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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva sledovanim mikrobiologické kvality vybranych studni¢nich
vod odebranych ptevazné ve vybranych lokalitich Zlinského kraje. V teoretické Casti je
pojednano o zékladnich fyzikalnich a chemickych vlastnostech vody, o tiloze vody v lidském
organismu, o druzich vody v prosttedi, o vybranych parametrech pitnych vod a moznostech
jejich stanoveni a o moznostech upravy a dezinfekce pitnych vod. V praktické Casti bylo
provedeno mikrobiologické stanoveni pfitomnych mikroorganismi a vysledky analyzy byly
porovnany s platnymi legislativnimi piedpisy pro pitnou vodu, déle byla provedena
charakterizace vybranych izolovanych mikroorganismt barvenim dle Grama, vybranymi

biochemickymi testy a metodou hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF.

Kli¢ova slova: pitna voda, indikatorové mikroorganizmy v pitnych vodach, biochemicka

identifikace mikroorganismi, MALDI-TOF

ABSTRACT

This bachelor’s thesis deals with monitoring the microbiological quality of selected well
waters collected mainly in selected localities of the Zlin Region. The theoretical part
discusses the basic physical and chemical properties of water, the role of water in the human
body, types of water in the environment, selected parameters of drinking water and the
possibilities of their determination, and the possibilities of treatment and disinfection of
drinking water. In the practical part, the microbiological determination of the
microorganisms present was carried out and the analysis results were compared with the
valid legislative regulations for drinking water, and the characterizaton of selected isolated
microorganisms was carried out using Gram staining, selected biochemical tests and the

mass spectrometry method MALDI-TOF.

Keywords: drinking water, indicator microorganisms in drinking water, biochemical

identification of microorganisms, MALDI-TOF
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UvVOoD

Voda je kolébkou, nositelkou a nevyhnutelnou podminkou zivota. Vznikla s nejveétsi
pravdépodobnosti pted 4,5 mld lety rozkladem hydrata pti ochlazovani zemské ktiry. Trvalo
stovky miliona let, nez se ve vodé praocednii vytvorily z anorganickych latek organické

a z latek organickych nejvyssi forma hmoty — Zivot.

Voda je na Zemi nejrozsifenéjsi latkou, kterd zaujima zhruba 3/4 jejiho povrchu. Diky
tomuto obrovskému mnozstvi vody se Zemi piezdiva modra planeta. Ptes 96 % veSkeré
vody je voda slana (mofe, ocedny) a pouze 4 % zaujima voda sladka. Zdroji sladké vody
jsou ledovce, voda podzemni a voda povrchova, kam fadime jezera, baziny, mocaly, feky,

potiicky a také umela lidska dila jako jsou rybniky, ptehrady a nadrze.

Pitnou vodu fadime k zdkladnim Zivotnim potfebam kazdého c¢lovéka a jeji odpovidajici
ptijem je podminkou pro spravné fungovani veskerych procest v lidském téle, a dokonce
prispiva i k duSevni pohodé. Paklize kvalita pitné vody neodpovidd hygienickym
pozadavkim, miiZze zplisobovat rizné zdravotni problémy. Riziko spojené s neodpovidajici
kvalitou nelze vyloucit u zddné vody, bez ohledu na to, zda jde o vodu z vefejného vodovodu

nebo studny, o vodu upravenou néjakym zafizenim nebo vodu balenou.
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I. TEORETICKA CAST
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1 VODA

1.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti vody

Molekula vody se sklada z atomu kysliku, ktery je polarni kovalentni vazbou vazan se dvéma

vodikovymi atomy. Uhel, ktery sviraji spojnice atomi, je piiblizné 105°. Jednotlivé

vvvvvv

Mrve

Za normalniho tlaku a teploty je voda bezbarva, ¢ird kapalina bez zapachu a chuti. V ptirodé
muzeme vodu nalézt ve tfech skupenstvich — vpevném (led), v kapalném (voda)

a v plynném (vodni para) (Pitter, 2015).

Voda ma vysokou teplotu tani (0 °C) a teplotu varu (100 °C). Maximalni hustoty dosahuje
voda pii 4 °C, coZ znamend, Ze hustota ledu je niz§i neZ hustota vody v kapalném stavu.

To je zptisobeno skutecnosti, ze v ledu jsou molekuly dale od sebe (Navratil a Rosina, 2019).

1.2 Uloha vody v organismu

Voda tvoii zhruba 60 % hmotnosti lidského téla. Diky svym fyzikalné-chemickym

vlastnostem se voda uplatiiuje zejména (Hrazdira, 1990; VeliSek a Hajslova, 2009):

e vtepelném hospodafeni organismu, kdy se podili na termoregulaci rozvadénim tepla

v téle a na vydeji tepla do okolniho prostiedi,
e jako transportni médium Zivin, produktli metabolismu a respiracnich plynt,

e jako rozpoustédlo nebo disperzni prostiedi umoznujici molekulové rozptyleni latek

v organismu,
e jako latka iCastnici se reakeci.

Pfi normalnim fungovani lidského organismu dochazi k neptetrzitym ztratam vody, kterou
je nutné nahrazovat vodou vznikajici oxidaci Zivin, jako jsou bilkoviny, sacharidy a lipidy.
Tato voda se da oznacit jako voda endogenni. MnoZstvi endogenni vody vSak neni
dostate¢né, proto organismus kompenzuje ztraty vody vodou obsaZenou v potravinach, a to
zejména v napojich, tedy vodou exogenni. Potraviny jsou povétSinou vyznamnym zdrojem
vody. Tato skute¢nost je nami Casto prehlizena a uvédomujeme si vétSinou jen vyznam pitné

vody a vody pfitomné v napojich (Hrazdira, 1990; Velisek a Hajslova, 2009).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

1.3 Druhy vod

Voda se rozdéluje podle né¢kolika raznych kritérii. Podle vyskytu v pfirodé délime vodu na
srazkovou (atmosférickou), povrchovou, podzemni a dal$i druhy vod, kam fadime napiiklad
minerdlni vody nebo dilni vody. Podle ucelu vodu délime na vodu pitnou, uzitkovou,
primyslovou (ur¢ena pro dopravu, chlazeni, ohfivani, CiSténi a rtizné vyroby), vodu

vyuzivanou v zeméd¢lstvi na zavlazovani a vodu odpadni (Kalavska a Holoubek, 1989).

1.3.1 Povrchova voda

Zakon €. 254/2001 Sb. definuje povrchové vody jako vody pfirozené se vyskytujici na
zemském povrchu. Tento charakter neztraceji, protékaji-li ptfechodné zakrytymi useky,

pfirozenymi dutinami pod zemskym povrchem nebo v nadzemnich vedenich (Cesko, 2001).

Povrchova voda je voda odtékajici nebo zadrzovand v pfirodnich a umélych nadrzich na
zemském povrchu. Vznika ze srdzek, z vytokli podzemni vody a ztajicich ledovcii

(Tolgyessy, 1989).

1.3.2 Podzemni voda

Podzemni vody jsou definovany jako vody pfirozené se vyskytujici pod povrchem zemé
v pdsmu nasyceni v pfimém styku s horninami a také vody, které protékaji podzemnimi

drendznimi systémy a vody ve studnich (Cesko, 2001).

Podzemni voda se hromadi pod povrchem zemé& v puklinach, porech a jinych dutinach
hornin. Voda je dopliiovdna vsakovanim srazkovych vod, a proto zavisi jeji kvalita
na pritomnosti znecistujicich latek na povrchu terénu (komposty, splasky, hnojisté, ropné
latky, skladky odpadi, uméla hnojiva atd.), jez se vsakuji spole¢né se srazkovymi vodami
do podzemni vody. Podzemni voda vSak byva kvalitné€j$i nez voda povrchova, nebot

horninové prostfedi ma pomérné velkou samocistici schopnost. Vhodné;jsi je jimat podzemni

vodu spiSe z vétSich hloubek, aby povrchové ovlivnéni bylo co nejmensi (Zelinka, 2003).

Studny

ee oy

udava, ze v Ceské republice je necelych 10 % obyvatel trvale zasobovano vodou
z domovnich nebo vefejnych studni. Mit vlastni studnu je vyhoda: voda je vzdy Cerstva
a nemusi se za ni platit. Ma to vSak 1 sva uskali. Pokud se o studnu nepecuje, nemusi byt

levnym zdrojem dobré vody, ale zdrojem zdravotniho rizika. ,,Zdravotni stav* studni v CR
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neni dobry: voda ve vice nez 75 % neodpovida nejméné jednomu ukazateli hygienickych

pozadavku (Kozisek, 2003).

V Ceské republice je pro navrhovani, vystavbu a provoz novych nebo rekonstruovanych
studni a jinych jimacich objekti prost¢ podzemni vody zavaznd technickd norma

CSN 75 5115 ,,Jimani podzemni vody* (Zelinka, 2013).

1.4 Pitna voda

Zékon ¢. 258/2000 Sb., O ochran¢ vefejného zdravi a o zmén¢ nekterych souvisejicich
zakoni charakterizuje pitnou vodu jako veskerou vodu v piivodnim stavu nebo po Uprave,
ktera je urcena k piti, vafeni, piiprave jidel a napojli, voda pouzivana v potravinarstvi, voda,
kterd je urcena k péci o télo, k ¢isténi predméti, které svym urcenim ptichdzeji do styku
s potravinami nebo lidskym télem, a k dal§im Gc¢eliim lidské spotieby, a to bez ohledu na jeji

pavod, skupenstvi a zptisob jejiho dodavani (Cesko, 2000).

Pitnd voda musi takové fyzikalné-chemické vlastnosti, které nepiedstavuji ohrozeni
vetejného zdravi. Pitna a tepld voda nesmi obsahovat mikroorganismy, parazity a latky
jakéhokoliv druhu v poctu nebo koncentraci, které by mohly ohrozit vefejné zdravi.
Ukazatele jakosti pitné vody a jejich hygienické limity jsou uvedeny ve vyhlasce ¢. 70/2018
Sb. (Cesko, 2018).

1.4.1 Vyroba pitné vody

Vyroba pitné vody se uskutectiuje riznymi technologickymi postupy v zavislosti na druhu
(voda povrchova, podzemni) a na kvalité zdroje vody (voda velmi Cista, Cista atd.). Nékteré
vodni zdroje pfimo vyhovuji pozadavkiim na pitnou vodu, jiné zdroje vyzaduji pouze
desinfekci, pfipadné odkyseleni, provzdu$néni (odstranéni oxidu uhligitého a kysliku). Cetné
zdroje vyzaduji slozitéjsi ipravy vody, mezi které patii napiiklad ¢ifeni, zvySeni koncentrace
vapenatych a hydrogenuhli¢itanovych iontii (mékké vody), snizeni koncentrace zeleznatych
a manganatych ionti (odzelezovani a odmanganovani), odstranéni amonnych iontd,
odstranéni tézkych kovu, radioaktivnich latek (radonu a nukleotidil) atd. Nékteré vodni
zdroje jsou témét nebo zcela nevhodné pro Upravu na pitnou vodu (Velisek a Hajslova,

2009).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

1.4.2 Pozadavky na jakost pitné vody

Pitna voda je nejprisnéji kontrolovanou pozivatinou. Pozadavky, které jsou pro ni stanoveny
zakonem ¢. 258/2000 Sb., o vetejném zdravi a provadéci vyhlaskou 70/2018 Sb., musi byt
dodrZeny od zdroje az po kohoutek v domacnosti. Tyto pozadavky jsou jednotné pro vodu
vodovodni i ze studni. Tepla voda, pokud jeji pfivod neni oddélen, musi byt také zhotovena

z pitné vody a musi tedy byt zdravotn& nezavadna (Cesko, 2004).

V pitné vod¢ se nachazi rozdilna mnozstvi anorganickych soli (pfislusnych ionti vzniklych
procesem disociace riznych soli), rozpusténych plynt (vzduch, resp. kyslik, a dalsi plyny)
a indikatord znecisténi, kam mohou patfit nékteré organické latky (napi. rozpustné slozky
humusu z ptidy, tzv. huminy nebo huminové latky), kontaminanty (napt. fenoly a ropné

latky), mozny pocet bakterii (VeliSek a Hajslova, 2009).
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2 VODA JAKO ZDROJ MIKROORGANISMU

Vroce 1854 zjistil anglicky lékat Jon Snow spojitost mezi tehdejsi epidemii cholery
v Londyné a pitnou vodou ze studny kontaminovanou splasky fekalniho ptivodu. Do této
doby se mikrobiologické rozbory vody v souvislosti se sledovanim jakosti pitné vody
neprovadély a az na zakladé zjisténého vztahu mezi ndkazou a mikrobiologickym rozborem
vody, byl vznesen pozadavek na pravidelné mikrobiologické kontroly vod urcenych

ke konzumaci (Rihova Ambrozova, 2004).

Koncepce indikacnich organisml, kterd se stala zdkladem pro vétSinu kritérii
mikrobiologické kvality vody a je pouzivana dodnes, byla definovana v roce 1892.
Tato koncepce spociva vtom, Ze patogenni organismy mnohdy nelze detekovat
jednoduchym zplsobem a bézné kultivace neni u nich doporu¢ovana. Byly tedy vyvinuty
metody na zjiSténi dalSich fekalnich organismu, které kdyz se ve vzorku nevyskytuji,
tak se tam s uréitou pravdépodobnosti nevyskytuji ani patogenni mikroorganismy (Rihové

Ambrozova, 2004).

2.1 Mikrobiologické vlastnosti studni¢ni vody

Bakterie vyskytujici se ve vodé mohou zpiisobit mnoho nemoci, jako je jiz zminéna cholera
nebo biisni tyfus, uplavice, rtiznd prijmova onemocnéni atd. Z tohoto diivodu je pravidelna

kontrola a péce o zdroj pitné vody velmi diilezitd (Cheremisinoft, c2002).

Kvalita pitné vody z vefejného vodovodu je pravidelné kontrolovana, ale o vlastni zdroj

musi lidé pecovat sami (Zelinka, 2013).

Podzemni voda je pfirozené prostfedi pro vyskyt velkého poctu mikroorganismi, které
mohou ovlivnit jeji kvalitu, pozitivné 1 negativné. Druhové zastoupeni a mnoZstvi téchto

mikroorganismi je proménlivé a zavislé na mnoha faktorech (Zelinka, 2013).

Mikrobiologicky rozbor vod je zalozen na sledovdni mikroorganismi, které poukazuji
na obecné a fekalni znecisténi. Jako indikatory fekalniho znecisténi se stanovuji koliformni
bakterie a enterokoky, coZ jsou bakterie Zijici ve stievnim traktu ¢lovéka a teplokrevnych
zivoc¢ichii. Pokud se ve vod¢ takové bakterie najdou, je voda podezield z kontaktu s vykaly
¢1 zbytky zivocichli a mize obsahovat také patogenni bakterie a viry, které nejcastéji pochazi

prave ze stievniho traktu (Kozisek, 2003).

Kromé téchto bakterii se provadi stanoveni celkového poctu tzv. psychrofilnich bakterii

a mezofilnich bakterii, coZ jsou indikatory obecného znecisténi (Pstross a Pstross, 1971).
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Psychrofilni bakterie jsou nesouroda skupina organotrofnich saprofytickych bakterii, které

se kultivuji pfi teplot& 20 °C (CSN 75 7842, 1999).

Mezofilni bakterie jsou, podobn¢ jako psychrofilni bakterie, nesourodd skupina
organotrofnich saprofytickych bakterii. Tyto bakterie jsou kultivovany pfi teploté 37 °C
(CSN 75 7841, 1999).

2.2 Indikatory fekalniho znecisténi vod

2.2.1 Koliformni bakterie

Koliformni bakterie jsou dulezitou skupinou ¢eledi Enterobacteriaceae, kdy tvoti asi 10 %
sttevni mikrobioty. Nejednd se tedy o taxonomickou jednotku. Tyto bakterie jsou
gramnegativni nesporulujici ty€inky, oxiddza negativni, fakultativné anaerobni, zpravidla
pohyblivé, fermentujici laktézu za tvorby plynu, kyselin, poptipadé aldehydu pti 35 £ 2 °C
béhem 24 nebo 48 hodin. Koliformni bakterie obecné patii do Ctyt rodd Enterobacteriaceae:
Citrobacter, Enterobacter, Escherichia a Klebsiella. Jsou schopné riist v pfitomnosti
zluc¢ovych soli a jinych povrchové aktivnich latek. Jejich reakce na cytochromoxiddzu je

negativni (Halkman a Halkman, 2014; Rihova AmbroZova, 2004).
Rod Escherichia

Bakterie rodu Escherichia jsou gramnegativni rovné tyCinky, které se vyskytuji jednotlivé
a ve dvojicich, nékteré izolaty z klinického materidlu jsou schopny tvofit pouzdra.
Jsou nepohyblivé nebo se pohybuji pomoci peritrichdlnich bic¢iki. Jedné se o fakultativné
anaerobni, chemoorganotrofni bakterie majici jak respiratorni, tak i fermentatorni typ
metabolismu. Jejich optimalni teplota rastu je 37 °C. Glukézu i jiné sacharidy zkvaSuji
s tvorbou plynu. Jsou oxiddza negativni, kataldza pozitivni, methyl Cerven pozitivni,
a vétSinou citrat negativni. Jednd se o normalni mikrobiotu v koncové ¢asti stievniho traktu

teplokrevnych Zivocichti (Sedlacek, 2007).

Nejvyznamnéj$im zastupcem rodu Escherichia a zaroven nejznaméjsim mikroorganismem
je Escherichia coli. E. coli slouzi jako dulezity modelovy organismus. Jde o podminéné
patogenniho mikroba, ktery je schopen zptisobovat i chorobné stavy. Ve stievech je to mozné
jen tehdy, mé-li kmen specificky faktor virulence a mimo sttevo je E. coli témét vzdy
patogenni. Krom¢ prijmovych onemocnéni patii E. coli mezi nejCastejsi ptivodce infekce

mocovych cest (Votava, 2003).
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Rod Citrobacter

Bakterie ptislusici do rodu Citrobacter jsou gramnegativni, maji tvar ty¢inek a jsou obvykle
pohyblivé  pomoci peritrichdlnich  bicikd. Jsou fakultativné anaerobni nebo
chemoorganotrofni a maji jak respiratorni, tak i fermentativni typ metabolismu. Jejich
optimalni rastova teplota je 37 °C. Fermentuji glukézu a dalsi sacharidy i s tvorbou plynu.
Jsou oxiddza negativni a kataldza pozitivni. Vyskytuji se ve stolici Cloveéka a zvirat,
pravdépodobné jako bézny obyvatel intestindlniho prostiedi. Jsou casto izolovany
z klinického materidlu jako oportunni patogeny a jsou také prokazany v pidé, vodé,
potravinach a odpadni vodé. Mezi nejvyznamnégj$i zastupce patii Citrobacter freundii

(Sedlacek, 2007).
Rod Enterobacter

Zastupci rodu Enterobacter jsou gramnegativni rovné tyCinky, pohybujici se vétSinou
pomoci peritrichalnich bi¢ikli. Jednd se o fakultativné anaerobni a chemoorganotrofni
bakterie, které maji respiratorni i fermentatorni typ metabolismu. Optimalni teplota jejich
rustu je 30 °C az 37 °C. Okyseluji glukdzu 1 jiné sacharidy. Jsou to Siroce rozsifené bakterie
vyskytujici se ve sladkych vodach, ptidé, odpadni vod¢, na rostlinach, zelening, ve vykalech
zvitat 1 lidské stolici. Ve vodé vyskytujici se zastupci tohoto jsou naptiklad Enterobacter

cloacae nebo Enterobacter aerogenes (Sedlacek, 2007).
Rod Klebsiella

Rod Klebsiella je blizky rodu Enterobacter, se kterym sdili fadu charakteristik. Je ale 1épe
pfizpisoben zivotu mimo stfevo. Zastupci tohoto rodu jsou gramnegativni rovné
nepohyblivé tycky, které se vyskytuji jednotlive, po dvou, nebo v kratkych fetizcich. Buiiky
maji pouzdro a jejich kolonie mohou mit muko6zni vzhled. Jsou fakultativné anaerobni
a chemoorganotrofni, maji respiratorni 1 fermentatorni typ metabolismu. Optimalni teplota
pro jejich rast je 37 °C a nerostou pti 10 °C. Jsou oxidaza negativni a kataldza pozitivni,
okyseluji fadu sacharidi. Nachazeji se ve stolici cloveéka, klinickém materialu (sliznice
savcl), pudé, vodé, na rostlindch. Jedna se o oportunné patogenni bakterie, které mohou
vyvolavat bakteriemii, pneumonii, infekce mocovych cest a jiné infekce ¢loveka, napt. jsou
ptuvodci nozokomidlnich infekci. Nejznaméjsim zastupcem je Klebsiella pneumoniae subsp.
pneumoniae, ktery obyva stievni trakt ¢loveka a zvitat a mize zpiisobovat infekce mocovych

a dychacich cest a mastitidy u zvitat (Sedlacek, 2007; Votava, 2003).
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2.2.2 Intestinalni enterokoky

Za intestinalni enterokoky jsou povazovany grampozitivni koky, vétSinou usporadané
do fetizkii s antigenovou skupinou D a negativni katalazou. Maji schopnost mnozit se
v rozmezi teplot 1045 °C, rostou 1 pii pomérné vysokych koncentracich soli (az 6,5 %
chloridu sodného) a pfi hodnoté pH 9,1. Jsou tolerantni az ke 40 % zluc¢i v prostiedi

(Baudisova, 2017).

Tyto enterokoky zahrnuji druhy dvou rodii: Enterococcus a Streptococcus, které se vyskytuji
ve stfevech, a tedy 1 vykalech lidi a mnoha zvitat. Nejcastéji ve vod¢ se vyskytujici druhy
rodu Enterococcus, které ukazuji na fekalni kontaminaci, jsou Enterococcus faecium,
E. faecalis, E. durans a E. hirae. Z rodu Streptococcus jsou to druhy Streptococcus bovis

a S. equinus (Horan, Mara, 2003).

Intestindlni enterokoky jsou vyznamnym indikatorem tzv. nedavného fekalniho znecisténi,
protoze se jedna o skupinu mikroorganismil, ktera je ve srovnani s koliformnimi bakteriemi
citlivejsi vaci vliviim vnéjsiho prostiedi a ve vode se pomnozuji jen ziidka. Na druhou stranu

jsou ale vice rezistentni vici chloru a dalsim desinfekénim prostiedkiim (BaudiSova, 2017).

Mimo to, ze stfevni enterokoky indikuji fekalni znecisténi, tak nékteré druhy patii mezi
tzv. potencialni patogeny, tedy mezi mikroorganismy, které mohou vyvolavat onemocnéni
lidi a zvifat. Proti takovym onemocnénim existuje urcitd ochrana a jsou lécitelna.
Enterokoky jsou zna¢né€ rezistentni vuci antibiotikim. Onemocnéni, kterda vyvolavaji,
postihuji nejéastéji mocovy systém, méné Casto zpusobuji bakteriémie a byly popsany i

ptipady endokarditidy (BaudiSova, 2017).

2.3 Indikatory obecného znecisténi

Za indikatory obecného zneciSténi vod Ize povazovat uméle vytvofenou skupinu
organotrofnich bakterii. Jednad se o bakterie, které se vyskytuji ve vodnim prostfedi bez
ohledu na to, zda jsou plivodem alochtonni (neptivodni) nebo autochtonni (ptivodni)
mikroflora. Jako zdroj energie, uhliku a dusiku vyuzivaji zasadné organické latky.
K nejcastéji se vyskytujicim bakteriim organicky znecisténych vod patii napt. druhy rodta
Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, Flavobacterium, déale se zde vyskytuji zastupci celedi
Enterobacteriaceae, Vibrionaceae a dalsi. Mohou se vyskytovat i1 zastupci rodu
Acinetobacter. Nezadouci uc€inky pomnozeni organotrofnich bakterii ve vodé jsou hlavné

zhorSené organoleptické vlastnosti vody (narast jejich poctu miize detekovat rast biofilmu
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a vytvareni produktd, které zhorSuji organoleptické vlastnosti vody) a poté také zvysené
riziko kazeni potravin vyrobenych z takové vody. Vyssi nartist organotrofnich bakterii miize
bakterie). ZvySeny pocet organotrofnich mikroorganismi signalizuje vétSinou znecisténi
vodniho zdroje z vnéj$iho prostiedi, a to bud’ pfimo buitkami mikroorganismi, nebo
organickymi latkami, na nichz se mohou tyto mikroorganismy pomnozit. Organotrofni
bakterie se stanovuji jako pocty kolonii mezofilnich a psychrofilnich bakterii a jejich
stanoveni slouzi k ekologickému posouzeni jakosti vod (BaudiSova, 2017; Rihova

Ambrozova, 2004).
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3 SLEDOVANE PARAMETRY A MOZNOSTI JEJICH STANOVENI

3.1 Koliformni bakterie

Koliformni bakterie je mozné stanovit podle normy CSN EN ISO 9308-1. Tato norma je
urcena pro stanoveni Escherichia coli a koliformnich bakterii metodou membranovych filtra
pro vody s nizkym obsahem doprovodné mikrobioty. Metoda je zaloZena na membranové
filtraci a nasledné kultivaci filtri na chromogennim médiu. Tato metoda neni vhodna pro
povrchové vody a vody z mélkych studni, kvili nizké selektivité diferencidlniho média
a s tim spojenym moznym vét§sim vyskytem doprovodné mikrobioty, kterd by mohla narusit
spolehlivé stanoveni E. coli a koliformnich bakterii. Principem metody je filtrace 100 ml
vzorku vody pies membranovy filtr o porozité 0,45 pm. Po filtraci se filtr pfenese na dané
médium. Filtr se na daném médiu inkubuje po dobu 24 hodin pii teploté 36 °C (CSN EN
ISO 9308-1, 2015).

Pro izolaci a stanoveni poctu koliformnich bakterii ve vod¢ metodou membranové filtrace
bylo vybrano kultiva¢ni médium Tergitol 7 Agar Base, Modified. SloZeni ptipravku
odpovidd pozadavkim CSN EN ISO 9308-1. V piibalové informaci piipravku od
spole¢nosti HiMedia bylo uvedeno, ze pridavek roztoku trifenyltetrazoliumchloridu (TTC)
¢ini médium selektivnim. Tergitol-7 (heptadecylsulfat sodny) inhibuje grampozitivni
organismy a zpomaluje rast rodu Proteus, coz umoziuje lepsi rist koliformnim bakteriim.
Fermentace laktdézy se projevuje zménou barvy indikatoru pH bromthymolové modfi.
TTC je rychle redukovan vétSinou koliformnich bakterii, krom& Escherichia coli
a Klebsiella aerogenes, za vzniku formazanu, ¢ervené zbarveného nerozpustného komplexu,
&imz vznikaji Gervené zbarvené kolonie, coz umoznuje jejich snadnou diferenciaci. Zluté

kolonie jsou identifikovany jako fekalni koliformni bakterie (anonym, 2015).

3.2 Intestinalni enterokoky

Stfevni enterokoky se stanovuji vyluéné pomoci membranové filtrace na kultivacnim médiu
podle Slanetze a Bartleyové (SB). Stanoveni probiha podle CSN EN ISO 7899-2. Metoda je
zaloZena na membranové filtraci na filtrech o porozité 0,45 pm a nasledné kultivaci na
SB médiu po dobu 48 hodin pii teploté 36 °C (CSN EN ISO 7899-2, 2001). SB je vysoce
selektivni médium s azidem sodnym a TTC. Azid sodny inhibuje gramnegativni organismy.
Trifenyltetrazoliumchlorid (TTC) se redukuje na nerozpustny formazan uvnitt bakterialni

buiiky a vytvaii se tak tmavé cervené kolonie (BaudiSova, 2017; Rice, c2012).
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3.3 Organotrofni mikroorganismy

Organotrofni mikroorganismy se stanovuji jako pocty kolonii narostenych pii 22 °C, resp.
36 °C. Stanoveni je provadéno dle normy CSN EN ISO 6222 Jakost vod — Stanoveni
kultivovatelnych mikroorganismit — Stanoveni poc¢tu kolonii oc¢kovanim do Zzivného
agarového kultivaéniho média. Podstata zkousky spoc¢iva v tom, ze je odméfeny objem
vzorku (obvykle 1 ml) dokonale promichdn s roztopenym zivnym kultivacnim médiem
v Petriho misce. Jedna sada misek se nésledn¢ kultivuje pii 22 °C a druhd pii 36 °C. Jako
kultivaéni médium je v tomto piipadé pouzit agar s kvasni¢nym extraktem (CSN EN ISO

6222, 1999).

Dal$im zplsobem, jakym Ize stanovit organotrofni mikroorganismy, je stanoveni
psychrofilnich a mezofilnich bakterii. Toto stanoveni probiha podle norem CSN 75 7841
(mezofilni bakterie) a CSN 75 7842 (psychrofilni bakterie). Do sterilnich Petriho misek
je napipetovan vzorek vody (u pitnych vod se o¢kuje 1 ml) a nésledn¢ zalit roztopenym
kultiva¢nim médiem. Smés se diikladné promicha krouzivym pohybem a necha se kultivovat
pii 20 °C (psychrofilni), resp. 37 °C (mezofilni). Jako kultivatni médium je pouzit
masopeptonovy agar (MPA) ¢.2 (BaudiSova, 2017).

Tabulka 1 Mikrobiologické ukazatele pitné vody a jejich hygienické limity (Cesko, 2018)

Ukazatel Jednotka Limit Typ limitu
Koliformni bakterie KTJ/100 ml 0 MH
Intestinalni enterokoky KTJ/100 ml 0 NMH
Pocet kolonii pti 22 °C KTJ/1 ml 500* DH
Pocet kolonii pti 36 °C KTJ/1 ml 100* DH

MH — mezni hodnota, NMH — nejvys$si mezni hodnota, DH — doporu¢end hodnota podle § 3

odst. 1 zdkona zakona €. 258/2000 Sb., o ochrané vefejného zdravi

*limit plati pro vodu z malych nedezinfikovanych zdroji, produkujicich méné nez 5 m?

za den
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3.4 Identifikace mikroorganismu

Cilem mikrobiologického vysetiovani vod je zjisténi pfitomnosti mikroorganismu a jejich
zafazeni do taxonomickych skupin. K identifikaci se pouziva celd tada rtiznych metod

(Ambrozova, 2004).

3.4.1 Barveni dle Grama

vvvvvv

metodu vyvinul v roce 1884 dansky védec Hans Christian Gram. Toto barveni umoznuje
rozli$it bakterie na grampozitivni (G+) a gramnegativni (G-) na zdklad¢ rozdilného
usporadani bunécné stény, a tudiz i rozdilné reakce na barveni komplexem krystalové violeti,

jodem a safraninovym kontrastnim barvivem (Coico, 2006).

Bunécna sténa grampozitivnich bakterii je pomérné silné (asi 20 nm) a obsahuje dv¢ hlavni
slozky — tlustou vrstvu peptidoglykanu a fetézce teikovych kyselin. Teikové kyseliny
se nachazi pouze u grampozitivnich bun¢k a tvoii hlavni antigen na bunééném povrchu.
Krom¢ téchto dvou hlavnich slozek obsahuje grampozitivni st€éna pouze malo jinych
molekul. Nekteré z nich jsou polysacharidy, jako naptiklad specifické antigeny streptokokii;
jiné jsou proteiny. S vyjimkou nékterych bakterii, jako jsou napiiklad mykobakterie,

neobsahuje buné¢na sténa grampozitivnich bakterii lipidy (Ryan a Ray, 2004).

Druhy typ bunécné stény nachézejici se u bakterii je gramnegativni sténa. S vyjimkou
pfitomnosti peptidoglykanu, existuje jen malé chemicka podobnost se sténou grampozitivni
a stavba je zdsadn¢ odliSna. Vrstva peptidoglykanu je mnohem tenci a nad ni se nachazi
vnéjs$i membrana tvorena dvojvrstvou fosfolipidl. Na povrchu vnéj$i membrany se nachézi
lipopolysacharidy, které tvoifi hlavni povrchovy antigen gramnegativnich bunék.
Mezi vrstvou peptidoglykanu a vnéj$i membranou se nachazi periplasmaticky prostor a tyto
dve vrstvy jsou spojeny lipoproteiny. Vyznamné jsou proteiny, které se nazyvaji poriny, ty
pronikaji ptes vné&j§i membranu az k peptidoglykanu a vytvareji pory, které umoziuji prinik
malym hydrofilnim molekuldm pfes vnéj§i membranu az k cytoplasmatické membrané

(Ryan a Ray, 2004).

Grampozitivni mikroorganismy maji relativné silnou bunéCnou sténu a pii barveni
krystalovou violeti se barvivo dostdva do bunck a tvoii s Lugolovym roztokem komplex,
ktery je v buiice zadrzen, nevymyvé se pouzitim alkoholu a po pouziti druhého barviva

zUstavaji bakterie zbarveny fialové. U gramnegativnich bakterii postupy barveni poSkozuji
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bunéény povrch, coz vede ke ztrat¢ komplexd barviv pii vymyvani alkoholem a po
nasledném dobarveni se bakterie zbarvi do riizova (Popescu a Doyle, 2009; Bunkova

a Dolezalova, 2007).

3.4.2 Biochemickeé testy

Metody biochemickych testli vyuzivaji fyziologickych vlastnosti mikroorganismi, jako jsou
naptiklad schopnost zkvaSovat rizné sacharidy, schopnost vyuzivani riznych substratt jako
zdroji uhliku, hydrolyza nékterych substrati, aktivita enzymd, citlivost ke Zzluci

a deoxycholatu, produkce specifickych metaboliti apod (Kopecka a Rotkova, 2016).
KOH test

Tento test se pouziva k rychlému rozliSeni grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. Je
zalozen, stejn¢ jako barveni dle Grama, na rozdilném slozeni bunécné stény. V reakci
s 2% hydroxidem draselnym dojde u G- bakterii k naruSeni tenké peptidoglykanové vrstvy
a vytvofeni tdhnouci se viskdzni hmoty. U G+ bakterii se hmota netvoii kvuli silné vrstvé

peptidoglykanu, kterd je odolna vii¢i hydroxidu (Kopeckd a Rotkova, 2016).
Kataldzovy test

Nékteré bakterie maji schopnost redukovat kyslik na peroxid vodiku, ktery je pro buiky
toxicky. Ochrannym mechanismem, ktery sniZzuje mozné poskozeni, je rozklad peroxidu
vodiku na vodu a kyslik. Tento mechanismus je katalyzovan enzymem kataldzou. Pfitomnost
tohoto enzymu je moZzné stanovit jednoduchym kataldzovym testem, kdy se k bakterialni
suspenzi piidd peroxid vodiku a pozoruje se tvorba bublinek kysliku. Pozitivni jsou
napfiiklad bakterie rodt Staphylococcus nebo Corynebacterium, negativni jsou bakterie rodli
Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus nebo Clostridium, ptipadné novych

rodit odvozenych od vySe uvedenych (Harrigan, 1998).
Oxidazovy test (OXI test)

Jednd se o test pro zjiSténi pfitomnosti enzymu cytochromoxidazy. Tento enzym je
detekovan barevnou reakci N,N-dimethyl-1,4-fenylendiaminu s a-naftolem za vzniku
indolfenolové modii. Test je uzitecny pro odlisSeni rodu Pseudomonas od jinych

gramnegativnich ty¢inek (Harrigan, 1998).
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3.43 MALDITOF

K identifikaci mikroorganismii je mozné pouzit metodu hmotnostni spektrometrie
s laserovou desorpci a ionizaci za UcCasti matrice s pruletovym analyzatorem (Matrix
Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight mass spectrometry — MALDI-TOF
MS).
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4 MOZNOSTI UPRAVY VODY

Nezavadna pitna voda je zakladem zdravého Zivota, a proto bychom méli vénovat potiebnou
pozornost ochrané nasi studny. Vrtané i kopané studny pro pitné ucely je tfeba ochranovat
pfed zneciSténim z povrchu. Kvalita podzemni vody mize byt zhorSena unikem
nejruznéjsich Skodlivych latek v Sirokém okoli studny, klidn€ i ze vzdéalenosti desitek
¢i stovek metrti. Mozné riziko predstavuji v okoli studny nejriiznéjsi primyslové provozy,
kde pracuji se zadvadnymi latkami (ropné produkty, rozpoustédla atd.), nebo pole a
zemédelska ptuda, kde se pouzivaji hnojiva. Podobny vliv mohou vS$ak mit i mala domaci
hospodaistvi, hnojisté, septiky, uniky odpadnich vod z kanalizaci nebo skladky odpadii
v blizkosti (Zelinka, 2013; Herzan, 2008).

Studna individualniho zdsobovani vodou (studna urfend pro zdsobovani naptiklad
jednotlivych domécnosti) musi byt situovana tam, kde neni zdroj mozného znecisténi nebo
ohrozeni kvality vody ve studni. Nejmensi vzdalenosti studen od zdrojii mozného znecisténi
jsou stanoveny podle druhu mozného znecisténi pro rizné propustnd prostredi a tyto hodnoty
jsou uvedeny ve vyhlaSce ¢. 501/2006 Sb., o obecnych poZadavcich na vyuZzivani Gzemi

(Cesko, 2006.).

Jak uz bylo zminéno, tak o vlastni zdroj (studnu) se musi starat kazdy majitel sam, na rozdil
od vetejnych vodovodd, u kterych je kvalita vody pravideln¢ kontrolovana. Voda ve studni
muze obsahovat celou fadu zdravi ohrozujicich latek nebo latek zhorSujicich jeji
organoleptické vlastnosti nebo zplisobujicich usazeniny a zabarveni. Z tohoto diivodu je
doporuc¢ovano minimalné jednou ro¢n¢ provadét kontrolu jakosti vody. K bézné kontrole se
doporucuje informativni chemicko-bakteriologicky rozbor pro individualni zasobovani
minimalné v rozsahu zjisténi pH, obsahu dusi¢nanti, dusitanti, amonnych iontt, chloridu,
sirantl, enterokokd, koliformnich bakterii a poctii kolonii pti 22 °C a pti 36 °C. Pfi piekroceni

bakteriologickych limitlh mtize pomoci desinfekce vodniho zdroje (Zelinka, 2013).

Prvni upravy vody lze datovat do dob, kdy lidé zacali pouzivat nddoby na vodu vyrobené ze
stiibra ¢1 mé&di. Zjistili totiZ, Ze voda v téchto nadobach se nekazi tak rychle. Tyto materidly
maji schopnost zabranit nadmérnému mnoZeni mikroorganismi, ¢emuz se odborné fika
oligodynamie. Této vlastnosti stiibra vyuzivame dodnes. Prostfedek Sagen obsahuje asi
0,8 % stiibra a pouziva se jako dlouhodobd desinfekce studni¢ni vody pii pouziti jednou az
dvakrat za rok v mnozstvi 10 g ptipravku na 1 m* vody. Doba expozice je minimalng 2 az

3 dny (Zelinka a Formanek, 2005; Michek a Datickova, 2007).
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V dnesni dobé jsou pro desinfekci vody castéji pouzivané chlorové slouceniny. Nejvice
pouzivany je kapalny ptipravek SAVO, ktery je bézn¢ dostupny. Jeho ucinnou slozkou je
chlornan sodny v koncentraci 40 az 45 g Cl na litr vyrobku. Na obalu vyrobku je uvedeno
od vyrobce, ze pii desinfekci pitné vody ve studnach je davkovani 90 ml Sava Original na
kazdy 1 m® pitné vody a po tficeti minutach je voda vydesinfikovana a zaroven dochézi

k rozlozeni uc¢inné latky (Michek a Datickova, 2007).

Po provedeném oSetieni (piipravkem Sagen, SAVO atd.) je doporuovano alesponi 24 hodin
zdroj necerpat a po 1 tydnu az 1 mésici zopakovat bakteriologicky rozbor. Pokud i po tomto
rozboru budou hodnoty nadlimitni, je nutno identifikovat zdroj znecisténi a odstranit jej.
Pokud se ani toto nepovede, je tfeba provadét opakovanou desinfekei v zavislosti na rozsahu

infek¢niho ptitoku (Zelinka 2013).

Dal$im moznym feSenim je kontinudlni (trvald) desinfekce, jejiz instalaci je nutné svéfit
odborné firmé. Trvalou desinfekci je mozné zajistit bud’ chemicky nebo fyzikalné. Pro
fyzikélni desinfekci se pouziva UV zafeni nebo mechanické (keramickéd ¢i membranova)
separace realizovana mikrofiltraci pfes pfepazky s pory 0,2 — 0,5 um. Pro chemickou
kontinudlni desinfekci lze vyuzit naptiklad chlornan sodny. (Kozisek, 2003; Michek
a Darickova, 2007).

Bakteriologické zneciSténi je mozné odstranit 1 pomoci varu, a to nejméné po dobu péti

minut (Zelinka 2013).
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILE PRACE

e Provedeni mikrobiologického stanoveni vybranych indikatorovych skupin
mikroorganismit  (koliformni  bakterie, intestindlni enterokoky, mezofilni

a psychrofilni bakterie) u 14 vzorkl studni¢ni vody ze 13 riznych studen,
e porovnani vysledkil analyzy s limity pro pitnou vodu uvedenymi v platné legislative,

e identifikace vybranych izolovanych mikroorganismd.
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6 MATERIALA METODY

6.1 Vzorky vody a jejich odbérova mista

Praktickd ¢ast byla zaméfena na mikrobiologicky rozbor 14 vzorkii vody (Tabulka 2,

Obrazek 1). Z vétsi Casti se jednalo o vzorky pochdzejici ze studni ve Zliné a jeho okoli.

Tabulka 2 Testované vzorky a mista jejich odbéru

vvvvv

Vzorek €. Lokalita Datum odbéru
1 Zbozensko 1.7.2021
2 Zbozensko 20.2.2022
3 Hvozdna 20.2.2022
4 Hvozdna 20.2.2022
5 Nedachlebice 20.2.2022
6 Zbozensko 14.3.2022
7 Zeranovice 14.3.2022
8 Slusovice 14.3.2022
9 Vickova 3.4.2022
10 Velké Mezifici 6.4.2022
11 Prlov 21.2.2023
12 Prlov 21.2.2023
13 Leskovec 21.2.2023
14 Malenovice 21.2.2023
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Cesko

Obrazek 1 Geografické zobrazeni odbérovych mist (vytvofeno pomoci Google My Maps)

Vzorek 1 a2

Prvni odbérové misto se nachazi v mistni ¢asti Zlina — Mladcové zvané ZboZensko. Tato
studna je situovana na zahrad¢ rodinného domu a je vyuzivana k pitnym tceliim. Jedna se
o studnu s ¢erpadlem a rozvodem vody ukonéenym kohoutkem. Studna byla vyvrtana v roce
2000, je hlubokd 23 m a 14 cm Sirokd V okoli do 0,5 km se nachazi skladka odpada

Suchy dil. Dale se v blizkém okoli nachazi zeméd¢lska piida a statek s konmi.

Odbér na tomto misté probihal ve dvou ¢asovych obdobich, aby mohl byt porovnan vliv

teplotnich podminek na ptitomnost nezadoucich mikroorganismi.
Vzorek 3

Studna se nachézi v obci Hvozdna v ulici Nivka na zahradé rodinného domu. Obec Hvozdna
se nachazi v okrese Zlin ve Zlinském kraji. Byla vyvrtana v roce 2010, je 15 m hluboka
a 12 cm Sirokd. Uvnitf se nachdzi kovovoplastova vlozka. Jedné se o studnu s ¢erpadlem
arozvodem vody ukoncenym kohoutkem a slouZi jako zdroj pitné vody. V blizkém okoli se

nachazi les a louka.
Vzorek 4

Odbérove misto je situovano v lese nedaleko obce Hvozdnd. Studna byla vykopéana v roce
1956 a je 35 m hlubokd a vyztuzena pomoci skruzi. Jednid se o zdroj uzitkové vody

(napf. pro zavlazovani zahrady). Voda je vedena samospadem.
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Vzorek 5

Vzorek ¢islo 5 byl odebran ze studny v obci Nedachlebice v okrese Uherské Hradisté ve
Zlinském kraji. Studna byla vykopana na pocatku 20. stoleti aje vyztuzena skruzemi.
Hluboka je zhruba 20 m. Pavodné byla studna v okoli pole, kde se dnes nachazi zastavéna

oblast.
Vzorek 6

Studna je situovana podobné jako studna pouzita pro odbér vzorku 1 a 2 na ZboZensku. Jedna
se o studnu vyuzivanou k pitnym ucelim a voda je vedena pomoci Cerpadla a rozvodem
vody ukonc¢enym kohoutkem. Byla vyvrtana v roce 1998 je hlubokéa 22 m a Siroka 14 cm.
Jak jiz bylo zminéno, tak se v okoli mistni ¢asti Zbozensko nachazi sklddka odpadd Suchy

dal, zemédelska piida a statek s konimi.
Vzorek 7

Studna se nachazi v obci Zeranovice v okrese Krométiz ve Zlinském kraji. Je stard 48 let
a jedna se o studnu kopanou a vyztuzenou pomoci skruzi. Je hluboka 12 m a je situovana

na kopci.
Vzorek 8

Studna pro odbér vzorku ¢islo 8 se nachdzi ve mésté SluSovice v okrese Zlin ve Zlinském
kraji. Je umisténa na zahrad€ rodinného domu a byla vyvrtana mezi lety 1960 az 1970
do hloubky 12 m. Studna je vyztuzena pomoci dvou skruzi. V okoli studny se nachézi

zastavénd oblast. Voda z této studny je vyuZivana k zavlaze zahrady.
Vzorek 9

Odbéroveé misto se nachazi v obci VIckova v okrese Zlin ve Zlinském kraji na zahradé
rodinného domu. Studna byla vykopana mezi roky 1973-1975 do hloubky zhruba 9 m
a vyztuzena skruzemi. V 80. letech (cca po 10-12 letech) byla vlivem nedostatku vody
prohloubena o asi 3 metry (uz bez betonové vyztuze). Jedna se o studnu s Cerpadlem
a rozvodem vody ukoncenym kohoutkem a slouZi jako zdroj pitné vody. V blizkém okoli se
nachazi mirné zastavéna oblast (n€kolik malo rodinnych domtl) a zemédélska a/nebo

lesnicka puda.
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Vzorek 10

Studna pro odbér vzorku &islo 10 se nachazi ve Velkém Meziiiéi v okrese Zd’ar nad Sazavou
v Kraji Vysocina. Studna byla vykopana v polovin¢ 20. stoleti a je vyztuzena skruzemi.
Hluboka je zhruba 20 m. Pivodné byla v okoli studny zeméd¢€lska oblast, dnes se zde nachazi

pfevazné zastavéna oblast.
Vzorek 11

Odbérové misto je situovano v obci Prlov v okrese Vsetin ve Zlinském kraji. Jedna se
o vrtanou studnu lokalizovanou na dvorku rodinného domu. Studna byla vyvrtana v roce
2000 do hloubky 6,5 m. V blizkém okoli se nachazi tfi podzemni septiky, silni¢ni
komunikace a nedaleko protékd potok. Studna je vyuzivana denné jako zdroj pitné vody.

Zhruba pil roku pted odbérem bylo provedeno ¢isténi pomoci Sava.
Vzorek 12

V obci Prlov je situovana i studna pro odbér vzorku ¢islo 12. Jedna se o kopanou studnu ve
vlhkém sklepé pod chatou umisténou pod svahem osdzeném ovocnymi stromy. Studna byla
vykopana v roce 2017 do hloubky 4 m, je vyztuZzena pomoci skruzi a jeji dno je vysypéano
jemnou kamennou drti. V blizkosti se nachazi rodinny diim, ktery ma zabudovanou jimku.
Déle je v blizkosti pole, které¢ diive slouZilo jako zeméd¢€lska pida. Vedle chaty se zdrojem
vody je umisténa hromada kompostu a v okoli také protékd potok. Zdroj je vyuzivan

k pitnym ucelim pouze sezong.
Vzorek 13

Studna pro odbér vzorku cCislo 13 se nachazi v obci Leskovec v okrese Vsetin ve Zlinském
kraji. Jedna se o studnu ve sklepé rodinného domu vykopanou v roce 1984 do hloubky asi
6 m, kteréd je vyztuzena pomoci skruzi. V blizkém okoli se nachazi pole, které diive bylo
vyuzivano jako pastvina pro dobytek, ale dnes se jiz jedna o zastavénou oblast
novostavbami. V okoli je silnice, nepouZzivany septik. Diive se v blizkosti nachédzela ¢erna

skladka. Studna je jako zdroj pitné vody vyuzivana denng¢.
Vzorek 14

Studna se nachézi na zahrad€ rodinného domu v Malenovicich, coZ je méstska ¢ast Zlina.
Studna je kopana a vyztuzena pomoci 9 skruzi. Vykopéana byla v roce 1936, je Siroka 1,2 m

a hluboké 7 m. V bezprostiedni blizkosti studny je zastavba rodinnych domt a louka.
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6.2 Priprava a odbér vzorki

Pii odbéru vzorkll bylo postupovano v souladu s platnymi predpisy CSN EN ISO 19458
Jakost vod — Odbér vzorki pro mikrobiologickou analyzu. Odbér vzorki z riznych vodnich

Gitvarti je popsan v piislusnych &astech CSN ISO 5667-1 az 5667-18.

Vzorky vod se odebiraly do sterilnich sklenénych vzorkovnic o objemu 500 ml. Pted
samotnym odbérem vzorku vody byl kohoutek ocistén (napt. dezinfekénim prostredkem).
Poté byla studena voda ponechana odtékat ustadlenym proudem asi 5 minut. Sterilni
vzorkovnice byla oteviena tésné pfed samotnym odbérem. Vzorkovnice byla naplnéna

vodou a uzaviena. Vzorek byl ulozen do chladni¢ky a co nejdiive testovan.

6.3 Zivné pidy a chemikalie
Sterilni H>O

Absolutni etanol

Krystalova violet’

Lugolav roztok

Denaturovany etanol nebo aceton
Karbolfuchsin nebo safranin

Benzin

Imerzni olej

H>O»

KOH
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Plate Count Agar (PCA) — slozeni (g/1)

Ezymaticky hydrolyzat kaseinu 5,00
Kvasni¢ny extrakt 2,50
Glukosa 1,00
Agar 15,00

Konec¢né pH (pti 25°C) 7,2 £ 0,2
Priprava:

Do 1000 ml destilované vody v reagen¢ni lahvi bylo navazeno 23,5 g pripravku. Obsah lahve
byl diikladn€ protfepan a nasledné autokldvovan pii 121 °C po dobu 15 minut. Lahev byla
ochlazena na 45-50 °C obsah lahve byl nalit do Petriho misek.

Modified Tergitol 7 Agar Base — sloZeni (g/1)

Masovy pepton 10,00
Kvasni¢ny extrakt 6,00
Masovy extrakt 5,00
Laktosa 20,00
Tergitol 7 0,10
Bromthymolovéa modf 0,05
Agar 16,00

Konec¢né pH (pii 25°C) 7,2 £ 0,2

Priprava:

Do cisté reagencni lahve bylo navdzeno 57,15 g ptipravku do 1000 ml destilované vody.
Obsah lahve byl protiepan a zahtivan do uplného rozpusténi. Po rozpusténi probéhla
sterilizace v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut. Lahev byla ochlazena na 45-50 °C

a k obsahu bylo pfidano 2,5 ml 1% roztoku 2,3,5-trifenyltetrazolium chloridu (FD 057 TTC
Solution 1%). Obsah lahve byl ditkladn€ promichan a nalit do Petriho misek.
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Slanetz and Bartley Medium (SB) — slozeni (g/1)

Tryptosa 20,00
Kvasni¢ny extrakt 5,00
Dextrosa 2,00
Hydrogenfosfore¢nan (di)sodny 4,00
Azid sodny 0,40
Trifenyltetrazolium chlorid 0,10
Agar 15,00

Konec¢né pH (pii 25°C) 7,2 £ 0,2

Priprava:

Bylo navazeno 46,5 g piipravku do reagenc¢ni lahve a pfidano 1000 ml destilované vody.

Ptfi Cetném promichavani byl obsah lahve opatrné zahfivan do tuplného rozpusténi

— neautoklavovano. Po rozpusténi byla ldhev ihned ochlazena ve vodni 14zni na 45-50 °C.

Obsah lahve byl nalit do Petriho misek.

6.4 Pristroje a pomiicky

Sterilni z&sobni lahve

Viéhy

Autoklav

Bio II Advance Biohazard Box

Sterilni ockovaci klicky

Sterilni ockovaci hokejky

Termostat nastaveny na teplotu 37°C a 20 °C
Petriho misky

Membranové filtry — velikost pora 0,45 pm, pramér 47 mm
Mikroskop s imerzi

Podlozni sklicka
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Kapatko
Mikrozkumavky Eppendorf

OXTtest

6.5 Kultivacni stanoveni poctu vybranych indikatorovych ukazateli
U vsech vzorki byly stanovovany nasledujici indikatorové skupiny mikroorganismu:
e koliformni bakterie
e enterokoky
e mezofilni bakterie

e psychrofilni bakterie

Oc¢kovani a kultivace

Vzorky ze sterilnich vzorkovnic byly naockovany za pomoci automatickych mikropipet.
Na Petriho misky s ptisluSnou piidou byl nanesen 1 ml vzorku vody a asepticky rozetien
pomoci ockovaci hokejky. V ptipadé koliformnich bakterii (stanoveni na padé Tergitol)
a enterokokd (stanoveni na pid¢ Slanetz-Bartley) byla dle vyhlasky ¢. 70/2018 Sb.
provedena technika membranové filtrace 100 ml vzorku vody (Obrazek 2). Filtry byly
nasledné kultivovany na pfisluSnych Zivnych pidach. Po zaockovani byly Petriho misky
kultivovany za danych podminek, které jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 3), kde jsou

uvedeny i pouzité zivné pidy pro jednotlivé mikroorganismy.

Tabulka 3 Kultivaéni podminky sledovanych indikatorovych skupin mikroorganismi

Pouzita Teplota Doba kultivace
Mikroorganismy ) Pouzitd metoda
zivna puda | kultivace [°C] | [hodiny]

Mezofilni bakterie PCA 37 24 pfimo 1 ml
Psychrofilni bakterie | PCA 20 48 piimo 1 ml
Koliformni bakterie | Tergitol 37 24 filtr 100 ml

Enterokoky SB 37 48 filtr 100 ml
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Obrazek 2 Aparatura pro membranovou filtraci (archiv autorky)

Stanoveni poctu mikroorganismii

Po skonceni inkubace za stanovenych podminek byly spocitany kolonie narostené na Petriho
miskach, a to vSechny kolonie nebo pouze kolonie s charakteristickou morfologii, které
ukazuji charakteristické reakce se slozkami plidy (presumptivni kolonie). Z poctu kolonii
mikroorganismi narostlych na miskach byl vypocitan pocet mikroorganismli pfitomnych
ve vzorku jako CFU nebo KTJ (kolonie tvofici jednotka) v 1 ml vzorku vody nebo CFU

(KTJ) ve 100 ml vzorku pfi pouziti membranové filtrace.

6.6 Identifikace izolovanych kultur

Po stanovené dob¢ kultivace byly na Zivnych piidach u vyrostenych bakterialnich kolonii
charakterizovany makroskopické morfologické znaky, které jsou pozorovatelné pouhym

okem. Mezi tyto znaky patii naptiklad barva, velikost, tvar, profil a okraj kolonii.

Pfi stanoveni poctu mikroorganismii byly pro vypocet zohlednény pouze kolonie
s charakteristickou morfologii pro sledovany parametr. Pro identifikaci byly izolovany
vSechny typy kolonii narostenych na danych ptdach (tj. i ty, které nemaji typickou

morfologii).

Jednotlivé bakterialni kolonie byly pomoci kiiZového roztéru pieneseny na univerzalni

zivnou pudu (PCA) a kultivovany za stejnych podminek jako ptivodni vzorky.
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U izolovanych kultur bakterii byla provedena identifikace nasledujicimi metodami:
e Gramovo barveni

e Zékladni biochemické testy (KOH test, oxiddzovy test a test pro ditkaz produkce
katalazy)

e MALDITOF

6.6.1 Gramovo barveni

Prvnim krokem barveni dle Grama je fixace preparatu. Fixaci buiiky ptilnou ke sklicku
a nesplachnou se pusobenim barviva nebo alkoholu a Iépe barvivo pifijmou. Na Cisté
a odmasténé (otfené etanolem) podlozni sklicko byla nanesena kapka destilované vody,
do které byla pomoci sterilni o¢kovaci klicky pfeneseno malé mnozstvi sledované kultury.
Suspenze byla rozetiena po sklicku. Samotna fixace probéhla az byl natér suchy, aby nedoslo
k uvateni bun¢k. Podlozni skli¢ko s natérem bylo tfikrat protazeno nesvitivou ¢asti plamene.

Po fixaci preparatu probéhlo samotné Gramovo barveni podle postupu:

1) Na preparat byl nanesen roztok krystalové violeti a byl ponechan 60 sekund pusobit.

Barva byla slita a preparat byl oplachnut vodou.

2) Preparat byl pievrstven Lugolovym roztokem. Po 30 sekundach plisobeni byl roztok

slit a preparat byl oplachnut vodou.

3) Nasledovalo odbarvovani pomoci etanolu ¢i acetonu. RozpousStédlo se nechalo
pusobit, dokud z preparatu odtékala barva. Preparat byl nasledné opét oplachnut

vodou.

4) Po odbarveni byl prepardt dobarven pomoci safraninu nebo karbofuchsinu.

Po 60 sekundach bylo barvivo slito a preparat byl oplachnut vodou.

5) Preparat byl osuSen mezi filtracnimi papiry a pozorovan pod mikroskopem s imerzi.

6.6.2 Biochemické testy
KOH test

Na c¢isté podlozni sklicko byla nanesena kapka 2% hydroxidu draselného (KOH). Do kapky
byla pomoci sterilni ofkovaci klicky pfenesena testovana kultura. Za G+ bakterie jsou

povazovany ty, jejichz bunécny lyzat vytvoii viskdzni suspenzi, kterd se tahne za klickou.
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Oxidazovy test

Pro tento test byly vyuzity standardni indikatorové papirky. Na indikatorovy papirek byla
nanesena testovana bakterialni kultura pomoci sterilni klicky a byla pozorovana barevna

reakce. Pokud se indikatorovy papirek zbarvi modie, jedna se o pozitivni reakci.
Kataldzovy test

Na disté podlozni sklicko byla nanesena kapka peroxidu vodiku (H20:), do které byla
ockovaci klickou nanesena bakteridlni kultura. Pozitivni reakce se projevi uvoliiovanim

bublinek kysliku (O2).

6.6.3 MALDI TOF

Vybrané mikroorganismy byly identifikovany metodou MALDI-TOF MS (Matrix Assisted
Laser Desorption/Ionization Time of Flight mass spectrometry) — hmotnostni spektrometrie
s laserovou desorpci a ionizaci za iéasti matrice s priletovym analyzatorem. Cisté kultury
vyrostlé na PCA byly sterilni ockovaci klickou odebrany a resuspendovany
v mikrozkumavce Eppendorf ve 300 pl sterilni H>O. Do zkumavky bylo pfidano
900 pl absolutniho etanolu a obsah zkumavky byl promichan. Takto pfipravené vzorky byly
zamrazeny a pripraveny k identifikaci. Mikrozkumavky urcené pro identifikaci pomoci
MALDI-TOF byly nasledné odeslany na Slovenskou pol'nohospodarskou univerzitu v Nitfe,
kde samotna identifikace probéhla ve Vyskumném centru AgroBioTech ve spolupraci

s prof. Ing. Ka¢aniovou, PhD.
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Obrazek 3 Bruker MALDI Biotyper (archiv autorky)
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Stanoveni poctu mikroorganismu

Pomoci kultiva¢niho stanoveni byl pozorovan nartist mikroorganismd, které se vyskytovaly
v analyzovanych vzorcich vody. Vysledky mikrobiologické analyzy byly porovnany s limity
mikrobiologickych ukazateli dle vyhlasky ¢. 70/2018 Sb., kterou se stanovi hygienické

pozadavky na pitnou a teplou vodu a ¢etnost a rozsah kontroly pitné vody (Tabulka 1).

Tabulka 4 Poc¢ty mikroorganismi v jednotlivych vzorcich vody

Sledovany parametr

it Intestinalni Koliformni Psychrofilni Mezofilni
enterokoky bakterie mikroorganismy | mikroorganismy
[KTJ/100 ml] | [KTJ/100 ml] [KTJ/ml] [KTJ/ml]

1 <1 5 2 <1

2 <1 2 67 19

3 11 245 58 52

4 11 1 39 9

5 <1 <1 30 4

6 1 2 427 107

7 <1 20 16 5

8 <1 1 71 <1

9 <1 <1 140 24

10 <1 <1 228 <1

11 <1 <1 <1 <1

12 <1 <1 10 <1

13 1 6 6 <1

14 <1 <1 20 <1




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

Vzorek 1 a 2

Vzorky 1 a 2 byly odebrany z vrtané studny na Zbozensku. V blizkém okoli odbérového
mista se nachazi skladka odpadi, zeméedélska piida a statek. Tyto okolnosti mohou zasadné
ovlivnit kvalitu vody z tohoto zdroje. Na tomto odbérovém misté byly provedeny odbéry
ve dvou Casovych horizontech, a to na zacatku Cervence (vzorek 1) a v inoru nasledujiciho
roku (vzorek 2). V letnim obdobi byl pozorovan nepatrny nartist poctu koliformnich bakterii,
coz mohlo byt zptisobeno pravideln¢ hnojenou zemédélskou piidou, ktera lezi v blizkosti
odbérového mista. Markantni je rozdil po¢tu mezofilnich a psychrofilnich mikroorganismi,
kdy vunoru (vzorek 2) byl jejich pocet nékolikanasobn¢ vyssi. Nartust poctu
mikroorganismt mohl byt zptisoben oblevou a vétsim mnozstvim zivin (organickych latek)
pro mikroorganismy. Pocet mezofilnich i psychrofilnich mikroorganismi vSak stéle
nepiekracuje limity dané vyhlaskou €. 70/2018 Sb. Limitem, ktery byl dle zminéné vyhlasky
ptekrocen pfi obou odbérech, byl pocet koliformnich bakterii (0 KTJ/100 ml). Voda z této

studny by tedy neméla byt vyuzivana k pitnym uceltiim.
Vzorek 3

Studna, ktera slouZzila jako odbérové misto pro vzorek 3, se nachazi v obci Hvozdna. Jedné
se studnu vrtanou. V okoli studny se nachazi zastavba, les a louka. U této studny byly
v disledku Spatné udrzby zaznamenany nejhorsi vysledky, a to u koliformnich bakterii
a intestindlnich enterokokl, kdy byl limit ptekrocen ve velké mife. Diky alarmujicim
hodnotdm (zejména poctu koliformnich bakterii a enterokokll) by tato studna v Zadném
pfipad¢ neméla byt vyuZivana k pitnym tcelim.

Vzorek 4

Rozbor vody z kopané studny nachazejici se nedaleko obce Hvozdné prokézal nadlimitni
vyskyt intestindlnich enterokoki a koliformnich bakterii. Voda z této studny je vyuzivana
jako uzitkova a vzhledem k nadlimitnim hodnotdm by ani nemé¢la byt vyuzivana k pitnym
ucelim.

Vzorek 5

Vzorek vody z této kopané studny, kterd se nachédzi v obci Nedachlebice, splituje, dle

vyhlasky ¢. 70/2018 Sb., limity u vSech sledovanych ukazateld. Voda je

z mikrobiologického hlediska vhodna pro pitné tcely.
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Vzorek 6

Vzorek 6 byl odebran na Zbozensku, nedaleko odbérového mista vzorki 1 a 2. U vzorku
vody z této studny byl prekrocen limit pro koliformni bakterie, intestinalni enterokoky
a mezofilni mikroorganismy. Nadlimitni hodnoty mohou byt zplisobeny lokaci studny, kdy
v blizkém okoli se nachazi skladka odpadl, zemédé€lska pida i statek. Studna by neméla byt

vyuzivana jako zdroj pitné vody.
Vzorek 7

Odbérové misto se nachazi v obci Zeranovice. Rozbor vody z této kopané studny prokézal
nadlimitni hodnoty u koliformnich bakterii. Ostatni sledované parametry odpovidaly

limitim uvedenym v platné legislativé. Voda neni vhodna pro pitné ucely.
Vzorek 8

Vzorek vody z vrtané studny ve mésté SluSovice, kterd je vyuzivana k zdvlaze zahrady,

obsahoval koliformni bakterie, proto voda z tohoto zdroje neni vhodna pro pitné ucely.
Vzorky 9, 10, 11 a 12

Vzorky vod z téchto studen, které se nachézeji v obci VIckova (vzorek 9), ve Velkém
Meziti¢i (vzorek 10) a v obci Prlov (vzorek 11 a 12), spliiuji limity sledovanych parametrii
uvedenych ve vyhlasce ¢. 70/2018 Sb. Z mikrobiologického hlediska je voda z téchto zdroji

nezavadna a vhodna pro pitné ucely.
Vzorek 13

V ptipadé¢ vzorku 13, ktery byl odebran z kopané studny nachazejici se ve sklepé rodinného
domu v obci Leskovec, byl ptekro€en limit pro intestinalni enterokoky a koliformni bakterie.
Voda ztohoto zdroje neodpovidd limitim stanovenym pro pitnou vodu ve vyhlasce

¢.70/2018 Sb.
Vzorek 14

Vzorek z kopané studny, kterd je situovdna na zahrad€ rodinného domu v Malenovicich
spliluje stanovené limity pro pitnou vodu. Z mikrobiologického hlediska je voda vhodna pro

pitné ucely.
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7.2 Identifikace mikroorganismi izolovanych ze studni¢nich vod

Nasledujicim krokem byla identifikace vybranych izolovanych mikroorganismu.
Po kultivaénim stanoveni poctu mikroorganismii byly z pfisluSnych ptad izolovany
jednotlivé kolonie odlisSnych morfologickych znakt, které¢ byly pomoci kiizového roztéru
pfeneseny na univerzalni zivnou pidu (PCA). Celkovy pocet izolovanych kolonii byl 91.
Tyto izolaty byly charakterizovany barvenim dle Grama, vybranymi biochemickymi testy
(KOH test, oxidazovy a katalazovy test) a metodou hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF
ve spolupraci s pani prof. Ing. Miroslavou Kacaniovou, PhD. ve Vyskumném centru
AgroBioTech Slovenské pol'nohospodarske univerzity v Nitfe. Analyzované proteiny
pfitomné v bakterialni buiice byly porovnany s referen¢ni knihovou a podle toho byly dané

mikroorganismy identifikovany.

Tabulka 5 Identifikované mikroorganismy pomoci MALDI-TOF MS

Vzorek ¢. | Izolat Indikator Identifikovany MO

) 1A Kol Acinetobacter radioresistens
1C Kol Pseudomonas chlororaphis
2A Kol Pseudomonas mosselii

5 2C Kol Bacillus licheniformis
2D Psm Bacillus licheniformis
2E Psm Bacillus licheniformis
3A Kol Klebsiella oxytoca

3 3C Kol Escherichia coli
3E Kol Acinetobacter junii
3] Psm Serratia fonticola
4B Kol Yersinia enterocolitica

4 4E Psm Bacillus pumilus
4F Psm Pseudomonas extremorientalis
5B Psm Pseudomonas veronii

5 5C Psm Bacillus licheniformis
5D Psm Janthinobacterium lividum
6A Eko Enterococcus faecalis
6B Kol Escherichia coli
6C Kol Escherichia hermannii
6E Mem Bacillus cereus

6 6F Mem Bacillus cereus
6G Mem Bacillus cereus
6H Psm Acinetobacter radioresistens
6l Psm Acinetobacter radioresistens
6M Psm Acinetobacter radioresistens
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Tabulka 5 Identifikované mikroorganismy pomoci MALDI-TOF MS — pokracovéni

Vzorek €. Izolat Indikator Identifikovany MO
7A Kol Citrobacter freundii
7 7E Psm Bacillus licheniformis
7F Psm Buttiauxella agrestis
8A Kol Citrobacter freundii
8 8B Kol Citrobacter gillenii
8C Psm Microbacterium paraoxydans
9A Kol Buttiauxella izardii
9B Kol Serratia grimesii
9 9E Psm Serratia liquefaciens
9F Psm Pseudomonas chlororaphis
9G Psm Pseudomonas brassicacearum
9H Psm Brevundimonas intermedia
10 10A Kol Serratia liquefaciens
10D Psm Pseudomonas grimontii
12A Psm Pseudomonas extremorientalis
12 12B Psm Flavobacterium gossypii
12C Psm Flavobacterium piscis
12D Psm Pseudomonas fluorescens
13A Psm Aeromonas bestiarum
13B Psm Pedobacter cryoconitis
13 13C Psm Flavobacterium hibernum
13D Psm Aeromonas bestiarum
13E Kol Hafnia alvei
13F Kol Hafnia alvei
14A Psm Pseudomonas frederiksbergensis
14 14B Psm Pseudomonas frederiksbergensis
14C Psm Variovorax paradoxus

Kol — koliformni bakterie, Psm — psychrofilni mikroorganismy, Eko — enterokoky,

Mem — mezofilni mikroorganismy

Usp&sné se podatilo metodou MALDI-TOF MS identifikovat celkem 52 izolati z celkového
poctu 91. Usp&sné identifikované mikroorganismy jsou uvedeny v tabulce 5. P¥iGinou
netspesné identifikace mohla byt kontaminace vzorku, nizka koncentrace mikroorganismu
zasland k identifikaci nebo nepfitomnost daného spektra v referenénich knihovnach, které
jsou tvofeny piedev§im pro izolaty z klinického materidlu. Mikroorganismy
z environmentalniho prostfedi tak nemusi byt dle dostupnych knihoven spolehlivé nebo
vibec identifikovany. Dalsi vlastnosti izolovanych mikroorganismii (barveni dle Grama

a vysledky biochemickych testli jsou uvedeny v ptilohdch (Ptiloha 1, 2 a 3).
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Charakteristika identifikovanych mikroorganismii a jejich moZny vyskyt ve voddach

Acinetobacter je rod gramnegativnich bakterii, jsou vSudypiitomné a Casto se vyskytuji
na kiizi zdravych osob. Jsou aerobni. U oslabenych osob, napt. pfi popaleninach, po
transplantaci, u osob na jednotkach intenzivni péce, mohou vyvolavat pneumonie a sepse.
Jsou to bakterie pfirozen¢ rezistentni na mnoho antibiotik. Acinetobacter radioresistens je
bakterie schopna prezit extrémni podminky (oxidaéni stres, vysychani a ozafeni) a primarné
byla izolovana ze zdroju ptirodniho prostedi (tj. bavina, voda a pida) (Opazo-Capurro

etal., 2019; Verma a Baroco, 2017).

Bakterie rodu Bacillus, zejména Bacillus cereus, jsou pfilezitostnymi patogeny lidi

a hospodarskych zvitat, ale velkd vétSina druht jsou neskodni saprofyté (Baron, 1996).

Bakterie rodu Pseudomonas se ve vodach bézné neprojevuji, ale pii jejich extrémnim
premnozeni mohou zpusobovat zdkal vody, zdpach a pachut’ (zhorSovat organoleptické
vlastnosti vod). Pfi konzumaci vody, kterd obsahuje vyssi pocet téchto bakterii se mohou

objevit nevolnosti, prijmy a zvraceni (Mena a Gerba, 2009).

Bakterie rodu Citrobacter, Enterobacter, FEscherichia a Klebsiella z Celedi
Enterobacteriaceae patifi mezi koliformni bakterie, které jsou podrobnéji rozebrany
v kapitole 2.2.1. Koliformni bakterie ve vodnim prostiedi povaZzujeme za indikatory
fekalniho znecisténi. Voda obsahujici koliformni bakterie je podezield z kontaktu s vykaly
¢1 zbytky zivo€icht, proto je limit pro vyskyt koliformnich bakterii ve vodach nulovy

(Kozigek, 2003).

Do celedi Enterobacteriaceae se tadi i rody Buttiauxella nebo Serratia. U ¢lovéka mohou
bakterie z rodu Serratia zptisobovat infekce zejména u oslabenych jedincii. Obecné jsou ale
tyto bakterie povaZovany za nepatogenni a jsou soucasti bézné stievni mikroflory (Gupta

etal., 2021).

Dalsim zastupcem celedi Enterobacteriaceae je Hafnia alvei. Bakterie se ptilezitostné podili
na stfevnich i extraintestinalnich infekcich u lidi (septikémie nebo zapal plic) (Janda

a Abbott, 2006).

Yersinia enterocolitica je zatazen do Celedi Yersiniaceae (Adeolu et al., 2016). Zpiisobuje
yerseniozu. Tato zoonodza, kterd se prendsi alimentarné pres nakazené syrové vepirové maso,
se projevuje akutnim prijmem a lé¢i se antibiotiky. Yersinia enterocolitica se mize kromé

kontaminovanych potravin pfenaSet i neupravenou vodou (Sabina et al., 2011).
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Aeromonddy (rod Aeromonas a ptibuzné bakterie) se bézn¢ vyskytuji ve vodach (sladké
1 odpadni) a v pidach. Nékteré druhy jsou patogenni pro ryby nebo zaby, ale mohou se
nachazet také v lidském klinickém materialu. U ¢lovéka mohou nékteré druhy zptsobovat
prijmova onemocnéni. Aeromonas bestiarum zplusobuje onemocnéni ryb a nebyl nalezen
zadny ptipad, kdy by tento druh byl izolovan z humanniho klinického materidlu (Pessoa
etal., 2022; van Bel et al., 2021).

Jak naznacuje jejich nazev, jsou bakterie rodu Pedobacter primarné izolovany z pud, ale
mohou se nachazet i ve vodach (v€etné vody pitné) (Viana et al., 2018).

Enterococcus faecalis je bakterie, kterou fadime mezi intestindlni enterokoky, kteti jsou
ukazatelem fekalniho zneciSténi. Tato skupina je vice popsana v kapitole 2.2.2.
Brevundimonas je rod bakterii, které jsou nefermentujici, gramnegativni. Tento typ bakterii
je povazovan za oportunni patogeny, které mohou zplsobovat problémy zejména
v klinickém prostiedi, kdy napadaji pacienty oslaben¢ jinymi nemocemi (Ryan a Pembroke,

2018).

Ptirozenym prosttedim pro bakterie rodu Flavobacterium je puida a voda. Nekteré druhy jsou
bézné spojovany s infekcemi u ryb. U ¢lovéka mohou zplisobovat infekce jen velmi vzacné

(Verma a Rathore, 2015).

Variovorax paradoxus je aerobni pudni bakterie casto spojovana s dileZitymi

biodegrada¢nimi procesy v ptirod¢ (Jamieson et al., 2009).

Bakterie rodu Janthinobacterium jsou obecné povazovany za nepatogenni.
Janthinobacterium lividum je fialové pigmentovand tyCinkovitd gramnegativni bakterie.
Pro svou charakteristickou fialovou barvu byl rod pojmenovan na zaklad¢ latinského slova
sjantinus®, coz znamena fialka. Pigmentace je vysledkem slouceniny violaceinu, ktera
vznikd biochemickou aktivitou pfi metabolismu (Oh et al.,, 2019). Tato bakterie byla

izolovana ze vzorku vody €. 5 (izolat 5D; obr. 4)
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Obrazek 4 Janthinobacterium lividum na ptudé PCA (archiv autorky)

Vysledky této bakalaiské prace byly porovnany se zavéry diplomové prace Ing. Lenky
Sidlikové, Dis. (Sidlikovéa, 2012), ktera se zabyvala kvalitou zdroji vody. V praci byly
zpracovany vysledky mikrobiologického rozboru 287 vzorkii ze studni na Krométizsku
v letech 2006 az 2011. Byla pouzita zpracovana data z laboratofe Vodovodl a kanalizaci
v Krométizi. Mikrobiologicky rozbor sledoval vyskyt psychrofilnich, mezofilnich
a koliformnich bakterii. Vysledky prace poukazuji na pievazujici pocet vzorki, které byly
nevyhovujici kvuli vyskytu koliformnich bakterii, které indikuji fekalni znecisténi.
Vysledky vyse zminéné prace koresponduji s vysledky této prace, kdy i v mém piipadé byla

vétSina vzorku kontaminovana koliformnimi bakteriemi.

Vysledky identifikace mikroorganismil izolovanych ze studni¢nich vod byly porovnény také
se studii (Baia et al., 2022) zabyvajici se mikrobiologickou kontaminaci a identifikaci
mikroorganismii pfitomnych v podzemnich vodéach v zdpadoamazonském mésté Porto
Velho. Kontaminace koliformnimi bakteriemi byla detekovana v 96 % kopanych
a 74 % ptipada vrtanych studni (celkovy pocet odebranych vzorkill z obou typi studen byl
74). Vmém piipadé¢ bylo 38 % kopanych a 67 % vrtanych studen kontaminovéano
koliformnimi bakteriemi (celkovy pocet odebranych vzorka zkopanych studen bylo
8 a z vrtanych studen 6). Po biochemické identifikaci byly v této publikaci identifikovany
rody bakterii Escherichia, Enterobacter, Citrobacter, Enterococcus, Klebsiella, Yersinia,

Pseudomonas, a dalsi. Mnou identifikované izolaty gramnegativnich bakterii, vcetné
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koliformnich, se s touto studii shoduji. Diky menSimu poctu vzorki testovanych v ramci této
bakalaiské prace ale nelze vyvodit jasny zavér, zda kontaminace studen koliformnimi
bakteriemi souvisi s metodou budovani studny (kopand ¢i vrtana studna) nebo s jejich

hloubkou.

O mikrobiologickém rozboru studniéni vody je pouze malé mnozstvi publikovanych studii,
proto vysledky této bakalaiské prace byly porovnéany i se studiemi zabyvajicimi se pitnou
vodou obecné. Jednou z téchto praci je 1 studie zabyvajici se mikrobiologickymi riziky
spojenymi s konzumaci oligocenni vody pochazejici z polského mésta Varsava (Karwowska
et al., 2023). Kvantitativni testovani vzorka vody prokézalo, ze vsechny vzorky byly prosté
mikroorganismt svéd¢icich o fekéalni kontaminaci, nebyly prokazany zadné fekalni
enterokoky ani koliformni bakterie. To svéd¢i o tom, ze testovana oligocenni voda splnila
zakladni hygienické pozadavky pro pitné vody. Pfi kvantitativni analyze psychrofilnich
a mezofilnich mikroorganismti bylo nalezeno jen n¢kolik bakterii. Pfi srovnani s vysledky
této bakalaiské prace 1ze vyvodit, ze voda ze studny je daleko nachylnéjsi ke kontaminaci

nez voda testovand ve vySe zminéné studii.

Dalsi vybranou studii pro srovnani vysledkt byla prace zabyvajici se vyskytem koliformnich
bakterii a enterokokt ve vzorcich vody, pouzivané k pitnym Gcelim, ziskanych z vybranych
farem pro chov mlé¢ného skotu v Portugalsku (Soares et al., 2023). V této praci bylo
testovano 32 vzorkl, pficemz 19 znich neodpovidalo limitim. Bakterie izolované
z kontaminovanych vod byly identifikovany jako Escherichia coli
(u 20 % kontaminovanych vod), Enterococcus faecalis (u 25 % kontaminovanych vod),
celkové koliformni bakterie (u 65,6 % kontaminovanych vod) a fekalni enterokoky
(u 43,8 % kontaminovanych vod). Vysledkem studie je, Ze kvalita vody u farem s vétSim
mnozstvim zvifat byla hor$i nez u farem, kde je pocet zvitat nizsi. Pfi porovnani s vysledky
této bakalarské prace 1ze dojit k zavéru, Ze pritomnost farem nebo statkli se zviraty miize

zasadné ovlivnit kvalitu pitné vody.
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ZAVER

Tato bakalatska prace byla zamétena na mikrobiologickou analyzu 14 vzorki studnicni vody
ziskané ze 13 rtznych studen. Bylo provedeno mikrobiologické stanoveni vybranych
parametri (pfitomnost koliformnich bakterii, intestinalnich enterokokii, mezofilnich

a psychrofilnich bakterii) a vysledky analyzy byly porovnany s limity pro pitnou vodu
uvedenymi ve vyhlasce ¢. 70/2018 Sb.

Parametrim uvedenym v platné vyhlasce vyhovovalo 6 vzorkl vod, a to vzorky oznacené
jako 5, 9, 10, 11, 12 a 14. Limity dané vyhlaSky byly piekroceny u zbyvajicich 8 vod.
Ve vsech 8§ ptipadech byl ptekrocen limit pro koliformni bakterie a ve vétSin€ ptipadii i limit
pro intestinadlni enterokoky. Koliformni bakterie a intestindlni enterokoky jsou povazovany
za indikatory fekalniho znecisténi vod a jejich pfitomnost v pitnych vodach je nezddouci
(0 KTJ/100 ml). Jedna se o bakterie, které Ziji ve sttevnim traktu teplokrevnych zivoc¢ichi
(v€etné Cloveéka) a jejich piitomnost ve vodach poukazuje na znecisténi vykaly nebo zbytky
zivocichu. Tyto bakterie mohou zplisobovat onemocnéni a jejich ptitomnost v pitné vodé je
tedy nezddouci. Limitim pro pocty mikroorganismi kultivovanych pii 36 °C a 22 °C
(v naSem piipad¢ se jednalo o pocty mezofilnich, respektive psychrofilnich bakterii)

vyhovovaly vSechny testované vzorky, s vyjimkou vzorku 6, kde byl ptekrocen limit pro

mezofilni bakterie.

Nasledna identifikace izolovanych mikroorganismil prokdzala pfitomnost riizného spektra
bakterii, od nepatogennich, az po ty, které mohou zplsobit pfi svém pfemnozeni zdvazna
onemocnéni. Pfitomnost a identifikaci striktn€ patogennich bakterii by bylo tfeba potvrdit

dalSimi metodami, napt. sekvenaci genomu, coz nebylo predmétem této prace.

Na mnoha mistech Ceské republiky neni zaveden komunalni rozvod pitné vody, a proto lidé
pouzivaji k pitnym ucelim vlastni zdroje, véetné studny. Voda ze studny se mliZe jevit jako
chutnd, zcela nezdvadnd, pfesto mlze potencialné ohroZovat zdravi konzumenti. Z tohoto

divodu by méli konzumenti vody z vlastnich studni jeji kvalitu pravidelné testovat.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

SEZNAM POUZITE LITERATURY

ADEOLU, Mobolaji et al., 2016. Genome-based phylogeny and taxonomy of the
‘Enterobacteriales’: proposal for Enterobacterales ord. nov. divided into the families
Enterobacteriaceae, Erwiniaceae fam. nov., Pectobacteriaceae fam. nov., Yersiniaceae fam.
nov., Hafniaceae fam. nov., Morganellaceaec fam. nov., and Budviciaceac fam.
nov. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology [online]. 66(12),
5575-5599 [cit. 2023-05-17]. ISSN 1466-5026. Dostupné z: doi:10.1099/ijsem.0.001485
BAIA, Célia Ceolin et al., 2022. Microbiological Contamination of Urban Groundwater in
the Brazilian Western Amazon. Water [online]. 14(24) [cit. 2023-05-17]. ISSN 2073-4441.
Dostupné z: doi:10.3390/w14244023

Baron S, editor. Medical Microbiology. 4th ed. Galveston (TX): University of Texas
Medical Branch at Galveston; 1996. PMID: 21413252.

BAUDISOVA, Dana, 2017. Metody mikrobiologického rozboru vody: (piirucka pro
hydroanalytické laboratore). Praha: Vyzkumny ustav vodohospodaisky T.G. Masaryka.
ISBN 978-80-87402-61-0.

BUNKOVA, Leona a Magda DOLEZALOVA, 2007. Obecnd mikrobiologie. Zlin:
Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢é. ISBN 978-80-7318-516-9.

COICO, Richard, 2006. Gram Staining. Current Protocols in Microbiology [online]. 00(1)
[cit. 2023-04-08]. ISSN 1934-8525. Dostupné z: doi:10.1002/9780471729259.mca03cs00

CESKO, 2000. Zakon &. 258/2000 Sb. Zakon o ochran& vefejného zdravi a o zméné
nékterych souvisejicich zékont. In: Shirka zdkomii Ceské republiky. Dostupné také z:

https://www.zakonyprolidi.cz/cs/2000-258/souvislosti

CESKO, 2001. Zakon &. 254/2001 Sb. Zakon o vodach a o zméné nékterych zikont (vodni
zakon). In: Shirka zdkonti Ceské republiky. Dostupné také Z:
https://www.zakonyprolidi.cz/cs/2001-254

CESKO, 2006. Vyhlasgka &. 501/2006 Sb. Vyhlasgka o obecnych pozadavcich na vyuzivani
uzemi. In: Shirka  zdkonu Ceské republiky. Dostupné také zZ:

https://www.zakonyprolidi.cz/cs/2006-501

CESKO, 2018. Vyhlaska ¢. 70/2018 Sb. Vyhlaska, kterou se méni vyhlaska &. 252/2004 Sb.,

kterou se stanovi hygienické pozadavky na pitnou a teplou vodu a Cetnost a rozsah kontroly


https://www.zakonyprolidi.cz/cs/2000-258/souvislosti
https://www.zakonyprolidi.cz/cs/2001-254
https://www.zakonyprolidi.cz/cs/2006-501

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

pitné  vody. In: Shirka zdkomi Ceské republiky. Dostupné také z:
https://www.zakonyprolidi.cz/cs/2018-70.

CSN 75 7841, 1999. Jakost vod — Stanoveni mezofilnich bakterii. Praha: Utad pro

technologickou normalizaci, meteorologii a statni zkusebnictvi.

CSN 75 7842, 1999. Jakost vod — Stanoveni psychrofilnich bakterii. Praha: Utad pro

technologickou normalizaci, meteorologii a statni zkusebnictvi.

CSN EN ISO 6222, 1999. Jakost vod — Stanoveni kultivovatelnych mikroorganismii —
Stanoveni poctu kolonii ockovanim do Zivného agarového kultivacniho média. Praha: Utad

pro technologickou normalizaci, meteorologii a statni zkuSebnictvi.

CSN EN IS0 9308-1, 2015. Kvalita vod — Stanoveni Escherichia coli a koliformnich bakterii
— Cast 1: Metoda membranovych filtrii pro vody s nizkym obsahem doprovodné mikroflory.

Praha: Utad pro technologickou normalizaci, meteorologii a statni zkuSebnictvi.

CSN ISO 5667-1 az 5667-18. Jakost vod — Odbér vzorkii — Cast 1 az 18. Praha: Utad pro

technologickou normalizaci, meteorologii a statni zkuSebnictvi.

GUPTA, Varsha et al., 2021. Serratia, No Longer an Uncommon Opportunistic Pathogen —
Case Series & Review of Literature. Infectious Disorders - Drug Targets [online]. 21(7) [cit.
2023-04-21]. ISSN 18715265. Dostupné z: doi:10.2174/1871526521666210222125215

HALKMAN, H.B.D. a A K. HALKMAN, 2014. Indicator Organisms. Encyclopedia of
Food Microbiology [online]. Elsevier, s. 358-363 [cit. 2022-04-29]. ISBN 9780123847331.
Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-384730-0.00396-7

HARRIGAN, Wilkie F., 1998. Laboratory Methods in Food Microbiology. 3rd Ed. San
Diego: Academic Press. ISBN 0123260434.

HERZAN, Miroslav, 2008. Studny: zdsady pro vyhleddvani zdrojii podzemni vody. Praha:
BEN — technicka literatura. ISBN 978-80-7300-188-9.

HORAN, Nigel, MARA, Duncan, ed., 2003. The Handbook of Water and Waterwaste
Microbiology. Amsterdam: Academic Press. ISBN 0-12-470100-0.

CHEREMISINOFF, Nicholas P., c2002. Handbook of water and wastewater treatment
technologies. Boston: Butterworth-Heinemann. ISBN 9780750674980.

JAMIESON, W David et al., 2009. Coordinated surface activities in Variovorax paradoxus
EPS. BMC Microbiology [online]. 9(1) [cit. 2023-04-22]. ISSN 1471-2180. Dostupné z:
doi:10.1186/1471-2180-9-124



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

JANDA, J. Michael a Sharon L. ABBOTT, 2006. The Genus Hafnia: from Soup to
Nuts. Clinical Microbiology Reviews [online]. 19(1), 12-28 [cit. 2023-04-22]. ISSN 0893-
8512. Dostupné z: doi:10.1128/CMR.19.1.12-28.2006

KALAVSKA, Dagmar a Ivan HOLOUBEK, 1989. Analyza véd. Bratislava: Alfa. ISBN 80-
05-00065-0.

KARWOWSKA, Ewa et al., 2023. Microbiological Hazards Associated with the Use of
Oligocene Waters: A Study of Water Intakes in Warsaw,
Poland. Microorganisms [online]. 11(4) [cit. 2023-05-17]. ISSN 2076-2607. Dostupné z:
doi:10.3390/microorganisms11040826

KOPECKA, Jana a Gabriela ROTKOVA, 2016. Skripta ke cviceni z obecné mikrobiologie,
cytologie a morfologie bakterii. Brno: Tribun EU. ISBN 978-80-263-1123-2.

KOZISEK, Frantisek, 2003. Studna jako zdroj pitné vody: piirucka pro uzivatele domovnich
a verejnych studni. 2. vyd. Praha: Statni zdravotni ustav. ISBN 80-7071-224-4.

MENA, Kristina D. a Charles P. GERBA, 2009. Risk Assessment of Pseudomonas
aeruginosa in Water. In: WHITACRE, David M., ed. Reviews of Environmental
Contamination and Toxicology Vol 201 [online]. Boston, MA: Springer US, s. 71-115 [cit.
2023-04-21]. Reviews of Environmental Contamination and Toxicology. ISBN 978-1-4419-
0031-9. Dostupné z: doi:10.1007/978-1-4419-0032-6 3

MICHEK, Viéclav a Anita DARICKOVA, 2007. Upravujeme vodu doma a na chaté: [zdroj
pitné vody, vySetieni kvality, uprava a dezinfekce]. Praha: Grada. Profi & hobby. ISBN 978-
80-247-1546-9.

Modified Tergitol-7 Agar Base (Tergitol-7 Agar Base, Modified) M616I [ptibalovy letak].
Mumbai, India: HiMedia Laboratories.

NAVRATIL, Leos a Jozef ROSINA, 2019. Medicinska biofyzika. 2., zcela pfepracované a
doplnéné vydani. Praha: Grada Publishing. ISBN 9788027102099.

OH, Woo Taek et al.,, 2019. Janthinobacterium lividum as An Emerging Pathogenic
Bacterium  Affecting Rainbow  Trout (Oncorhynchus mykiss) Fisheries in
Korea. Pathogens [online]. 8(3) [cit. 2023-04-21]. ISSN 2076-0817. Dostupné z:
doi:10.3390/pathogens8030146

OPAZO-CAPURRO, Andrés et al.,, 2019. Genetic Features of Antarctic Acinetobacter

radioresistens Strain A154 Harboring Multiple Antibiotic-Resistance Genes. Frontiers in



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

Cellular and Infection Microbiology [online]. 9 [cit. 2023-04-21]. ISSN 2235-2988.
Dostupné z: doi:10.3389/fcimb.2019.00328

PESSOA, Rafacl Bastos Gongalves et al., 2022. Aeromonas and Human Health Disorders:
Clinical Approaches. Frontiers in Microbiology [online]. 13 [cit. 2023-04-22]. ISSN 1664-
302X. Dostupné z: doi:10.3389/fmicb.2022.868890

PITTER, Pavel, 2015. Hydrochemie. 5. aktualizované a doplnéné vydani. Praha: Vysoka
Skola chemicko-technologicka v Praze. ISBN 9788070809280.

POPESCU, Andreia a R. J. DOYLE, 2009. The Gram Stain after More than a
Century. Biotechnic & Histochemistry [online]. 71(3), 145-151 [cit. 2023-04-08]. ISSN
1052-0295. Dostupné z: doi:10.3109/10520299609117151

PSTROSS, Milos a Cenék PSTROSS, 1971. Domovni a voddrenské studny: urceno [také]
pro Zdky odb. $kol. Praha: SNTL. Rada stavebni literatury.

RICE, Eugene W., ed., c2012. Standard methods for the examination of water and
wastewater. 22nd ed. Washington, DC: American Public Health Association. ISBN 978-0-
87553-013-0.

RYAN, Kenneth J. a C. George RAY, 2004. Sherris Medical Microbiology: An Introduction
to Infectious Diseases [online]. Fourth Edition. New York: The McGraw-Hill. ISBN 0-07-
150238-6.

RYAN, Michael P. a J. Tony PEMBROKE, 2018. Brevundimonas spp: Emerging global
opportunistic pathogens. Virulence [online]. 9(1), 480-493 [cit. 2023-04-22]. ISSN 2150-
5594. Dostupné z: doi:10.1080/21505594.2017.1419116

RIHOVA AMBROZOVA, J. Barveni dle GRAMA. From Encyklopedie hydrobiologie :
whkladovy slovnik [online]. Praha: VSCHT Praha, 2007 [cit. 2023-04-08]. Available from
www: <http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-006/ebook.html?p=B012>

RIHOVA AMBROZOVA, Jana, 2004. Mikrobiologie v technologii vod. Praha: Vysoka
Skola chemicko-technologicka. ISBN 80-7080-534-X.
SABINA, Yeasmin et al., 2011. Yersinia enterocolitica: Mode of Transmission, Molecular

Insights of Virulence, and Pathogenesis of Infection. Journal of Pathogens [online]. 2011,

1-10 [cit. 2023-04-21]. ISSN 2090-3065. Dostupné z: doi:10.4061/2011/429069

SEDLACEK, Ivo, 2007. Taxonomie prokaryot. Brno: Masarykova univerzita. ISBN
9788021042070.


http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-006/
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-006/
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-006/ebook.html?p=B012

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

SOARES, Ana Sofia et al., 2023. Occurrence of Coliforms and Enterococcus Species in
Drinking Water Samples Obtained from Selected Dairy Cattle Farms in
Portugal. Agriculture [online]. 13(4) [cit. 2023-05-17]. ISSN 2077-0472. Dostupné z:
doi:10.3390/agriculture13040885

SIDLIKOVA, Lenka, 2012. Kvalita mistnich zdrojii vody. Zlin. Diplomova prace.
Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢, Fakulta technologickd. Vedouci prace Ing. Petr
Humpolicek, Ph.D.

TOLGYESSY, Juraj, 1989. Chémia, biolégia a toxikolégia vody a ovzdusia. 2. vyd.
Bratislava: Veda. ISBN 8022400343.

VAN BEL, Nikki et al., 2021. Aeromonas Species from Nonchlorinated Distribution
Systems and Their Competitive Planktonic Growth in Drinking Water. Applied and
Environmental Microbiology [online]. 87(5), €02867-20 [cit. 2023-04-22]. ISSN 0099-
2240. Dostupné z: doi:10.1128/AEM.02867-20

VELISEK, Jan a Jana HAJSLOVA, 2009. Chemie potravin. Rozs. a pieprac. 3. vyd. Tabor:
OSSIS. ISBN 978-80-86659-16-9.

VERMA, Dev Kumar a Gaurav RATHORE, 2015. New host record of five Flavobacterium
species associated with tropical fresh water farmed fishes from North India. Brazilian
Journal of Microbiology [online]. 46(4), 969-976 [cit. 2023-04-22]. ISSN 1678-4405.
Dostupné z: doi:10.1590/S1517-838246420131081

VERMA, Rajanshu a Allison L. BAROCO, 2017. Acinetobacter radioresistens Septicemia
Associated With Pneumonia in a Patient With Chronic Obstructive Pulmonary Disease and
Hepatitis C. Infectious Diseases in Clinical Practice [online]. 25(4), el12-e13 [cit. 2023-04-
21]. ISSN 1536-9943. Dostupné z: doi:10.1097/IPC.0000000000000521

VIANA, Ana Teresa et al., 2018. Environmental superbugs: The case study of Pedobacter
spp. Environmental Pollution [online]. 241, 1048-1055 [cit. 2023-04-22]. ISSN 02697491.
Dostupné z: doi:10.1016/j.envpol.2018.06.047

VOTAVA, Miroslav, 2003. Lékarska mikrobiologie specialni. Brno: Neptun. ISBN
8090289665.

ZELINKA, Zdenék a Zdendk FORMANEK, 2005. Upravny vody. Brmo: ERA group.
Stavime. ISBN 80-7366-036-9.

ZELINKA, Zden¢k, 2013. Studny. Praha: Grada. Profi & hobby. ISBN 978-80-247-4482-7.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

56

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

MALDI-TOF

MO

PCA

SB

TTC

MH

NMH

DH

KTJ

CFU

G+

Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight
mikroorganismus

Plate Count Agar
Slanetz-Bartley agar
trifenyltetrazoliumchlorid
mezni hodnota

nejvyssi mezni hodnota
doporucena hodnota
kolonie tvofici jednotky
Colony Forming Unit
grampozitivni

gramnegativni
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Ptiloha 1 Testované vlastnosti izolovanych mikroorganismt — ¢ast 1

Vzorek ¢. | Izolat | Gamovo barveni | KOH test | Oxidazovy test | Katalazovy test

1A G- koky N N P

i 1B G- tyCinky N P P
1C G- tyCinky N P P

1D G- | tyCinky N N P

2A G- | tyCinky N P P

2B G+ koky P N P

2C G+ | tyCinky P N P

5 2D G+ | tyCinky P N P
2E G+ | tyCinky P N P

2F G- ty€inky N P P

2G G- ty€inky N N N

2H G- | tyCinky N N N

3A G- | tyCinky N N P

3B G- tyCinky N N N

3C G- ty€inky N N P

3D G- koky N N P

3E G- koky N N P

3F G+ koky P N N

3 3G G- tyCinky N N N
3H G- ty¢inky N N P

31 G- ty¢inky N P N

3] G- | tyCinky N N P

3K G- | tyCinky N N N

3L G- ty¢inky N N P

3M G- ty¢inky N P N

4A G+ koky N N N

4B G- | tyCinky N N P

4C G+ | tycinky P N N

4 4D G+ | tyCinky P P P
4E G- ty¢inky N P P

4F G- tyCinky N N P

4G G+ | tycinky P P N

S5A G- | tyCinky N N N

5B G- tyCinky N P P

5 5C G+ | tyCinky P N P
5D G- | tyCinky N P P

SE G+ | tycinky P N P
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Ptiloha 2 Testované vlastnosti izolovanych mikroorganismt — ¢ast 2

Vzorek ¢. | Izolat | Gamovo barveni | KOH test | Oxidazovy test | Katalazovy test
6A G+ koky P N N
6B G- tyCinky N N P
6C G- tyCinky N N P
6D G- | tyCinky N P N
6E G+ | tyCinky P N P
6F G+ | tyCinky P N P
6G G+ | tyCinky P N P
6H G- koky N N P
6 61 G- koky N N P
6] G- ty€inky N P N
6K G- ty€inky N P N
6L G- | tyCinky N P N
o6M G- koky N N P
6N G- tyCinky N P N
60 G- ty€inky N P N
6P G- tyCinky N P N
6Q G+ | tycinky P N N
TA G- | tyCinky N N P
7B G+ koky P P N
7C G- tyCinky N N N
7 7D G- ty¢inky N N N
7E G+ | tycinky P N P
7F G- | tyCinky N N P
7G G+ | tyCinky P P N
8A G- ty¢inky N N P
g &B G- ty¢inky N N P
8C G+ | tycinky P N P
8D G- | tyCinky N N P
9A G- ty¢inky N N P
9B G- ty¢inky N N P
9C G- tyCinky N P N
9 9D G- | tyCinky N P N
9E G- | tyCinky N N P
9F G- tyCinky N P P
9G G- tyCinky N P P
9H G- | tyCinky N P P
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Ptiloha 3 Testované vlastnosti izolovanych mikroorganismu — ¢ast 3
Vzorek ¢. | Izolat | Gamovo barveni | KOH test | Oxidazovy test | Katalazovy test
10A G- | tyCinky N N P
10 10B G- tyCinky N N P
10C G- | tyCinky N N P
10D G- | tyCinky N P P
12A G- | tyCinky N P P
12 12B G- | tyCinky N P N
12C G- tyCinky N P N
12D G- tyCinky N P P
13A G- ty€inky N P P
13B G- ty€inky N P P
13 13C G- ty€inky N P N
13D G- | tyCinky N P P
13E G- | tyCinky N N P
13F G- tyCinky N N P
14A G- ty€inky N P P
14 14B G- tyCinky N P P
14C G- | tyCinky N P N
14D G- | tyCinky N P P

P — pozitivni reakce, N — negativni reakce

G+ grampozitivni
,,G-* gramnegativni




