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Mikroorganismy a jejich riziko v pitné vodé
Souhrn

Denni spotfeba pitné vody je znacné vysokd, a to nejen v domacnostech, ale také
v rznych pramyslovych odvétvich, proto je velmi duleZitd jeji kvalita. Hlavnim cilem
bakalafské prace bylo zpracovat literarni resersi na téma vyskytu mikroorganismd a jejich
rizika v pitné vodé.

Mikrobialni spoleéenstvi v pitné vodé je druhové i pocetné velmi rozsifené, proto byla
prace zamérena predevsim na charakteristiku alochtonnich mikroorganism(, které mohou
ohrozit zdravotni stav ¢lovéka a pfindset alimentdrni onemocnéni.

Nejvyznamnéjsi z nich jsou bakterie fekalniho plvodu, k nimZ patfi predevsim
koliformni bakterie, Escherichia coli, ddale intestindlni enterokoky (Enterococcus,
Streptococcus) a Clostridium perfringens. Jakmile se dostanou z jejich pfirozeného prostredi,
jsou povazovany za hlavni mikrobidlni kontaminanty pitné vody. Lidem mohou zplsobovat
mirnd onemocnéni (prajmy, horecky, zvraceni a bolesti bficha), az po Zivot ohrozujici
onemocnéni (napf. neonatalni meningitida, hemolyticko-uremicky syndrom, endokarditida).

Dale byly popsany mikroorganismy, které se v pitné vodé nevyskytuji tak ¢asto, ale
patogennich a podminéné patogennich mikroorganisml, kam se radi napf. viry (virus
hepatitidy, SARS-CoV-2 aj.), prvoci a hlavné bakterie (Campylobacter spp., Legionella spp.,
Salmonella spp., Pseudomonas aureginosa a dalsi).

Pro zajiSténi nezavadné pitné vody je potfeba jeji pravidelné monitorovani.
Mikroorganismy pfitomné v pitné vodé nelze pozorovat pouhym okem ani nijak senzoricky
posoudit, proto je velmi dulezité zvolit spravnou metodu pro jejich stanoveni a rozliseni.
Z tohoto dlivodu jsou povaZzovany metody izolace a identifikace mikroorganism( z pitné vody
za vyznamné kroky vedouci k eliminaci zdravotnich onemocnéni. Proto mezi dalsi cile prace
patfilo uvedeni prikladl konkrétnich metod pro stanoveni mikroorganismi z pitné vody a
zaroven popis vyhod ¢i nedostatk(l téchto metod.

Vramci bakalarské prace byly také popsany dllezité postupy pro stanoveni
mikroorganism(l. Kultivaéni metody patii mezi zadkladni metody v kazdé laboratoti, ovsem
nékteré mikroorganismy (pfevazné patogenni) nelze snadno kultivovat. Proto jsou vyuzivany
detekéni metody, a to nejen pro uréovani patogennich mikroorganismu, ale také pro urychleni
stanoveni a zvySeni presnosti vysledku u daného vzorku.

Legislativy a vyhlasky jsou v kazdé zemi odliSné. VétsSinou se predevsim patra po
mikroorganismech fekalniho plvodu, jelikoZ jsou povazovany za nejvhodnéjsi indikatory pfi
mikrobiologické analyze pitné vody. Z vyzkum( vyplynulo, Ze ackoliv jsou stale zvySovany
naroky na kvalitu pitné vody, pfesto existuje riziko onemocnéni z pitné vody, a to i ve
vyspélych zemich.

Klicova slova: Mikrobiologické ukazatele pitné vody; patogeny; kontaminace; kvalita.



Microorganisms and their risk in drinking water
Summary

Daily consumption of drinking water is quite high, not only in households but also in
various industries, so its quality is very important. The main goal of the bachelor's thesis was
to conduct a literature search on the occurrence of microorganisms and their risks in drinking
water.

The microbial community in drinking water is very widespread in terms of species and
numbers, so the work was focused mainly on the characteristics of allochthonous
microorganisms, that can endanger human health and bring foodborne illness.

The most important of these are bacteria of fecal origin, which include mainly coliform
bacteria, Escherichia coli, intestinal enterococci (Enterococcus, Streptococcus) and Clostridium
perfringens. Once released from their natural environment, they are considered major
microbial contaminants. They can cause people mild illnesses (diarrhoea, fever, vomiting and
abdominal pain), up to life-threatening ilinesses (e.g. neonatal meningitis, haemolytic uraemic
syndrome, endocarditis).

Furthermore, microorganisms have been described which do not occur as frequently
in drinking water but, if present, cause far more serious diseases. It is a group of pathogenic
and conditionally pathogenic microorganisms, which include, for example, viruses (hepatitis
virus, SARS-CoV-2, etc.), protozoa and especially bacteria (Campylobacter spp., Legionella
spp., Salmonella spp., Pseudomonas aureginosa and others).

To ensure safe drinking water, regular monitoring is required. Microorganisms present
in drinking water cannot be observed with the naked eye or assessed in any sensory way, so
it is very important to choose the right method for their determination and differentiation.
For this reason, methods of isolation and identification of microorganisms from drinking water
are considered important steps leading to the elimination of health diseases. Therefore, other
goals included giving examples of specific methods for the determination of microorganisms
from drinking water and also a description of the advantages or disadvantages of these
methods.

The bachelor's thesis describes important procedures for the determination of
microorganisms. Cultivation methods are among the basic methods in every laboratory, but
some microorganisms (mostly pathogenic) are not easy to cultivate. Therefore, detection
methods are used, not only to determine pathogenic microorganisms, but also to speed up
the determination and increase the accuracy of the result in a given sample.

Legislation and ordinances are different in each country. Microorganisms of fecal origin
are mostly sought after, as they are the most suitable indicators for microbiological analysis
of drinking water. Research has shown that although the demands on drinking water quality
are still increasing, there is still a risk of drinking water disease, even in developed countries.

Keywords: Microbiological indicators of drinking water; pathogens; contamination; quality.
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1 Uvod

Voda je pfirozenym prostiedim pro vyskyt mnoha organism(, proto lze ve vodnim
prostfedi nalézt jejich Sirokou $kdlu, a to od mikroorganism(, pfes rostliny, az po vyssi
zivocichy. Z hlediska mikroorganisma jsou nejpocetnéjsi zastoupenou skupinou predevsim
bakterie, voda je idealni prostredi pro Zivot i reprodukci.

| kdyZ voda muzZe na prvni pohled vypadat Cisté a zdravé, nemusi tomu tak vidycky byt.
Dopad kontaminované vody na zdravi ¢lovéka muze byt silné negativni a v téch nejhorsich
pfipadech konci i usmrcenim jedince. Pfesto i v dnesni dobé dochazi kazdy rok k obrovskému
poctu umrti skrz kontaminovanou vodu (nejen v méné rozvinutych, ale i ve vyspélych zemich).

Na kontaminaci vody se nepodili pouze biologickd spolecenstva, ale mize se také
jednat o kontaminaci fyzikalni nebo chemickou. Av3ak biologicka kontaminace je oznacovana
za nejcastéjsiho plivodce onemocnéni, a to predevsim ta, ktera je zplsobena mikroorganismy
ze stfevni mikrobioty.

Voda predstavuje slozku témér kazdé potraviny, tudiz jeji kvalita Uzce souvisi i
s kvalitou potravin. Prevenci ptred mikrobidlnim znecisténim je prfedevsim vhodna Gprava vody
a dostatecnd udrzba jejiho zdroje. V praxi byva nejvice vyuzivana nizkonakladova a vysoce
ucinna desinfekce vody pomoci chléru a jeho sloucenin. U&innym nastrojem v domécnostech,
k zajisténi prevence proti mikrobialni kontaminaci, slouzi pouhé prevareni vody.



2 Cil prace

Ve vodnim prostfedi se vyskytuji autochtonni mikroorganismy, ale také alochtonni,
které mohou byt pro ¢lovéka patogenni a zpUsobovat alimentarni onemocnéni, tudiz jsou
v pitné vodé nezadouci. Hlavnim cilem bakaladfské prace bylo zddvodnit wvyskyt
mikroorganism( v pitné vodé.

Mikroorganismy pfitomné v pitné vodé nelze pozorovat pouhym okem ani nijak
senzoricky posoudit, proto je velmi dulezité zvolit sprdvnou metodu pro jejich stanoveni a
rozliSeni. Z tohoto dlvodu jsou povazovany metody izolace a identifikace mikroorganismu
z pitné vody za vyznamné kroky vedouci k eliminaci zdravotnich onemocnéni. Mezi dalsi cile
prace patfilo uvedeni prikladd konkrétnich metod pro stanoveni mikroorganism( z pitné vody
a zaroven popis vyhod ¢i nedostatk( téchto postupd.

Dalsim ukolem bylo zaméfit se na vliv patogennich mikroorganismu na lidské zdravi.



3 Literarni reSerse

Snadnd dostupnost pitné vody je v dnesni dobé samoziejmosti snad pro kazdého ¢lovéka.
Otoceni kohoutku vodovodni baterie patfi k béZnym a pravidelné se opakujicim kazdodennim
aktivitdm spole¢nosti. Lidé si viak potifebu vody uvédomuji a7 s jeji nedostupnosti. V Ceské
republice jsou plany na zabezpedeni pitné vody aktudlnim tématem. Pro jeji zachovani je
v praxi tfeba pfijmout mnoha opatfeni (Rihovda Ambro?ové 2009). Zdravotné nezavadna a
bezpecna voda mUlzZe byt zachovdna pouze za predpokladu, Ze bude zabrdnéno jeji
kontaminaci (véetné sekundarni) a pokud bude dostateéné upravovana (Rihova et al. 2010).

3.1 Pitna voda

Definice pitné vody je zakotvena v zakoné o ochrané verejného zdravi a o zméné
nékterych souvisejicich zakonu ¢. 258/2000 Sb. (dale jen zdkon o ochrané verejného zdravi) a
udava to, Ze ,Pitnd voda je veskerd voda v plivodnim stavu nebo po upravé, kterd je urcena
k piti, vareni, pfipravé jidel a ndpoju, voda pouZivand v potravindrstvi, voda, kterd je urcena
k péci o télo, k cCisténi predmétd, které svym urcenim prechdzeji do styku s potravinami nebo
lidskym télem a k dalsim ucelim lidské potreby, a to bez ohledu na jeji puvod, skupenstvi a
zpusob jejiho doddni*. Ovsem pitnou vodu nemUiZzeme brat jako ptirodni léCivy zdroj.

Definici pitné vody lze dohledat také ve vyhlasce ¢. 252/2004 Sb. Ministerstva
zdravotnictvi Ceské republiky, kterou se stanovi hygienické pozadavky na pitnou a teplou vodu
a Cetnost a rozsah kontroly pitné vody, ve znéni pozdéjsich predpist (dale jen vyhlaska o pitné
vodé), ktera navazuje na smérnici Rady Evropské unie 98/83/EC, kde se pitna voda definuje
jako zdravotné nezavadna pitna voda, ktera nesmi ohrozit verejnost a jeho zdravi pfi jeji
pravidelné pozivani, neobsahuje Zadné mikroorganismy, parazity a latky v uréitém poctu nebo
koncentraci, které by ohroZovaly verejné zdravi.

Voda je lidskym pravem, kazdy ¢lovék ma pravo na vodu, a to bez vyjimky. V roce 2010
vyslovné uznalo Valné shromdazdéni OSN lidské pravo na vodu a hygienu. Kazdy tak ma pravo
na dostate¢nou, nepretrzitou, bezpecnou, prijatelnou a fyzicky i cenové dostupnou vodu pro
osobni i domaci pouziti (WHO 2019).

3.1.1 Zdroje a uprava pitné vody

Molekula vody je tvorena jednim atomem kysliku a dvéma atomy vodiku. Pfi
standardni okolni teploté a tlaku se jedna o kapalinu, mize mit vSak také ve formé ledu nebo
plynu. Jeji existence v kapalné podobé je pro existenci Zivota na zemi velmi dllezita (Stella &
Obeagu 2018). Voda pokryva dveé tretiny zemé, z tohoto mnozstvi je priblizné 99,7 % obsazeno
v ocednech a mofich (Caruso 2013). Je odhadovano, Ze na svété je pfiblizné 1 386 mil. km?
vody, z toho 2,5 % vody sladkovodni, z niz mensi polovina neni k dispozici, jelikoZ se nachazi
v ledovcich hluboko pod zemi.

Pouzitelnd voda pochazi ze srazek, jez dopadaji na pevninu v ramci kolobéhu vody.

Pitna voda je nepretrzité recyklovdna odparovanim za pomoci slunecni energie. Hydrologicky



cyklus denné spotfebuje vice vody, nez spotfebovalo lidstvo za celou svou existenci. Ro¢ni
celosvétovy Uhrn srazek je okolo 119 000 km?. Z tohoto mnoiZstvi se pfiblizné 74 000 km?
odpafi zpét do atmosféry a zbyla ¢ast prejde do vodnich tok( a jezer Ci se infiltruje do zemé,
kde doplni podzemni vody. Z tohoto mnoZstvi je ekonomicky dostupnych pro lidi 9 000 az
14 000 km?, coz pro srovnani odpovida jedné ¢ajové lZi¢ce z plné vany (Bhagwat 2019).

Celosvétové se pitnd voda k lidem v domacnostech dostava ze dvou hlavnich zdroja. Tim
prvnim je vefejnd vodovodni distribu¢ni sit a tim druhym soukromé studny. Voda z vefejné
sité je pravidelné kontrolovana, a tedy zde spiSe nehrozi, Ze by mohlo dojit k ohrozeni zdravi
spotiebitel. U studni je viak situace jind. Znaény pocet studni v Ceské republice obsahuje
vodu kontaminovanou patogennimi bakteriemi. Je vSak moziné, Ze lidé uZivajici tuto vodu
dlouhodobé nemaji zadné priznaky spojené s jeji kontaminaci. To ale neni v Zddném pfripadé
zarukou jeji nezavadnosti. Dle Tima (2015) si tito lidé s nejvétsi pravdépodobnosti vytvorili ke
kontaminované vodé toleranci. AvSak onemocnét z ni by mohli jejich navstévy, déti ¢i pfi
poklesu imunity i oni sami.

Mnohé zemé v ramci prevence dnes vice uplatiuji bariérovy pfistup patogen( do pitné
vody. Systémy distribuce tak pouzivaji nékolik bariér k potlacdeni patogend, a to v ramci celého
procesu hospodareni se zdrojovou vodou, tedy od jejiho pfijmu az po koneény vystup
z vodovodu. Bariérami tak jsou zasahy ze strany provozu vodaren a vodovodu. V systémech
pfirodnich vod plsobi pfirozené bariéry, jako napfiklad plGda ¢&i skalni podloZi aj., ty jsou
uplatfiovany i v pfipadé studni (Santo et al. 2019).
zdravi, jaké kdy byly vyvinuty. Upravu vody praktikovaly jiZ starovéké civilizace, o €emz svéd¢i
sanskrtské spisy i egyptské napisy. Prvni dodavka pitné vody do mésta, kterd byla oSetrena
pomalou piskovou filtraci, byla zaznamenana v roce 1829 ve Skotsku (Guchi 2015). PGvodni
piskova filtrace byla pozdé&ji nahrazena desinfekci vody chlorem (Santo et al. 2019). Guchi
(2015) déle dodava, Ze pomald piskova filtrace byla uznand jako vhodna technologie v méné
rozvojovych zemich pro odstranéni patogennich mikroorganismui ve vodé (a to az 0 99,9 %).

Jednim z dullezitych krokd, pfi kterych dochazi k upravé kontaminované vody, je
desinfekce, jejimz cilem je zniceni vSech patogen(, a to dvéma zpUsoby. Jednim ze zpUsobl
muze byt konecné osetreni vody, pfi kterém dochazi k usmrceni zbyvajicich mikroorganismd,
nebo slouZi jako ¢aste¢na ochrana pred opakujici se kontaminaci. Chlorace vody je pouzivana
dodnes. Obé metody vyrazné snizily vyskyt chorob pfendsenych pitnou vodou. Desinfekce
nemusi byt provadéna pouze chlorem, vyuziva se dale i ultrafialové zareni, horka voda, para
nebo ozonizace (Abu Shmeis 2018).

Mnoho Iékarl upozornilo, Ze pravidelné uzivani chlorované vody (zejména pokud je chlér
k desinfekci vody vyuzivan ve vyssich koncentracich) maze vést k narGstiim nemoci. Jedna se
o velmi vaznd onemocnéni, kterd predstavuji nadory v travicim traktu, karcinom mocového
méchyre a tlustého stfeva. Po téchto zprdvach, z hlediska onemocnéni z chlorované vody, se
dodnes spousta firem snazi vytvofit jiné technologie k zajisténi bezpecné vody. Odstranénim
mikroorganismu z neupravené vody za vyuZiti iontl stfibra se zabyvali Pavlovi¢ et al. (2014).
lonty stfibra (pouZivané v elektrochemické metodé) vykazuji toxicitu vici mikroorganismim,
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a to i tém, které jsou pravidelné monitorovany (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Clostridium, Enterobacter).

3.1.2 Vyznam pitné vody

Na pitnou vodu je tfeba nahliZet jako na potravinu. Jeji vyznam v souvislosti s clovékem
je tudiz zdsadni. Nejvétsi spotfeby pitné vody je dosahovdno v oblasti zemédélstvi a
potravinarstvi. Jeji potravinarské vyuziti je velmi Siroké, i kdyz se jednd o jeho kriticky zdroj.
P¥i vyrobé potravin ji Ize pouZit na rliznych drovnich, m{ize mit charakter pfisady ¢i napfiklad
myciho prostfedku. Kvalita vody a jeji dopad na rizné stupné potravinarskych vyrob byvaji i
pres jeji dlleZitost casto podceriovany. To vede ke Spatnému hospodareni s vodou,
problémdm s udrzbou &i provozem, coZ zplsobi znacné financéni ztraty a riziko ohroZeni
bezpelnosti potravin. Bezpelnost potravin ma zasadni vliv na kvalitu lidského Zivota,
upozorfiuje Bhagwat (2019). Jakékoli mikroorganismy, at uZz patogenni bakterie, viry ¢i jiné
mikroorganismy produkujici toxiny, pUsobi ve vodé (pouZivané pfi vyrobé potravin) jako
kontaminanty a mohou tak ovlivnit jeji bezpecnost. V ramci bezpecnosti potravin se ale
nejednd pouze o mikrobialni kontaminaci. Pozornost je tfeba vénovat také fyzikalnim (napf.
stfepy aj.) a chemickym (napf. alergeny aj.) aspektim bezpecnosti, kterym je taktéz treba
velmi dobfe rozumét.

Dodavka Cisté a upravené vody je normou napfiklad v Evropé Ci v Severni Americe,
avsak v rozvojovych zemich neni pfistup k Cisté vodé a hygienickym zafizenim pravidlem
(Cabral 2010). Odhaduje se, zZe az 2 miliardy lidi na svété pouZivaji jako zdroj pitné vody vodu
kontaminovanou vykaly. Takto znecisténa voda (spolu se Spatnou hygienou) mliZze byt zdrojem
nakazy a prenosu rdznych nemoci, jako je naptiklad cholera, uplavice, tyfus, hepatitida A Ci
obrna aj. V. méné rozvinutych zemich, kde jsou vodovodni sluzby spravované nevhodné,
nedostatec¢né nebo vibec, je takto kontaminovana voda mnohdy i pavodcem prlijmovych
umrti. Prdjem je nejzndméjSim onemocnénim spojenym s kontaminovanou vodou a
potravinami. Bezpecnd a snadno dostupna voda je pro verejné zdravi nesmirné dulezita. Lepsi
zdsobovdani vodou, dostatecna hygiena a dobra sprava vodnich zdrojli, mlze podpofit
hospodarsky rlst zemi a také vyrazné prispét k poklesu chudoby (WHO 2019).

Na nemoci prenasené vodou zemie kazdy rok 1,5 milion( lidi. Vétsinu z nich tvori déti,
jez umiraji na dehydrataci nasledkem prajmQ. Obecné je u déti mladSich péti let prljem
druhou nejcastéjsi pri¢inou umrti (Yates 2019). Mimo rlznych onemocnéni mohou
mikroorganismy zpUsobovat také zmény senzorickych vlastnosti pitné vody, jako jeji vlni,
barvu ¢i chut (Sharma & Bhattacharya 2017).

WHO (2019) upozornilo, Ze do roku 2025 polovina svétové populace bude 7zit
v oblastech ohroZzenych nedostatkem vody.

Problematikou dopadu klimatickych zmén na kvalitu pitné vody se zabyvali Leveque et
al. (2021). Béhem klimatickych zmén po celém svété dochazi k Ubytku mnozstvi zdroja pitné
vody, coz mlZe dojit aZ k Uplnému nedostatku téchto zdroji. Vysoké teploty jsou z jednim
dlvodem nedostatku vody, jelikoZ se zvySenym poctem horkych dni klesaji procenta srazek,
coz vede k ndrlstu sucha.
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V poslednich letech se téma nedostatku vody stalo velmi diskutabilnim ve vétsiné zemi.
Vyuzivani destové vody, jako zdroj pitné vody, se stalo ekologickym trendem mnoha lidi. Tento
zpUsob vyuziti destové vody posuzovali Hofman-Caris et al. (2019) v Nizozemsku. Destova
voda z hlediska mikrobiologickd kvality neni bezpecnd, proto se pred pouZitim pro osobni
ucely musi upravit napf. chlérem. Zdrojem mikrobiologickych kontaminant( byvaji pfevdiné
tvrdé povrchy, na které destovd voda dopada. Ve méstech tento zplisob pokryje 50 %
z celkové poptdvky na pitnou vodu, ovsem ndklady na takto upravenou pitnou vodu jsou velmi
vysoké.

3.1.3 Normy a hygienické pozadavky pitné vody v Ceské republice

Jakost pitné vody v CR je regulovana legislativou, kterd na ni klade stale vy$$i naroky.
Ridi se smérnici Rady 98/83/EHS. Tyto naroky jsou pak vychozim bodem pro vlastniky sluzeb
provoznich spolec¢nosti vodarenskych organizaci, ktefi se jim musi povinné prizplisobovat,
stejné jako vodojemy a distribucni sité. Pokyny tykajici se mikrobidlni ochrany jsou zakotveny
v zakoné ¢. 258/2000 Sb., o ochrané verejného zdravi lidu a v jeho provadéci vyhlasce ¢.
252/2004 Sb., kterou se stanovi hygienické poZadavky na pitnou a teplou vodu a cCetnost a
rozsah kontroly pitné vody. Dal$i doporuceni, jejichZ cilem je dopravit k odbérateli nezdvadnou
pitnou vodu, vyddvad Svétova zdravotnickd organizace (WHO), kterd se zabyva prevenci
prenosu chorob vodou a poskytuje vlddam pomoc pfi vyvoji cilli a predpist smérovanych ke
zdravi.

Pitnou vodu lze povaZovat za zdravotné nezdvadnou v pfipadech, kdy spliuje
chemické, fyzikdlni, biologické, mikrobiologické a senzorické pozadavky. Mikrobiologické a
biologické ukazatele a hygienické limity pitné vody jsou uvedeny v tabulce ¢islo 1.

Tabulka 1 Mikrobiologické a biologické ukazatele a hygienické limity pitné vody (upraveno dle
Vyhlagky 252/2004 Sb.)

ukazatel jednotka limit typ limitu
Clostridium perfringens KTJ/100 ml 0 MH
Intestinalni enterokoky KTJ/100 ml 0 NMH
Escherichia coli KTJ/100 ml 0 NMH
Koliformni bakterie KTJ/100 ml 0 MH
Pocty kolonii pfi 22 °C KTJ/ml 200 DH
Pocty kolonii pfi 36 °C KTJ/ml 40 DH

Dil¢i ukazatel je charakterizovdn tzv. typem limitu, jenZ vyjadfuje jeho uroven.
V pfipadé, kdyby doslo k prekroéeni limitu, ktery ovSem nesymbolizuje akutni zdravotni riziko,
se vyjadfuje jako mezni hodnota (MH). Naopak nejvyssi mezni hodnota (NMH) predstavuje
zdravotni ohroZeni, pfi pfekroceni této hodnoty pitna voda nesmi byt ddle poZita. Ze zakona
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¢. 258/2000 Sb. vychazi doporucena hodnota (DH), jeZ je nezavazna hodnota ukazatel(, kterd
stanovuje optimalni limit daného ukazatele.

Mikrobiologické a biologické ukazatele a jejich hygienické limity pro balenou vodu se
liSi od parametr( u pitné vody (tabulka ¢islo 2). Balenou vodou se rozumi vSechny zdroje pitné
vody zakoupené v lahvich nebo slouZici jako zdroj pitné vody v kontejnerech.

Rozdilnd mnozstvi nebo typy limitu jsou témér u vSech mikrobiologickych ukazatel(,
kromé Clostridium perfringens. Navic u balené vody musi byt stanovena Pseudomonas
aeruginosa.

Tabulka 2 Mikrobiologické a biologické ukazatele a jejich hygienické limity balené vody

(upraveno dle Vyhlasky 252/2004 Sb.)

ukazatel jednotka limit typ limitu
Clostridium perfringens KTJ/100 ml 0 MH
Intestinalni enterokoky KTJ/250 ml 0 NMH
Escherichia coli KTJ/250 ml 0 NMH
Koliformni bakterie KTJ/250 ml 0 MH
Pocty kolonii pfi 22 °C KTJ/ml 100 NMH
Pocty kolonii pfi 36 °C KTJ/ml 20 NMH
Pseudomonas aeruginosa KTJ/250 ml 0 NMH

Vyse zminovana vyhlaska ¢. 252/2004 Sb., o pitné vodé, kterd zapracovava pfrislusné
predpisy Evropské unie, upravuje hygienické limity fyzikdlnich, chemickych, biologickych,
mikrobiologickych a organoleptickych ukazatel( jakosti pitné vody, véetné pitné balené vody
a teplé vody. Uvadi také rozsah a cetnost kontrol kvality vody i poZadavky na jejich metody.

Vyhlaska ¢. 70/2018 méni nékteré predpisy vyhlasky ¢. 252/2004 Sb., kdy napfiklad
vyhlaska ¢. 252/2004 Sb. udavala mezni hodnotu 200 KTJ/ml a nejvyssi mezni hodnotu 500
KTJ/ml pro stanoveni po¢tu kolonii pfi 22 °C. Déle vyhlaska ¢. 70/2018 upravila minimalni roéni
pocet odbérud vzorkl pitné vody. Toto upraveni se tyka pouze zasobovanych oblasti, které maji
vice nez 5 000 obyvatel a jejich denni spotfeba pitné vody ¢ini 200 litrd na jednu osobu. Nové
Ize také dohledat postup vypracovani rizik, hodnoceni moznosti vyskytu nebezpedi a jejich
nasledky pro kvalitu pitné vody, véetné dodavky.

Stézejnim legislativnim dokumentem k pitné vodé je zakon o ochrané verejného
zdravi, ktery byl v souvislosti s novou Smérnici Komise Evropské unie 2015/1787 novelizovan.
Novela se tykala nové obsazenych kapitol o posuzovani rizik a monitorovaciho programu, za
ucelem ovéreni Uc¢innosti fungovani opatfeni zavedenych pro potreby kontroly rizik pro lidské
zdravi.

V ramci zakladnich norem Evropské unie pro jakost pitné vody je stézejni jiz vyse
uvedenad Smérnice 98/83/ES o jakosti pitné vody urcené k lidské spotiebé, jez stanovuje
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normy pro pitnou vodu, dale napfiklad Smérnice Rady 91/676/EHS k ochrané vod pred
znecisténim dusi¢nany ze zemédélskych zdrojll, podle které zemé Evropské unie musi testovat
koncentraci dusi¢nan(l v podzemnich i v povrchovych vodach na vybranych vzorkovacich
mistech (minimalné jednou mési¢né), Smérnice Rady 91/271/EHS o cisténi méstskych
odpadnich vod, ktera napfiklad udavd minimalni pocet odbérl vzork(li za jeden rok
(odebranych z odtoku Ccistiren odpadnich vod) a jejich pozadavky na vybrané ukazatelé
(celkovy fosfor, celkovy dusik, nerozpusténé latky atd.)

3.1.4 Zpusoby kontaminace pitné vody

Vzhledem k rostoucimu poctu populace dochazi ke zvySenému vyuzivani zdroja pitné
vody, coZ ma za nasledek i rozsifovani zdroji kontaminovanych patogeny po celém svété.
Kvalita mnoha zdrojovych vod je zavisla na geologii, typu pudy, podnebi, pfirozené vegetaci i
charakteristikdch odtoku. Dramaticky kvalitu vody ovliviuji silné srazky i rGzna naruseni
pfirodni geologie. Kvalitu vody ovliviiuje také pritomnost divokych zvitat. Primarné pak muze
jit i o uniky ze sanitacnich systémU v mistech, jako jsou septiky, kanalizace ¢i podzemni
skladovaci nadrZze. Kontaminaci mlze zavinit také hnojeni, vypousténi odpadnich vod do
kanald ¢i jejich aplikace v zemédélskych oblastech (Stella & Obeagu 2018).

Lesni povodi vykazuje velmi kvalitni vodu, které byva vyuzivané jako zdroj pitné vody.
Nardstem sucha roste pravdépodobnost pozari v lesich, coz mlze zpUsobit kontaminaci vody
v pfirodé. V oblastech zasazenych pozdrem byl zjistén zvySeny obsah manganu, dusiku,
fosforu a také zvysend koncentrace kovl (Mishra et al. 2020).

Naopak béhem silnych srdzek se odpadni voda, kterd byva kontaminovdna
patogennimi mikroorganismy, dostava do jinych zdroji vod, a tak narusi plivodni mikrobialni
osidleni (Leveque et al. 2021).

Zakladnim problémem pitnych vod je jejich zneciSténi, které nezfidka souvisi
s pritomnosti mikroorganism(. Pitna voda je jejich kontaminaci vystavovana jak ve studndach
¢i vodojemech, tak i v transportnim potrubi. Pokud zde neni pitna voda zabezpecena proti
mikrobialni kontaminaci, pak se muze stat zdrojem rlGznych infekénich onemocnéni. V pripadé
studen se pak tento problém tyka ve vétsiné pripadl pouze ¢lent rodiny, avsak v ramci verejné
vodovodni sité vSak mizZe mit nakaza epidemicky charakter (Millerova & Aujezdska 2014).

Mnohé domacnosti vyuZzivaji mimo vodovodniho fadu (slouzici jako zdroj pitné vody)
také studny, jejichZz vodu ne vZdy nechdvaji pravidelné testovat. Vykaly jsou hlavnim zdrojem
patogennich mikroorganismt domacich studni (Yates 2019).

Ke kontaminaci studny, ktera je zdrojem pitné vody, dochazi dvéma béznymi zpUsoby.
Tim prvnim je kontaminace ze septického systému, kdy je studna umisténa blizko septickému
[GZzku nebo v pfipadech prasknuti plasté studny. Plast studny by mél byt vyroben z co nejméné
porézniho materialu, jelikoz vétsi pdérovitost plasté zapfticinuje prosaknuti septiku z pady.

Povrchové vody predstavuji druhou cestu kontaminace studniéni vody a to predevsim
v pfipadech, kdy je hlava studny pod Urovni zemé. Povrchova voda (zejména v obdobi silnych
destl) sbird rizné zdroje kontaminace studni¢ni vody (napft. Zivocisny odpad), které pak stékaji
z povrchu do usti studen vikem. K obdobnému zplsobu kontaminace muze dojit i v pripadech,
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kdy je viko umisténo nad povrchem, avsak okoli plasté neni vyplnéno spravnym materialem i
je plast néjakym zpUsobem naruseny (Aquatell 2020).

Yates (2019) uvadi, Ze celosvétové nejbéinéjsi cestou infekce vodnimi patogeny je
fekalné-ordlni cesta. K infekcim dochazi v dlisledku vystaveni nespravné osetfenym odpadnim
vodam ¢i voddm pfimo kontaminovanym lidskymi i zvifecimi vykaly, ddle nespravné
oSetfenym nebo kontaminovanym potravinam. Brandt et al. (2017) zminuji, Ze se lidé v
domdcnostech vystavuji riziku infekce z kontaminované vody béhem pouzivani pfi osobni
hygiené (koupani, sprchovani atd.) nebo také pfi urcitém sportu (plavani, potapéni).

3.2 Mikroorganismy ve vodé

Voda je nevyhnutelnym predpokladem existence kazdého organismu a také nezbytnou
slozkou bunéénych hmot. Veskeré reakce probihajici v Zivé burce se déji ve vodném prostredi.
Vzhledem ke skutecnosti, Ze nedisociované molekuly vody mohou cytoplazmatickou
membranou mikroorganismu volné difundovat, tak musi byt zajisténo i dostatecné mnozstvi
vody v jejich vnéjSim prostfedi. V opacném pripadé by mikroorganismy ztratily kvdli
dehydrataci schopnost metabolismu. Na zakladé vztahu mikroorganism0 k vodé, je |ze rozdélit
na hydrofilni, jez vyZaduji v prostfedi volné pfistupnou vodu (vétSina mikroorganism() a
xerofilni, schopné vyuzivat vodu vazanou na povrch puldnich ¢astic (nékteré aktinomycety)
(Cepac Morava 2007b).

V ptirodé lze vodu nalézt v riznych formach a s riznym obsahem rozpusténych latek,
naptiklad se jedna o vodu sladkou, slanou ¢i vody odpadni (Tdma 2015). Vyskyt
mikroorganism(l v jednotlivych vodach zdvisi na obsahu Zivin, na jejich dalSim sloZeni i
proudéni. Obecné lze fict, Ze ve stojatych vodach je vice mikroorganisml neZ ve vodach
proudicich, odkud jsou priibézné odplavovany, stejné jako Ziviny. Na Ziviny jsou velmi bohaté
vody splaskové, a diky tomu v nich Ize nalézt bohatd spolecenstva mikroorganism.

Osidleni bakterii v pitné vodé ovliviiuje dale i mnozZstvi a druh organické hmoty ve vodé
a také jeji teplota. Z tohoto divodu Gerba (2009) zminuje, Ze vysoké mnoZstvi organické
hmoty a vyssi teploty tak mohou vést ke zvyseni poctu bakterii v pitné vodé. V distribucnich
systémech je obdvany také rlst mnoizstvi koliformnich bakterii zplUsobeny zotavenim
poskozenych mikroorganismu, jez zplsobuje faleSnou pozitivitu stanoveni. Bakterie jsou
schopné rlst volné nebo v biofilmu, ktery se tvofi na vnitinich strandch distribuc¢nich systémf
(nékteré i za pfitomnosti urcité koncentrace chloru).

3.2.1 Diverzita mikroorganismu pitné vody

Dle Timy (2015) Ize obecné mikroorganismy sidlici ve vodé rozdélit do dvou skupin.
Prvni z nich tvofi autochtonni mikroorganismy, které jsou zde pfirozené se vyskytujici. Jde
napfriklad o Micrococcus, Chromobacterium, Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens,
Achromobacter, Acinetobacter, Moraxella, Xanthomonas, sirné bakterie rodu Sphaerotilus,
mikromycety Mucor, Saprolegnia a Fusarium. Druhou skupinu tvofi mikroorganismy
alochtonni, které se do vody dostavaiji z jiného (pro né prirozeného) prostredi.
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3.2.2 Alochtonni mikroorganismy pitné vody

Alochtonni mikroorganismy jsou takové, jejichZ prfitomnost zavisi na doddani zvlastnich
latek, jeZ se rychle vyCerpavaji ¢i na aktualné zvySené koncentraci Zivin. Vyznamna je jejich
metabolicka aktivita i to, Ze se podileji na procesech mineralizace pudy. Tyto mikroorganismy
také zajistuji kolobéh prvkl v Zivém obalu zemé (Kopeckd & Rotkova 2017).

Tato skupina mikroorganism( se do vody dostava ze svého plvodniho zakladniho
zivotniho prostifedi. Ve vodé pak budto ¢asteéné prezivaji, nebo hynou vlivem nedostatku
zivin. Dostane-li se vSak mikroorganismus ve vodé do vhodnych podminek, je schopen se zde
mnozit ¢i vodni biotop druhotné osidlit. Ktomuto dokonalému ptizpGsobeni dochazi
predevsim v odpadnich a povrchové znecisténych vodach. Za danych podminek se tak mohou
stat pro konkrétni lokalitu autochtonni. Naopak nepfizplsobivé typy lze oznacit za vyznamné
indikatory plvodu znecisténi vody, napftiklad z vyroby léciv, potravinarstvi, primyslovych
zavodu, splachem z poli atp. Z poli a vzduchu se do vod dostavaji bakterie rodu Bacillus (napft.
Bacillus subtilis), nitrifikac¢ni a denitrifikacni bakterie, nékteré nesporulujici tyC€inky, plisné i
kvasinky (TGma 2015).

3.2.2.1 Mikroorganismy ze stfevni mikrobioty

Ze zastupcu pochazejicich ze stfevni mikrobioty se jedna zejména o enterobakterie,
enterokoky a Clostridium perfringens. Ptilezitostné se také jednd o patogenni mikroorganismy,
jako je Salmonella typhi, Shigella dysenteriae a dalsi (TGma 2015).

Dle Yatese (2019) jsou bakterie gastrointestindlniho traktu pfizplsobeny vyssi
koncentraci organického uhliku, nizkému pH a teploté 37 °C. Nové prostfedi v podobé vody se
od toho puvodniho ve své podobé velmi lisi. Teplota neni optimalni pro rlst a Ziviny jsou
pritomny v nizkych koncentracich ¢i v obtizné metabolizovanych formach. To zplsobuje také
jejich horsi reprodukci. Jejich Zivotnost je zde vétSinou tak omezena na nékolik dnd az tydn(.
Mnoho téchto bakterialnich patogent Ize odstranit z vody pomoci proces( ¢iSténi odpadnich
vod.

Vzhledem k identifikaci zneciSténi pitné vody jsou vyznamné zejména tzv. koliformni
(gramnegativni) bakterie zahrnujici rody Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Citrobacter,
Yersinia, Serratia a Hafnia, ke kterym patfi stfevni komenzalové a symbionti. Jde o skupinu
bakterii schopnych rast pfi teploté 37 °C, v pfitomnosti Zlu¢ovych soli, kterych je uzivano
k inhibici neintestinalnich bakterii. Za uréitych podminek jsou navic schopny tvofit z laktosy
plyn a kyseliny (Horan 2003).

Podle Bartové (2015) se vétSinou jedna o podminéné patogenni kmeny. Jejich
patogenita je uplatiovana predevsim v ramci vyskytu mimo strevni trakt a také pfi poklesu
rezistence. Uvadéné mikroorganismy byvaji v cetnych pripadech plvodci onemocnéni
mocovych a Zluovych cest a téz pobfisnice. Septické stavy komplikuje produkce endotoxinu,
ktery vyvola tzv. endotoxinovy Sok. U nékterych enteroinvazivnich koliformnich bakterii, jez
jsou primarnimi patogeny, dochazi k vyvolani enterokolitidy stézkym pribéhem. Dalsi
enterotoxické koliformni bakterie zplsobuji prijmova onemocnéni. Za nozokomialni infekce
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a sepse zodpovidd Pseudomonas aeruginosa, jez mulzie byt i plvodcem rozpadovych
pneumonii obdobné jako Klebsiella spp.

Clostridium perfringens

Clostridium perfringens je anaerobni grampozitivni bakterie z ¢eledi Bacillaceae, kterd
vytvari spory (Horan 2003). Kalhotka & Tesafova (2014) uvadéji, Zze urcité rody bakterii
dokdazou za nevhodnych podminek zménit svou fyziologicky ¢innou buriku v klidové dormantni
obdobi, kdy se pozastavi jeji metabolismus na nulové hodnoty. Toto stadium se oznacuje jako
spora (endospora).

Bakterie Clostridium perfringens odolava chladnéjsim teplotam, zato jeji spory jsou
Zivotaschopné i pfi vysokych teplotach. Bézné figuruji v Zivotnim prostfedim, ale rovnéz i
v tradvicim traktu lidi a zvifat (Lampel et al. 2017). V travicim traktu je pfitomna v mensim
mnozstvi, nez fekdlni koliformni bakterie (Horan 2003). Clostridium perfringens je podminéné
patogennim druhem rodu Clostridium (BaudiSova 2017). Tato bakterie ma za nasledek nemoc
gastroenteritidu, jenz se m(iZe vyvinout aZ k poruse tenkého stfeva. V nékterych ptipadech
zvraceni. Nastup nemoci je témér okamzity, jelikoz Clostridium perfringens se replikuje rychleji
neZ ostatni bakterie, poruchy strevniho traktu zplsobuje uvolnény enterotoxin (Lampel et al.
2017).

Celed Enterobacteriaceae

Celed Enterobacteriaceae zahrnuje gramnegativni, fakultativné anaerobni ty¢inky,
které se vyskytuji v travicim traktu lidi i zvifat, Ize je vSak izolovat také z vody, pldy ¢i rostlin
(Cepac Morava 2007a). Dokazou rast vaerobnim, ale i vanaerobnim prostredi, avsak
v anaerobnim prostredi potrebuji pro rlst dostatek fermentovanych cukrd.

Mezivelmivyznamné rody této Celedi patfi Salmonella, Shigella, Escherichia, Klebsiella,
Serratia, Enterobacter aj. (Batt & Tortorello 2014). Celed Enterobacteriaceae obsahuje vice jak
50 rodu o velkém poctu druht (Smith & Fratamico 2016). V rdmci stanoveni kontaminace vod
je velmi vyznamnou bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae Escherichia coli.

e Escherichia coli

Escherichia coli (dale také E. coli) je typickou gramnegativni bakterii ve tvaru tycinky se
zaoblenymi konci, jeZ lze pozorovat na obrazku €. 1. Jde o fakultativné anaerobni bakterii
tvofici toxiny a nevytvarejici spory. E. coli je pfirozenym obyvatelem lidského traviciho traktu,
kde je povazovana za neskodnou. Ziskava se pfi narozeni oralni cestou, stolici od matky nebo
z prostiedi (Percival & Williams 2014). Ne vSechny kmeny E. coli jsou ale neSkodné, nékteré
z nich ziskaly mechanismy virulence, coz z nich déla patogeny (Smith & Fratamico 2016).

Patogenita, kterou ziskdvaji bakterie E. coli za urcitych okolnosti, mize zplsobovat
lokalni ¢i celkové infekce. Byva i pdvodcem akutnich nebo chronickych zanétd mocovych cest
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Ci cholecystitidy, dale také neonatdlni meningitidy, akutni enteritidy, sepsi a abscesu
v nékterych organech. Je také pficinou tzv. cestovniho prijmu nebo onemocnéni podobnému
Uplavici, které vyvolava hemoragické kolitidy, charakteristické krvavym prijmem (Percival &
Williams 2014).

Vyskyt souvisejicich onemocnéni je dan konkrétnim sérovarem, stfevni infekce
zpUsobené touto bakterii pak lze rozdélit na zakladé produkovaného toxinu na
enterotoxigenni (ETEC), enteropatogenni (EPEC), enteroinvazni (EIEC), enterohemoragicka
(EHEC) E. coli.

Pro pfenos vodou jsou nejpravdépodobnéjSi zdstupci ETEC zpUsobujici
gastroenteritidu se silnym vodnatym prijmem, ktery je doprovazen kiecemi v oblasti bficha.
Zavainost onemocnéni se liSi od mirnych az po Zivot ohroZujici stavy. Toxiny zde ovliviuji
transport elektrolytl, coZz vede k nadmérné ztraté tekutin. Infekéni davka je zde vysoka,
zapotfebi je zhruba 108 mikroorganismd. Onemocnéni trvd 3 aZ 6 tydnd a je hlavni pFi¢inou
umrtnosti déti v rozvojovych zemich do péti let véku. Dospéli a starSi déti se mohou stat
asymptotickymi nosici tohoto onemocnéni (Percival & Williams 2014; Lampel et al. 2017).

EPEC je dalsim zastupcem, pro kterého je typicky vyskyt ve vodé. | zde je infekéni davka
vysoka, jelikoZ je zapotfebi 10° a7z 10° mikroorganismu. Vznikajici prijmy jsou hlavni pfi¢inou
prajmu déti do 2 let. | zde je pomérné vysoka umrtnost (Percival & Williams 2014). Mistem
plUsobeni EPEC je tenké stfevo. Vodnaté prlijmy doprovazi hlen, ale v nékterych pfipadem se
vyskytuje i krev. DalSimi ptiznaky, které doprovazeji prajmy, je pfedevsim zvraceni, malatnost
a dehydratace (Liu 2019).

EIEC nejenom svoji genetickou informaci je velmi podobna bakterii rodu Shigella, ale i
patogenitou. Napada epitel tlustého streva, zplsobuje vodnaté prdjmy (se stopami hlenu i
krve), horecky a velmi silné kiece (Liu 2019). Hsu et al. (2010) poukazuji na rozdil mezi EIEC a
bakterii rodu Shigella, infekéni davka vykazuje znaény rozdil mezi EIEC a rodem Shigella, jelikoz
u rodu Shigella je infekéni davka mensi (10! az 10* mikroorganismu) na rozdil od EIEC, kde se
infekéni davka zvy3uje (108 az 10'° mikroorganismu).

EHEC zpUsobuje patogenitu u Clovéka, ale také u zvirat. EHEC pronikd do tlustého
stfeva, dokaze vytvaret toxin, nazyvajici se shigalike toxin. EHEC vyvoldva tézké vodnaté
prajmy, hemoragickou kolitidu, kterd je pfi¢inou smrtelné nemoci hemolyticko-uremického
syndromu (HUS). Ackoliv se béiné bakteridlni nemoci |é¢i pomoci antibiotik, u tohoto
onemocnéni tomu tak neni. Podanim antibiotik dochazi k vyssim zdravotnim komplikacim pfi
této nemoci, v této chvili neexistuji Zadna |éciva zastavujici nemoc HUS (In et al. 2016). Jako
hlavnim zdrojem ndkazy je uvadén tepelné neopracované hovézi maso, kdy ke kontaminaci
mUze dojit béhem zpracovani a baleni masa nebo také pfi nedostatecné tepelné Upravé
hovéziho masa (Chen at al. 2007).

Bakterie E. coli je dale vyuzivana v potravinarstvi i ve vodarenstvi jako indikatorovy
mikroorganismus sanitace, dodrZzovani a zachovani hygienickych podminek (Cepac Morava
2007a). Bakterie je povazovana za ukazatel znecisténi stolici, jedna se o velmi dobré indikatory
bakterialnich patogen( (Horan 2003).
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g ~ N
Obrazek €. 1 Escherichia coli (https://www.sciencelearn.org.nz/resources/1899-e-coli-the-
biotech-bacterium)

e Rod Salmonella

Pohyblivé a gramnegativni rody Salmonella jsou schopny fermentovat sacharidy
(kromé laktosy) za vniku plynu a sirovodiku (Bridle 2014). Dle klinik( je ¢lenén do tfi skupin,
kterymi jsou tyfus, paratyfus a enteritis. Skupiny tyfus a paratyfus obsahuji pro ¢lovéka
obligdtné patogenni sérovary salmonel (Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi). Ty mohou
lidem zpUsobit vazna tyfovda onemocnéni (Cepac Morava 2007a).

K jejich pfenosu dochazi prdvé kontaminovanou vodou, protoze se dokaZou
rozmnozovat v distribucnich systémech pitné vody. Jednim z potenciadlnich zdroju nakazy
predstavuje led, ktery je vyuzivan k pripravé ledovych napoju, jelikoz k jeho vyrobé mize byt
pouzita kontaminovana pitna voda, obsahujici rod Salmonella (Levantesi et al. 2012).

Mohou se také prendset potravinami nebo primym kontaktem s bacilonosi¢cem.
Skupina enteritis (Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium aj.) obsahuje prfedevsim
plvodce zvitecich nemoci (Cepac Morava 2007a). Rod Salmonella ke svému rlstu potirebuje
aminokyselinu tryptofan.

e Intestindlni enterokoky

Intestinalni enterokoky zahrnuji rody Enterococcus a Streptococcus, jez jsou pritomny
v travicim traktu lidi a mnoha zvifat. Jde o grampozitivni koky s negativni kataldzou.
Intestinalni enterokoky se nejvice podobaji idedlnimu indikatorovému mikroorganismu, ve
vnéjsim prostiedi se nemnozi a jsou pfriblizné dvakrat odolnéjsi vici desinfekci nez koliformni
bakterie (Horan 2003).

Mimo to, Ze intestinalni enterokoky indikuji fekalni znecisténi, i tak néktefi zastupci
skupiny patfi k potencionalnim patogentim. Ze stfevni mikrobioty lidi byly izolovany pouze dva
druhy enterokokl (Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium). | kdyz nékteré druhy rodu
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Enterococcus v potravinaiském pridmyslu povazujeme za pficinu sekundarnich kontaminaci,
jiné druhy se uplatniuji pro senzorické vlastnosti pri zrani syr( (Cabral 2010).

Enterokoky jsou nejc¢astéji plivodci onemocnéni mocového systému, méné Ccasto
zpUsobuji bakteriémie nebo endokarditidy. Jsou znamé také svoji rezistenci na antibiotika
(BaudiSova 2017a). Odolnost v{ci antibiotikim je zakotvena ve formé gen( v jejich genetické
informaci. To hraje velmi duleZitou roli v potravindfstvi, ale i v Zivotnim prostfedi. Rezistenci
na antibiotika prdvé pomoci genl predavaji velmi rychle jinym mikroorganismim (Batt
&Tortorello 2014).

3.2.2.2 Vybrané patogenni bakterie

Mikrobidlni kontaminaci nezapficinuji pouze mikroorganismy ze stfevni mikrobioty, ale
také dalSi patogenni bakterie. Tyto bakterie Ziji v jejich pfirozeném prostiedi, ale jakmile se
dostanou do pitné vody, ohroZuji zdravotni stav ¢lovéka. Do této skupiny byly zahrnuty rody
Campylobacter, Legionella a Vibrio, jejichz stanoveni neni v CR legislativné dano. Vyjimku tvofi
bakterie Pseudomonas aeruginosa, ke které se vztahuje kontrola v balenych vodach.

Pseudomonas aeruginosa

Nesporotvorna, gramnegativni a tyCinkovitd bakterie Pseudomonas aeruginosa je
oportunisticky patogen. Jedna se o vSudypfitomnou bakterii v pddnim prostredi, ale vyskytuje
se také ve vodé (predevsim kolonizuje biofilmy ve vodnich systémech). Pseudomonas
aeruginosa je ve vodé schopna vytvaret rozpustné pigmenty, které se zbarvuji do modrozelené
barvy pod ultrafialovym zarenim (Batt & Tortorello 2014).

V pitné vodé se dokdze rozmnozovat pod podminkou, Ze pitnd voda bude bohatd na
vhodné Ziviny (BaudiSova 2017b). Toto vyvraci Zamberlan da Silva et al. (2008), kdy podle nich
Pseudomonas aeruginosa ve vodnim prostredi roste i pfi nizkych koncentraci Zivin.

Zavainé riziko predstavuje hlavné pro starsiho ¢lovéka nebo pro ¢lovéka, jehoz imunitni
systém neni dobre vyvinuty, pfipadné trpi oslabenym imunitnim systémem, nebot pro ¢lovéka
pUsobi jako oportunni patogen (Brandt et al. 2017). Mezi pfiznaky pritomnosti Pseudomonas
aeruginosa patfi infekce mocovych a dychacich cest nebo zplsobuje dermatitidu (Zamberlan
da Silva et al. 2008).

Kontrolu této bakterie ve zdrojich pitné vody pravidelné provadi laboratofe. Problém
nastava tehdy, kdy Pseudomonas aeruginosa osidli vodovodni kohoutky. Timto zplsobem
byva lidské zdravi vystaveno riziku tohoto patogenu (Batt & Tortorello 2014; Brandt et al.
2017).

Rod Campylobacter

Zastupci patogenu, vyskytujici se ve vodé, jsou i gramnegativni, mikroaerofilni tycinky
Campylobacter jejuni a Campylobacter coli (Cepac Morava 2007a). Lampel et al. (2017)
doplnuji, Ze nejlépe rostou pfi koncentraci kysliku okolo 3 az 5 %. Nicméné rod Campylobacter
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zahrnuje 14 druhu, pravé Campylobacter jejuni a Campylobacter coli znamenaji nejvétsi
ohroZeni pro lidské zdravi, jelikoZ na ¢lovéka plisobi jako patogeny (Brandt et al. 2017).

Jejich optimum se pohybuje okolo 37 °C, vyskytuji se ve fekaliich lidi, zejména déti a
také ve fekaliich zvirat. Lze je vSak izolovat i z nékterych druht syrovych mas, syrového mléka
¢i vody. Jde o vodou a potravinami prenosny patogenni mikroorganismus (Cepac Morava
2007a). Casty vyskyt jmenovanych mikroorganismd je rovnéi i v odpadnich vodach, kde na
povrchu preckdvaji nékolik tydn(, a to i dokonce pfi nizkych teplotach. Desinfekéni latky
vylucuji pfitomnost Campylobacter v zdsobach pitné vody. Druhy mikroorganismd rodu
Campylobacter zapficinuji nemoc zvanou kampylobakteriéza (Brandt et al. 2017). Nemoc
kampylobakteriézu doprovazi horecky, bolest svall, btisni kfece a vodnaty prijem obsahujici

krev (Lampel et al. 2017).

Rod Legionella

V pitné vodé se mohou vyskytovat také naptiklad zadstupci rodu Legionella. Legionely
jsou puvodcem zapall plic (oznacované i jako pneumonie ¢i Legionarska nemoc). Jejich
zdrojem muze byt biofilm vytvoreny uvniti vodovodniho potrubi (Waak et al. 2018). Rod
Legionella zastupuje 52 druhu tvoficich 71 sérovarl, z nichz 21 sérovar( je pro lidstvo
patogennich.

Nejvice zastoupeny druh rodu Legionella je Legionella pneumophila (Steinert et al.
2002). To potvrzuje Beauté (2017), kdy v letech 2011 aZ 2015 byla sledovana legionarska
nemoc v Evropé. Z celkového mnozstvi rodu Legionella bylo vyhodnoceno 96,3 % Legionella
pneumophila, z cehoz 82,9 % zplisobil sérovar 1 Legionella Pneumophila. To Ze se Legionella
pneumophila vyskytuje nejcastéji ve vzorcich, potvrdil i vyzkum v Madarsku. Sérovar 1
Legionella Pneumophila, ktery byl opét nejcastéjsi, vykazoval 37 % z pozitivnich vzork( (Barna
et al. 2016).

Legionella je gramnegativni, patogenni bakterie, jez ma tvar ty€inek. Ke svému rlistu
potiebuje aminokyseliny, které predstavuji hlavni zdroj uhliku pro pfisun energie (Steinert et
al. 2002). Dle Caicedo et al. (2018) je Legionella pneumophila auxotrofni organismus, coz
znamena, Ze nedokaze sama syntetizovat urcité organické slouceniny (Johnson et al. 2020),
predevsim se jedna o aminokyseliny jako cystein, arginin, leucin, izoleucin, methionin,
threonin a valin. Proto parazituje uvnitf bunék prvok( (pfedevsim rod Acanthamoeba)
slouzicich jako zdroj organickych sloucenin, ale i jako Ukryt, pokud by doslo k nepfiznivym
podminkam (Steinert et al. 2002).

Znacny vliv na rast druhu Legionella pneumophila ma také teplota. Caicedo et al. (2018)
vyhodnocovali tfi teploty a teplotni vliv na rist. Pfi teploté 35 + 1 °C dochdazelo k nejvyssimu
rastu Legionella pneumophila, naproti tomu nizsi teploty (15 + 1 °C a 24 + 2 °C) neprospivaji
rastu bakterie. Teplota nad 50 °C a teplota pod 10 °C snizuji riziko vyskytu Legionella
pneumophila, jelikoz tyto teploty zpomaluji jeji rlist. To potvrzuje, Ze optimalni teplota pro
rast Legionella pneumophila je okolo 30-35 °C (Barna et al. 2016). K pfenosu muze také
dochazet pomoci vdechovani aerosoll (napt. z klimatizace) nebo také napfriklad z verejnych
sprch nebo vitivek (Magama-Arachchi & Wanigatunge 2020).
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Rod Vibrio

Charakteristickou bakterii vodniho prostredi je rovnéz i rod Vibrio. Jedna se o malé (1,5
— 3,0 um x 0,5 um), gramnegativni, fakultativné anaerobni, tyCinkovité bakterie nevytvarejici
spory. K pohybu bakterie slouzi jeden poldrni bicik (Cabral 2010; Bridle 2014; Magama-
Arachchi & Wanigatunge 2020).

Pocet bakterii ve vodé ovliviuji dva faktory — koncentrace sodiku a teplota vody. Sodik
asimiluje jejich rast a Vibrio cholerea roste pfi relativné vysokych teplotach (40 °C) vody se
zasaditym (9 az 10) pH (Cabral 2010). Ackoliv mnoho druhl rodu Vibrio (napf. Vibrio
fluvialis, Vibrio hollisae a Vibrio mimicus) ptindsi infekéni onemocnéni clovéka, castym
patogennim druhem, izolovanym ze sladké vody, je Vibrio cholerea (Bridle 2014). Vibrio
cholerea je vyobrazena na obrazku €. 2.

Obrazek €. 2 Vibrio cholerea
(https://www.eurekalert.org/multimedia/pub/159616.php)

Struktury fimbrii tvofi protein TcpA, kde dochazi k expresi exotoxinu cholery. Za
nemoci cholerou, pfi které clovék trpi prajmy a ztraci pfiblizné 10 az 15 litrG vody, stoji
sérotypy O1 a 0139 (existuje az 200 sérotypU Vibrio cholerea). Pfiblizné 50 % osob
onemocnénim cholerou umira, proto se jednd o velmi vaznou nemoc. Lidé, jenZ se nakazi
ostatnimi druhy rodu Vibrio i sérotypy Vibrio cholerea, trpi prajmy a infekcemi
gastrointestinalniho traktu (Cabral 2010). Magama-Arachchi & Wanigatunge (2020) oznacuji
Vibrio cholerea za velmi senzitivni viici chlorové desinfekci.

3.2.2.3 Ostatni mikroorganismy kontaminujici pitnou vodu

Mikrobiologické kontroly pitné vody po celém svété jsou predevsSim zaloZzeny na
kultivaci pouze bakterii, pfesto nékteré zavazné onemocnéni nezplsobuji jen bakterie. Mezi
dalsi mikroorganismy v pitné vodé, které predstavuji zdravotni riziko pro ¢lovéka, patfi houby,
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prvoci a také viry. Za zdroj kontaminace pitné vody byvaji povazovany predevsim exkrementy
a také biofilmy tvofici se ve vodovodnich systémech.

Houby

BéZnou soucdsti vody jsou také plisné (mikromycety), jedna se o eukaryotni
organismus patfici do skupiny hub. Schopnost nékterych plisni produkovat mykotoxiny,
predstavuji jednu z moZnosti pro vyvoldni onemocnéni u clovéka. Stimto souvisi napf.
Aspergillus spp. (uvoliujici karcinogenni aflatoxin) a Fusarium spp., ovsem plisné nepUsobi jen
jako toxické pro ¢lovéka. Z dalSich mozZnych plisni, které ohroZuji zdravi ¢lovéka, jsou napfiklad
Aspergillus fumigatus a Fusarium solani (zapficinuji patogenni onemocnéni), tieti zpUsob je
takovy, Ze nékteré plisné mohou vyvolat u ¢lovéka alergenni reakci. Plisfiové alergeny opousti
buriky pfimo z plisni nebo jsou vylucovany jako sekundarni metabolity (Afonso et al. 2021).

V Portugalsku byly odebrany vzorky kohoutkové vody a nasledné Gongalves et al.
(2006) vyhodnoceny. Nej¢astéjsi vyskyt byl rod Penicillum (40,6 %) a druhym ¢etnym rodem
vykazoval rod Acremonium (38,8 %). Tento rod je schopen produkovat sekundarni alkohol,
oznacovany jako oktenol, ktery senzoricky ovliviiuje pitnou vodu. Cladosporium, Rhizopus,
Alternaria, Aspergillus patfi mezi dalsi rody plisni detekovatelné v pitné vodé.

Jako vSechny mikroorganismy, i plisné lze nalézt v biofilmech, nachazejicich se
nejenom v rozvodech pitné vody. Afonso et al. (2021) popsali zajimavou symbidzu v biofilmech
mezi vlaknitymi houbami a bakteriemi. Tyto mikroorganismy mezi sebou spolupracuji a
komunikuji. Napfiklad bakterie rodu Pseudomonas pozitivné interaguje s rodem Basidiobolus.
Rod Basidiobolus uvoliuje extraceluldrni enzymy, které mimo bunku Stépi slozité molekuly
latek, které pfijima bakterie Pseudomonas jako ziviny, dale bakterie vyuziva i sekundarni
metabolity, uvolnéné pravé rodem Basidiobolus. VIdknité houby také poskytuji ochranu
bakterii a pomoci hyf zajistuji lepsi udrzeni bakterii na biofilmech.

Prvoci

Také paraziticti prvoci jsou podle Dawsona (2005) v poslednich desetiletich
povazovany za pavodce vaznych onemocnéni lidi zplsobovanych prenosem skrze vodu nebo
potraviny. NejvétSimu zajmu se v této oblasti tési rody Cryptosporidium, Cyclospora, Giardia a
Toxoplasma, jenZ jsou povazovany celosvétové za nejvétsi riziko. Yates (2019) uvadi, Ze jde o
silné rliznorodou skupinu mikroorganismu Zijici na hostitelském organismu nebo v ném.
Paraziti, jejichz klidovym stadiem je to infekéni, jsou vice rizikovi nez ti, jejichz infekéni formou
je stadium vegetativni. Mnoho stfevnich prvokd je prenaseno fekalné znecisténou vodou.

Pritomnost prvoka Giardia v pitné vodé muzZe byt hrozbou, ale pfitomnost Giardia je
také zndma v morské vodé. Averaldo et al. (2018) poukazuji na dalsi riziko prenosu tohoto
prvoka mezi lidi, a to pfedeviim konzumaci syrovych mofskych plodd. Ustfice a mékkysi,
péstované pro produkci na trh v morské vodé, jsou ¢astym rezervoarem prvoka Giardia, ale
uvnitr tkani téchto morskych plodl byly identifikovany i viry (napf. virus hepatitidy A).
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Viry

Mezi nejmensi patogeny, jenZ se nachazeji v pitné vodeé, patfi viry. Jejich velikost se
pohybuje okolo 20 az 300 nm. Viry jsou vyjimecéné v tom, Ze svoji genetickou informaci maji
uloZzenou ve formé nukleovych kyselin, a to nejen v DNA, ale i v RNA. K jejich rozmnoZovani
dochazi pouze uvnitf bunék hostitele, tudiz se ve vodé nedokdZou rozmnoZovat, ale jsou
schopny kontaminovat i hluboké zvodnélé vrstvy (Bridle 2014). Na druhou stranou nejsou dle
Yates (2019) tak citlivé na nedostatek Zivin, a proto prezivaji ve vodé déle nez bakterie.
Problémem je zde mozZnost jejich transportu do podzemnich vod pres pudu, jelikoZ jsou
rozmérove velmi malé (25 az 80 nm).

Viry, stejné jako bakterie, jsou soucdsti mikrobioty ¢lovéka. Pfitomnost vir( ve fekaliich
mUze byt ale pouze v pfipadé, kdy je jedinec virem infikovan. Viry projevuji pro hostitele vétsi
druhovou specificnost nez bakterie, napfiklad néjaké druhy vir(i védi, na jaké bunky organ i
tkdni budou pUsobit. Gastroenteritické viry se replikuji ve stfevech, enteroviry (zpUsobuijici
hepatitidu) jsou infekéni pro jatra (Bridle 2014). Navic jejich specificnost usnadnuje identifikaci
kontaminace. Virus specificky pro c¢lovéka tak poukazuje na kontaminaci zplsobenou
clovékem (Yates 2019).

Zdrojem nakazy virusu hepatitidy E (HEV) je nejen kontaminovana voda, ale i ¢erstva
zelenina, maso a mlécné vyrobky. Virus se také muizZe prenaset nepfimo. K nepfimému
pfenosu dochdzi tehdy, pokud je kontaminovana voda pouzita v dalSich primyslovych
odvétvich (napt. v zemédélstvi pro zavlahu zeleniny), kde virus pusobi jako infekcni Castice.
V Portugalsku Salvador et al. (2020) posuzovali 18 vzork( pitné vody, z nichz 27,7 % vykazovalo
pozitivni vysledek na infekéni HEV. Infekéni HEV v pitné vodé také identifikovali ve Svédsku a
Indii. NakaZeny ¢lovék trpi Zloutenkou, zvracenim ¢i horeckou.

Do skupiny virli rovnéz patfi virus SARS-CoV-2 ze skupiny koronavird (Brendish et al.
2020). Wurtzer (2020) doddava k virusu SARS-CoV-2, Ze jde o jednoretézcovy RNA virus. Na
obrdazku €. 3 je zndzornén mikroskopicky snimek virusu SARS-CoV-2.

Nemoc u lidi, kterou vyvolava SARS-CoV-2, se nazyva jako covid-19, typickymi pfiznaky
této nemoci mohou byt Unava, horecka, bolest v krku, snizena chut k jidlu, Spatné dychani,
kasel, prijem nebo ztrata Cichu, oznacovana také jako anosmie (Brendish et al. 2020). Prvniho
nakazeného ¢lovéka nahlasila Cina (konkrétné ve mésté Wu-chan) v prosinci 2019. WHO
(2020) k datu 11. 3. 2020 oznacilo nemoc covid-19 za pandemickou.

Detekci SARS-CoV-2 v odpadni vodé potvrdilo nékolik vyzkumda. Virus SARS-CoV-2
detekovali v odpadnich vodach ve Francii (Wurtzer et al. 2020), v Italii (La Rosa et al. 2020),
v Australii (Ahmed et al. 2020) a v Japonsku (Hata et al. 2021).

Virus se do odpadni vody muzZe dostat stolici infikovanych lidi. Vyskyt virusu ve stolici
ukazuje na mozné riziko prfenosu virusu fekdlné-oralni cestou, predevsim v zemich, kde se
nepouzivaji uzaviené kanalizace nebo také napf. v uprchlickych taborech (Quilliam et al.
2020). Pro jeho preZiti v odpadni vodé je dlleZita teplota, pfi teploté 4 °C preziva aZ 14 dni,
naproti tomu pfi teploté 20 °C dokéze prezit pouze 3 dny (Garcia-Avila et al. 2020). Pitna voda
neni rizikem prenosu virusu SARS-CoV-2, jelikoz virus vykazuje citlivost na pritomnost chléru
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nebo jejich slouéenin slouzicich pro desinfekci vody vhodné k piti (Garcia-Avila et al. 2020; La
Rosa et al. 2020).

Virus byl detekovan v nedostatec¢né oSetfenych vodach, proto je velmi dllezité dbat
na spravnou koncentraci chléru pro spravnou desinfekci odpadni vody. Aktivni chlér je
ucinnéjsi na deaktivaci virusu pfi Cisténi odpadni vody neZ oxid chlori¢ity. Monitorovani
pfitomnosti virusu SARS-CoV-2 v odpadnich vodach je jednim z hlavnich zdroju, jak se da

epidemie kontrolovat, napf. zda se virus v dané oblasti stale vyskytuje (Garcia-Avila et al.
2020).

Obrazek €. 3 Mikroskopicky snimek virusu SARS-CoV-2
(https://www.vtei.cz/2020/06/koronavirus-sars-cov-2-v-povrchovych-a-odpadnich-vodach/)

3.3 Mikrobiologické ukazatele pfi kontrole pitné vody

Vysetrovani vzorkd vody na pritomnost patogent je mnohdy zdlouhavym, obtiznym a
¢asové naroénym ukolem. Je tedy vyhodné pti rozborech nezakladdat stanoveni pfimo na
plvodcich onemocnéni, nybrz na snaze stanovitelnych bakteriich (Gerba 2009).

Pfi rozborech vody se tak nepatra po patogennich bakteriich, ale po bakteriich, které se
bézné vyskytuji v lidském travicim traktu a v travicim traktu teplokrevnych zvirat, kde tvofi
jejich prirozenou mikrobiotu. Pfimé hledani patogennich mikroorganismu by bylo technicky i
finanéné velmi naroc¢né. Tato praktika vychazi z poznatk(, Ze clovék nakazeny néjakou
chorobou miiZe byt soucasné nositelem skrytych patogennich organismu. Z tohoto ddvod je
nezadouci, aby byly ve vodé obsazeny i bakterie bézné se vyskytujici v travicim traktu (APALAB
2020).

Koncept indikatoru byl vyvinut na prelomu 20. stoleti pro hodnoceni kontaminace stolici
Gerba (2009). Tento koncept zavisi na skutecnosti, Ze se ve vykalech ¢lovéka a vSech
teplokrevnych Zivocichl vyskytuji urcité nepatogenni mikroorganismy. Ty je mozné snadno
izolovat a kvantifikovat prostfednictvim jednoduchych bakteriologickych metod.
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Indikatorové organismy jsou pouzivany ke kontrole kvality vody, ke kontrole Ucinnosti
procesll Upravy vody, ke kontrole stavu distribuénich siti (BaudiSova 2017), k monitorovani
integrity podzemni potrubni vodovodni sité i jako screeningova skupina cerstvé fekalni
kontaminace (Santo et al. 2019).

Gerba (2009) dale uvadi, Ze jiz od pocatku 20. stoleti se jako standard pro hodnoceni
znecdisténi pitnych vod pouziva koliformni skupina mikroorganismu. Vyzkumy bylo prokazano,
Ze nepfitomnost téchto mikroorganism, ve sto mililitrech pitné vody, zajistuje prevenci pred
vypuknutim nemoci prenasenych bakteriemi z vody.

Problémem stanoveni indikatorovych mikroorganismi muazZe byt odliSna patogenita
raznych druhd v kmeni, jiZz nejsou detekéni metody schopny od sebe rozlisit. | pfes to, Ze jsou
k dispozici kultivacni techniky pro mnohé patogeny, tak nékteré z nich jsou neselektivni, coz
umoznuje necilenym mikroorganismim proliferovat v mnoiZstvi, které patogen prersta.
Napfiklad nékteré virové patogeny maji tak ndarocné pozadavky na rlst, Ze je lze kultivovat
pouze na specidlnich tkanovych kulturach, které se hiife udrzuji, a navic jsou finan¢né velmi
nakladné. Dle Santo et al. (2019) nékteré z nich tak neni moZné vlbec v laboratornich
podminkach kultivovat. Obdobna je situace u patogennich prvok, zde jsou metody neucinné
skrze jejich Spatny vytézek, kdy je napriklad potfeba pro detekci filtrovat velké mnozstvi vody
(problémem je zde analyza velkoobjemovych vzorkl s nizkym vytézkem).

Mikroorganismy lze vhledem k jejich vyskytu v pitné vodé rozdélit na organotrofni,
indikatory fekdlniho znecisténi, patogenni a podminéné patogenni mikroorganismy. Jejich
podrobnéjsi vycet uvadi tabulka Cislo 3.

Tabulka 3 Skupiny indikatorovych mikroorganismu (vlastni zpracovani dle Baudisova 2017a)

Skupina MO Priklad

Indikatory obecného druhy rodG Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, Flavobacterium,
znecisténi Enterobacteriaceae, Vibrionaceae aj.

Indikatory fekalniho koliformni bakterie, Escherichia coli, intestindlni enterokoky,
znecisténi Clostridium perfringens, bakteriofagy.

Patogenni a salmonely, shigely, legionely, rod Campylobacter, Pseudomonas
podminéné patogenni | aeruginosa, atypicka (netuberkuldzni) mykobakteria, viry, prvoci.

3.3.1 Indikatory obecného znecisténi

Indikdtory obecného (nefekdlniho) znecisténi jsou organotrofni mikroorganismy.
Jakmile dojde kjejich vy$Simu namnoZeni ve vodé, mulie se ocekavat zhorsSeni
organoleptickych vlastnosti vody. Stanoveni indikatori obecného znecisténi v pitné vodé je
vyuzivané z divodu, Ze poukazuji na tvorbu biofilm{ a pritomnost organicky odbouratelného
substratu. Jejich optimum ristu se pohybuje mezi 22 a 36 °C (Negm et al. 2019).

Organotrofni mikroorganismy lze zaradit do autochtonni mikrobioty, jedna se nejen o
bakterie, ale také i o houby a kvasinky. Zdroj energie i Zivin, jenZ potfebuji pro sv(j rist a
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rozmnozovani, ziskdvaji rozkladem organickych substratd. Pfirozenym prostifedim jejich
vyskytu je ptida, vzduch, voda a také potraviny (Bartram & Cotruvo 2004). Clovék je denné
pfijima ve vysokych poctech konzumaci potravin a pitné vody. PFijem téchto mikroorganismu
ovsem nema zadné nepfriznivé ucinky na zdravi. Rizikem pro ¢lovéka mUZe byt skute¢nost, Ze
jejich pritomnost ve vodé (napf. k vyrobé potravin) zvysuje riziko jejich kaZzeni (BaudiSova
2017b). Z hygienického hlediska je obecné znecisténi méné vyznamné, avsak podava informaci
o vztahu zdroje pitné vody (studny) a jeho okoli (Zelinka 2013).

Na pomnoZovdani téchto indikdtord obecného znecisténi v pitné vodé ma znacny vliv
nékolik faktorl. Mezi tyto faktory patfi napfiklad druh a zbytkovd koncentrace pouzité
desinfekce, kvalita zdrojové vody, technologie pouZitd na upravu zdrojové vody, skladovani
pitné vody, teplota, ale také obsah rozpusténych organickych latek (Bartram & Cotruvo 2004).

Ackoliv organotrofni mikroorganismy nemaji vliv na zdravi ¢lovéka, jsou predevsim
vyuzivany jako ukazatelé kvality pitné vody, ucinnost desinfekce vody a jeji filtrace, tvorby
biofilma v distribu¢nich systémech. Tyto vyhody stanoveni indikdtor( obecného znecisténi
potvrzuji BaudiSova (2017b) i Bartram & Cotruvo (2004).

O celkovém znecisténi podavd informaci pocet kolonii, ktery nardsta pri 22 °C.
Stanoveni poctu kolonii pfi 36 °C prispiva pouze k objasnéni celkového charakteru vodniho
zdroje a stejné jako pocet kolonii pfi 22 °C dopliiuje nalez indikator( fekalniho znecisténi
(Zelinka 2013). Obdobna kritéria uddavaji i Brandt et al. (2017).

V laboratoftich v Ceské republice ke stanoveni poctu kolonii pfi teplotach 22 a 36 °C
pouzivd predepsand metoda CSN EN ISO 6222 (Baudidovd 2017b). Zaroveri probiha
monitorovani abnormalnich zmén hodnot poctu kolonii u zdsobovanych oblasti, na jehoz
zpracovani se podili i Statni zdravotni Ustav. Déle je sledovan i jejich rostouci trend, ktery je
povazovan za rizikovy faktor, vyZadujici provéreni pficin a pfipadné pfijeti napravnych
opatreni.

3.3.2 Indikatory fekalniho znecisténi

Indikatory fekalniho znecisténi maji pro hygienické uUcely prvorady vyznam, jelikoz
jejich prukaz indikuje kontaminaci vody stfevni mikrobiotou (Zelinka 2013).

To, Ze jsou gastrointestinalni onemocnéni prenasena fekalné kontaminovanou vodou,
prokazal jako prvni jiz v roce 1855 Snow (Horan 2003). A to i bez jakékoli znalosti pfi¢inéného
mikroorganismu. O Ctyficet let pozdéji ukazal Smith, Ze pfitomnost bakterie Bacillus coli
communis, by mohla byt povazZovana za cenny indikator znecisténi vody. Stal se tak prvnim
bakteriologem, ktery propagoval skupinu koliformnich bakterii za indikatory fekalniho
znecisténi. V této dobé se zacala vyraznéji rozvijet vodni bakteriologie. V roce 1905 se objevily
prvni standardizované metody obsahujici doporuceni pro bakteriologické vysetfovani vod.
Prvni vydani standard( pro bakteriologické vySetfeni pitné vody bylo vSak vydano az v roce
1934. Zde byl duraz kladen na detekci koliformnich bakterii za pomoci média Zlucovych soli a
laktosy, jez vyvinul MacConkey. Zahrnuty byly také testy na Clostridium perfringens a fekalni
enterokoky. Fekalni indikatorové organismy dodnes zlstavaji v popredi mikrobiologie pitné
vody, kde predstavuji zaklad nejc¢astéjsich technik detekce i kvantifikace jejiho znecisténi.
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IdedIni fekdlni indikdtorova bakterie neexistuje. Pokud by vSak existovala, potom by
byla vhodna pro vSechny druhy vod, pfitomna ve znecisténych a odpadnich vodach vzdy, kdyz
zde budou pfitomny patogeny, byla by pfitomna ve vétSim mnoiZstvi nez patogeny, méla
podobné vlastnosti prezZiti ve vodach i pfi jejich cisténi jako patogeny, byla by sama
nepatogenni a bez schopnosti se v téchto vodach mnofzit a bylo by mozné ji spolehlivé, rychle,
snadno a za nizkou cenu detekovat jiz v malém poctu. | kdyz nékteré z koliformnich bakterii se
tomuto popisu priblizuji, tak indikace nebakteridlnich patogenu, jako jsou napfiklad hlistice,
viry Ci prvoci, je stale problematicka (Horan 2003; Gerba 2009).

Zakladni zastupce mikrobiologickych ukazatel( této skupiny tvofi koliformni bakterie.
Koliformni bakterie patfi do eledi Enterobacteriaceae. Obecné lIze fict, Ze zahrnuje vSechny
aerobni a fakultativné anaerobni, gramnegativni, nesporotvorné bakterie tycinkovitého tvaru,
ktefi fermentu;ji laktosu pfi teploté 37 °C po dobu dvou dni. Dalsi podminkou pro zafazeni
mikroorganismu do skupiny koliformnich je, Ze bakterie musi mit ve své genetické informaci
ulozeny gen pro tvorbu enzymu B-galaktosiddsy (Paruch & Mahlum 2012). Do skupiny
koliformnich bakterii se zahrnuji i E. coli a Enterobacter, ale i oportunni patogeny jako rody
Klebseilla, Citrobacter, Kluyvera a néktefi zastupci z rodu Serratia (Batt & Tortello 2014).

Koliformni bakterie jsou tedy dnes vyuzivany predné pro operaéni monitoring, ktery
ukazuje Cistotu vodovodniho distribu¢niho systému. Jejich vyskyt zde mlze poukazovat na
sekundarni kontaminaci, ale také na riziko zvySené tvorby biofilm( (BaudiSova 2017b).

Koliformni bakterie oviem nejsou povaZzovany za hlavni indikatory fekalniho znecisténi,
ponévadz skupina zahrnuje i druhy bakterii, jez se v exkrementech nevyskytuji, k nim patfi
napriklad Pantoea spp., Kluyvera spp. nebo také Cedecea spp. Bakterie nefekalniho plivodu
nejsou odolné vici zvySené teploté, naproti tomu bakterie, které pochazi ze strevni
mikrobioty, dokazou fermentovat laktosu i pfi teploté 44 °C. Timto zpUsobem dochazi
k potlaceni bakterii nefekdlniho pavodu, proto lze zajistit detekci pouze fekdalnich koliformnich
bakterii (Paruch & Mahlum 2012).

Z této Celedi se nékteré bakterie prirozené vyskytuji ve stfevni mikrobioté, kde
z celkového mnozstvi tvofi zhruba 10 % (Batt & Tortorello 2014). Paruch & Mahlum (2012)
zminuji, ze Klebsiella spp., Enterobacter spp. a Citrobacter spp. jsou puvodem ze zazivaciho
traktu teplokrevnych ZivocCichd nebo c¢lovéka, ale vyskytuji se i vjinych pfirodnich
zdrojich. Rody Enterobacter a Citrobacter ve vodnim prostredi relativné dlouho prezivaji a pfi
dostacujicich koncentraci Zivin se i mnozi (BaudiSova 2017b).

Vlivem velkého mnoizstvi heterotrofnich bakterii ve vodé muze dojit k maskovani rlistu
koliformnich bakterii na selektivnim médium, pouzitém k jejich izolaci, ¢imz by byl jejich
skutecny pocet podcenovan, proto dle Gerba (2009) jejich stanoveni nemusi byt velmi pfesné.
Koliformni bakterie nelze pouzit ani jako indikatory patogennich vir( a prvokd, jelikoz ti maji
vétsi odolnost viici desinfekénim prostredkim a také delsi Zivotni cyklus.

Stanoveni termotolerantnich fekalnich koliformnich bakterii (druhy z rodu
Enterobacter a Citrobacter) nahradila pravé bakterie E. coli, jelikoz E. coli je vidy pfitomna
v travicim traktu teplokrevnych zivocich( i ¢lovéka, kde se velmi rozmnozuje. Naopak v jiném
prostfedi nedochazi k jejimu intenzivnimu rozmnozovani (Edberg 2000).
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Dle Paruch & Mahlum (2012) existuji jak patogenni druhy E. coli, ale také rody, jenz
neohroZuji zdravi. V pitnych vodach tato bakterie indikuje jednoznaéné fekalni znedisténi,
proto jeji detekce je nesmirné dulezita pro minimalizovani zdravotniho rizika.

Pfitomnost E. coli v biofilmech vykazuje problémy predevsim v potravinarskych
provozech. Odolnost rUstu na biofilmech E. coli také znacné podporuji jiné pfitomné
mikroorganismy. Nedavné vyzkumy potvrdily, Ze nékteré druhy E. coli zacinaji byt vice
tolerantni vici antimikrobidlnim latkdm (Percival & Williams 2014). Gerba (2009) dodav3, ze
E. coli je 2400x odolngjsi vici volnému chldru, pokud se vyskytuje na povrchu potrubi (napf.
v ramci biofilmu), neZ jako samostatna burika ve vodé. Podle Edberga et al. (2000) preziva E.
coli ve vodé 4 az 12 tydn( v zavislosti na podminkach konkrétniho prostfedi, k nimz patfi
teplota, ostatni mikrobiota a dalsi faktory.

Bakterie E. coli se nejblize blizi k terminologii idealni fekalni bakterie. Do odpadni vody
se ve vysokych koncentracich dostdva z exkrementl teplokrevnych zvifat i lidi, kde pouze
preziva, ale nedochazi k jejimu rozmnoZovani. Lze ji velmi snadno a rychle detekovat ve viech
zdrojich pitné vody (Edberg et al. 2000; Paruch & Maehlum 2012). E. coli je vhodnym
ukazatelem pro okamzité vyhledani zdroje kontaminace. Dale dobre koreluje s vyskytem
stfevnich patogend, jako jsou rody Salmonella, Campylobacter a Shigella (BaudisSova 2017b).

Mezi dalsi skupinu, ktera slouzi pro identifikaci fekalniho znecisténi, zahrnuji Saxena et
al. (2015) intestindlni enterokoky. K vylouceni velkého mnoZstvi enterokokd dochazi pomoci
exkrementd, jelikoZz stfevni mikrobiota je pro né pfirozenym prostiedim. Ackoliv se mohou
dostat do vodniho prostfedi, nejsou schopny se zde dale rozmnoZovat. Na rozdil od
koliformnich bakterii prezivaji ve vodé delsi dobu.

Batt & Tortorello (2014) popisuji vyhody téchto indikatord, jsou odolné vici vysokym
koncentracim soli, pasteraci i teploté pod bodem mrazu. Z toho plyne, Ze intestindlni
enterokoky dokazou pretrvat horsi podminky nez koliformni bakterie a E. coli, proto jejich
stanoveni je mnohem vyhodnéjsi k identifikaci fekdlniho znecisténi. Zjisténi intestinalnich
enterokokl v potravinarskych provozech znaci nedostatecnou sanitaci a hygienu.

Mezi prvnimi indikatory fekalniho znecisténi byla vyuzivana pravé bakterie Clostridium
perfringens. Je pfitomnd v exkrementech ¢lovéka a domadcich i divokych zvifat. V Zivotnim
prostiedi prezivd ve formé endospor (Mueller-Spitz et al. 2010). Mikroorganismy, které
nevytvari spory, mohou byt detektovany ve vodé pouze kratkou dobu. Spory ve vodé prezivaji
dels$i dobu, proto stanoveni Clostridium perfringens byva vyuzivdano pro identifikace
dlouhodobé fekalni kontaminace (Ryzinska-Paier et al. 2011).

Junqueira et al. (2012) doplfiuji, Ze spory Clostridium perfringes dokazou prezit nepfiznivé
podminky oproti koliformnim bakteriim a Escherichia coli, proto jsou také vhodnéjsi metodou
pro stanoveni fekdlni kontaminace. Endospory Clostridium perfringens jsou méné nachylné na
koncentrace chléru, tudiz slouZi jako identifikator Cisticich procesl, pro kontrolu radné
inaktivace virQ a také cyst Giardia spp. (Manafi et al. 2013).

MuzZe se déle jednat napfiklad o znecisténi primyslovych odpadnich vod stolici, kde
obsazené toxické latky potlacily rast fekdlnich enterokokl a koliformnich bakterii, ale jiz
nepotlacily spory Clostridium perfringens. Obecné je tak této bakterie vyuZivdno pouze
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v pfipadé existence podezieni na pfitomnost primyslovych toxickych latek ¢i v pfipadech, kdy
nelze detekovat koliformni bakterie i fekalni enterokoky (Horan 2003).

Pokud by u vzork( pitné vody nebyla dodrZzena jeho hodnota, mélo by spravné dojit
k prizkumu vodniho zdroje a technologickym Upravam s cilem zjistit, zda neni zdravi ¢lovéka
ohroZeno patogennimi mikroorganismy (BaudiSova 2017b).

Saxena et al. (2015) upozoriuji, Ze ¢asté stanoveni Clostridium perfringens nenivhodné
pro identifikaci fekdlniho znecisténi. Divodem je zminéna dlouhodoba vydrz endospor, které
se dokazou pohybovat ve zdrojich pitné vody. Odhaleni zdroje kontaminace komplikuje pravé
schopnost pohybu endospor Clostridium perfringens.

Gerba (2009) uvadi primeérné hodnoty hustoty mikrobioty v 1 gramu ZivociSnych
vykall dle jednotlivych druhl Zivocichl. Jejich vybrané zastupce ukazuje tabulka cislo 4.
Z tabulky je zfejmé, Ze nejvyssi hodnoty fekalnich koliformnich bakterii Ize pozorovat u kachen,

vV

fekalnich koliformnich bakterii u koni, skotu a mysi.

Tabulka 4 Druhy ZivoCichli a jejich primérné hodnoty hustoty mikrobioty v1 gramu
zivocCisnych vykall (upraveno dle Gerba 2009)

Sivotich Fekalni koliformni Clostridium
bakterie perfringens
Skot 230000 200
Prase 3300 000 3980
Ovce 16 000 000 199 000
Kan 12 600 <1
Kachna 33 000 000 -
Kure 1 300 000 250
Kocka 7 900 000 25 100 000
Mys 330000 <1
Clovék 13 000 000 1580

Obecné pouzivané indikatory jsou uzivany po celém svété. Uprednostiiovanad kultivaéni
média pouzivana k detekci se v jednotlivych zemich lisi. V zavislosti na druzich kultivacnich
médii se [isi i druhy bakterii jednotlivych rodl Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter,
Escherichia, Serratia a dalSich (Santo et al. 2019).

3.3.3 Patogenni a podminéné patogenni mikroorganismy

Patogenni (choroboplodné, vyvolavajici chorobu) a podminéné patogenni bakterie
(mohou, ale nemusi u ¢lovéka vyvolat onemocnéni) jsou do prostfedi vnaseny predevsim
exkrementy zvifat a lidi. Pitnd voda nesmi v Zzadném pfipadé obsahovat patogenni bakterie,
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jelikoz jejich pritomnost ve vodé vidy pro Clovéka znamena zdvainé ohrozeni jeho zdravi.
DulezZité je tedy dbat na to, aby pitnad voda méla vidy nulovy obsah KTJ/100 ml patogennich
bakterii (Zelinka 2013).

BaudiSova (2017a) do skupin patogennich a podminéné patogennich bakterii, jez se
vyskytuji ve zdrojich pitné vody, zafazuje rody Salmonella, Shigella, Legionella,
Campylobacter, Acinetobacter, Klebsiella, Flavobacterium, Serratia, Aeromonas, dale rody
Enterobacter sakazakii, Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica,
Pseudomonas aeruginosa aj. Do skupiny patogennich a podminéné patogennich
mikroorganismu se radi také viry a prvoci.

3.4 Metody izolace a identifikace mikroorganismu v pitné vodé

Pro praxi vramci metod a identifikaci mikroorganisma v pitné vodé je dullezité, jak
pochopeni vlastnosti konkrétnich bakterii, tak i to, jak spolu bakterie interaguji a jak interaguji
s okolnim prostfedim. Idedlni diagnostickd metoda by si méla umét poradit se vzorky
obsahujicimi velké mnozstvi bakterialnich druh( v nizkych koncentracich, pficemz by neméla
uprednostiiovat nékteré bakterialni skupiny pred jinymi (Falteisek 2014).

3.4.1 Kultivacni metody

Kultivaéni metody predstavuji nejstar$i a nejvice pouzivany zpusob kultivace
mikroorganism( v in vitro podminkach. Nejsou finan¢né ndkladné, pfiprava kultivac¢niho
média je rychla a jednoducha. Kultivacni médium (pro izolaci urcitych mikroorganismu() musi
obsahovat vSechny potfebné Ziviny pro jejich rozmnozZovani i rlst, proto jsou stdle
zdokonalovana slozZeni kultivacnich médii. Zaroven je potreba zajistit i vhodné podminky pro
jejich kultivaci (napf. pH, aerobni/anaerobni prostiedi, teplota apod.).

3.4.1.1 Stanoveni organotrofnich bakterii

Organotrofni bakterie nepatfi mezi stézejni skupinu mikroorganismu, nebot vétsinou
nezpUsobuji lidem v pitné vodé vaznéjsi zdravotni problémy.

Organotrofni bakterie se stanovuji kultivaci, tedy stanovenim poctu kolonii tvoficich
jednotek (KTJ) po naockovani do Zivného média s kvasni¢nym extraktem a tryptonem podle
CSN EN ISO 6222. SloZeni zivné pady, teplota a délka kultivace je dana konkrétnim druhem
bakterie. Ockovani zZivné pady probihd pfimym vysevem 1 ml vzorku do roztopeného
kultivaéniho média, které je zchlazené na 45 °C. Nasledna kultivace probiha jak pfi 36 °C po
dobu 48 hod (dfive mezofilni bakterie pfi 37 °C), tak pfi 22 °C po dobu 72 hod (dfive
psychrofilni bakterie pfi 20 °C). Nezbytné je pfisné dodrzovani pracovniho postupu (BaudiSova
2017a).
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3.4.1.2 Stanoveni indikatora fekalniho znecisténi

K nejvyznamnéjsim a nejc¢astéjSim metodam stanoveni nezadoucich bakterii v pitné vodé
patfi stanoveni indikdtor( fekalniho zneciSténi. Metody stanoveni indikatorl fekalniho
znelisténi jsou rozdéleny do ctyf samostatnych skupin, které tvofi metody stanoveni
koliformnich bakterii, metody stanoveni E. coli, metody stanoveni intestindlnich enterokok( a
metody stanoveni Clostridium perfringens.

Stanoveni koliformnich bakterii a Escherichia coli

Stanoveni koliformnich bakterii pro pitné vody je realizovano na zakladé EN 1SO 9308-1.
Stanoveni je zamérené hlavné pro vody s nizkym obsahem doprovodné mikrobioty, pro tyto
vody se udava hodnota mensi nez sto z celkového poctu kolonii na Petriho misce (Jozié et al.
2018). Ke stanoveni je ve vétsiné pfipadl uzivdno chromogenni médium (CCA — Chromogenic
Coliform Agar), jehoz sloZeni a pfipravu Ize nalézt v pfiloze ¢islo 1 (BaudiSova 2017a).

Uc¢innost CCA média dle ENV ISO 13843 pro stanoveni poctu koliformnich bakterii a
Escherichia coli ovéfili Lange et al. (2013). Citlivost metody vykazovala 91 az 94 %, specificnost
metody 94 az 97 % a metoda byla velice Uc¢inna (92 az 96 %). Timto byla metoda za pouziti CCA
média oznacena jako spolehliva pro stanoveni poctu koliformnich bakterii a Escherichia coli
Nevyhodou metody je pomérné nizka selektivita, ktera vykazovala hodnoty od -0,79 az -0,32.
PFi nizké selektivité dochazi k rlistu doprovodné mikrobioty, naopak vyhodou nizké selektivity
CCA agaru umoznuje stanovit fyziologicky poSkozené bakterie (BaudiSova 2017a).

Na médium jsou umistovany filtry s porozitou 0,45 um, pfes které bylo prefiltrovano
100 ml vzorku vody. Bakterie se béhem filtrace zachycuji na povrchu filtrQ. Filtry se uloZi na
danou Zivnou pddu v Petriho miskach. Uginnost metody je zavisla na pouziti G¢inného
diferencidlniho nebo selektivnihno média, jez usnadnuje identifikaci kolonii narostlych na
povrchu membranového filtru (Gerba 2009).

Pfipravené Petriho misky se kultivuji pfi teploté 36 + 2 °C. Vyhodami stanoveni je
rychlost ziskani jeho vysledku (pfiblizné jeden den), kmeny odecitame pfimo z Petriho misky.
Koliformni bakterie zde rostou v rliZzové aZz Cervené barvé, na CCA agaru se mohou zachytit i
nekoliformni bakterie (napf¥. Staphylococcus aureus, Aeromonas hydrophila), jejich narlst je
bezbarvy nebo oranZovy. Bakterie koliformni povahy se potvrzuji oxiddazovym testem, na ktery
vykazuji negativni reakci. K vysledku je nutné pficist i E. coli, ktera tvofi odlisSné zbarveni
(modré az modrofialové) kolonie (Lange et al. 2013).

Dle Jozi¢ et al. (2018) se selektivita pro stanoveni E. coli pomoci CCA média zvysila
tehdy, kdy doslo ke zvyseni kultivacni teploty. Timto zplUsobem doslo k potlaceni rlistu
mezofilnich mikroorganism(. Petriho misky byly kultivovany pfi teploté 36 + 2 °C, po 4 az 5
hodinach byla teplota zvySena na 44 + 0,5 °C a kultivace skonéila po 17 az 19 hodinach.

Vysledek kultivace na Petriho misce pfi teploté 36 °C Ize vidét v levé &asti obrazku €. 4.
V pravé ¢asti stejného obrazku mizeme pozorovat navyseni selektivity pouze pro stanoveni
bakterie E. coli pfi zvySené teploté. Selektivita metody vzrostla priblizné o 66 %.
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Obrazek ¢. 4 Selektivita metody (pomoci CCA média) pro stanoveni E. coli
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0025326X18304739

Stauber et al. (2014) se zabyvali rychlym a presnym stanovenim pfitomnosti E. coli.
Metodou stanoveni je tzv. test v pfihradkovém plastovém sacku. Vzorek vody se promicha
s chromogennim kultivaénim médiem ve sterilni nadobé, takto pfipraveny vzorek se prelije do
prihradkového plastového sacku, pomoci plastovych svorek se sacek uzavire. Po inkubaci sacku
pti teploté 35 °C po dobu 18-24 hodin dochazi k vyhodnoceni pfitomnosti bakterie, pozitivni
vysledek se uréi dle zmény barvy agaru ze Zlutohnédé na modrozelenou. Vyhodou této
metody, Ze pfitomnost E. coli se da zjistit pfimo na misté odbéru vzorku, metoda vysla jako
velmi citliva (94,9 %) na vyhodnoceni této bakterie.

Stanoveni intestinalnich enterokokt

Stanoveni intestindlnich enterokokd se vénuje CSN EN ISO 7899-2 na zakladé
membranové filtrace. Norma je uréend zejména pro rozbor pitnych vod, plaveckych bazén( a
jinych vod oSetfovanych desinfekci. Metoda neni vhodna pro vody s vy$sim obsahem
doprovodné mikrobioty a vody s vysokym mnoZstvim nerozpusténych latek.

Kultivace probihd na selektivnim kultivacnim médiu podle Slanetz — Bartley (SB
médium, viz priloha cislo 2). Stejné jako v predeslych pripadech se princip zaklada na
membranové filtraci, po nasledné kultivaci na SB médiu (pfi teploté 36 °C po dobu dvou dn()
intestinalni enterokoky tvofi tmavocervené az vinové kolonie. Na plidé mohou rist i nékteré
dalsi koliformni mikroorganismy, proto je nutné provést konfirmacni test. Filtr se pfenese na
Zluéovo — eskulinové médium s azidem sodnym, kde se dale kultivuji pfi 44 + 0,5 °C zhruba dvé
hodiny. Pozitivni reakce se projevi zEervenanim média v okoli kolonie. Alternativnim testem je
pouzivan test katalazy.

Stanoveni Clostridium perfringens

Ke stanoveni Clostridium perfringens byla vytvorena norma EN I1SO 14189, jejiz uziti pro
vodu k lidské spotifebé je danoilegislativné. Metoda se zakldda na membranové filtraci vzorku
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na filtrech o porozité 0,45 um, kultivaci na tryptézo — sifi¢itanovym agaru s cykloserinem (TSC,
pfiloha cislo 3). Kultivace probiha pfi 44 + 0,5 °C po dobu dvaceti jedna hodin v anaerobnim
prostiedi, kolonie jsou konfirmovany kyselinou fosfatdzovou. Kolonie zde nar(staji v barvé
cernozluté, cerné nebo Sedé. Je tfeba je pfeockovat na neselektivni agar (naptiklad trypton
séjovy agar) s naslednou kultivaci pfi 36 £ 2 hodinach a pfi teploté 36 + 2 °C za anaerobnich
podminek. V ptipadé necistych kmen je tfeba kulturu jesté predistit, pozitivni reakce je dana
zCervenanim nebo zfialovénim biomasy bakterii.

Mezi dalsi metody ke stanoveni Clostridium perfringens Mueller-Spitz et al. (2010)
zahrnuji metodu s vyuzitim par amoniaku. Nejdfive je vzorek prefiltrovan pres filtr, poté je
v anaerobnim prostredi kultivovan pfi teploté 44,5 + 1 °C po dobu 24 hodin za pouZiti
membrdanového Clostridium perfringens média (m-CP médium). Pfipravu a sloZzeni m-CP média
uvadi priloha ¢islo 4. Narostlé kolonie Clostridium perfringens na m-CP médiu vykazuji slamoveé
Zlutou barvu. Poté se médium vystavi pardm hydroxidu amonného po dobu 20 az 30 sekund.
Slamové Zluté zbarveni kolonii v pfitomnosti amoniaku z¢ervena.

Také Araujo et al. (2004) porovndvali média pro stanoveni Clostridium perfringens.
Médium m-CP muZe poskytovat falesné vysledky tehdy, pokud by vzorky pitné vody
obsahovaly spory Clostridium perfringes, na tomto médiu se nachdzel mensi pocet kolonii
oproti TSC médiu. K nejspolehlivéjSimu médiu ovsem patfi TSCF médium, jehoz slozeni je
stejné jako TSC médium, jen obohacené fluorem.

Podle Manafi et al. (2013) kolonie Clostridium perfringes na TSCF médiu maji cernou
barvu. Vyvraci informaci, Ze TSCF médium je nejlepSim médiem pro stanoveni Clostridium
perfringens. Pokud je vzorek pitné vody pfilis kontaminovan, maze TSCF poskytovat negativni
vysledek na pritomnost Clostridium perfringes, a to diky nardstu bezbarvych kolonii.

Junqueira et al. (2012) uvadi, Ze pokud potfebujeme rychlou metodu do 48 hodin pro
stanoveni Clostridium perfringes, lze pouZzit bujon DRCM (diferencidlni zesileny klostridiovy
bujén). Do zkumavky, obsahujici 10 ml zminéného bujénu, se naockuje 1 ml vzorku vody.
Pokud bujén ztmavne, pfi kultivaéni teploté 35 °C, Ize posoudit, Ze vzorek je pozitivni na
pritomnost Clostridium perfringes.

K identifikaci Ize pouzit také médium ,lakmusové mléko“. Pokud s nim Clostridium
perfringens reaguje, dochazi ke srazeni bilkovin a souéasné k tvorbé plynu. Pfitomnost
Clostridium perfringes potvrzuje také zména barvy média z modré na rlZzovou, jez zpUsobi
zména pH.

3.4.2 Detekcni metody

Riziko onemocnéni mikroorganismy z pitné vody se celosvétoveé stdle zvysuje. Z tohoto
dlvodu jsou vyhledavany co nejpresnéjsi metody pro kontrolu pitné vody, ale presto
neexistuje jednotnd metoda pro stanoveni viech mikroorganisma (Law et al. 2014; Ramirez-
Castillo et al. 2015).

Kultivaéni metody, které jsou nejcastéji vyuzivané ke kontrole nejenom pitné vody,
mohou vykazovat falesné vysledky. Nejen to, Ze kultiva¢ni metody jsou malo citlivé na urcity
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indikator v pitné vodé, hlavnim problémem je ale to, Ze nékteré mikroorganismy (napf¥. Vibrio
cholerea) nelze bézné kultivovat (Ramirez-Castillo et al. 2015).

Z téchto duvod( jsou vyvijeny jiné alternativy pro stanoveni mikroorganismu v pitné
vodé i v dalSich priimyslovych odvétvich. Prikladem jsou detekéni metody, které jsou podle
Law et al. (2014) ¢asové uspornéjsi, spolehlivéjsi, u nichz klesa i riziko lidskych chyb. Obecné
Ize detekéni metody rozdélit na stanoveni koncentrace nukleovych kyselin, dale za vyuziti
biosenzord a imunologickych metod.

Obtizna kultivace patogennich a podminéné patogennich bakterii napomohla k rozvoji
metod molekuldrni biologie, avsak to je v mikrobiologii vod diky pfitomnosti bohaté
mikrobioty hodné omezené, a to i kvlli narocnosti izolace dostatecného mnoZstvi DNA
v potiebné C(istoté. Tyto metody jsou tak vyuzivany predevsim ke konfirmaci kmenu
izolovanych kultivaci (BaudiSova 2017a).

V tabulce €. 5 jsou uvedeny detekéni metody pro pitnou vodu, véetné konkrétniho
patogenniho mikroorganismu, ktery jde danou metodou urdit, jelikoz jednou detekéni
metodou nelze detekovat vSechny vodni patogenni mikroorganismy.

Tabulka 5 Metody detekce a priklady vodnich patogennich mikroorganismu pro danou
metodu (Ramirez-Castillo et al. 2015)

Metody detekce Priklady vodnich patogennich mikroorganismtu
PCR E. coli, ETEC, Cryptosporodium, Giardia
Multiplexni PCR EHEC, Shigella sp., Pseudomonas aureginosa,
(mPCR) Salmonella sp.

Vibrio cholerea, Clostridium perfringens,
Salmonella typhimurium, patogenni E. coli, viry
hepatitidy Ai E

Kvantitativni PCR
(gPCR, PCR v redlném case)

Vibrio cholerea, Clostridium perfringens,

Mikrocipy Staphylococcus aureus, E. coli, Cryptosporidium,
Yersinia, Giardia
Biosenzory E. coli a Vibrio cholerea
Fluorescencni hybridizace in situ (FISH) E. coli
Imunologické metody E. coli a Salmonella enterica typhimurium

Polymerazova fetézova reakce

Nepostradatelnou a béZnou technikou predstavuje polymerazova retézova reakce
(PCR). Jelikoz je tato metoda velice rychld, jednoducha a citlivd, bézné byva vyuZivdna
v lékarstvi a v molekuldrni biologii. Zdkladem PCR metody je proces opakovaného mnozeni
(amplifikace) urcitych DNA fragment( v in vitro podminkach, kde Ize ziskat nekonecno kopii
pouze z jedné kopie molekuly DNA. Aby doslo k uspéSnému dokonéeni amplifikace urcitych
DNA fragmentd, jsou zapotfebi polymerazy, DNA templat (matrice) a kratké DNA fragmenty
(primery). Po skonceni nékolika po sobé jdoucich amplifikacich molekuly DNA je nutno PCR
vyhodnotit prostfednictvim gelu elektroforézy (Joshi & Deshpande 2011).
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Metoda PCR neni citliva na 100 %, jelikoZz nedokaze od sebe rozliSovat Zivotaschopné a
neZivotaschopné buriky mikroorganismd. U€innost PCR také klesa v pfipadé, kdy se ve vzorku
nachdzi nizka koncentrace patogennich mikroorganismud (Ramirez-Castillo et al. 2015).

Jedna amplifikace molekuly DNA v PCR probiha ve tfech krocich, které byly popsany
Joshi & Deshpande (2011):

1) Denaturace - probiha pfi vysokych teplotach (90 az 97 °C), templatova DNA
(matrice) je denaturovana, coz vede k oddéleni jednotlivych vldken a vznika
jednovlaknova molekula DNA.

2) Annealing — hybridizace primeru k jednovldknové molekule DNA, v tomto kroku
dochdzi ke snizeni teploty (50 az 60 °C).

3) Elongace —na primery nasedd DNA polymeraza, ktera syntetizuje komplementarni
fetézce DNA. Teplota musi byt okolo 72 °C, jelikoZ tato teplota plsobi kladné pro
Tag DNA polymerdazu. Po skonéeni elongace se vytvofi dvojnasobné mnozstvi DNA.

Multiplexni PCR

Multiplexni PCR (mPCR) predstavuje rychlejsi detekce v porovnani s klasickou PCR.
Vyhodou multiplexni PCR oproti PCR je, Ze dokaze stanovit az pét (ale i vice) patogennich
mikroorganismu v rdmci jednoho stanoveni, ponévadz multiplexni PCR obsahuje nékolik sad
specifickych primerd, zatimco v PCR pusobi pouze jedna sada specifickych primeru. Proto jsou
zdokonalovany vhodné primery pro detekci patogennich mikroorganism(. Kromé toho se také
musi hlidat koncentrace specifickych primeru, jelikoz zvysena koncentrace primer( by mohla
vést k jejich interakci (Law et al. 2014).

PCR v realném case

Délka trvani metody PCR se prodluzuje kvali vyvhodnoceni vzorku elektroforézou. Proto
byla vyvinuta metoda PCR v realném case ke zkraceni celkového vyhodnoceni. Princip metody
je stejny jako u klasické PCR, s tim rozdilem, Ze PCR v realném c¢ase nevyZzaduje dokonceni
vysledku za pouziti elektroforézy. Pred probéhnutim vsech tfi krokl PCR jsou pfidany
fluorescencni signalova barviva (napf. SYBR green) k ostatnim komponentdm, béhem procesu
PCR se tato barviva vaZzou na molekuly DNA. Nasledovné je zmonitorovdna intenzita
fluorescenéniho barviva a vysledky jsou interpretovany do pocitace (Hue-Roye & Vege 2008).

MikrocCipy

Jednou z dalSich molekularnich metod jsou tzv. mikroCipy (oznacované také jako DNA
Cipy, RNA cipy). Technologie je vyuZivana pro monitorovani genové exprese za rlznych
podminek bunééného rlstu a identifikaci mikroorganismu z rizného prostiedi. Nejenom Ze
tato metoda je velice rychl3, ale v jediném vzorku je mozna detekce vsech genu z rlznych
mikroorganismu. Dale se pomoci mikroCipl daji stanovit mikroorganismu, kteri vykazuji
rezistenci vici antibiotikim (Ramirez-Castillo et al. 2015).

36



DNA mikrocipy se skladaji ze sklenéného sklicka, kde na povrchu ve spotech probiha
imobilizace zndmé jednovlaknové molekuly DNA (oznacovana jako sonda) biochemickou
analyzou (viz obrazek €. 5).

Khelurkar et al. (2017) zminuji dva zplsoby imobilizace této sondy. Pokud
jednovldknovd molekula DNA pochdazi z molekuly cDNA (complementary DNA) daného
organismu, metoda se oznacuje jako cDNA mikrocip. Druhy zplsob predstavuje syntézu
kratkych oligonukleotid(l, tato syntéza byva oznacovana jako fotolitotrofie. Princip metody
tvori hybridizace mezi sondou a vzorkem (nezndmou sekvenci DNA), kdy se komplementarné
sparuji sekvence nukleovych kyselin pomoci vodikovych mUstk(. Po nasledném promyti
zUstavaji pouze komplementarné navazané molekuly, které jsou fluorescencné znacené.
Pro vyhodnoceni jsou vyuZivany razné druhy zareni (napf. laserové nebo pro detekci
fluorescence).

Ackoliv je tato metoda citliva, i tak se mUze zajistit zvySeni citlivosti této metody. Pokud
se pred stanovenim pomoci DNA mikrocipU pouZije metoda PCR, dochazi ke zvysSeni citlivosti
DNA mikroCipl. Na tom to se shoduji Ramirez-Castillo et al. (2015) a Joshi & Deshpande
(2011).

Mikrogipové sklicko

000000000000 00000000000 Kréatké jednofetézcové DNA sekvence
000000000000 00000000000
000000000000 00000000000 (sondy)
000000000000 00000000000
000000000000 00000000000
000000000000 00000000000
000000000000 00000000000
000000000000 00000000000

000000000000 00000000000
000000000000 00000000000
000000000000 00000000000
000000000000 00000000000
o
deo C D
: C

000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000 00000000000

000000000000 00000000000

000000000000 00000000000
000000000000 00000000000
000000000000 00000000000
000000000000 00000000000

/
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000000000000 00000000000
000000000000 00000000000
000000000000 00000000000
000000000000 00000000000
000000000000 00000000000
000000000000 00000000000
000000000000 00000000000
000000000000 00000000000
000000000000 00000000000
000000000000 00000000000
000000000000 00000000000
000000000000 00000000000

Obrazek €. 5 Mikrocipové sklicko s popsanym usekem spotu
(https://telemedicina.med.muni.cz/genomic-proteomic-analysis/index.php?pg=e-learning--
2-analyza-dat--2-2-analyza-vysokopokryvnych-genomickych-dat--2-2-1-dna-mikrocipy--2-2-1-
1-zakladni-princip-dna-mikrocipu)

Biosenzory

Biosenzory patfi mezi analytické pristroje uréené pro detekci mikroorganismd, tento
pristroj se sklada z prevodniku a bioreceptoru. Rozpoznani cilového analytu poskytuje
bioreceptor, cilovym analytem mohou byt napfiklad enzymy, protildtky nebo nukleové
kyseliny. AvSak bioreceptor neni schopen poskytnout vysledné informace o daném vzorku.
Kvantitativni vyhodnoceni probiha v prevodniku, ktery prevadi biologické interakce na
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zmeéfitelny elektricky signal. TrebaZe biosenzory zarucuji kratky ¢as detekce, zajem o né vzrostl
kvili jejich prenositelnosti.

Existuje pomérné mnoho druhl biosenzor(i, avsak na trhu prevladaji predevsim
optické biosenzory, které funguji na principu zmény optickych vlastnosti (Law et al. 2014;
Ramirez-Castillo et al. 2015).

Fluorescencni in situ hybridizace

Identifikaci jednotlivych mikrobidlnich bunék zajistuje metoda fluorescencni in situ
hybridizace (FISH). Na zdkladé metody FISH se nejenom detekuji mikroorganismy v urcitém
vzorku, navic zminénd metoda je dle Botarri et al. (2006) dlleZitd pro pochopeni
mezidruhovych interakci v mikrobidlnich spolecenstvech. Metoda predstavuje analyzu
nukleovych kyselin aplikaci oligonukleotidovych sond. Metoda FISH je zaloZzena na Ctyfech
krocich:

1) Fixace mikroorganismld — prostfednictvim fixacniho ¢inidla, prenesenim na
sklenéné sklicko, zaschnuti a naslednd dehydratace etanolem. Tento krok je
dllezity pro navazani fluorescencnich sond.

2) Hybridizace — aplikace predehratého hybridizaéniho pufru pfimo na fixovany
vzorek. Nezbytnou soucasti hybridiza¢niho pufru je fluorescencné znacend sonda,
zajisté musi byt komplementarni k cilové RNA/DNA. Délka trvani hybridizace
predstavuje zhruba 30 minut aZ nékolik hodin, odehravd se v tmavé komore pfi
teploté mezi 37 — 50 °C.

3) Promyti vzorku — destilovanou vodou se odplavi nenavazané sondy na sklicku, poté
se vzorek necha zaschnout.

4) Vyhodnoceni vzorku — pocet fluorescenéné znacenych bunék se vyhodnoti
mikroskopem nebo prlitokovou cytometrii.

Imunologické testy

Podstata imunologickych testl je zaloZena na vazbé mezi urcitou protilatkou a
specifickym antigenem v mikroorganismu. Zhao et al. (2014) tvrdi, Ze nejvice vyuZivanou
imunologickou metodou predstavuje metoda ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay).

Zakladem metody ELISA je imunoenzymaticka reakce. Pribéh reakce probihd v
mikrotitraéni desti¢ce, jez je tvorfena zjamek. Kazda jamka obsahuje vzorek v podobé
imobilizovaného antigenu, pfidana primarni protilatka zajisti jejich vazbu. Pfitomnosti a
mnoZstvi antigenu mikroorganismu detekuji sekundarni protilatky (protilatky s enzymem).
Enzym poté reaguje s chromogennich médiem, béhem této reakce dochazi ke zméné zbarveni
média. Intenzita zbarveni je pfimo Umérnd k mnozstvi mikroorganism( (Gan & Patel 2013).
Postup metody ELISA je schematicky zobrazen na obrdzku ¢. 6.
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Obrazek €. 6 Schéma postupu metody ELISA (https://vydavatelstvi-old.vscht.cz/knihy/uid_es-
002_v1/hesla/elisa.html)

Z kontextu vyplyva, Ze faleSny vysledek pfi stanoveni mikroorganismi mohou
poskytovat jak kultivaéni metody, ale také i detekéni metody, proto nékteré laboratore pro
stanoveni mikroorganismu vyuzivaji kombinaci obou metod. Kultivaéni metody slouZzi pro rist
mikroorganismu, detekéni metody napomahaiji jejich spravnému potvrzeni. Vyzkum Posnicek
et al. (2016) kombinoval kultivacni a detekéni metodu pro stanoveni E. coli, kdy byl vzorek
pitné vody nejdfive prefiltrovan pfes membranovy filtr, inkubace trvala Sestnact hodin (37 °C).
Poté byl filtr preveden do bioreaktoru, kde fluorescenéni sonda (po uplynuti zhruba 90 minut)
oznacila vSechny pfitomné bakterie E. coli. Po promyti vodou byl filtr prenesen na sklenéné
vicko, umistén pod mikroskop, ktery pomoci kamery naskenoval a oznacil kolonie E. coli. Tato
metoda neposkytla Zadné faleSné vysledky.

3.5 Mikrobiologicka kvalita pitné vody ve vybranych zemich

Pro srovnani kvality pitné vody byly vybrany tfi zemé&, které se nachazeji na odlisSnych
kontinentech (Evropa, Amerika a Afrika). Ackoliv jsou stale zvySovany naroky na kvalitu pitné
vody, zaroven i na ¢etnost kontrol pitné vody, presto existuje vysoké riziko onemocnéni z pitné
vody, a to i ve vyspélych zemich.

Italie

Italie patii do Evropské unie, tudiz se fidi Evropskymi predpisy na pitnou vodu (konkrétné
Smérnici Rady 98/83/ES).

Analyzu kohoutkové pitné vody ze Skolnich jidelen po celé Italii uskutecnili Marzano &
Balzaretii (2013). Bylo odebrano celkové 26 vzorki kohoutkové pitné vody, vzorky byly
odebrany z kohoutku ze dvou mist. Jeden kohoutek byl na misté uréeném pro myti zeleniny a
zpracovani masa, druhy kohoutek byl vyzivan jako zdroj pfimé spotifeby kohoutkové pitné
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vody. Pred odbérem vody byl vydesinfikovan vodovodni koutek 1,5% roztokem
benzalakoniumchloridem a po dobu tfi minut doslo k odtoceni vody.

Odebrany objem vody na analyzu ¢inil 1000 ml, ktery se plnil do sterilnich lahvi obsahujici
10 mg thiosiranu sodného potifebného k neutralizaci chléru v pitné vodé. Mikrobiologické
analyzy sledovaly pfitomnost poctu heterotrofnich mikroorganism(, E. coli, Pseudomonas
aeruginosa a Enterococcus spp. 47,8 % vzork( pitné vody pouZivanych k oplachu zeleniny
nebo zpracovani masa a 10 % vzorku pitné vody k pfimé spotfebé nevyhovovalo predpisim
Smérnice Rady Evropské unie. Pseudomonas aeruginosa byla zjisténa u 8,7 % vzork( pitné
vody, coZ muZe byt zdravotnim rizikem pro lidi s vyvijejici nebo s oslabenou imunitou,
konkrétné pro déti, nejvice se stravujicich ve Skolnich jidelnach.

Sacchetti et al. (2014) a Liguori et al. (2010) vyhodnocovali mikrobiologickou kvalitu
pitné vody v automatickych dévkovacich na pitnou vodu a kohoutkové pitné vody. Dle Liguori
et al. (2020) Escherichia coli a Enterococcus spp. nebyly analyzovany ani v jednom vzorku,
Pseudomonas aeruginosa byla nalezena pouze u jednoho vzorku kohoutkové vody, ale 28,9 %
vzorkd detekovaly pfitomnost Pseudomonas aeruginosa v nasycené pitné vodé z davkovace.
U nesycené pitné vody z automatického davkovace pritomnost této bakterie byla o néco nizsi
(05,2 %). Vyssi mikrobiologickou kvalitu mtGzZzeme proto potvrdit u kohoutkové vody nez u vody
z automatického davkovace. K obdobnym vysledkiim dosli i Sachetii et al. (2014).

Brazilie (Jizni Amerika)

Legislativni nafizeni pro mikrobiologické parametry vzorkd potravin v Brazilii Fidi
Narodni agentura pro sanitarni dohled (ANVISA). Jedinou mikrobiologickou kontaminaci,
fizenou legislativou, a to jak u pitné vody z vodovodniho kohoutku nebo u balené vody,
predstavuji koliformni bakterie. Mési¢né musi byt stanoveno nejméné Ctyficet vzork( pitné
vody z vodovodniho kohoutku. Mikrobiologicka kontaminace nesmi byt potvrzena u 95 %
vzork( po dobu jednoho roku (Zamberlan da Silva et al. 2008).

Béhem roku 2010 v Brazilii zemrelo 4000 osob z celkovych 43 milién( osob nakaZzenych
akutnim prdjmem, nemoc zpUsobili pravé patogenni mikroorganismy, zdrojem nakazy byla
uvedena pitna voda a potrava. O mikrobiologické kontrole, ktera probéhla v letech 2000 az
2010 celkové u 4567 vzork( potravin a vody, z ¢ehoz 13,8 % vzork(l neodpovidalo hygienickym
pozadavklim, informovali Nunes et al. (2013). Mezi zkoumanymi vzorky pitné vody byla
zahrnuta minerdlni voda, kostky ledu, cisténa a balend voda, znichz 17,4 % vzorkl
neodpovidalo legislativnim normam. 32 vzork( bylo podrobeno analyze na pfitomnost rodu
Salmonella, pozitivni vysledek byl nalezen u 3,1 % vzork(l. Pozitivni test na pfitomnost
Pseudomonas aeruginosa detekovaly u 10,5 % z celkovych 362 vzork.

Zamberlan da Silva et al. (2008) porovnavali mikrobiologickou kvalitu kohoutkové a
balené pitné vody. 96 vzorku pitné vody bylo odebrano z vodovodniho kohoutku a 99 vzork(
pitné vody z 20 litrovych barell, uréenych do automatickych davkovacu. Tabulka ¢. 6 udava
procento negativnich vzorkll pro jednotlivé zjistované mikrobiologické ukazatele. Ztéto
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tabulky dale vyplyvd, Ze kohoutkova voda vykazuje mnohem lepsi mikrobiologickou kvalitu
oproti pitné vodé z barelu.

Tabulka 6 Porovnani mikrobiologické kvality kohoutkové a barelové pitné vody v procentech
negativnich vzorkd (upraveno dle Zamberlan da Silva et al. 2008)

Druh vzorku pitné vody

Mikrobiologicky ukazatel

Kohoutkova voda Pitna voda z barelu
Celkové koliformni bakterie 65,6 39,1
Fekalni koliformni bakterie 65,5 26,1
Escherichia coli 63,5 25,0
Pseudomonas aeruginosa 89,7 56,2
Etiopie

Mezi nejéastéjsi zdroje pitné vody na Uzemi vychodni Afriky byvaji pouzivané prameny,
vykopané studny a vodovodni potrubi. Monitorovani pitné vody v Etiopii neni dobfe rozvinuté,
pouze nékolik malo laboratofi posuzuje mikrobiologickou kvalitu pitné vody. Legislativni
normy jsou uvedeny v Etiopskych standardech.

Abera et al. (2017) sledovali mikrobiologicky stav pitné vody v oblasti Amhara po dobu
deseti let (2004 — 2014). Mnozstvi 1030 vzork( pitné vody bylo stanoveno metodou ve
zkumavkach za pouziti bujonu MacConkey, naockované zkumavky byly inkubovany pfi teploté
37 °C, po uplynuti dvou dni doslo k vyhodnoceni zkumavek. Pozitivni vzorek na pfitomnost
koliformnich bakterii vyprodukoval kyselinu nebo plyn za aerobnich podminek. Mira detekce
koliformnich bakterii byla prokazana u polovinu vzork( (44,7 %), tato polovina vzorkl byla dale
testovana na pritomnost E. coli. Tato bakterie byla pfitomna ve 28,9 % z pozitivnich vzorkd na
koliformni bakterie. Voda z vodovodniho potrubi dopadla jako nejlepsi zdroj pitné vody,
presto se velké procento vzorku (72,1 %) pitné vody odchylilo od legislativy.

V dalsi oblasti Jimma o rok pozdéji provedli prizkum pitné vody Yasin et al. (2015).
Z celkového poctu 90 vzork( byla prokazana pritomnost koliformnich bakterii v 80 % vzorka.
Nejvice dominovala ¢eled Enterobacteriaceae (32 %), dalSimi nejcastéjsimi rody predstavovaly
Bacillus (28,4 %) a Pseudomonas (17 %). Vyskyt Salmonella spp. se projevil pouze u 3 vzork(
(3,3 %). Vyzkumy Abera et al. (2017) a Yasin et al. (2015) prokdzaly, Ze nejlepsi zdroj pitné vody
je z vodovodniho potrubi.
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4 Zavér

Hlavnim cilem bakalarské prace bylo zdUvodnit vyskyt mikroorganismu v pitné vodé.
V rdmci prace bylo prokazano, Ze mikrobidlni spole€enstvi v pitné vodé je velmi rozsirené,
nejcastéji se jednd o bakterie fekdlniho plvodu, k nimz patfi koliformni bakterie, véetné
Escherichia coli. Ty jsou pfirozenou soucdsti traviciho traktu lidi a teplokrevnych Zivocich,
avsak lze mezi nimi narazit i na patogenni kmeny tvofici toxiny a jiné Skodlivé metabolity.

S narlstajicim poctem osob na zemi dochazi k vyssi spotfebé zemédélskych a
zivocisnych produkt(, které predstavuji zvySeni rizika prenosu koliformnich bakterii, hlavné
predevsim splachem z poli ¢i zZivocisné casti zemédélstvi. DalSim zdrojem koliformnich
bakterii mohou byt septiky a kanalizace, proto je tfeba dbat na jejich dostatecnd zabezpecdeni
proti Uniku vykald do povrchovych a podzemnich vod.

K ¢asto se vyskytujicim bakteriim fekalniho plvodu patti také intestinalni enterokoky
a Clostridium perfringens. V pitné vodé se lze setkat i se skupinou organotrofnich bakterii,
kterd ale vétSinou nezpUsobuje lidem vaznéjsi zdravotni problémy.

V pitné vodé se mohou vyskytovat i silné patogenni rody napr. Salmonella, Legionella,
Campylobacter a dalsi, ale prestoze mohou byt v ramci pitné vody nositeli vdznych infekénich
onemocnéni, stanoveni v pitné vodé se provadi pouze narazové v pripadé opodstatnéného
podezieni ¢i epidemiologické situace.

Cile bakalarské prace, zamérené na zdravotni riziko zplsobené patogennimi
mikroorganismy, byly splnény. Soucasné byly popsany i vyznamné kultivacni a detekéni
metody izolace a identifikace bakterii v pitné vodé.

U&elem monitorovani pitné vody je zajist&ni toho, aby splfiovala hygienické pozadavky
na pitnou vodu stanovené pfislusnou legislativou. Z vyzkuma vyplynulo, Ze ackoliv jsou stale
zvySovany naroky na kvalitu, pfesto existuje riziko onemocnéni z pitné vody, a to i ve vyspélych
zemich. Legislativni zaklad tykajici se pitné vody je v Ceské republice na vysoké trovni.
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6 Samostatné prilohy

Vybrana nejbéznéji pouzivana média pro stanoveni bakterii ve vodé. Zminénd média jsou
predevsim vhodna pro vody s nizkym obsahem doprovodné mikrobioty (napf. pro pitné vody,
dezinfikované vody pouzivané do plaveckych bazéna atd.).

Priloha 1 Chromogenic Coliform Agar
SloZeni:

— Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 1,0 g/I

— Kvasnicny extrakt 2,0 g/I

— Chlorid sodny 5,0 g/I

— Dihydrogenfosforeénan sodny x 2 H,0 2,2 g/I

— Hydrogenfosfore¢nan sodny 2,7 g/I

— Pyrohroznan sodny 1,0 g/I

— Sorbitol 1,0 g/I

— Tryptofan 1,0 g/I

— Tergitol 70,15 g/I

— 6-Chlor-3-indoxyl- B-D-galaktopyranosid 0,2 g/I

— Kyselina 5-brom-4-chlor-3-indoxyl- B-D-glukuronova 0,1 g/I

— lIsopropyl- B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) 0,1 g/I

— Agar9,0-18,0 g/

— Destilovana voda (pro rozpusténi slozek CCA agaru) 1 |
Postup: Jednotlivé ingredience se rozpusti v destilované vodé, pomoci vysoké teploty 100 °C.
Pokud je to nutné, upravi se hodnota pH, aby po sterilizaci hodnota pH odpovidala 6,8 + 0,2.
Poté se smés ochladi na teplotu 45 - 50 °C a rozléva se do Petriho misek. Takto pfipraveny CCA
agar v Petriho miskach je mozné uchovavat nejméné jeden mésic v temnu pfi teploté 5 + 3 °C,
musi byt chranéné proti odparovani.

Priloha 2 Selektivni kultivaéni médium podle Slanetz — Bartley
SloZeni:

— Tryptdza 20,0 g/I

— Kvasnicny extrakt 5,0 g/I

— Glukoza 2,0 g/l

— Hydrogen fosfore¢nan sodny 4,0 g/l

— Azid sodny 0,4 g/I

— Trifenyltetrazolium chlorid 0,1 g/I

— Agar 10,0 g/I
Postup: Jednotlivé slozky se rozmichaji v destilované vodé a nechaji se sterilovat po dobu 30
minut, nepouZiva se autoklav. U média podle Slanetz — Bartley by mélo byt kone¢né pH 7,2 +
0,2 pti teploté 25 °C.



Priloha 3 Tryptdzo — sifiCitanovy agar s cykloserinem
SlozZeni:

— Tryptéza15,0g

— Enzymaticky séjovy hydrolyzat 5,0 g

— Kvasniény extrakt 5,0 g

— Disifi¢itan sodny 1,0 g

— Citran Zelezitoamonny 1,0 g

— 1% D-cykloserin 4 ml

— Agar150¢g

— Destilovana voda 1000 ml|
Postup: VSechny slozky kromé D-cykloserinu se rozmichaji v 960 ml destilované vody, smés se
pfivede k varu, do sterilovanych nddob se odméri 96 ml roztoku a nechd se sterilizovat za
pouziti autoklavu pfi 121 °C po dobu 10 minut. Poté se ochladi na teplotu 50-52 °C, po
ochlazeni se pfidaji 4 ml 1% roztoku D-cykloserinu. Takto pfipravené médium by mélo mit
hodnotu pH 7,6 £ 0,2.

Priloha 4 Membranové Clostridium perfringens médium
SloZeni pro zakladni médium:

— Tryptdza 3,0 g/100 ml

— Kvasnicny extrakt 2,0 g/100 ml

— Sacharéza 0,5 g/100 ml

— L-cystein 0,1 g/100 ml

— Siran horeénaty heptahydrat 0,01 g/100 ml

— Bromkreslovy purpur 0,0004 g/100 ml

— Agar1,5g/100 ml
Postup I.: VSechny slozky se smichaji s destilovanou vodou, za pouziti autoklavu pfi teploté
121 °C po dobu 15 minut dojde k jejich sterilizaci. Hodnota pH by méla odpovidat 7,2. Takto
pripravené zakladni médium se ochladi na teplotu 50 °C a do média se pfidaji dalsi chemikalie.
SloZeni pfidavné:

— D-cykloserin 40 mg/100 ml

— Polymyxin- B-sulfat 2,5 mg/100 ml

— Indoxyl- B-D-glukosid 60 mg/100 ml

— 0,5% Fenolftalein difosfat sterilovany filtraci 2,0 m|/100 ml

— 4,5% Chlorid Zelezity hexahydrat sterilovany filtraci 0,2 ml/100 ml
Postup Il.: Po dikladném promichani vSech slozek se takto pfipravené m-CP médium rozléva
do Petriho misek.



