. Na rozdil od bakterii rodu Campylobacter vykazuji vyssi odolnost vi¢i vysokym
koncentracim chloridu sodného, jsou schopni ristu pii nizkych teplotach a v ptitomnosti
kysliku. Ve studii Diergaardt et al. (2004) bylo izolovano z riznych typti vod 100 kment,
které byly povazovany za zastupce rodu Campylobacter. Pouze 22 izolath nerostlo
za aerobnich podminek a pomoci biochemickych testi byly identifikovany jako
Campylobacter spp. Sekvenovani 16S rRNA ale ukazalo, Ze pouze 3 kmeny jsou
Campylobacter jejuni. Zbylych 19 kmeni bylo identifikovano jako Arcobacter butzleri.

Pitkdanen (2013) uvadi, Ze v povrchovych vodach je kultivatnimi metodami nejcastéji
prokazan Campylobacter jejuni, ktery se vyskytuje zejména v mistech vypousténi odpadnich
vod do prostiedi. Mezi bézn¢ detekované druhy dale patii Campylobacter coli
a Campylobacter lari. Schopnost preziti bakterii rodu Campylobacter ve vodach zvysuje
nizka teplota, neptfitomnost slunecniho zafeni a nizka koncentrace doprovodné mikroflory.

Podle Diergaardt et al. (2004) 1ze zachyt bakterii rodu Campylobacter ze vzorka vod zvysit
pouzitim membranové filtrace. Arvanitidou et al. (1995a) pro prukaz bakterii rodu
Campylobacter v ficnich a jezernich vodach filtrovali vzorky o objemu 100 ml a filtry
inkubovali na agaru dle Skirrowa. Po 24 hodinové kultivaci v mikroaerofilnich podminkach

pii 42 °C byly filtry odstranény a misky pfi stejnych podminkach inkubovany dalSich
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48 hodin. Z 86 vySetiovanych vzorki byl ve 14 piipadech izolovan C. jejuni. Stejny postup
vyuzili Arvanitidou et al. (1995b) i pro prukaz bakterii rodu Campylobacter v fi¢nich
a motskych vodach. Z 200 vzork moiskych vod byl C. jejuni izolovan ve étyfech piipadech.
V 41 vzorcich fi¢nich vod bylo ziskano 7 izolati C. jejuni. Naopak v praci autord Economou
et al. (2013) nevedlo pouziti membranové filtrace, zahrnujici inkubaci filtri v bujonu
dle Prestona a vyockovani inokula na Karmali agar, k prikazu bakterii rodu Campylobacter
ani v jednom z 240 vySetfovanych vzorkt povrchovych vod.

Ruzné kultiva¢ni postupy k prikazu bakterii rodu Campylobacter v odpadnich vodach
porovnavali Ugarte-Ruiz et al. (2015). Ve studii nebylo potvrzeno, ze pouziti filtrace,
pomnozovaciho kroku nebo jejich kombinace vede k vyraznému zlepSeni detekce bakterii
rodu Campylobacter v odpadnich vodach. Naopak typ pouzité selektivni tuhé ptdy zachyt
bakterii vyrazné ovlivnil. Vyrazné lepSich vysledki bylo dosazeno s chromogennim médiem
CASA, nez s mCCDA. Kim et al. (2016) zjistili, ze ptidavek polymyxinu B nebo rifampicinu,
piipadné jejich kombinace do bujonu dle Boltona spolu s teplotou kultivace (42 °C) vede
ke zlepSeni selektivity izolace Campylobacter jejuni z odpadnich vod. Sekvenovani rDNA
dale ukazalo, Ze hlavnimi konkuren¢nimi bakterie pfi izolaci C. jejuni z odpadni vody jsou
Enterococcus sp. a Pseudomonas aeruginosa. Khan et al. (2009) srovnavali dvé metody pro
detekci bakterii rodu Campylobacter v povrchovych vodach. Prvni postup zahrnoval
membranovou filtraci 500 ml vody, selektivni pomnozeni filtru v bujonu dle Boltona
a vyockovani na mCCDA. Druhd metoda byla zaloZzena na centrifugaci 1000 ml vody
S naslednym selektivnim pomnoZenim v Boltonové bujonu a vyo€kovanim na modifikovany
Karmali agar. V obou ptipadech byla ke kone¢né identifikaci vyuzita PCR. Obéma metodami
bylo zpracovano 699 vzorkii povrchovych vod a nejcastéji byla prokdzana piitomnost
Campylobacter jejuni. Metodou pouzivajici centrifugaci vzorku bylo ale detekovano vyssi
mnozstvi Campylobacter coli (17 %) a ostatnich druhti rodu Campylobacter (13 %), nez
metodou s membranovou filtraci (11 % C. coli, 3 % ostatnich druhd). Vysledky studie
naznacuji, Ze konkrétni kultivac¢ni postup miiZze ovlivnit pomér identifikovanych druhti. Stejné
zaveéry byly zjistény i ve studii Ugarte-Ruiz et al. (2015). V této praci byl C. coli nejcastéji
izolovan po pomnozeni v bujonu dle Prestona a vyoc¢kovani na chromogenni médium CASA.
Zatimco piimym vysevem na povrch pidy CASA byl ziskan pievazné C. jejuni. Abulreesh
etal. (2005) zjistovali ptitomnost bakterii rodu Campylobacter v povrchovych vodach
a sedimentech. Tii objemy povrchové vody (10, 100 a 1000 ml) byly =zfiltrovany,
membranové filtry selektivn€é pomnozeny v bujonu dle Prestona a ziskand kultura byla

vyockovana na mCCDA. Vzorky sedimentu o objemu 0,1, 1 a 5 ml byly ptidany piimo
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do bujonu dle Prestona. Bakterie rodu Campylobacter byly potvrzeny v 10 a 100 ml vzorku
odpadni vody a 0,1 a 1 ml vzorku sedimentu. Pfi zpracovani vyssich objemt (1000 ml a 5 ml)
nebylo mozné cilové bakterie prokdzat vzhledem k vysoké koncentraci doprovodné
mikrofléry. Ziskané izolaty byly pomoci PCR identifikovany jako C. jejuni nebo C. coli.
Metoda membréanové filtrace je podstatou zkousky dle normy CSN 1SO 17995 — Jakost
vod — Stanoveni termotolerantnich bakterii rodu Campylobacter. Tti objemy zkousené vody
(10, 100 a 1000 ml) jsou zfiltrovany a membranové filtry inkubovany ve 100 ml bujénu
dle Boltona a bujonu dle Prestona V mikroaerofilnim prostiedi pii 37 °C po dobu
44 + 4 hodin. Ziskané kultury jsou vyockovany na mCCDA agar a inkubovany
v mikroaerofilnim prostedi pti 41,5 °C po dobu 44 + 4 hodin. Pfestoze je norma CSN ISO
17995 urcena piimo pro detekci bakterii rodu Campylobacter ve vodach, nebyla v nasi praci
pouzita, nebot’ je vhodna pouze pro filtrovatelné vody. Filtrace odpadnich vod je vzhledem
k vysokému znecisténi velmi obtizna. Jak bylo v pribéhu na$i prace zjisténo, u natoku
do COV bylo mozné filtrovat nanejvys vzorky o objemu 10 ml, u méné zne&isténych odtokd
z COV pak vzorky o objemu 100 ml. Filtrace vzorkii o objemu 1000 ml neni u odpadnich vod
mozna. Nicméné zachyt bakterii rodu Campylobacter v odpadnich vodach by mohlo zvysit
pouziti vysoce selektivniho bujonu dle Prestona, ktery se v normé CSN ISO 17995 povinné
pouziva. Tyto ziskané poznatky budou vyuzity pro dalsi zpracovavani vzorkt odpadnich vod.
Podobn¢ Pitkédnen (2013) uvadi, ze pro vzorky odpadnich vod je pouziti bujonu
dle Prestona nezbytné, nebot’ bujon dle Boltona je méné selektivni. OvSem i pies zvySenou
selektivitu pomnozovaciho kroku stile muze dojit k nadmémému rastu doprovodné
mikroflory na mCCDA agaru. Tento problém je moZné piekonat zkracenim kultivacni doby
Z 48 na 24 hodin a zvySenim teploty inkubace pfi selektivnim pomnoZeni z 37 °C na 41,5 °C.
Norma CSN EN ISO 10272-1 z &ervence 2006, podle které byl prikaz bakterii rodu
Campylobacter v nasi praci proveden, byla v bieznu 2018 nahrazena novou normou, ktera
vyrazn¢ pozménila metodu pro horizontalni prikaz bakterii rodu Campylobacter. V zavislosti
na typu vysetifovaného vzorku a tcelu zkousky je mozné vyuzit tfi rtizné detekéni postupy.
Pro odpadni vodu se jevi jako nejvhodnéjsi postup B, ktery je doporucovan pro vzorky
s nizkym poctem bakterii rodu Campylobacter a vysokou koncentraci doprovodné mikroflory.
Priikaz je zalozen na pomnozeni 10 ml vzorku v 90 ml bujonu dle Prestona v mikroaerofilnim
prostfedi pti 41,5 °C po dobu 24 hodin a vyockovani ziskané kultury na mCCDA agar.
Inkubace probiha v mikroaerofilnim prostfedi pti 41,5 °C po dobu 44 hodin.
I piesto, Ze postup dle normy CSN EN ISO 10272-1 z bfezna 2018 neni pfimo uréen pro

odpadni vody, jevi se pii tento typ vzorku jako nejvhodnéjsi. Postup zajistuje vysokou
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selektivitu pomnozovaci kroku pouzitim bujonu dle Prestona, zkracenim inkubaéni doby

na 24 hodin a zvySenim teploty inkubace na 41,5 °C.

4.4 Prukaz bakterii rodu Enterococcus v odpadnich vodach

Bakterie rodu Enterococcus byly prokazany v natoku do COV Raéin (vzorek 1) v natoku
aodtoku z COV Pardubice (vzorek 3 a 4), COV Novy Bydzov (vzorek 5 a 6) a COV
Podébrady (vzorek 9 a 10). Ze Slanetz-Bartley agaru bylo celkem ziskano 24 izolatd z nichz
18 nalezelo do rodu Enterococcus a 6 do rodu Streptococcus. 15 izolata bylo identifikovano
jako Enterococcus faecalis a 3 jako Enterococcus casseliflavus. Zastupci rodu Streptococcus
byly shodné identifikovani jako Streptococcus uberis. Maheux et al. (201la) uvadi,
v odpadnich vodach a vykalech teplokrevnych zvifat jsou ptevladajicimi druhy En. faecalis
a En. faecium. Ke stejnym zavéram dosli i Pinto et al. (1999), ktefi detekovali bakterie rodu
Enteroccocus v riznych typech vod. Z ptecisténé odpadni vody bylo ziskano 21 izolatd,
I nichz 9 bylo identifikovano jako En. faecalis a 8 jako En. faecium, 3 jako En. casseliflavus/
gallinarum a 1 jako En. durans/hirae.

TA B

Obrazek TA Slanetz-Bartley agar — roztér edéni 102, natok do COV Podébrady (vzorek 9) (foto autor)
Obrazek 7B Slanetz-Bartley agar — membrdanovd filtrace 10 ml, odtok z COV Podébrady (vzorek 10) (foto autor)

Bakterie rodu Enterococcus byly ve vSech piipadech prokazany metodou roztéru
nefedéného vzorku odpadni vody, ptip. pfislusného fedéni. Po oCkovani roztérem na povrch
Slanetz-Bartley agaru doSlo vzdy k nartstu izolovanych kolonii, a to i v pfipadé roztéru
nefedénych natokt a odtokti z COV (obr. 7A). Naopak pii vyuziti membranové filtrace
u natokt do COV nebyly na filtrech piitomny izolované kolonie, a to bez ohledu na filtrovany
objem. Spojity nartist kolonii byl na filtrech piitomen i pii filtraci 100 ml odtoki z COV.
Ovsem pokud bylo filtrovano pouze 10 ml odtoku z COV byly na filtrech pfitomny zcela
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izolované kolonie (obr 7B). Nicméné po preockovani téchto kolonii z membranovych filtri
na Slanetz-Bartley agar v zadném piipadé¢ nedoSlo k narGstu nové kultury, a to ani
po 48 hodinové kultivaci.

Membranovou filtraci k izolaci bakterii rodu Enterococcus z odpadnich vod vyuzili
I Manero et al. (2002). Filtry byly nejprve pteneseny na BHI agar a pii 37 °C kultivovany
2 hodiny. Po této dobé byly filtry umistény na mE agar a kultivovany 48 hodin za stejné
teploty. K zjisténi pfitomnosti enzymu eskulin-p-D-glukosidazy byly filtry nakonec pfeneseny
na ZE agar. Vsouladu s pfedchazejicimi studiemi byly prevladajicimi druhy
ve vySetfovanych odpadnich vodach En. faecalis a En. faecium. Dale byly identifikovany
En. hirae aEn. gallinarum. Kultivaci membranovych filtrtt na BHI agaru pro obnoveni
stresovanych bunék vyuzili také Blanch et al. (2003). Ve své praci detekovali bakterie rodu
Enterococcus v méstskych a nemocni¢nich odpadnich vodach a v povrchovych vodéach, kam
Gsti vytoky zCOV. Ve viech typech vysetiovanych vod opét pievladali En. faecalis
a En. faecium. Dalsimi ¢asto identifikovanymi druhy byly En. hirae a En. durans. Massa
et al. (2001) vyuzili ke stanoveni bakterii rodu Enterococcus Vv fece, do niz usti vytok z CoV,
krom¢é membranové filtrace i metodu zaliti a MPN. Membranové filtry byly inkubovany
na agaru s azidem sodnym a maltézou pii 37 °C po dobu 48 hodin. Pti metod¢ zaliti byl 1 ml
prislusného fedéni vody zalévan KF agarem a po utuhnuti byly misky inkubovani pii 35 °C
po dobu 48 hodin. Pro MPN metodu byl zvolen bujon s azidem sodnym a dextr6zou. Bylo
zjisténo, Ze vSechny tii metody poskytly srovnatelné vysledky.

Na Slanetz-Bartley agaru inkubovaném piti 37 °C po dobu 24 az 48 hodin rostly bakterie
rodu Enterococcus v kruhovych hladkych akovové lesklych koloniich. Stfed kolonii byl
zbarven tmav€ karminové, rovny okraj byl svétle riZzovy. Velikost kolonii se pohybovala
v rozmezi 1 az 2 mm (obr. 8A). Jak ale uvadi Domig et al. (2003) selektivitu média lze zvysit
inkubaci pti 44,5 °C. Vyssi kultivaéni teplota (41,5 °C) byla pouzita i pfi prvnim odbéru
uvzorki 3 a 4. V tomto piipadé ziskané izolaty pii 41,5 °C nerostly a byly identifikovany
jako zastupci rodu Streptococcus. Zvysenou teplotu kultivace zvolili pii detekci bakterii rodu
Enterococcus v riiznych typech vod, véetné odtoki a natoki do COV Harwood et al. (2004).
Membréanové filtry byly kultivovany na mEI agaru pifi 41 °C po dobu 24 hodin. Suspektni
kolonie, u nichz byla potvrzena hydrolyza eskulinu byly subkultivovany na TSA agar (35 °C;
24 hodin). Ze 128 ziskanych izolatl bylo 42,2 % identifikovano jako En. faecalis. Tento druh
byl detekovén ve vSech typech vySetfovanych vod.

K subkultivaci suspektnich kolonii ze Slanetz-Bartley agaru musel byt pouzivan KA,

nebot’ na MPA bakterie rodu Enterococcus nerostly. Aby byla potvrzena pfitomnost enzymu
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eskulin-p-D-glukosidazy byly suspektni kolonie kultivovany pied zavére¢nou konfirmaci také
na ZE agaru. Tento krok ale neumoznil rozlisit rod Enterococcus od rodu Streptococcus,
jehoz zastupci maji taktéz enzym eskulin-B-D-glukosidazu. Pfitomnost enzymu se projevila
gerno-hnédym zbarvenim okolo kolonii na ZE agaru, nebot’ doslo k hydrolyze eskulinu

a k detekcei vzniklého produktu zelezitymi solemi pfitomnymi v agaru (obr. 8B).

8A 8B

Obrazek 8A Enterococcus faecalis na Slanetz-Bartley agaru (foto autor)

Obrazek 8B Enterococcus faecalis na zluc-eskulinovém agaru (foto autor)

4.5 Prukaz termotolerantnich koliformnich bakterii a E. coli v odpadnich
vodach

Bakterie Escherichia coli byla prokazana ve vSech vySetfovanych vzorcich, kromé odtoku
z COV Radin (vzorek 2). Termotolerantni koliformni bakterie byl prokazany v natoku
a odtoku z COV Pardubice (vzorek 3 a 4), COV Novy Bydzov (vzorek 5 a 6), COV Kolin
(vzorek 7 a 8) a v natoku do COV Ragin (vzorek 1) a COV Podébrady (vzorek 9).

K prikazu termotolerantnich koliformnich bakterii a E. coli byly vyuzita dvé selektivné-
diagnostickd média. Prvnim z nich bylo chromogenni médium Chromocult® Coliform agar,
ktery  obsahuje  specifické substraty pro prikaz enzymt  B-D-galaktozidazy
a B-D-glukuronidazy a umoznuje simultanni detekci koliformnich bakterii a E. coli. Jak uvadi
Rompré et al. (2002), pravé enzymy B-D-galaktozidaza a B-D-glukuronidaza jsou Siroce
vyuzivané pro detekci koliformnich bakterii a E. coli. Geny kodujici tvorbu obou enzymu lze
vyuzit také jako cilové sekvence pii detekci pomoci PCR.

Druhym pouzivanym médiem byl m-FC agar, ktery je piimo urcen k detekci a stanoveni
termotolerantnich  koliformnich bakterii metodou membranové filtrace. V normé

CSN 75 7835 je uvedeno, Ze membranova filtrace a kultivace filtru na m-FC agaru je uréena
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zejména pro stanoveni E. coli v povrchové vodé s vysokym obsahem doprovodné mikroflory.
Jak ale uvadi Maheux et al. (2011b) m-FC agar je zalozen na schopnosti bakterii vyuzivat
laktozu a rust pii teploté 44, 5 °C. Nicméné tyto vlastnosti nejsou, na rozdil od produkce
enzymu B-D-glukuronidazy, specifické pouze pro E. coli. Z tohoto diivodu jsou média, ktera
nez m-FC agar. Autor dale uvadi, ze na m-FC agaru muze falesn¢ pozitivni vysledky zptsobit
rast bakterii rodu Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Salmonella, Serratia, Proteus,
a Yersinia. Tato skuteCnost byla pozorovana i Vv na$i praci. Je ale nutné zminit, ze obé
selektivné-diagnostické ptidy byly kultivovany pfi 41,5 °C a nikoli 44,5 °C. Snizena teplota
kultivace mohla ovlivnit zastoupeni vyizolovanych bakterii z obou ptd.

Z m-FC agaru bylo celkem ziskano 25 izolatu, které vyrustaly v charakteristickych tmaveé
modrych koloniich. Z téchto izolatd bylo 19 identifikovano jako E. coli. V tmavé modrych
koloniich dale na m-FC agaru rostly Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae, Klebsiella
oxytoca, Serratia odofera, Raoutella ornithinolytica a Kluyvera ascorbata. Na m-FC agaru
byly pozorovany tfi typy tmavé modrych kolonii, pficemz E. coli nejéastéji vyrustala
v nepravidelnych, zvrasnénych a matnych koloniich s vroubkovanym okrajem o velikosti
3 mm (obr. 9A). Dale byly pozorovany drobné kruhové, hladké a lesklé kolonie s rovnym
okrajem o velikosti 1 mm a tfetim typem byly kruhové, zvrasnéné a matné kolonie s hladkym

okrajem o velikosti 2 mm.

9B

Obrdazek 9A Escherichia coli na m-FC agaru, typické kolonie (foto autor)

Obrdzek 9B Escherichia coli na m-FC agaru, atypické kolonie (foto autor)

Ovsem na m-FC agaru se vyskytovaly i atypické Cervené zbarvené kolonie. Takové
kolonie byly velké 4 mm, nepravidelného tvaru, na povrchu zvrasnéné a matné, s vyvySenym

sttedem a vroubkovanym okrajem. Piida v okoli kolonii byla zbarvena intenzivné cervené
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(obr. 9B). Z celkem 8§ izolatl, které na m-FC agaru vyrastaly v atypickych koloniich byly
4 identifikovany jako E. coli. Zbyvajici 4 izolaty byly identifikovany jako Raoutella
ornithinolytica, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii a Klebsiella pneumoniae subsp.
pneumoniae.

Z Chromocult® Coliform agaru bylo ziskano 16 izolati, které vyristaly v tmavé modrych
nebo fialovych koloniich. Z téchto izolati bylo 15 identifikovano jako E. coli. Pouze jeden
izolat byl identifikovan jako Yersinia rohdei. Z termotolerantnich koliformnich bakterii, které
vyrastaly v razovych koloniich, byl nejéastéji izolovan Ci. freundii. Dale byly zjistény
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae, Klebsiella oxytoca a Enterobacter aerogenes.

10A 10B

Obrazek 10A m-FC agar — membrdanova filtrace 10 ml, odtok z COV Novy Bydzov (vzorek 6) (foto autor)

Obrdzek 10B Chromocult® Coliform agar — membrdnova filtrace 10 ml, odtok z COV Novy Bydzov (vzorek 6)
(foto autor)

Ve vsech piipadech byly termotolerantni koliformni bakterie a E. coli prokazany metodou
roztéru nefedéného vzorku odpadni vody, piip. piislusného fedéni. U natoktt do COV byl
na membranovych filtrech po 24 hodinové inkubaci pii 41,5 °C na obou selektivné
diagnostickych-ptidach pozorovan spojity nartst kolonii, bez ohledu na filtrovany objem.
Spojity narast na obou selektivné diagnostickych-ptidach byl pozorovan i po filtraci 100 ml
odtokti z COV. Izolované kolonie byly na membranovych filtrech p¥itomny pouze po filtraci
10 ml odtokti zCOV (obr. 10A a 10B). Po pieockovani kolonii z membranovych filtri
nedoslo ani na jednom médiu k narGstu novych kolonii, a to ani v pfipad¢, Ze byla doba
kultivace prodlouzena na 48 hodin. Membréanovou filtraci pouZil k detekci termotolerantnich
koliformnich bakterii a E. coli v odpadnich a povrchovych vodach Wohlsen (2011). Po filtraci
100 ml vody byly filtry umistény na m-FC agar achromogenni médium Brilliance

E. coli/Coliform Selective agar. Obé& pudy byly inkubovany 4 hodiny pii 30 °C a 16 hodin pfi
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44,5 °C. Z m-FC agaru bylo izolovano 1242 suspektnich kolonii, z nichz 1128 (90,8 %) bylo
potvrzeno jako termotolerantni koliformni bakterie. Z téchto izolati bylo 963 identifikovano
jako E. coli. Z Brilliance E. coli/Coliform Selective agaru bylo izolovano 1171 typickych

kolonii pro E. coli, z nichz 1157 (98,8 %) bylo pozitivné potvrzeno.

4.6 Prikaz bakterii rodu Aeromonas v odpadnich vodach

Bakterie rodu Aeromonas byly prokazany ve vsech testovanych vzorcich odpadnich vod.
Nejcastéji izolovanym druhem byla Aeromonas caviae, ktera byla kromé m-Aeromonas agaru
zachycena i na jinych selektivnich puidach. V natoku do COV Podébrady (vzorek 9) byla
A. caviae izolovana z cetrimidového agaru a v odtoku z COV Podgbrady (vzorek 10) byla
ve dvou ptipadech zachycena na CIN agaru. Mezi dalsi identifikované druhy patiila
Aeromonas sobria, ktera byla izolovédna z natoku a odtoku z COV Ragin (vzorky 1 a 2)
a v natoku do COV Kolin (vzorek 7). V natoku do COV Raéin (vzorek 1) byla identifikovana
také Aeromonas hydrophila. V odtoku z COV Novy BydZov (vzorek 6) byla potvrzena
piitomnost Aeromonas jandaei a vodtoku z COV Kolin (vzorek 8) byla zachycena
Aeromonas ichthiosmia. V natoku a odtoku z COV Raéin (vzorky 1 a 2) byly bakterie rodu
Aeromonas prokazany az pii opakovaném odbéru. A.caviae byla pievladajicim druhem
I ve studii Varela et al. (2016). Ze 122 izolatd bakterii rodu Aeromonas ziskanych z natoku
a odtoki COV a nemocni¢nich odpadnich vod bylo jako A. caviae identifikovano 50 %
izolati. 41 % izolatl bylo identifikovano jako A. hydrophila. Oba druhy byly navic prokazany
ve vSech typech odebiranych vzorki. Ostatni druhy tvofily méné nez 10 % izolati a byly
zjistény jen v nékterych typech vod.

Araujo et al. (1991) zjistili, ze druhové zastoupeni bakterii rodu Aeromonas ve vodach
souvisi S trovni fekalniho znecCisténi. Aeromonas caviae byla ve studii prevladajicim druhem
v odpadnich vodach a vodéch s vysokou fekdlni kontaminaci. V méné zneciSténych vodach
byly témé&f rovnomérné zastoupeny A. caviae a A. hydrophila. Ve vodach s nizkou fekalni
kontaminaci nad ostatnimi druhy pfevazovala A. sobria. Pianetti et al. (2004) se ve své praci
analyzovali povrchové vody pouzivanad k zavlazovani. Bakterie rodu Aeromonas byly
prokazany v 11 z celkem 13 odbérovych mist. Ze 111 izolovanych kment bylo 48,64 %
identifikovano jako A. caviae, 35,13 % jako A. sobria a 16,22 % jako A. hydrophila. Sharma
et al. (2005) izolovali bakterie rodu Aeromonas z indické feky Narmady. Ze 168 odebranych
vzorkt bylo ziskano 30 izolat. Nejvice zastoupenymi druhy byly A. hydrophila, A. veronni

biovar veronni a A. veronni biovar sobria. Figueira et al. (2011) pfi analyze riznych druhi
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vod zjistili, ze v odpadnich vodach pievladaly A. media a A. puntacta. V povrchové vodé byla
nejvice zastoupenym druhem A. veronni a v ionizované vod¢ prevladala A. hydrophila.

K selektivni izolaci bakterii rodu Aeromonas byl vyuzit m-Aeromonas agar, na kterém
aecromonady vyrustaji v kulatych vypouklych zlutych koloniich o velikosti 1-3 mm. Takové
kolonie byly popsany u vSech vysetfovanych vzorki, ale v zadném ptipadé nebyly
identifikovany jako bakterie rodu Aeromonas. U izolatl nebyla potvrzena tvorba oxidazy
a byly identifikovany jako bakterie rodu Klebsiella nebo Raoutella. Nejcastéji byla izolovana
K. pneumoniae spp. pneumoniae a K. oxytoca. V nitoku do COV Pardubice (vzorek 3) byla
identifikovana R. oxytoca a v natoku do COV Novy Bydzov (vzorek 5) R. ornithinolytica.

11B

Obrazek 11A Aeromonas caviae na m-Aeromonas agaru (foto autor)
Obrdzek 11B m-Aeromonas agar — membranova filtrace 10 ml, ndatok do COV Podébrady (vzorek 9) (foto autor)

Bakterie rodu Aeromonas na m-Aeromonas agaru rostly ve tiech typech kolonii.
Morfologie kolonii nebyla specificka pro konkrétni druh aeromonad. Prvnim typem byly
nepravidelné, na povrchu matné a zvrasnéné suché kolonie o velikost 2 az 3 mm. Kolonie
byly ve stiedu zbarveny tmavé oranzové€, vroubkovany okraj byl svétle zluty az bézovy.
Kolonie v zakladnim natéru byly po 24 hodinové kultivaci pti 30 °C vétSinou zbarveny
modfe, nebo ke vzniku modrého zbarveni doSlo po 24 hodinach v lednici pii 4°C.
Po 48 hodinach doslo vzdy k zmodrani celé pudy. Druhym typem byly drobné, kulaté, hladké
a lesklé kolonie o velikosti 1 mm. Stfed kolonii byl zbarven tmavé oranzove, rovny okraj byl
zbarven svétle zluté. Pada v okoli kolonii byla zbarvena zluté nebo zelen€, ke zmén¢ barvy
nedochazelo ani po 48 hodinach pti 4 °C (obr. 11A) Ttetim typem byly zvIinéné, suché, matné
a zvrasnéné kolonie o velikosti 1 az 2 mm. Cel¢ kolonie byly zbarveny tmavé oranzové, okraj

byl vroubkovany, stied nevystupoval. Pida v okoli kolonii byla zbarvena zluté nebo zelen¢,
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barva se néménila ani po 48 hodinach pii 4 °C. VSechny typy kolonii bylo mozné
z m-Aeromonas agaru picockovat nejdéle do 48 hodin po zaockovani. Po uplynuti této doby
jiz nedoslo na novych piadach K naristu vyockovanych kolonii.

Z membranovych filtri nebyly izolovany zadné kolonie, nebot’ filtry po 24 hodinové
inkubaci pii 30 °C byly pferostlé plisnémi, a to nezavisle na typu vzorku a prefiltrovaném
objemu odpadni vody (obr. 11B). Membranovou filtraci a kultivaci filtrt na m-Aeromonas
agaru vyuzil ke stanoveni bakterii rodu Aeromonas Vv povrchovych vodach také Pettibone
(1998). Kultivace membranovych filtri ale probihala v anaerobnim prostfedi pii 30 °C
po dobu 18 az 22 hodin. Po anaerobni kultivaci byly misky s filtry inkubovany aerobné pii
30°C po dobu 4 hodin. Mnozstvi bakterii rodu Aeromonas se V letnich meésicich
ve vysetfovanych vodach pohybovalo mezi 18 az 4-10° CFU/mI. Pro sledovani koncentrace
bakterii rodu Aeromonas béhem procesu ¢isténi odpadnich vod pouzili Stecchini a Domenis
(1994) metodu roztéru na dvé selektivni média Selektivnimi pidami byly zvoleny
m-Aeromonas agar a skrobovy agar s ampicilinem. Béhem procesu ¢isténi pokleslo mnozstvi
bakterii rodu Aeromonas o 96,5 %. Ve vzorcich pievladala A. caviae, v mensi mife byla
identifikovana A. veronni biotyp veronni. Skrobovy agar s ampicilinem ve studii poskytl vyssi
selektivitu, nebot' 32,3 9% typickych kolonii bylo potvrzeno jako Aeromonas spp.
Z m-Aeromonas agaru bylo pozitivné potvrzeno 25, 9 % suspektnich kolonii. Zatazeni
pomnoZovaci kroku pii detekci bakterii rodu Aeromonas Vv riznych mistech procesu c¢iSténi
odpadnich vod vyuzili Martone-Rocha et al. (2010) Pfislusné fedéni vzorka (10°-108) bylo
pomnoZzeno v alkalické peptonové vodé a kultura vyockovana na krevni agar s ampicilinem.
Bakterie rodu Aeromonas byly prokazany v 72,40 % vzorka surové odpadni vody, v 55,2 %
vzorcich odtoku z anaerobni nadrze a v 48,3 % vzorcich odtoku z acrobni nadrze. Celkem
bylo izolovano 13 druhii aeromondad. Pfevladajicim druhem v surové odpadni vodé byla
A.caviae (33 % izolatl), nasledovana A. allosaccharophila (17,5 % izolati). Naopak
v upravené vod¢ doslo k nartstu A. allosaccharophila (46,6 % izolatt) a poklesu A. caviae
(8 % izolat).

4.7 Prukaz bakterii rodu Pseudomonas v odpadnich vodach

Bakterie rodu Pseudomonas byly prokazany v natoku do COV Radin (vzorek 1), COV
Pardubice (vzorek 3), COV Novy Bydzov (vzorek 5), COV Kolin (vzorek 7) a COV
Podé&brady (vzorek 9). V odtoku zadné COV nebyly bakterie rodu Pseudomonas detekovény.
Z cetrimidového agaru bylo ziskano celkem 21 izolatt, z nichz 15 bylo identifikovano jako

bakterie rodu Pseudomonas. Prevladajicim druhem byla Pseudomonas aeruginosa
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(14 izolatd), v jednom piipadé byla v nitoku do COV Podébrady (vzorek 9) identifikovana
Pseudomonas putida.

Ve vsech ptipadech byly bakterie rodu Pseudomonas prokazany metodou roztéru
nefedéného vzorku odpadni vody, ptip. pfislusného fedéni. Cetrimidovy agar bylo nutné
kultivovat 48 hodin, po 24 hodinach vétSinou na miskach nebyly pfitomny zadné kolonie.
U viech natokti do COV nedoslo k naristu kolonii na miskach sfedénim 10° a 10
a suspektni kolonie byly pozorovany pouze na miskach s fedénim 10 a 102 Pregisténi
odpadnich vod ziejmé vedlo k uplnému vylouceni bakterii rodu Pseudomonas z odpadnich

vod, nebot’ u viech vysetfovanych odtokt z COV nedoslo na cetrimidovém agaru K nartistu

zadnych kolonii, nezavisle na pouzitém fedéni.

Obrazek 12 Cetrimidovy agar — suspektni kolonie Pseudomonas aeruginosa, roztér redeni 107, natok do COV
Novy BydZov (vzorek 5), (oznaceno cervenymi Sipkami) (foto autor)

Na membranovych filtrech kultivovanych na cetrimidovém agaru doSlo vzdy k narGstu
kolonii uz po 24 hodinach kultivace, a to i v piipadé odtokti z COV. Nicméné, bez ohledu
na typ vzorku (natok/odtok) a filtrovany objem vody nebyly mozné na membranovych filtrech
rozlisit suspektni kolonie. Kolonie nerostly izolovan¢ a na filtru tvofily mukézni spojity
povlak, ktery casto ptresahoval okraj filtru. Pfi pokusech pteockovat kulturu nedoslo
na novych pudach k nartistu kolonii ani po 48 hodinach kultivace. Naproti tomu, Luczkiewicz
et al. (2015) ve své studii pomoci membranové filtrace prokazali pfitomnost bakterii rodu
Pseudomonas Vv natoku i odtoku z COV, a také v moiské vodg, do které ustil vytok z COV.
Membranové filtry byly inkubovany na agaru pro pseudomonady pii 37 °C. Z celkem
12 identifikovanych druhi ptevladala ve vSech tfech typech vzorki P. putida. Dokonce bylo

pozorovano, ze koncentrace P. aeruginosa byla v odtoku vyssi nez v surové odpadni vodé.
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Kolonie bakterii rodu Pseudomonas se na cetrimidovém agaru vyznacovaly intenzivni
pigmentaci a charakteristickou jasminovou vini (obr. 12). V pribéhu prace byly pozorovany

rizné barvy pigmentace od intenzivné zluté, ptes zlutozelenou, zelenou az zeleno-rtizovou.
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5 ZAVER

Pro mikrobiologicky rozbor bylo shromazdéno 10 vzorkiti odpadnich vod z 5 (istiren
odpadnich (COV) vod rtiznych velikosti. Vzdy byl soucasné odebiran natok do COV
(5 vzorkil) a odtok z COV (5 vzorki). Z odebranych vzorki byly izolovany jednak tradiéni
indikatorové mikroorganismy fekalniho zneciSténi (termotolerantni koliformni bakterie,
Escherichia coli a intestinalni enterokoky), jednak patogennich a podminéné patogenni
bakterie zrodi Salmonella, Yersinia, Campylobacter, Aeromonas a Pseudomonas.
Z 10 vysetiovanych vzorkt bylo celkem izolovano 205 kment, u kterych byl proveden test na
tvorbu kataldzy a oxidazy a barveni dle Grama. Ke kone¢né identifikaci byly vyuzity

identifika¢ni soupravy z fady MIKROLATEST®.

Bakterie rodu Salmonella byly horizontalni metodou dle CSN EN ISO 6579-1 prokazany
ve 40 % vzorkd, a to vzdy sou¢asné v natoku a odtoku z COV. Nejuginngjsim postupem pro
izolaci bakterii rodu Salmonella z odpadnich vod byl ten, ktery zahrnoval ptedpomnozeni
v PPV médiu, selektivni pomnozeni v MKTTn médiu a vyockovani na Rambach® agar.
Selektivni pomnozeni v RVS médiu potlacilo i samotné bakterie rodu Salmonella. Na XLD
agaru dochazelo k znaénému narGstu doprovodné mikroflory, zejména pak bakterii rodu
Proteus, coz znemoziovalo izolovat suspektni kolonie.

Pro prikaz bakterii rodu Yersinia v odpadnich vodach byly v prib&hu prace pouzity dvé
normy. Ve vzorcich 1 az 8 byl pouzivan postup dle normy CSN EN ISO 10273 z biezna 2004
a bakterie rodu Yersinia byly prokazany v 5 vzorcich (62,5 %). Postup dle normy CSN EN
ISO 10273 z listopadu 2017 byl pouzivan ve vzorcich 9 a 10 a bakterie rodu Yersinia nebyly
prokazany. Ve vsech ptipadech byly bakterie rodu Yersinia izolovany z kultur po alkalizaci.
Prodlouzeni doby alkalizace z 20 sekund, které urCuje norma, na 40 az 60 sekund vedlo
k Gplnému potlaceni ristu doprovodné mikroflory na CIN agaru i u siln¢ kontaminovanych
natoki do COV, ale nikoli k jednoznaénému zvyhodnéni bakterii rodu Yersinia.

Bakterie rodu Campylobacter nebyly postupem dle CSN EN ISO 10272-1 z &ervence 2006

prokazany ani v jednom ze vzorkd.
Termotolerantni koliformni bakterie, Escherichia coli a bakterie z rodu Enterococcus,

Aeromonas a Pseudomonas byly prokazovany pomoci metody membranové filtrace a metody

roztéru L-hokejkou. VSechny izolaty byly ziskany pouze metodou roztéru. Pii ofkovani
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roztérem bylo po desitkovém ftedéni vzorkli odpadnich vod mozné ziskat velmi dobie
izolované kolonie.

Metoda membranové filtrace se pro silné kontaminované odpadni vody ukazala jako zcela
nevhodna. Zejména u natoki do COV dochazelo k ucpavani pérti membranovych filtri
necistotami. Na membranovych filtrech dochéazelo ke spojitému ristu kolonii a nebylo mozné
rozeznat suspektni kolonie. K ndristu izolovanych kolonii na membranovych filtrech
dochazelo v nékterych piipadech po piefiltrovani 10 ml odtoku z COV. Nicméné u kolonii
pireoCkovanych zZ membranovych filtrii nedoSlo v Zadném piipadé na novych selektivné-
diagnostickych ptidach k opétovnému nérastu.

Bakterie rodu Aeromonas a bakterie Escherichia coli byly prokazany ve vSech
vySetiovanych vzorcich. Termotolerantni koliformni bakterie byly prokazany v 80 % vzorkl
a bakterie rodu Enterococcus v 70 % vzorkt. Bakterie rodu Pseudomonas byly prokazany
Vv 50 % vzorkd, a to vzdy v natoku do COV.

Bakterie izolované z odpadni vody velmi €asto na pfisluSnych selektivné-diagnostickych
médiich vyrastaly v atypickych koloniich, a naopak Vv typickych koloniich vyristaly
bakterialni druhy, pro které nebyla selektivné-diagnostickd ptida primarné€ urcena. Tento jev
se vyskytoval zejména u m-Aeromonas agaru, kde v typickych koloniich pro bakterie rodu
Aeromonas rostly bakterie rodu Klebsiella nebo Raoutella. Na Rambach® agaru a CIN agaru
vyrustali v charakteristickych koloniich pro rod Salmonella resp. Yersinia zastupci rodu

Citrobacter.

Prikaz bakterii Vv odpadnich vodach pouze pomoci klasickych kultivaénich metod
je nedostacujici. Selektivni tlak pouzivanych médii ¢asto nedokaze potlacit vysoké mnozstvi
doprovodné mikroflory. Neptiznivé podminky v odpadnich vodach mohou u bakterii zptsobit
tvorbu VBNC forem nebo ovlivnit rist a vzhled bakterialnich kolonii na selektivné-
diagnostickych ptidach. Vhodnym feSenim je pouZzivat soucasné s kultivacnim prikazem

I jiny zpusob detekce bakterii — napt. metody molekularni biologie.

76



6 SEZNAM POUZITE LITERATURY

Abulreesh, H.H., Paget, T.A., Goulder, R., 2005. Recovery of thermophilic
campylobacters from pond water and sediment and the problem of interference by
background bacteria in enrichment culture. Water Research. Vol. 39, no. 13,
s. 2877-2882. ISSN 1879-2448.

Alexandrino, M., Grohmann, E., Szewzyk, U., 2004. Optimization of PCR-based methods
for rapid detection of Campylobacter jejuni, Campylobacter coli and Yersinia
enterocolitica serovar 0:3 in wastewater samples. Water Research. Vol. 38, no. 5, s. 1340-
1346. ISSN 1879-2448.

Alhamlan, F.S., Al-Qahtani, A.A., Al-Ahdal, M.N., 2015. Recommended advanced
techniques for waterborne pathogen detection in developing countries. Journal of
Infection in Developing Countries. Vol. 9, no. 2, s. 128-135. ISSN 2036-6590.

Araujo, R.M., Arribas, R.M., Pares, R., 1991. Distribution of Aeromonas species in waters
with different levels of pollution. Journal of Applied Bacteriology. Vol. 71, no. 2,
s. 182-186. ISSN 2056-5232.

Arvanitidou, M., Stathopoulos, G.A., Constantinidis, T.C., Katsouyannopoulos,
V., 1995a. The occurence of Salmonella, Campylobacter and Yersinia spp. in river and
lake waters. Microbiological Research. Vol. 150, n. 2, s. 153-158. ISSN 1618-0623.
Arvanitidou, G.A., Constantinidis, T.C., Katsouyannopoulos, V., 1995b. Survey on
Campylobacter and Yersinia spp. occurrence in sea and river waters in Northern Greece.
The Science of the Total Environment. Vol. 171, no. 1-3, s. 101-106. ISSN 1879-1026.
Arvanitidou, M., Papa, A., Constantinidis, T.C., Danielides, V., Katsouyannopoulos, V.,
1997. The occurrence of Listeria spp. and Salmonella spp. in surface waters.
Microbiological Research. Vol. 152, no. 4, s. 395-397. ISSN 1618-0623.

Aw, T.G., Rose, J.B., 2012. Detection of pathogens in water: from phylochips to gPCR to
pyrosequencing. Current Opinion in Biotechnology. Vol. 23, no. 3, s. 422-430. ISSN
1879-0429.

Badurova, J., 2011. Mikrobidlni zneci$téni vypousténych odpadnich vod méstskych
Cistiren. Vodohospodarské technicko-ekonomické informace. Vol. 53, no. 3, s. 17-19.
ISSN 1805-6555.

77



Baudart, J., Lebaron, P., 2010. Rapid detection of Escherichia coli in waters using
fluorescent in situ hybridization, direct viable counting and solid phase cytometry.
Journal of Applied Microbiology. Vol. 109, no. 4, s. 1253-1264. ISSN 1365-2672.
Baudart, J., Guillaume, C., Mercier, A., Lebaron, P., Binet M., 2015. Rapid quantification
of viable Legionella in nuclear cooling tower waters using filter cultivation, fluorescent in
situ hybridization and solid-phase cytometry. Journal of Applied Microbiology. Vol. 118,
no. 5, s. 1238-1249. ISSN 1365-2672.

Baudisova, D., Benakova, A., 2011. Detekce patogennich bakterii v odpadnich vodach.
Vodohospodarské technicko-ekonomické informace. Vol. 53, no. 5, s. 1-20. ISSN 1805-
6555.

Blanch, A.R., Caplin, J.L., Iversen, A., Kiihn, 1., Manero, A., Taylor, H.D., Vilanova, X.,
2003. Comparison of enterococcal populations related to urban and hospital wastewater in
various climatic and geographic European regions. Journal of Applied Microbiology.
Vol. 94, no. 6, s. 994-1002. ISSN 1365-2672.

Blumenthal, U.J., Mara, D.D., Peasey, A., Ruiz-Palacios, G., Stott, R., 2000. Guidelines
for the microbiological quality of treated wastewater used. Bulletin of the World Health
Organization. Vol. 78, no. 9, s. 1104-1116. ISSN 1564-0604.

Bonetta, S., Borelli, E., Bonetta, S., Conio, O., Palumbo, F., Carraro, E., 2011.
Development of a PCR protocol for the detection of Escherichia coli O157:H7 and
Salmonella spp. in surface water. Environmental Monitoring and Assessment.
Vol. 177, no. 1-4, s. 493-503. ISSN 1573-29509.

Bonetta, S., Pigmata, C., Lorenzi, E., De Ceglia, M., Meucci, L., Bonetta S., Gilli, G.,
Carraro E., 2016. Detection of pathogenic Campylobacter, E. coli O157:H7 and
Salmonella spp. in wastewater by PCR assay. Environmental Science and Pollution
Research. Vol. 23, no. 15, s. 15302-15309. ISSN 1614-7499.

Botes, M., De Kwaadsteniet, M., Cloete, T.E., 2013. Application of quantitative PCR for
the detection of microorganisms in water. Analytical and Bioanalytical Chemistry.
Vol. 405, no. 1, s. 91-108. ISSN 1618-2650.

Bozcal, E., Uzel, A., Aydemir, S., Skurnik, M., 2015. Isolation of pathogenic Yersinia
enterocolitica strains from different sources in Izmir region, Turkey. Folia
Microbiologica. Vol. 60, no. 6, s. 523-529. ISSN 1874-9356.

Catalan, V., Garcia, F., Moreno., C., Vila, M.J., Apraiz, D., 1997. Detection of Legionella
pneumophila in wastewater. Research in Microbiology. Vol. 148, no. 1, s. 71-78.
ISSN 1769-7123.

78


https://portal.issn.org/resource/issn/1618-0623
https://portal.issn.org/resource/issn/1618-0623

Catalao Dionisio, L.P., Joao, M., Soares Ferreiro, V., Leonor Fidalgo, M., Esther, M.,
Garcia Rosado, M.E., Borrego, J.J., 2000. Occurrence of Salmonella spp in estuarine and
coastal waters of Portugal. Antonie van Leeuwenhoek. Vol. 78, no. 1, s. 99-106.
ISSN 1572-9699.

Cenciarini-Borde C., Courtois, S., La Scola B., 2009. Nucleic acids as viability markers
for bacteria detection using molecular tools. Future Microbiology. Vol. 4, no. 1, s. 45-64.
ISSN 1746-0921.

Collado, L., Inza, I., Guarro, J., Figueras, M.J., 2008. Presence of Arcobacter spp. in
environmental waters correlates with high levels of fecal pollution. Environmental
Microbiology. Vol. 10, no. 6, s. 1635-1640. ISSN 1462-2920.

Costan-Longares, A., Montemayor, M., Payan, A., Méndes, J., Jofre, J., Mujeriego, R.,
Lucena F., 2008. Microbial indicators and pathogens: Removal, relationships and
predictive capabilities in water reclamation facilities. Water Research. Vol. 42,
no. 17, s. 4439-4448. ISSN 1879-2448

CSN 75 7835, 2009. Jakost vod — Stanoveni termotolerantnich koliformnich bakterii
a Escherichia coli. Praha: Ufad pro technickou normalizaci, metrologii a statni
zkuSebnictvi.

CSN EN ISO 5667-1, 2007. Jakost vod — Odbér vzorkii — Cast 1: Ndavod pro navrh
programu odbéru vzorkii a pro zpiisoby odbéru vzorkii. Praha: Cesky normalizacni
institut.

CSN EN ISO 6579-1, 2017. Mikrobiologie potravinového retézce — Horizontdlni metoda
pritkazu, stanoveni poctu a sérotypizace bakterii rodu Salmonella — Cdst 1: Prikaz
bakterii rodu Salmonella. Praha: Utad pro technickou normalizaci, metrologii a statni
zkuSebnictvi.

CSN EN ISO 7899-2, 2001. Jakost vod — Stanoveni intestindlnich enterokokii — Cdst 2:
Metoda membrdanovych filtrii. Praha: Cesky normalizaéni institut.

CSN EN ISO 8199, 2008. Jakost vod — Obecny ndvod pro stanoveni mikroorganismii
kultivacnimi metodami. Praha: Cesky normalizaéni institut.

CSN EN ISO 9308-1, 2015. Kvalita vod — Stanoveni Escherichia coli a koliformnich
bakterii — Cdst 1: Metoda membranovych filtrii pro vody s nizkym obsahem doprovodné
mikrofléry. Praha: Ufad pro technickou normalizaci, metrologii a statni zkusebnictvi.

CSN EN ISO 10272-1, 2006. Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontdlni metoda
pritkazu a stanoveni poctu Campylobacter spp. — Cdst 1: Metoda prikazu. Praha: Cesky

normalizacéni institut.

79



CSN EN ISO 10272-1, 2018. Mikrobiologie potravinového fetézce — HorizontdIni metoda
pritkazu a stanoveni poctu bakterii rodu Campylobacter — Cast 1: Metoda prikazu.
Praha: Utad pro technickou normalizaci, metrologii a statni zkugebnictvi

CSN EN ISO 10273, 2004. Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontdlni metoda
pritkazu suspektnich patogennich Yersinia enterocolitica. Praha: Cesky normalizaéni
institut.

CSN EN ISO 10273, 2017. Mikrobiologie potravinového fetézce — Horizontdini metoda
pritkazu patogennich Yersinia enterocolitica. Praha: Utad pro technickou normalizaci,
metrologii a statni zkuSebnictvi.

CSN EN ISO 16266, 2008. Jakost vod — Stanoveni Pseudomonas aeruginosa — Metoda
membranovych filtrii. Praha: Cesky normalizaéni institut.

CSN EN ISO 19458, 2007. Jakost vod — Odbér vzorkii pro mikrobiologickou analyzu.
Praha: Cesky normalizaéni institut.

CSN ISO 5667-10, 1996. Jakost vod. Odbér vzorkii. Cast 10: Pokyny pro odbér vzorkii
odpadnich vod. Praha: Cesky normalizaéni institut.

CSN ISO 17995, 2010. Jakost vod — Stanoveni termotolerantnich bakterii rodu
Campylobacter. Praha: Utad pro technickou normalizaci, metrologii a statni zkusebnictvi.
CSN ISO 19250, 2011. Jakost vod — Pritkaz pritomnosti bakterii rodu Salmonella.
Praha: Utad pro technickou normalizaci, metrologii a statni zkusebnictvi.

Dekker, D.M., Krumkamp, R., Sarpong, N., Frickmann, H., Boahen, K.G., Frimpong, M.,
Asare, R., Larbi, R., Hagen, R.M., Poppert, S., Rabsch, W., Marks, F., Sarkodie, Y.A.,
May, J., 2015. Drinking water from dug wells in rural Ghana — Salmonella
contamination, environmental factors, and genotypes. International Journal of
Environmental Research and Public Health. Vol. 12, no. 4, s. 3535-3546.
ISSN 1660-4601.

Diergaardt, S.M., Venter, S.N., Spreeth, A., Theron, J., Brozel, V.S., 2004. The
occurrence of campylobacters in water sources in South Africa. Water Research. Vol. 38,
no. 10, s. 2589-2595. ISSN 1879-2448.

Domig, K.J., Mayer, H.K., Kneifel, W., 2003. Methods used for the isolation,
enumeration, characterisation and identification of Enterococcus spp. 1. Media for
isolation and enumeration. International Journal of Food Microbiology. Vol. 88, no. 2-3,
S. 147-164. ISSN 1879-3460.

80



Dutil, S., Tessier, S., Veillette, M., Laflamme, C., Mériaux, A., Leduc, A., Barbeau, J.,
Duchaine, C., 2006. Detection of Legionella spp. by fluorescent in situ hybridization in
dental unit waterlines. Journal of Applied Microbiology. Vol. 100, no. 5, s. 955-963.
ISSN 1365-2672.

Economou, V., Gousia, P., Kansouzidou, A., Sakkas, H., Karanis, P., Papadopoulou, C.,
2013. Prevalence, antimicrobial resistance and relation to indicator and pathogenic
microorganisms of Salmonella enterica isolated from surface waters within an agricultural
landscape. International Journal of Hygiene and Environmental Health. Vol. 216, no. 4,
s. 435-444. ISSN 1618-131X.

El-Sherif, A.M., ElImossalami, M.K., 1998. Rambach agar as a new plate differential
medium for the identification of some enteric pathogens in meat products. European Food
Research and Technology. Vol. 207, no. 2, s. 160-163. ISSN 1438-2385.

Espigares, E., Bueno, A., Espigares, M., Galvez, R., 2006. Isolation of Salmonella
serotypes in wastewater and effluent: Effect of treatment and potential risk. International
Journal of Hygiene and Environmental Health. Vol. 209, no. 1,
s. 103-107. ISSN 1618-131X.

Falcao, J.P., Brocchi, M., Proenga-Modena, J.L., Acrani, G.O., Corréa, E.F., Falcao, D.P.,
2004. Virulence characteristics and epidemiology of Yersinia enterocolitica and Yersiniae
other than Y. pseudotuberculosis and Y. pestis isolated from water and sewage. Journal of
Applied Microbiology. Vol. 96, no. 6, s. 1230-1236. ISSN 1365-2672.

Fan, H., Wu, Q., Kou, X., 2008. Co-detection of five species of water-borne bacteria by
multiplex PCR. Life Science Journal. Vol. 5, no. 4, s. 47-54. ISSN 2372-613X.

Figueira, V., Vaz-Moreira, 1., Silva, M., Manaia, C.M., 2011. Diversity and antibiotic
resistance of Aeromonas spp. in drinking and waste water treatment plants. Water
Research. Vol. 45, no. 17, s. 5599-5911. ISSN 1879-2448.

Garcia-Armisen, T., Servais, P., 2004. Enumeration of viable E. coli in rivers and
wastewaters by fluorescent in situ hybridization. Journal of Microbiological Methods.
Vol. 58, no. 2, s. 269-279. ISSN 1872-8359.

Girones, R., Ferrus, M.A., Alonso, J.L., Rodriguez-Manzano, J., Calgua, B., de Abreu
Corréa, A., Hundesa, A., Carratala, A., Bofill-Mas, S., 2010. Molecular detection of
pathogens in water — The pros and cons of molecular techniques. Water Research.
Vol. 44, no. 15, s. 4325-4339. ISSN 1879-2448

Godfree, A., Farrell, J., 2005. Processes for managing pathogens. Journal of
Environmental Quality. Vol. 34, no. 1, s. 105-113. ISSN 1537-2537.

81



Harwood, V.J., Delahoya, N.C., Ulrich, R.M., Kramer, M.F., Whitlock, J.E., Garey, J.R.,
Lim, D.V., 2004. Molecular confirmation of Enterococcus faecalis and E. faecium from
clinical, faecal and environmental sources. Letters in Applied Microbiology. Vol. 38,
no. 6, s. 476-482. ISSN 1472-765X.

Helmi, K., Barthod, F., Méheut, G., Henry, A., Poty, F., Laurent, F., Charni-Ben-Tabassi,
N., 2015. Methods for microbiological quality assessment in drinking water:
A comparative study. Journal of Water and Health. Vol. 13, no. 1, s. 34-41.
ISSN 1996-7829.

Hoefel, D., Grooby, W.L., Monis, P.T., Andrews, S., Saint, C.P., 2003. Enumeration of
water-borne bacteria using viability assays and flow cytometry: a comparison to culture-
based techniques. Journal of Microbiological Methods. Vol. 55, no. 3, s.585-597.
ISSN 1872-8359.

Cheyne, B.M., Van Dyke, M.l., Anderson, W.B., Huck, P.M., 2009. An evaluation of
methods for the isolation of Yersinia enterocolitica from surface waters in the Grand
River watershed. Journal of Water and Health. Vol. 7, no. 3, s. 392-403.
ISSN 1996-7829.

Cheyne, B.M., Van Dyke, M.I., Anderson, W.B., Huck, P.M., 2010. The detection of
Yersinia enterocolitica in surface water by quantitative PCR amplification of the ail and
yadA genes. Journal of Water and Health. Vol. 8, no. 3, s. 487-499. ISSN 1996-7829.
Jacob, J., Feuerpfeil, I., Schulze, E., 1996. PCR-mediated DNA fingerprinting of atypical
Campylobacter strains isolated from surface and drinking water. Zentralblatt fur
Bakteriologie. VVol. 285, no. 1, s. 106-112. ISSN 0934-8840.

Khan, I.U.H., Gannon, V., Loughborough, A., Jokinen, C., Kent, R., Koning, W., Lapen,
D.R., Medeiros, D., Miller, J., Neumann, N., Phillips, R., Robertson, W., Schreier, H.,
Topp, E., van Bochove, E., Edge, T.A., 2009. A methods comparison for the isolation and
detection of thermophilic Campylobacter in agricultural watersheds. Journal of
Microbiological Methods. Vol. 79, no. 3, s. 307-313. ISSN 1872-8359.

Kheiri, R., Ranjbar, R., Memariani, M., Akhtari, L., 2017. Multiplex PCR for detection of
water-borne bacteria. Water Science & Technology: Water Supply. Vol. 17. no. 1,
s. 169-175. ISSN 1607-0798.

Kim, J., Oh, E., Banting, G.S., Braithwaite, S., Chui, L., Ashbolt, N.J., Neumann, N.F.,
Jeon, B., 2016. An improved culture method for selective isolation of Campylobacter

jejuni from wastewater. Frontiers in Microbiology. Vol. 7. ISSN 1664-302X.

82



Kitaguchi, A., Yamaguchi, N., Nasu, M., 2006. Simultaneous enumeration of viable
Enterobacteriaceae and Pseudomonas spp. within three hours by multicolor fluorescence
in situ hybridization with vital staining. Journal of Microbiological Methods. Vol. 65,
no. 3, s. 623-627. ISSN 1872-8359.

Koivunen, J., Siitonen, A., Heinonen-Tanski, H., 2003. Elimination of enteric bacteria in
biological-chemical wastewater treatment and tertiary filtration units. Water Research.
Vol. 37, no. 3, s. 690-698. ISSN 1879-2448.

Kong, R.Y.C., Lee, S.K\Y,, Law, TW.F, Law, SSHW., Wu, R.S.S., 2002. Rapid
detection of six types of bacterial pathogens in marine waters by multiplex PCR. Water
Research. Vol. 36, no. 11, s. 2802-2812. ISSN 1879-2448.

Law, JW.F., Ab Mutalib, N.S., Chan, K.G., Lee, L.H., 2015. Rapid methods for the
detection of foodborne bacterial pathogens: principles, applications, advantages and
limitations. Frontiers in Microbiology. Vol. 5. ISSN 1664-302X.

Lazcka, O., Campo, F.J.D., Mufioz, F.X., 2007. Pathogen detection: A perspective of
traditional methods and biosensors. Biosensors & Bioelectronics. Vol. 22, no. 7,
s.1205-1217. ISSN 1873-4235.

Lee, J., Deininger, R.A., 2004. Detection of E. coli in beach water within 1 hour using
immunomagnetic separation and ATP bioluminiscence. Luminescence. Vol. 19, no. 1,
s. 31-36. ISSN 1522-7243.

Lee, D.Y., Shannon, K., Beaudette, L.A., 2006. Detection of bacterial pathogens in
municipal wastewater using an oligonucleotide microarrayand real-time quantitative PCR.
Journal of Microbiological Methods. Vol. 65, no. 3, s. 453-467. ISSN 1872-8359.

Lee, D.Y., Lauder, H., Cruwys, H., Falletta, P., Beaudette, P.F., 2008. Development and
application of an oligonucleotide microarray and real-time quantitative PCR for detection
of wastewater bacterial pathogens. Science of the Total Environment. Vol. 398, no. 1-3,
s.203-211. ISSN 1879-1026.

Levantesi, C., La Mantia, R., Masciopinto, C., Bockelmann, U., Ayuso-Gabella, M.N.,
Salgot, M., Tandoi, V., Van Houtte, E., Wintgens, T., Grohmann, E., 2010. Quantification
of pathogenic microorganisms and microbial indicators in three wastewater reclamation
and managed aquifer recharge facilities in Europe. Science of the Total Environment.
Vol. 408, no. 21, s. 4923-4930. ISSN 1879-1026.

Li, L., Mendis, N., Trigui, H., Oliver, J.D., Faucher, S.P., 2014. The importance of the
viable but non-culturable state in human bacterial pathogens. Frontiers in Microbiology.
Vol. 5. ISSN 1664-302X.

83



Lucas F.S., Therial, C., Gongalves, A., Servais, P., Rocher, V., Mouchel, .M., 2014.
Variation of raw wastewater microbiological quality in dry and wet weather conditions.
Environmental Science and Pollution Research. Vol. 21, no. 8, s. 5318-5328.
ISSN 1614-7499.

Luczkiewicz, A., Kotlarska, E., Artichowicz, W., Tarasewicz, K., Fudala-Ksiazek, S.,
2015. Antimicrobial resistance of Pseudomonas spp. isolated from wastewater and
wastewater-impacted marine coastal zone. Environmental Science and Pollution
Research. Vol. 22, no. 24, s. 19823-19834. ISSN 1614-7499.

Maheux, A.F., Bissonnette, L., Boissinot, M., Bernier, J.L.T., Huppé, V., Bérubé, E.,
Boudreau, D.K., Picard, F.J., Huletsky, A., Bergeron, M.G., 2011a. Method for rapid and
sensitive detection of Enterococcus sp. and Enterococcus faecalis/faecium cells in potable
water samples. Water Research. Vol. 45, no. 6, s. 2342-2354. ISSN 1879-2448.

Maheux, A., Bérubé, E., Boudreau, D.K., Cantin, P., Boissinot, M., Bissonnette, L.,
Rodrigue, L., Bergeron, M.G., 2011b. Ability of three DNA-based assays to identify
presumptive Escherichia coli colonies isolated from water by the culture based mFC agar
method. Water Research. Vol. 45, no. 8, s. 2638-2646. ISSN 1879-2448.

Mandal, P.K., Biswas, A.K., Choi, K., Pal, U.K., 2011. Methods for Rapid Detection of
Foodborne Pathogens: An overview. American Journal of Food Technology. Vol. 6, no. 2,
s. 87-102. ISSN 1557-458X.

Manero, A., Vilanova, X., Cerda-Cuéllar, M., Blanch, A.R., 2002. Characterization of
sewage waters by biochemical fingerprinting of Enterococci. Water Research. Vol. 36,
no. 11, s. 2831-2835. ISSN 1879-2448.

Martone-Rocha, S., Piveli, R.P., Matté, G.R., Doria, M.C., Dropa, M., Morita, M.,
Peternella, F.A., Matté, M.H., 2010. Dynamics of Aeromonas species isolated from
wastewater treatment system. Journal of Water and Health. Vol. 8, no. 4,
s. 703-711. ISSN 1996-7829.

Massa, S., Brocchi, G.F., Peri, G., Altieri, C., Mammina, C., 2001. Evaluation of recovery
methods to detect faecal streptococci in polluted waters. Letters in Applied Microbiology.
Vol. 32, no. 5, s. 298-302. ISSN 1472-765X.

McLellan, S.L., Eren, A.M., 2014. Discovering new indicators of fecal pollution. Trends
in Microbiology. Vol. 22, no. 12, s. 697-706. ISSN 1878-4380.

Mendes Silva, D., Domingues, L., 2015. On the track for an efficient detection of
Escherichia coli in water: A review on PCR-based methods. Ecotoxicology and
Environmental Safety. Vol. 113, s. 400-411. ISSN 1090-2414.

84



Morin, N.J., Gong, Z., Li, X.F., 2004. Reverse transcription-multiplex PCR assay for
simultaneous detection of Escherichia coli O157:H7, Vibrio cholerae O1 and Salmonella
Typhi. Clinical Chemistry. Vol. 50, no. 11, s. 2037-2044. ISSN 1530-8561.

Olsen, J.E., Aabo, S., Hill, W., Notermans, S., Wernars, K., Granum, P.E., Popovic, T.,
Rasmussen, H.N., Olsvik, @., 1995. Probes and polymerase chain reaction for detection of
food-borne bacterial pathogens. International Journal of Food Microbiology. Vol. 28,
no.1,s. 1-78. ISSN 1879-3460.

Ootsubo, M., Shimizu, T., Tanaka, R., Sawabe, T., Tajima, K., Ezura, Y., 2003. Seven-
hour fluorescence in situ hybridization technique for enumeration of Enterobacteriaceae
in food and environmental water sample. Journal of Applied Microbiology. Vol. 95, no. 6,
s.1182-1190. ISSN 1365-2672

Pettibone, G.W., 1998. Population dynamics of Aeromonas spp. in an urban river
watershed. Journal of Applied Microbiology. Vol. 85, no. 4, s. 723-730. ISSN 1365-2672.
Phe, M.H., Dossot, M., Guilloteau, H., Block, J.C., 2005. Nucleic acid fluorochromes and
flow cytometry prove useful in assessing the effect of chlorination on drinking water
bacteria. Water Research. Vol. 39, no. 15, s. 3618-3628. ISSN 1879-2448.

Pianetti, A., Sabatini, L., Bruscolini, F., Chiaverini, F., Ceccehetti, G., 2004. Faecal
contamination indicators, salmonella, vibrio and aeromonas in water used for the
irrigation of agricultural products. Epidemiology & Infection. Vol. 132, no. 2,
s. 231-238. ISSN 1469-4409.

Pinto, B., Pierotti, R., Canale, G., Reali, G., 1999. Characterization of ‘faecal
streptococci’ as indicators of faecal pollution and distribution in the environment. Letters
in Applied Microbiology. Vol. 29, no. 4, s. 258-263. ISSN 1472-765X.

Pitkédnen, T., 2013. Review of Campylobacter spp. in drinking and environmental waters.
Journal of Microbiological Methods. Vol. 95, no. 1, s. 39-47. ISSN 1872-8359.

Polo, F., Figueras, M.J., Inza, 1., Sala, J., Fleisher, J.M., Guarro, J., 1999. Prevalence of
Salmonella serotypes in environmental waters and their relationships with indicator
organisms. Antonie van Leeuwenhoek. Vol. 75, no. 4, s. 285-292. ISSN 1572-9699.
Quijada, N.M., Fongaro, G., Barandi, C.R.M., Hernandez, M., Rodriguez-Lazaro, D.,
2016. Propidium monoazide integrated with qPCR enables the detection and enumeration
of infectious enteric RNA and DNA viruses in clam and fermented sausages. Frontiers in
Microbiology. Vol. 7. ISSN 1664-302X.

85



Ramirez-Castillo, F.Y., Loera-Muro, A., Jacques, M., Garneau, P., Avelar-Gonzalez, F.J.,
Harel, J., Guerrero-Barrera, A.L., 2015. Waterborne Pathogens: Detection Methods and
Challenges. Pathogens. Vol. 4, no. 2, s. 307-334. ISSN 2076-0817.

Rohde, A., Hammerl, J.A., Appel, B., Dieckmann, R., Al Dahouk, S., 2015. FISHing for
bacteria in food — A promising tool for the reliable detection of pathogenic bacteria? Food
Microbiology. Vol. 46, s. 395-407. ISSN 1095-9998.

Rompré, A., Servais, P., Baudart, J., De-Roubin, M.R., Laurent, P., 2002. Detection and
enumeration of coliforms in drinking water: current methods and emerging approaches.
Journal of Microbiological Methods. Vol. 49, no. 1, s. 31-54. ISSN 1872-8359.

Rose, J.B., Dickson, L.J., Farrah, S.R., Carnahan, R.P., 1996. Removal of pathogenic and
indicator microorganisms by a full-scale water reclamation facility. Water Research.
Vol. 30, no. 11, s. 2785-2797. ISSN 1879-2448.

Sails, A.D., Bolton, F.J., Fox, A.J., Wareing, D.R.A., Greenway, D.L.A., 2002. Detection
of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli in environmental waters by PCR
enzyme-linked immunosorbent assay. Applied and Environmental Microbiology. Vol. 68,
no. 3, s. 1319-1324. ISSN 1098-5336.

Saxena G., Bharagava, R.N., Kaithwas, G., Raj, A., 2015. Microbial indicators, pathogens
and methods for their monitoring in water environment. Journal of Water and Health.
Vol. 13, no. 2, s. 319-339. ISSN 1996-7829.

Servais, P., Garcia-Armisen, T., George, |., Billen, G., 2007. Fecal bacteria in the rivers of
the Seine drainage network (France): Sources, fate and modelling. Science of the Total
Environment. Vol. 375, no. 1-3, s. 152-167. ISSN 1879-1026.

Sharma, A., Dubey, N., Sharan, B., 2005. Characterization of aeromonads isolated from
the river Narmada, India. International Journal of Hygiene and Environmental Health.
Vol. 208, no. 5, s. 425-433. ISSN 1618-131X.

Skotnikova O.1., Sobolev, A.Yu., Demkin, V.V., Nikolaeva, N.P., Nosova, E.Yu., Isaeva,
E.L., Moroz, A.M., Litvinov, V.l., 2000. Application of nested-PCR technique for the
diagnosis of tuberculosis. Bulletin of Experimental Biology and Medicine. Vol. 129, no. 6,
s. 612-614. ISSN 1573-8221.

Stecchini, M.L., Domenis, C., 1994. Incidence of Aeromonas species in influent and
effluent of urban wastewater purification plants. Letters in Applied Microbiology. Vol. 19,
no. 4, s. 237-239. ISSN 1472-765X.

86



Terech-Majewska, E., Pajdak, J., Platt-Samoraj, A., Szczerba-Turek, A., Bancerz-Kisiel,
A., Grabowska, K., 2016. Characterization of Yersinia enterocolitica strains potentially
virulent for humans and animals in river water. Journal of Applied Microbiology.
Vol. 121, no. 2, s. 554-560. ISSN 1365-2672.

Topic Popovic, N., Kazazic, S.P., Strunjak-Perovic, I., Barisic, J., Sauerborn Klobucar, R.,
Kepec, S., Coz-Rakovac, R., 2015. Detection and diversity of aeromonads from treated
wastewater and fish inhabiting effluent and downstream waters. Ecotoxicology and
Environmental Safety. Vol. 120, s. 235-242. ISSN 1090-2414.

Topic Popovic, N., Kazazic, S.P., Strunjak-Perovic, l., Coz-Rakovac, R., 2017.
Differentiation of environmental aquatic bacterial isolates by MALDI-TOF MS.
Environmental Research. Vol. 152, s. 7-16. ISSN 1096-0953.

Toranzos, G.A., Alvarez, A.J., Dvorsky, E.A., 1993. Application of the polymerase chain
reaction technique to the detection of pathogens in water. Water Science &Technology.
Vol. 27, no. 3-4, s. 207-210. ISSN 1996-9732.

Touron, A., Berthe, T., Pawlak, B., Petit, F., 2005. Detection of Salmonella in
environmental water and sediment by a nested-multiplex polymerase chain reaction assay.
Research in Microbiology. Vol. 156, no. 4, s. 541-553. ISSN 1769-7123.

Toze, S., 1999. PCR and the detection of microbial pathogens in water and wastewater.
Water Research. Vol. 33, no. 17, s. 3545-3556. ISSN 1879-2448.

Ugarte-Ruiz, M., Florez-Cuadrado, D., Wassenaar, T.M., Porrero, M.C., Dominguez, L.,
2015. Method comparison for enhanced recovery, isolation and qualitative detection of C.
jejuni and C. coli from wastewater effluent samples. International Journal of
Environmental Research and Public Health. Vol. 12, no. 3, s. 2749-2764.
ISSN 1660-4601.

van Blerk, G.N., Leibach, L., Mabunda, A., Chapman, A., Louw, D., 2011. Rapid and
specific detection of Salmonella in water samples using real-time PCR and high resolution
melt (HRM) curve analysis. Water Science &Technology. Vol. 64, no. 12, s. 2453-2459.
ISSN 1996-9732.

Varela, A.R., Numes, O.C., Manaia, C.M., 2016. Quinolone resistant Aeromonas spp. as
carriers and potential tracers of acquired antibiotic resistance in hospital and municipal
wastewater. Science of the Total Environment. Vol. 542, s. 665-671. ISSN 1879-1026.

87



Varma, M., Field, R., Stinson, M., Rukovets, B., Wymer, L., Haugland, R. 2009.
Quantitative real-time PCR analysis of total and propidium monoazide-resistant fecal
indicator bacteria in wastewater. Water Research. Vol. 43, no. 19, s. 4790-4801.
ISSN 1879-2448.

Velusamy, V., Arshak, K., Korostynska, O., Oliwa, K., Adley, C., 2010. An overview of
foodborne pathogen detection: In the perspective of biosensors. Biotechnology Advances.
Vol. 28, no. 2, s. 232-254. ISSN 1873-1899.

Waage, A.S., Vardund, T., Lund, V., Kapperud, G., 1999a. Detection of low numbers of
pathogenic Yersinia enterocolitica in environmental water and sewage samples by nested
polymerase chain reaction. Journal of Applied Microbiology. Vol. 87, no. 6, s. 814-821.
ISSN 1365-2672.

Waage, A.S., Vardund, T., Lund, V., Kapperud, G., 1999b. Detection of low numbers of
Salmonella in environmental water, sewage and food samples by a nested polymerase
chain reaction assay. Journal of Applied Microbiology. Vol. 87, no. 3, s. 418-428.
ISSN 1365-2672.

Wang, Y., Hammes, F., De Roy, K., Verstraete, W., Boon, N., 2010. Past, present and
future applications of flow cytometry in aquatic microbiology. Trends in Biotechnology.
Vol. 28, no. 8, s. 416-424. ISSN 1879-3096.

Weéry, N., Lhoutellier, C., Ducray, F., Delgenes, J.P., Godon, J.J., 2008. Behaviour of
pathogenic and indicator bacteria during urban wastewater treatment and sludge
composting, as revealed by quantitative PCR. Water Research. Vol. 42, no. 1-2, s. 53-62.
ISSN 1879-2448.

Weéry, N., Monteil, C., Pourcher, A.M., Godon, J.J., 2010. Human-specific fecal bacteria
in wastewater treatment plant effluents. Water Research. Vol. 44, no. 6, s. 1873-1883.
ISSN 1879-2448.

Wingender, J., Flemming, H.C., 2011. Biofilms in drinking water and their role as
reservoir for pathogens. International Journal of Hygiene and Environmental Health.
Vol. 214, no. 6, s. 417-423. ISSN 1618-131X.

Wohlsen, T.D., 2011. Comparative evaluation of chromogenic agar CM1046 and mFC
agar for detection of E. coli and thermotolerant coliform bacteria from water samples.
Letters in Applied Microbiology. Vol. 53, no. 2, s. 155-160. ISSN 1472-765X.

Zanetti, F., De Luca, G., Sacchetti, R., 2006. Microbe removal in secondary effluent by
filtration. Annals of Microbiology. Vol. 56, no. 4., s. 313-317. ISSN 1869-2044.

88



