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Úvod: Výběr vhodného kultivačního postupu i samotná izolace patogenních bakterií z odpadních vod představuje velmi náročný úkol. V odpadní vodě působí na bakterie řada stresových vlivů, které mohou vést k ovlivnění metabolických procesů nebo poškození a inaktivaci buněk. Výskyt patogenních bakterií ve vodním prostředí je navíc nárazový a oproti ostatním bakteriálním druhům jsou přítomné ve výrazné menšině. Při vysokém mikrobiálním znečištění odpadních vod pak může růst a metabolismus doprovodné mikroflóry jejich pomnožení zcela potlačit (1). 
Cíl práce: Cílem práce bylo zhodnotit možnosti izolace patogenních bakterií rodu Salmonella, Yersinia, Campylobacter a bakterie Staphylococcus aureus z odpadních vod pomocí klasických kultivačních technik. Za tímto účelem byly jednotlivé patogenní bakterie současně izolovány několika rozdílnými kultivačními postupy, které vycházely z platných ČSN ISO norem, které byly dále modifikovány. Hlavním záměrem bylo najít co nejméně časově a pracně náročný a současně dostatečně citlivý kultivační postup. 
Materiál a metody: Pro mikrobiologický rozbor bylo v pravidelných týdenních intervalech odebráno 12 prostých vzorků odpadních vod (6 nátoků a 6 odtoků). Vzorky byly odebírány z jedné čistírny odpadních vod s mechanicko-biologickým stupněm čistění, která zpracovává městské i průmyslové odpadní vody. Vzorkování bylo prováděno v lednu a únoru 2019. 
Pro izolaci bakterií rodu Salmonella z odpadních vod byly použity dva základní přístupy, jenž vycházely z normy ČSN ISO 19250 (2). První postup zahrnoval kombinaci neselektivního a selektivního pomnožení. Neselektivní pomnožení bylo provedeno v pufrované peptonové vodě (M614, HiMedia), kdy bylo 10 ml odpadní vody očkováno do 50 ml média. Později byl poměr mezi očkovaným objemem vzorku a neselektivního média upraven na 1:9 a bylo očkováno 10 ml odpadní vody do 90 ml média. V obou případech byla kultivace prováděna při 37 °C po dobu 16 hodin. Pro selektivní pomnožení byl očkováno 0,1 ml kultury do 10 ml média dle Rappaport Vassiliadise se sójou (M1137I, HiMedia) a kultivován při 41,5 °C po dobu 24 hodin. Současně byl očkován 1 ml kultury do 10 ml média dle Mueller-Kauffmanna s tetrathionátem a novobiocinem (M1496I, HiMedia) a kultivován při 37 °C po dobu 24 hodin. V druhém postupu bylo pracováno pouze se selektivním pomnožením. Selektivní kultivační média, jejich objem a kultivační podmínky byly totožné s prvním postupem. Do obou médií byl ale očkováno shodný objem odpadní vody, a to 1 ml. V průběhu práce pak byl pro zvýšení pravděpodobnosti záchytu bakterií rodu Salmonella navýšen objem odpadní vody (10 ml), který byl zakoncentrován centrifugací (30 minut, 4800xg, 4 °C). Po odstranění supernatantu byl sediment inkubován v 10 ml selektivních médií při zachování výše zmíněných kultivačních podmínek. Selektivně pomnožené kultury byly v obou postupech očkovány na xylóza-lyzin-deoxycholátový agar (M031, HiMedia) a chromogenní Rambach® agar (Merck KGaA) a kultivovány při 37 °C po dobu 24 hodin. K neselektivní izolaci presumptivních kolonií byl využit masopeptonový agar (M1269, HiMedia). 
Postup pro izolaci bakterií rodu Yersinia z odpadních vod vycházel z normy ČSN EN ISO 10273 (3) a zahrnoval selektivní pomnožení, alkalizaci získané kultury a vyočkování. Pro selektivní pomnožení byly použity dva bujóny stanovené normou – bujón s irgasanem, tikarcilinem a chlorečnanem draselným (M1220, HiMedia) a bujón s peptonem, sorbitolem a žlučovými solemi. Na rozdíl od normy však bylo zvoleno přímé očkování odpadní vody do bujónu. V průběhu práce bylo pracováno s různými objemy vzorků a pomnožovacích médií. Původně bylo do 90 ml pomnožovacího média očkováno 10 ml odpadní vody. Následně byl snížen objem pomnožovacího média na 9 ml a objem očkovaného vzorku na 1 ml. K zvýšení pravděpodobnosti záchytu bakterií rodu Yersinia bylo současně pracováno i s větším objemem vzorku (10 ml), který byl zakoncentrován centrifugací (30 minut, 4800xg, 4 °C). Sediment byl po odstranění supernatanu pomnožen v 10 ml pomnožovacího média. Ve všech případech bylo selektivní pomnožení provedeno při teplotě 25 °C po dobu 48 hodin. Po selektivním pomnožení byly získané kultury alkalizovány v roztoku hydroxidu draselného po dobu 20±5 sekund. Roztok byl připravován v den použití dle pokynů normy ČSN EN ISO 10273 (3). Po alkalizaci byly kultury vyočkovány na agar s s cefsulodinem, irgasanem a novobiocinem (M843, HiMedia), který byl kultivován při 30 °C po dobu 24 hodin. K neselektivní izolaci presumptivních kolonií byl využit trypton sójový agar (M290, HiMedia). U některých vzorků bylo provedeno tzv. studené pomnožení, kdy byl bujón s peptonem, sorbitolem a žlučovými solemi kultivován při 4 °C po dobu 21 dní. 
Postup pro izolaci bakterií rodu Campylobacter z odpadních vod vycházel z normy ČSN ISO 17995 (4) a zahrnoval selektivní pomnožení a vyočkování. K selektivnímu pomnožení byly použity dva bujóny – bujón dle Boltona (M1592, HiMedia) a bujón dle Prestona (M899, HiMedia). Vzhledem k nefiltrovatelnosti vzorků odpadních vod byla zvolena metoda přímého očkování vzorku do pomnožovacího média. Původně bylo k 90 ml média očkováno 10 ml odpadní vody. V průběhu práce bylo přistoupeno k zvýšení objemu vzorku na 100 ml, který byl zakoncentrován centrifugací (30 minut, 4800xg, 4 °C). Po centrifugaci byl odstraněn supernatant a sediment rozpuštěn ve 4 ml fyziologického roztoku. Následně byl 1 ml takto připravené suspenze pipetován do 9 ml bujónu. Bujón dle Prestona byl kultivován při 41,5 °C po dobu 24 hodin za mikroaerofilních podmínek, bujón dle Boltona byl při stejných podmínkách kultivován 48 hodin. Kultury získané po selektivním pomnožení byly vyočkovány na modifikovaný deoxycholátový agar s aktivním uhlím a cefoperazonem (M887, HiMedia), který byl kultivován při 41,5 °C po dobu 2 až 5 dní za mikroaerofilních podmínek. Vedle klasické izolace čárkováním byly použity i další způsoby očkování pomnožené kultury na pevnou půdu – roztěr 50 a 100 µl kultury L-hokejkou a metoda pasivní filtrace, kdy bylo 100 µl kultury přeneseno na povrch membránového filtru umístěného na povrchu pevného agaru. Filtr byl po 30 minutách odstraněn a půda inkubována za výše zmíněných podmínek. K neselektivní izolaci presumptivních kolonií byl využit krevní agar Columbia (ME144, HiMedia).
K izolaci bakterie Staphylococcus aureus z odpadních vod byly použity dva základní postupy. První z nich vycházel z normy ČSN EN ISO 6888-1 (5) a byl založen na roztěru 100 μl odpadní vody nebo příslušného ředění na Baird-Parker agar (M034, HiMedia) a slaný agar s manitolem. Kultivace u obou půd probíhala při 37 °C po dobu 24 hodin. U vzorků nátoků bylo pracováno s ředěním na miskách 10-1, 10-2, 10-3 a 10-4. U vzorků odtoků bylo zvoleno ředění na miskách 
10-1 a 10-2. Druhý postup byl založen na selektivním pomnožení 10 ml odpadní vody v 90 ml mozko-srdcové infuze (M210, HiMedia) s 6,5 % NaCl při 37 °C po dobu 24 hodin a vyočkování pomnožené kultury na Baird-Parker agar a slaný agar s manitolem. Kultivace obou půd probíhala za stejných podmínek jako u prvního postupu. K neselektivní izolaci presumptivních kolonií byl využit krevní agar (M834, HiMedia). 
[bookmark: _GoBack]K identifikaci bakterií byly využity identifikační soupravy z řady MIKROLATEST® (Erba Lachema s.r.o., Česká republika). 
Výsledky a diskuze: Bakterie rodu Salmonella byly prokázány pouze ve dvou vyšetřovaných vzorcích – v jednom vzorku nátoku a v jednom vzorku odtoku, nejednalo se ale o vzorky ze stejného odběru. V obou vzorcích byly bakterie rodu Salmonella izolovány po neselektivním pomnožení v 90 ml pufrované peptonové vody, selektivním pomnožení v médiu dle 
Mueller-Kauffmanna s tetrathionátem a novobiocinem a vyočkování na Rambach® agar. Ve vzorku nátoku pak byly bakterie rodu Salmonella současně izolovány i postupem zahrnujícím pouze selektivní pomnožení v médiu dle Mueller-Kauffmanna s tetrathionátem a novobiocinem a vyočkování na Rambach® agar. Doporučení normy ČSN ISO 19250 (2), že v odpadních vodách poskytuje lepší záchyt bakterií rodu Salmonella přímé očkování vzorku do selektivního média, se v naší práci nepotvrdilo. Lepších výsledků bylo dosaženo při použití neselektivního pomnožení, ale výhradně při dodržení poměru 1:9 mezi objemem odpadní vody a objemem média. Celkem bylo z 10 vyšetřovaných vzorků oběma postupy získáno 7 izolátů rodu Salmonella, z nichž 5 bylo získáno při zařazení neselektivního pomnožení. Podobně jako v předcházející práci (5), se nám potvrdilo, že pro izolaci bakterií rodu Salmonella z odpadních vod je vhodnější selektivní půdou médium dle Mueller-Kauffmanna s tetrathionátem a novobiocinem a pevnou selektivně-diagnostickou půdou Rambach® agar. Touto kombinací selektivního média a chromogenního agaru bylo v naší práci získáno všech 7 izolátů. Naopak médium dle Rappaport Vassiliadise se sójou neposkytlo žádné suspektní kolonie, a to bez ohledu na zařazení neselektivního pomnožení a použitou pevnou selektivně-diagnostickou půdu. Xylóza-lyzin-deoxycholátový agar pro odpadní vody neposkytuje dostatečný selektivní tlak, což vede k nadměrnému růstu nežádoucí doprovodné mikroflóry a velkému výskytu falešně pozitivních kolonií, ve kterých vyrůstají zejména bakterie rodu Proteus a Citrobacter. Nicméně i u Rambach® agaru byl pozorován výskyt falešně-pozitivních kolonií, které primárně tvořily bakterie rodu Citrobacter. 
Bakterie rodu Yersinia byly alespoň jedním zkoušeným postupem prokázány ve všech vyšetřovaných vzorcích. Obě používané selektivní tekuté půdy umožnily izolaci bakterií rodu Yersinia z odpadních vod, nicméně bujón s irgasanem, tikarcilinem a chlorečnanem draselným poskytoval ve většině případů vyšší nárůst kolonií po vyočkování na pevnou půdu, ve srovnání s bujónem s peptonem, sorbitolem a žlučovými solemi. Překvapivě špatných výsledků pak bylo dosaženo při použití tzv. studeného pomnožení, které bylo zkoušeno u třech odběrů. Jak uvádějí autoři (7), studené pomnožení při 4 °C v bujónu s peptonem, sorbitolem a žlučovými solemi je velmi často používáno k izolaci bakterie Yersinia enterocolitica, vzhledem k její psychrotrofní povaze, ale vyžaduje velmi dlouhou inkubační dobu. Metoda studeného pomnožení neposkytovala u prvních dvou odběrů žádné suspektní kolonie. Proto byla u třetího odběru vyočkována vedle alkalizované i nealkalizovaná kultura. Až tento přístup vedl k nárůstu suspektních kolonií. Při selektivním pomnožení při 25 °C je alkalizace kultury před vyočkováním na agar s cefsulodinem, irgasanem a novobiocinem výborným selekčním prostředkem k zabránění růstu nežádoucí doprovodné mikroflóry a vede k převládajícímu nárůstu suspektních kolonií bakterií rodu Yersinia. Nicméně u studeného pomnožení vede alkalizace k potlačení růstu samotných bakterií rodu Yersinia. U studeného pomnožení je tedy výhodné vyočkovávat jak alkalizované, tak i nealkalizované kultury.
Bakterie rodu Campylobacter nebyly prokázány ani v jednom vyšetřovaném vzorku. Přesto, že je bujón dle Prestona více selektivní a pro odpadní vody tedy více preferovaný, tak jsme v naší práci zaznamenali lepší výsledky s méně selektivním bujónem dle Boltona. Pomnožení v bujónu dle Boltona poskytlo po vyočkování daleko menší nárůst nežádoucí doprovodné mikroflóry a vyšší výskyt suspektních kolonií. Naopak u bujónu dle Prestona byl pozorován vysoký nárůst doprovodné mikroflóry a minimum suspektních kolonií. K záchytu bakterií rodu Campylobacter nevedlo ani zvýšení objemu očkovaného vzorku na 100 ml a jeho zakoncentrování centrifugací. Jako vhodnější způsob vyočkování selektivně pomnožené kultury se pak jevilo využití roztěru L- hokejkou na povrch pevné půdy, místo klasické izolace čárkováním, které poskytlo pomalu rostoucím bakteriím rodu Campylobacter větší prostor k růstu. Při využití metody pasivní filtrace nebyl pozorován žádný nárůst kolonií. 
Staphylococcus aureus byl prokázán alespoň jedním zkoušeným postupem v 8 z 10 vyšetřovaných vzorků. Oba dva zkoušené postupy umožnily izolaci bakterie Staphylococcus aureus, nicméně postup se zařazeným pomnožovacím krokem poskytl pozitivní výsledek u 7 vzorků z 10 testovaných, zatímco roztěr L-hokejkou pouze u 4 vzorků. Časová náročnost obou používaných postupů byla téměř shodná. Metoda roztěru L-hokejkou poskytovala velmi dobře izolované kolonie, které bylo možné přímo přeočkovat na krevní agar. U metody se selektivním pomnožením pak bylo nutné pro získání čisté kultury provést opakované přeočkovaní. Navíc v několika případech nebyly po vyočkování selektivně pomnožené kultury přítomny žádné suspektní kolonie. Zatímco na selektivně-diagnostických půdách tvořil Staphylococcus aureus poměrně charakteristické kolonie, na krevním agaru docházelo k nárůstu velmi atypických nepigmentovaných a nehemolytických kolonií. U těchto atypických izolátů pak zcela selhávala biochemická identifikace. 
Závěr: Pro izolaci bakterií rodu Salmonella z odpadních vod je výhodnější využívat postup, který zahrnuje neselektivní i selektivní pomnožení. Při neselektivním pomnožení je ale nezbytné zachovat poměr mezi objemem vzorku a média 1:9. Izolaci bakterií rodu Yersinia z odpadních vod umožnily obě dvě používaná selektivní média. Navíc při alkalizaci pomnožené kultury lze dosáhnout vysoké selektivity průkazu. Využití tzv. studeného pomnožení při 4 °C pak nepřineslo v naší práci lepší výsledky a navíc je limitováno dlouhou kultivační dobou. Pro izolaci bakterií rodu Campylobacter se zdá být lepším pomnožováním médiem méně selektivní bujón dle Boltona. Je také vhodné vedle klasické izolace čárkováním využít i roztěr pomnožené kultury na pevné půdy L-hokejkou. Izolaci bakterie Staphylococcus aureus z odpadních vod umožnily obě dvě zkoušené metody, z nichž každá měla určité výhody i nevýhody a proto je vhodné obě metody používat současně. 
Poděkování: Tato práce vznikla za podpory Ministerstva školství, mládeže a tělovýchovy jako účelová podpora na specifický vysokoškolský výzkum (SGFChT 007/2019). 
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