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Uvod: Vypousténi odpadnich vod nedostate¢né mikrobiologické kvality do prostiedi nebo
jejich opétovné pouzivani piedstavuje zdravotni riziko pro obyvatelstvo. Samotny proces
¢isténi odpadnich vod nedokaze zcela vyloucit patogenni mikroorganismy. Sledovani vyskytu
bakterii v natocich a odtocich z Cistiren odpadnich vod a povrchovych vodach, do kterych
je precisténa odpadni voda vypousSténa, umoziuje nejenom posoudit Géinnost Cisticiho
procesu, ale také ziskat informace o schopnosti preziti a distribuci bakterii v Zivotnim
prostiedi (1).

Vzorky vod a odpadnich vod predstavuji komplexni matrici, ktera s vysokou
pravdépodobnosti obsahuje vice nez jeden patogenni mikroorganismus (2). Patogenni
mikroorganismy se ve vodnim prostfedi vyskytuji narazové, nebot’ jsou vylu¢ovany pouze
nakazenymi jedinci (3). Ztéchto duvodi se kurCeni relativniho rizika pfitomnosti
patogennich mikroorganismu ve vzorku pouzivaji indikatorové mikroorganismy (2, 4). Prukaz
nebo stanoveni bakterii by v idedlnim ptipadé mélo byt rychlé, citlivé, piesné, levné a snadné
(2). Prestoze tradi¢ni kultivaéni metody obvykle spliuji pozadavky na nizké naklady
a jednoduchost, vyraznou komplikaci pfedstavuje Casova naro¢nost (4, 5, 6, 7). I pres tuto
nevyhodu jsou nadale pouzivané a patii mezi normované metody.

Cil prace: Cilem prace bylo izolovat vybrané bakterie z redlnych vzorkd odpadnich vod
pomoci klasickych kultivanich technik. 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.

Material a metody: Pro priikaz vybranych bakterii bylo odebrano 10 prostych vzorka
odpadnich vod z 5 Cistiren odpadnich vod raznych velikosti. Byla analyzovdna surova
odpadni voda (natok do ¢istiren odpadnich vod) a voda po procesu piecisténi (odtok z Cistiren
odpadnich vod). Odpadni vody byly odebirany v souladu s normami CSN EN ISO 19458 —
Jakost vod — odbér vzorkii pro mikrobiologickou analyzu (8), CSN EN ISO 5667-1 — Jakost
vod — odbér vzorki (9), CSN ISO 5667-10 — Jakost vod — Pokyny pro odbér vzorki
odpadnich vod (10).

Prikkaz patogennich bakterii byl proveden dle platnych norem: Salmonella (CSN EN ISO
6579-1) (11), Yersinia (CSN EN ISO 10273) (12, 13) a Campylobacter (CSN EN ISO 10272-
1) (14, 15). Pro prukaz bakterii rodu Aeromonas, Pseudomonas a Enterococcus, bakterie
Escherichia coli a termotolerantnich koliformnich bakterii byla pouzita metoda membranové
filtrace a ockovani roztérem L-hokejkou. Membranova filtrace odpadnich vod byla provedena
dle pokyni uvedenych vnormé CSN EN ISO 8199 — Jakost vod — Obecny navod pro
stanoveni mikroorganismu kultivaénimi metodami (16).

Vysledky a diskuze: Metodu pro potvrzeni ptitomnosti bakterii rodu Salmonella ve vzorcich
vod specifikuje norma CSN ISO 19250 (17). Postup zahrnuje neselektivni pomnoZeni
Vv pufrované peptonové vodé (M614, HiMedia) selektivni pomnozeni v médiu dle Rappaport
Vassiliadise se sojou (M11371, HiMedia), vyockovani na selektivné-diagnostické pudy
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a konfirmaci. Pro selektivni pomnozeni bylo v nasi praci soucasné pouzito i médium dle
Mueller-Kauffmanna s tetrathionatem a novobiocinem (M14961, HiMedia). Bakterie rodu
Salmonella byly izolovany pouze po selektivnim pomnozeni v médiu dle Mueller-
Kauffmanna s tetrathionatem a novobiocinem (M14961, HiMedia). Vyssi selekéni tlak média
dle Rappaport Vassiliadise se s6jou (M11371, HiMedia) spolu s teplotou kultivace (41,5 °C)
ziejm¢ vedl k aplnému potlaceni bakterii rodu Salmonella. Xyl6za-lyzin-deoxycholatovy agar
(MO031, HiMedia) se pro izolaci bakterii rodu Salmonella z odpadnich vod ukazal jako malo
ucinny (1). Jak ale uvadéji autofi (18), kolonie bakterii rodu Salmonella mohou byt na xyldza-
lyzin-deoxycholatovém agaru zcela potlateny v piipadé, ze se ve vySetfovaném vzorku
nachazi vysoké mnozstvim konkuren¢nich Gram-negativnich bakterii. Pies pfitomnost
suspektnich kolonii na xyléza-lyzin-deoxycholatovém agaru (M031, HiMedia) se bakterie
rodu Salmonella nepodatilo potvrdit. Druhou selektivni tuhou piidou byl zvolen Rambach®
agar (Merck KGaA). Az jeho pouziti umoznilo izolovat bakterie rodu Salmonella ze vzorku
odpadnich vod. Nicméné na Rambach® agaru (Merck KGaA) vyristaly v typickych koloniich
pro bakterie rodu Salmonella také zastupci rodu Citrobacter (1).

Bakterie rodu Yersinia byly horizontalni metodou dle CSN EN ISO 10273 (12, 13) prokazany
Vv 5 vzorcich. Pfestoze norma CSN EN ISO 10273 (12, 13) stanovuje metodu pro prikaz
Yersinia enterocolitica Vv potravinach a krmivech, byla v této praci vyuzita i pro odpadni
vody, nebot’ norma pro prukaz Yersinia enterocolitica ve vodach neexistuje. VSech 7 izolatu,
které byly ziskany z agaru s cefsulodinem, irgasanem a novobiocinem (M843, HiMedia)
analezely do rodu Yersinia bylo identifikovano jako Yersinia enterocolitica
subsp. enterocolitica. Na agaru s cefsulodinem, irgasanem a novobiocinem (M843, HiMedia)
vyristaly v typickych koloniich pro bakterie rodu Yersinia taktéz bakterie rodu Citrobacter.
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 uplnému potlaceni ristu
doprovodné mikroflory na agaru s cefsulodinem, irgasanem a novobiocinem (M843,
HiMedia) i u siln¢ kontaminovanych natoktt do Cistiren odpadnich vod, ale nikoli
k jednozna¢nému zvyhodnéni bakterii rodu Yersinia (1).

Bakterie rodu Campylobacter byly prokazovany dle CSN EN ISO 10272-1 z &ervence 2006
(14). U vsech vysetfovanych vzorkid byly na modifikovaném deoxycholatovém agaru
s aktivnim uhlim a cefoperazonem (M887, HiMedia) pfitomné charakteristické drobné,
Sedobilé, vodnaté kolonie s nepravidelnym okrajem. Konfirmacéni testy a mikroskopie
v zastinu potvrdila u kazdého vzorku alesponi jeden izolat s pozitivni tvorbou katalazy
a oxidazy a typickym vlnitym pohybem ptipominajici komafi hejno. U vSech téchto kmenti
byl ale prokdzan rist pii 42 °C aerobné i pii 25 °C mikroaerofilné za méné nez 24 hodin.
Pozitivni rlst kolonii ve zminénych podminkach vyloucil pfitomnost bakterii rodu
Campylobacter ve vSech vzorcich (1). Autor (19) uvadi, ze atypické izolaty z vodniho
prostiedi povazované za bakterie rodu Campylobacter, jsou ¢asto identifikovany jako bakterie
z rodu Arcobacter. Podle autora (20) jsou zastupci rodu Arcobacter 1épe prizpisobeni pro
preziti ve vodnim prostfedi. Na rozdil od bakterii rodu Campylobacter vykazuji vyssi
odolnost vi¢i vysokym koncentracim chloridu sodného, jsou schopni ristu pifi nizkych
teplotach a v pfitomnosti kysliku.

Bakterie rodu Enterococcus byly prokazany v 7 vzorcich odpadnich vod. Ze Slanetz-Bartley
agaru (M612, HiMedia) bylo celkem ziskano 24 izolati znichz 18 naleZzelo do rodu
Enterococcus a 6 do rodu Streptococcus. 15 izolatt bylo identifikovano jako Enterococcus
faecalis a 3 jako Enterococcus casseliflavus (1). Autor (21) uvadi, Ze v odpadnich vodach
a vykalech teplokrevnych zvitat jsou prevladajicimi druhy Enterococcus faecalis
a Enterococcus faecium.



K prikazu termotolerantnich koliformnich bakterii a Escherichia coli byly vyuzita dvé
selektivné-diagnostickd média. Prvnim znich bylo chromogenni médium Chromocult”
Coliform agar (Merck KGaA), ktery obsahuje specifické substraty pro prikaz enzymu
B-D-galaktozidazy a B-D-glukuroniddzy a umoznuje simultanni detekci koliformnich bakterii
a E. coli. Z Chromocult® Coliform agaru (Merck KGaA) bylo ziskano 16 izolati, které
vyrustaly v tmavé modrych nebo fialovych koloniich. Z téchto izolati bylo 15 identifikovano
jako E. coli. Druhym pouzivanym médiem byl agar pro stanoveni fekalnich koliformnich
mikroorganismi metodou membranové filtrace (M1122, HiMedia) (1). Jak ale uvadi autor
(22), agar pro stanoveni fekalnich koliformnich mikroorganismii metodou membranové
filtrace 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 agaru pro stanoveni fekalnich koliformnich mikroorganismi metodou
membranové filtrace (M1122, HiMedia) bylo celkem ziskano 25 izolatd, které vyristaly
Vv charakteristickych tmavé modrych koloniich. Z téchto izolatt bylo 19 identifikovano jako
E. coli.

Bakterie rodu Aeromonas byly prokazany ve vSech testovanych vzorcich odpadnich vod.
Nejcastéji izolovanym druhem byla Aeromonas caviae, ktera byla kromé m-Aeromonas agaru
(M1283, HiMedia) zachycena i na jinych selektivné-diagnostickych ptdach. Na m-
Aeromonas agaru (M1283, HiMedia) rostly v typickych koloniich pro bakterie rodu
Aeromonas bakterie rodu Klebsiella nebo Raoutella.

Bakterie rodu Pseudomonas byly prokazany vzdy v natoku do ¢istirny odpadnich vod, v
odtoku zadné C(&istirny odpadnich vod nebyly bakterie rodu Pseudomonas detekovany.
Z cetrimidového agaru (M024, HiMedia) bylo ziskano celkem 21 izolatd, z nichz 15 bylo
identifikovano jako bakterie rodu Pseudomonas. Ptevladajicim druhem byla Pseudomonas
aeruginosa, v jednom ptipad¢ byla identifikovana Pseudomonas putida (1).

Zavér: Bakterie rodu Salmonella byly prokazany ve 40 % vzorkl, a to vzdy soucasné
Vv natoku a odtoku z Cistirny odpadnich vod. Bakterie rodu Yersinia byly prokazany v 50 %
vzorkl. Bakterie rodu Campylobacter nebyly prokazany ani v jednom ze vzorkl. Bakterie
rodu Aeromonas a bakterie Escherichia coli byly prokazany ve vSech vysetfovanych vzorcich.
Termotolerantni koliformni bakterie byly prokazany v 80 % vzorku a bakterie rodu
Enterococcus v 70 % vzorkt. Bakterie rodu Pseudomonas byly prokazany v 50 % vzorku, a
to vzdy v natoku do ¢istirny odpadnich vod.

Prikaz bakterii v 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 zpiisobit
tvorbu Zzivotaschopnych, ale nekultivovatelnych forem nebo ovlivnit rGst a vzhled
bakterialnich kolonii na selektivné-diagnostickych ptdach. Vhodnym feSenim je pouzivat
soucasné s kultiva¢nim prikazem 1 jiny zplsob detekce bakterii — napt. metody molekularni
biologie.

Podékovani: Tato prace vznikla za podpory Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovychovy
jako ucelova podpora na specificky vysokoskolsky vyzkum (SGFChT 005/2018).
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