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ANOTACE

vvvvvv

hygienickym indikatorem fekalnitho znecisténi pitnych vod. V praci bude zpracovana
charakteristika bakterie Escherichia coli a koliformnich bakterii, jejich vyskyt, zptlisoby
kontaminace vody a moZnosti jejich pirezivani ve zdrojich pitnych vod. Teoreticka ¢ast prace se
dale bude vénovat patogenité téchto bakterii. V praci dale budou popsany rizné metody
stanoveni Escherichia coli a koliformnich bakterii v pitnych vodach a zkuSenosti z praktického
provedeni vybranych metod.
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ANNOTATION

Coliform bacteria we can found in the digestive tract of humans and animals and they are the
most important hygienic indicators of faecal contamination of drinking water. The
characteristics of Escherichia coli and coliform bacteria, their occurrence, ways of water
contamination and the possibility of their survival in drinking water sources will be stated in
this thesis. The theoretical part of this work will also discuss the pathogenicity of these bacteria.
The thesis will describe different methods of determination of Escherichia coli and coliform
bacteria in drinking water and experience from the practical implementation of selected
methods.
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Koliformni bakterie

1 Uvod

Obecny tvod do problematiky

Koliformni bakterie jsou povazovany za ukazatele fekalniho znecisténi vod z toho diivodu, Ze se
jejich zastupci vyskytuji v travicim traktu zivocicht, a proto jsou tyto bakterie monitorovany
v laboratorich sledujicich kvalitu a Cistotu vod. Praktickym vyznamem této prace je vytvorit
prrehled poznatkd znamych o koliformnich bakteriich a sezndmit se s metodami vyuzivanymi ke
zjiStovani vyskytu koliformnich bakterif v pitnych vodach. Dale se bude prace zabyvat vyskytem
bakterif v zavislosti na ro¢nim obdobi a porovnanim drive vyuZivanych a soucasnych metod
k monitorovani vyskytu koliformnich bakterii a E. coli v pitnych vodach, které jsem si mohla
v laboratoti sama vyzkouSet.

Voda je zakladni slozkou Zivotniho prostiedi, bez které by Zivot nebyl moZny. Proto je dulezité
sledovat kvalitu vody a jeji nezavadnost, a tim predchazet rizikim spojenym s nedostatecnou
kvalitou vody. V Ceské republice je kvalita vody z vefejného rozvodu vysoka, ale u soukromych

svvs

Verejného zasobovani pitnou vodou vyuziva 85 % obyvatelstva v CR a zbylych 15 % zastupuje
individualni zasobovani, které predstavuji predevSim soukromé studny. Verejné zasobovani je
zajiSténo predevsim z povrchové vody, kterda prochazi Upravou a desinfekci, dale se vyuziva
podzemni voda ¢i smés podzemni a povrchové vody. Studny vyuZzivaji jako zdroj vody podzemni.
Studny musi splilovat urcité stavebni normy a prochazet laboratornim vySetfenim pro kvalitu
vody (Podstatova, 2009). KoziSek et al. (2006) uvadi, Ze pri ovérovani mikrobiologické
nezavadnosti vody se nehledaji konkrétni bakterie ¢i viry zodpovédné za znama onemocnéni
prenasena vodou z narocnych technickych, ¢asovych i finan¢nich diivodd. Proto vyuziva metoda
tzv. indikatort fekalniho znecisténi, ve které se sleduji bakterie Zijici ve stfevnim traktu ¢lovéka
a teplokrevnych zivocCichii (napt. Escherichia coli, Clostridium perfringens). Pfi nalezu nékteré
z téchto bakterii ve vodé se stava voda podezrelou tim, Ze prisla do kontaktu s lidskymi nebo
zvirecimi vykaly i zbytky ZivocCichG a Ze miiZe obsahovat patogenni bakterie a viry, které
nejCastéji pochazeji pravé ze stievniho traktu. Podle Schindlera (2014) mohou enterobakterie,
které se z néjakého diivodu dostanou mimo travici trakt, vyvolat zavazné zdravotni obtiZe jako
jsou napft. vazné infekce a zanéty. Enterobakterie zabrafuji svym vyskytem na sliznici tlustého
stieva tomu, aby se na receptory navazaly jiné nevhodné ¢i patogenni bakterie. Nékteré druhy
jsou ovSem plivodci riznych infekénich onemocnéni traviciho traktu. Oznacujeme je jako
podminéné patogeny, nebot vyuzivaji podminek sniZené nespecifické odolnosti a imunity.
Hlavnim vyznamem ve vyspélych zemich je jejich sledovani jako plivodcti nemocni¢nich
onemocnéni.

Cile prace

Hlavnimi cili pfedloZené prace bylo:

Vypracovat pirehled dosavadnich znalosti o studované problematice v teoretické Casti a vytvorit
prehlednou praci na toto téma. V praktické ¢asti jsou zpracovana data za kalendaini rok 2016
s vyskytem koliformnich bakterii a Escherichia coli ve zdrojich pitné vody i soukromych
studndach. Z téchto dat jsou zpracovany grafy pro nalezy bakterii vyskytujicich se v jednotlivych
ro¢nich obdobich a porovnani mezi vyskytem bakterii ve studnach a zdrojich pitné vody.
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Koliformni bakterie

2 Teoreticka c¢ast prace
2.1 Vyznam sledovani koliformnich bakterii

Podle WHO byla celosvétoveé pitna voda stanovena jako primarni prenosova cesta pro patogeny
prijmovych onemocnéni. Obecné neni mozné testovat vodu na vyskyt vSech znamych vodnich
patogent, aby bylo mozné posoudit, zda je voda bezpecna pro piti. Proto se vyuzivaji
indikatorové organismy. Koliformni bakterie jsou povaZovany za indikator ucinnosti upravy
vody a dezinfekce, sekundarni kontaminace ¢i vysokého obsahu Zivin v upravené vodé (KoziSek
etal, 2006).

Podstatova (2009) definuje pitnou vodu jako zdravotné nezdvadnou, kterd nevyvolava
onemocnéni ani poruchy zdravi pritomnosti mikroorganismu nebo jinych latek ani pri trvalém
pouZzivani. Pro zdravotni nezavadnost a Cistotu pitné vody jsou stanoveny hygienické limity
mikrobiologickych, chemickych, fyzikalnich, biologickych a organoleptickych ukazateld, které
jsou oSetfeny pravnimi predpisy. V pitné vodé musi byt limitovano povolené mnoZstvi i druh
mikroorganismi a mnozstvi zakladnich chemickych latek, toxické latky nesmi pitna voda
obsahovat zZadné.

Nékteré druhy koliformnich bakterii jsou schopny dostat se z travictho traktu do vnéjsiho
prostiedi (vzduch, prach, ruce pracovnikd, vyrobni zafizeni), kde se dokazi prizpusobit
zménénym podminkdm a pak krat$i nebo delSi dobu prezivat. Proto jsou v potravinarské
mikrobiologii povazovany za indikatory fekdlntho znecisténi a s tim souvisejici mozné
pritomnosti patogennich mikroorganismut pochazejicich ze zazivaciho traktu (Necidova, 2014).

Kontaminace zplisobend pritomnosti celkovych koliformnich bakterii indikuje nevhodnou
technologii Upravy vody, dodatecnou kontaminaci nebo zvySeny obsah organickych latek,
nedostatec¢nou dezinfekci pitné vody (Hausler, 1995).

Necidova (2014) oznacuje koliformni bakterie vzhledem k jejich termolabilnosti jako indikatory
ucinnosti pasterace a termizace a z divodu jejich citlivosti k chemickym latkam také jako
indikatory ucinnosti ¢isténi a sanitace technologickych provoz.

2.2 Charakteristika koliformnich bakterii

Koliformni bakterie definovala WHO jako nesporulujici ty¢inkovité bakterie se schopnosti riistu
za pritomnosti ZluCovych soli a jinych povrchové aktivnich latek. Vyznacuji se schopnosti
fermentovat lakt6zu pti teploté 35 °C nebo 37 °C a pii tom produkuji kyseliny, plyny a aldehydy
béhem 24 aZ 48 hodin. Jsou aerobni nebo fakultativné anaerobni. Systematicky radime tyto
organismy do skupiny Enterobacteriaceae. Charakteristickym urcovacim znakem je
gramnegativita bakterii. Tu zpisobuji odliSnosti ve stavbé bunécné stény gramnegativnich a
grampozitivnich bakterii, které reaguji odliSné na Gramovo barveni.

Bunécfna sténa gramnegativnich bakterii (obr. 1) ma S$ifku asi 15 nm. Nad tenkou vrstvou
peptidoglykanu je tzv. vnéjsSi membrana, kterda je jako jiné biologické membrany tvorena
dvojitou vrstvou fosfolipidd a navazanych bilkovin. Relativni obsah fosfolipidii je v§ak mensi nez
v cytoplasmatické membrané, proto jsou fosfolipidy umistény piedevsim ve vnitini vrstvé vnéjsi
membrany. Ve vnéjsi vrstvé jsou nahrazeny molekulami lipopolysacharidi (Bursova et al,
2014).
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Koliformni bakterie

vnéjsi

cytoplazmaticka
membrana

fosfolipid

Obrazek 1: Stavba gramnegativni bunécné stény podle Kaisera - upraveno
Postup barventi je dan Ctyrmi ¢inidly, ktera se na preparat aplikuji v urcitém ¢asovém intervalu.
Preparat barvime dle Grama nasledujicim postupem (Bursova et al., 2014):

1) Preparat prelijeme roztokem krystalové violeti (roztok Gram I), doba ptlisobeni je 20 - 30
s. Barvivo slijeme, ale neoplachujeme vodou.

2) Preparat prelijeme Lugolovym roztokem (roztok Gram II), doba plisobeni je 20 - 30 s,
poté slijeme.

3) Rychle preparat oplachneme smési aceton-ethanol (Gram III), dokud odtéka barvivo, tak
oplachujeme (max. 30 s) a nasledné oplachneme vodou.

4) Preparat pres hranu sklicka osuSime filtraCnim papirem a naneseme roztok safraninu
nebo karbolfuchsinu (roztok Gram IV), doba plisobeni je 1 minuta.

5) Preparat opatrné oplachneme vodou a osusime filtracnim papirem pres hranu sklicka a
nechdme zaschnout.

Po obarveni preparatu krystalovou violeti a mofeni Lugolovym roztokem grampozitivni bakterie
zadrzuji tento barevny komplex v bunécné sténé. Nasledné pouziti ethanol-acetonu komplex
nerozpousti a bakterie zlistavaji modrofialové. U gramnegativnich (obr. 2) bakterii je barevny
komplex organickymi rozpoustédly vymyvan a po dobarveni safraninem nebo karbolfuchsinem
jsou bakterie ¢ervené az nartizovélé (Bursova et al,, 2014).
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Koliformni bakterie

Obrazek 2: Obarveny preparat gramnegativnich bakterii

Ryan (2004) popisuje ve své praci komponenty bunécné stény a povrchu bakterii (obr. 3), které
maji antigenni vlastnosti, a 1ze podle nich rozdélovat bakteridlni druhy na sérotypy. Externi
membranovy lipopolysacharid (LPS) se nazyva O antigen. Jeho antigenni specificnost je urcena
slozenim cukrd tvoricich dlouhé koncové polysacharidové postranni fetézce spojené s
polysacharidem jadra a lipid A. Polysacharidy bunécného povrchu mohou tvorit dobrie
definovanou kapsli nebo amorfni slizové vrstvy a jsou oznacovany jako antigen K (z danského
slova Kapsel). Motilni kmeny maji proteinové peritrichalni flagely, které presahuji rozsah
bunécné stény, a jsou nazyvany antigen H.

CFA pili H antigen flagella

Type 1
{common) pili

I _// GFA pill

BFP pili Cell wall K antigen capsule

Obrazek 3: Antigenni struktura E. coli podle Ryana

Zastupci prirozené stirevni mikroflory, mezi které se koliformni bakterie radi, vyuzivaji k preziti
zejména adhezint a bicikil, diky nimZ jsou schopni udrzet se i ve vazkém hlenu (Hola, 2012).

Gramnegativni bakterie mohou mit na povrchu ¢etna velmi kiehkd, kratka, rovna, dutd vldkna
vybihajici do vSech stran. Jedna se o pili nebo-li fimbrie. Na jedné burice jich miZeme pozorovat
az nékolik set. Fimbrie tvofi proteinové podjednotky (tzv. piliny). Pili maji antigenni vlastnosti.
Jejich tvorba muze byt ovlivnéna podminkami vnéjsiho prostiedi (pH, teplota, obsah kysliku)
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Koliformni bakterie

(Bursova, 2014). Pili jsou kratké vlaknité proteinové utvary. Funkce fimbrii mize byt adhezivni,
nebot zplisobuji prilnavost k riznym buiikdm a povrchiim (napf. k epiteliim). Dal$im vyznamem
je tvorba enterotoxind bakterie E. coli, ¢imz pili podporuji tvorbu nastroji virulence (Julak,
2006). Bursova (2014) dopliuje jako dalsi funkce schopnost, kterou maji fimbrie kédované
konjugativnim plasmidem (tzv. F pili), které jsou pomérné velké a ohebné. Z donorové bakterie
vystupuje jeden sex pilus, ktery pri konjugaci vytvari duty miistek mezi donorovou a recipientni
bunikou. Skrz pilus poté prochazi plasmidova DNA z jedné bunky do druhé.

Juldk (2006) uvadi, Ze geneticka informace bakterii je zak6dovana pomoci DNA, ktera je uloZena
v chromozomu. Replikace a exprese genli chromosomalni genetické informace bakterii ma
v podstaté stejny pribéh jako u vyssSich organisma (tzn. replikace, transkripce, translace).
Bakterie mohou také obsahovat extrachromosomalni DNA v podobé plasmidi ¢i bakteriofagi.
Pomoci konjugace probiha ptrenos informace ve formé plasmid mezi dvéma bakteriemi.

Duskova (2014) definuje konjugaci jako proces, pii kterém dochazi k prenosu gentli z donorové
(darcovské) buiiky do bunky recipientni (bunka prijimajici cizorodé geny) prostrednictvim
plasmidt. Julak (2006) dale rozvadi, Ze konjugace je zvlastni typ predavani genetické informace
mezi bakteriemi, ke kterému dochazi pomoci pilusd. Pili, urcené Kk pienosu genetického
materialu, jsou nazyvany F-pili (téZ sex-pili). Genetickd informace uloZena v plasmiduy,
chromosomu nebo jejich ¢astech jedné bakterie se skrz duty pilus prenese do druhé bakterie.
Tim mohou vznikat rezistence k antibiotikim. Plasmidy koédujici resistenci k antibiotiklim se
nazyvaji R-plasmidy (resistence faktor). Pomoci konjugace se mohou populacemi $itit informace
pro vznik toxint. Na plasmidech jsou napt. kédovany termostabilni a termolabilni enterotoxiny
E. coli.

2.3 Vyskyt koliformnich bakterii

Podle WHO by mély organismy, pouzivané jako fekalni indikatory, spliiovat ndsledujici
pozadavky: nebyt patogenni, byt pritomny ve vysokém poctu v exkrementech teplokrevnych
zivocichii, nemnoZit se ve vodé, byt snadno stanovitelné, pretrvavat ve vodé minimalné stejné
dlouhou dobu jako patogeny a byt rezistentni k dezinfekénim ¢inidlim a vliviim okolniho
prostiedi podobné jako stfevni patogeny.

Vzhledem k ptizptlisobivosti bakterii ¢. Enterobacteriaceae vnéjsSim podminkdm mimo zazivaci
trakt a jejich schopnosti zde prezivat, nemize byt jejich vyskyt v potravinach, vyrobnim zatizeni
nebo v pitné vodé vzdy jednoznacné chapan jako disledek primého znecisténi fekaliemi
(Necidova, 2014). To potvrzuji i BaudiSova a Mlejnkova (2009), které uvadi, ze koliformni
bakterie indikuji vice vSeobecné (organické), nez fekalni znecisténi. Necidova (2014) dodava, ze
ke stanoveni kmeni, které jsou vyhradné strevniho ptivodu, se pouziva teplota 44,5 °C, pti které
ostatni kmeny koliformnich bakterii nerostou. Mluvime o tzv. termotolerantnich koliformnich
bakteriich.

Gray (2008) uvadji, Ze rocni obdobi ma vliv na bakteridlnim osidleni vody. Pti vysSich teplotach a
slune¢nim zareni se pocty bakterii zvysuji.

2.3.1 Primdrni vyskyt koliformnich bakterii
Koliformni bakterie jsou soucasti stifevni mikrofléry clovéka a teplokrevnych zvirat. (Klaban,

2005, Julak, 2006, Necidova, 2014) Pro stanoveni kmenid vyhradné strevniho ptvodu, tzv.
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Koliformni bakterie

termotolerantni koliformni bakterie, se pouziva teplota 44,5 °C, pri které nejsou ostatni kmeny
koliformnich bakterii schopny ristu (Necidova, 2014).

Hola (2012) radi Enterobacteriaceae k biofilmtm lidského téla a stievni mikroflory. Mezi kladné
stranky bakterii patii to, Ze samotna kolonizace stievni sliznice nepretrzité stimuluje imunitni
systém stieva a dale to, Ze v travicim traktu se pritomna prirozena mikrofléra pfimo ucastni na
jeho funkci. Bakterie okyseluji stfevni obsah, produkuji vitaminy (napt. B12 a K). Naopak
bakterie ve formé biofilmu zplsobuji fadu chronickych a obtizné 1éc¢itelnych onemocnéni. Riist
ve formé biofilmu usnadnuje kolonizaci umélych i prirozenych povrchi, ale také chrani pred
imunitnim systémem a uc¢inkem antibiotik.

Nékteré druhy koliformnich bakterii se ovSsem mohou prirozené vyskytovat i na rostlinach, na
klre stromi a v plidé (napf. rody Serratia, Klebsiella a Proteus).

2.3.2 Vyskyt koliformnich bakterii ve voddch

Nékteré druhy koliformnich bakterii jsou schopny dostat se ztraviciho traktu do vnéjsiho
prostiedi (vzduch, prach, ruce pracovnikd, vyrobni zafizeni), kde se dokazi prizpusobit
zménénym podminkdm a pak krat$i nebo delSi dobu prezivat. Proto jsou v potravinaiské
mikrobiologii povaZovany za indikatory fekalniho znecisténi a s tim souvisejici moZné
pritomnosti patogennich mikroorganismu pochazejicich ze zazivaciho traktu (Necidova, 2014).

Koliformni bakterie jsou povaZovany za indikator uclinnosti dpravy vody a dezinfekce,
sekundarni kontaminace ¢i vysokého obsahu Zivin v upravené vodé (KoziSek et al., 2006).

Vyhlaska ¢. 252/2004 Sb. stanovuje mezni hodnotu koliformnich bakterii v pitné vodé 0
KTJ/100 ml, ovSem jeji prekroceni obvykle neptedstavuje akutni zdravotni riziko.

V pitné vodé maji bakterie E. coli funkci indexovych mikroorganismi. Upozoriiuji na moznou
pritomnost stievnich patogend (napt. salmonel). Princip indexového vyznamu E. coli je dan
skutecnosti, ze kmeny E. coli pochazejici vyhradné z lidskych fekalif, maji optimalni rlst pri 44,5
- 45,8 °C, na rozdil od téch, které delsi cas prezivaly ve vnéjSim prostiedi (Necidova, 2014).

Podle Grubera et al. (2014) podporuje jejich studie pokracovani v pouzivani Escherichia coli jako
fekalntho indikatoru k posouzeni kvality vody v misté pouZiti, ale nepodporuji pouZiti
termotolerantnich koliformnich bakterii jako nahrady, protoZe neprokazuje jednoznacnou
souvislost s vyskytem prijmovych onemocnéni.

Vyskyt E. coli v potravinach, surovinach zivoc¢isného ptlivodu a v prostiedi vyrobnich podniki je
povazovan za indikator fekalni kontaminace, a s tim spojené nizké tirovné hygieny a sanitacniho
reZimu. V pasterovanych vyrobcich indikuje vyskyt E. coli jejich sekundarni kontaminaci
(Necidova, 2014). Escherichia coli jako indikator fekalniho znecisténi prezije v pitné vodé 4 az 12
tydnt v zavislosti na okolnich podminkach jako je teplota, mikroflora atd., ale v prostredi se
znacné nerozmnozuje (Edberg et al., 2000).

vy

2.3.3 Zdroje bakteridlniho znecisténi a Sireni bakterii ve voddch

Kontaminace zptisobena pritomnosti celkovych koliformnich bakterii indikuje nevhodnou
technologii upravy vody, dodatecnou kontaminaci nebo zvySeny obsah organickych latek - zivin,
nedostatecnou dezinfekci pitné vody (Hausler, 1995).

Reky a jezera predstavuji hlavni zdroje pitné vody, zaroven jsou viak ¢asto mistem, do kterého
usti kanaliza¢ni systémy s odpadni vodou (Devarajan a kol., 2015). Zptisoby hospodareni a dalsi
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Vv

lidské ¢innosti maji na jakost vody nejvyznamnéjsi vliv. Velkou roli ma také horninové podlozi,
probihajici procesy v piidé, rozmisténi a vymeéra trvalych travnich porostd, lesii a orné ptudy v
povodi a fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti vody (Tlapak et al., 1992).

Baudisova (2007) povazuje za hlavni zdroje znecisténi bakteriemi E. coli v povrchovych vodach
kromé primého fekalniho zneciSténi i odtoky z Cistiren odpadnich vod v mistech s nedokonalym
nebo Zadnym CiSténim. Zavislost je vazana na hustotu osidleni s adekvatnim ¢isténim odpadnich
vod. Devarajan a kol. (2015) poukazuji na to, Ze z kanalizacnich systémi a odpadnich vod se do
prirozenych vodnich ekosystémi dostavaji zbytky léciv, které se zde mohou hromadit a vytvaret
selekeni tlak na pritomné bakterie. Odtud se pak rezistentni bakterie mohou $irit dale mezi lidi,
zvirata a do okolnfho prostredi.

KoziSek et al. (2006) uvadi, ze k zajisténi mikrobiologické nezavadnosti vody je nutné pouzivat
tzv. multibariérovy piistup, coz znamena vytvoieni systému tolika opatieni v pribéhu dopravy
vody od zdroje ke spotiebiteli, kolik existuje rizikovych mist vstupu infek¢nich zarodkt do vody.

2.4 Nejvyznamnéjsi rody celedi Enterobacteriaceae

Bursova (2014) definuje identifikaci jako postup, pri kterém zjistujeme, do kterého taxonu nové
izolovand bakterie (¢i bakteridlni kmen) ndlezi. Je tedy praktickou aplikaci klasifikace a
nomenklatury. Podle Juldka (2006) je zakladem identifikace bakterii a jejich fenotypické
klasifikace sledovani sloZeni a cinnosti enzymdt, které jsou charakteristické pro dany typ
bakterie a jejichz cinnost je zakladem biochemickych identifikacnich testd. Tyto testy jsou
zaloZeny na zméneé barvy acidobazickych indikatord, které reaguji na zmény pH substratu.

Mezi vyznamné zastupce (obr. 4) této Celedi patii Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter spp. a Salmonella spp. Bakterie E. coli se podili zejména na infekcich mocového
traktu, K. pneumoniae spolu s rodem Enterobacter zpusobuji pneumonie a bakterie z rodu
Salmonella gastroenteritidy, ptipadné zavazna invazivni onemocnéni (Paterson, 2006).

Celed Enterobacteriaceae

Koliformni bakterie Nekoliformni bakterie
lkove fekalni
ce v = Shigella
' o Yersinia
Escherichia Escherichia coli
. Providencia
Citrobacter Citrobacter freunii
. Salmonella
Kiebsiella Klebsiella pneumoniae

Enterobacter

Obrazek 4: Schéma rozdéleni celedi Enterobacteriaceae podle Ambrozové (2008) -
upraveno
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2.4.1 Citrobacter

Rod nalezi do celedi Enterobacteriaceae, tvoii gramnegativni ty¢inky a zahrnuje tfi druhy -
Citrobacter amalonaticus, C. freundii a C. koseri. VSechny druhy jsou schopny vyuzivat citratu
jako jediného zdroje uhliku (Klaban, 2005). Bakterie mohou rovnéz fermentovat mannitol s
produkci plynného H,S (Knirel et al, 2002). Nachazi se ve stfevnim systému clovéka a
teplomilnych zvirat, ale i v travicim traktu ptakd, obojZivelniki a nékterého hmyzu (Knirel et al.,
2002, Klaban, 2011). Bakterie rodu Citrobacter se vyskytuji jako oportunni nozokomialni
patogeny (Knirel et al., 2002).

Druhy C. freundii a C. koseri mohou byt patogenni a zpiisobovat prljmovitd onemocnéni,
vétSinou méné zavazna (Klaban, 2011). Knirel et al. (2002) dodava, Ze mohou zpiisobovat kromé
gastrointestinalnich poruch také infekce mocovych cest a baktarémie. Mohou byt izolovany z ran
a poranéni. C. koseri a C. freundii mohou zptlisobovat novorozeneckou meningitidu, ktera miize
vést k mozkovym abscesiim (Knirel et al.,, 2002, Ryan &, Ray 2004).

2.4.2 Enterobacter

Nazev Enterobacter pochdazi z feCtiny a znamena v prekladu ,strevni tyCinka“ (enteron a baktron)
(Klaban, 2005). Mezzatesta et al. (2012) dopliiuje, Ze se jedna o bakterie netvorici spory.
Vyskytuji se jako komenzalové v travici soustavé zZivocicht, ale i jako patogeny rostlin a hmyzu.
Klinicky vyznam maji jako oportunni patogeny, jez mohou byt ptivodci nosokomialnich nakaz.
Bakterie rodu Enterobacter jsou schopné kolonizovat riiznd prostiedi a hostitele, coz je jim
umoznéno jejich schopnosti rychle a efektivné prizplsobit sviij metabolismus a fyziologii
vnéjSim podminkdm a environmentalnimu stresu (Davin-Regli & Pagés, 2015).

Podle Ryana & Rye (2004) je diferencidlnim znakem od rodu Klebsiella pohyblivost diky
peritrichalnim flagelam. Druhy Enterobacter, které se zdaji byt méné virulentni neZ Klebsiella, se
obvykle vyskytuji u smiSenych infekci, jejichz vyznam je tfeba rozhodovat z klinickych a
epidemiologickych diivodi. Davin-Regli & Pagés (2015) uvadji, Ze druhy Enterobacter aerogenes
a E. cloacae byly hlaSeny jako vyznamné oportunni a multirezistentni bakterialni patogeny pro
¢lovéka béhem poslednich ti{ desetileti v nemocni¢nich oddélenich. Enterobacter je vSestranna
bakterie schopna rychle reagovat na 1é¢bu antibiotiky u kolonizovaného pacienta. Tyto dva
druhy mohou zptlisobovat infekce mocovych cest a leh¢i prijmova onemocnéni. Vétsi vnimavost
k onemocnéni mivaji déti (Klaban, 2005).

2.4.3 Escherichia coli

E. coli (obr. 5) patii mezi nejprozkoumanéjsi druhy z cCeledi Enterobacteriaceae. Je to
gramnegativni tyCkovita bakterie o velikosti 2-3 um. Vyskytuje se jako bézny obyvatel traviciho
traktu clovéka a homoiotermnich Zivocichli, kde ma dilezité a pro svého hostitele uzitecné
funkce. Zabranuje ristu cizich a patogennich organismi ve stirevech tim, Ze jim konkuruje v boji
o ziviny a kyslik, ¢imZ se podili na udrzovani celkové rovnovahy mikroorganismi Zzijicich ve
strevech. Dale pomaha pri traveni a syntetizuje nékteré duilezité vitaminy jako napf. vitamin K
(Klaban, 2005).

Podle normy CSN EN ISO 9308-1 jsou bakterie rodu E. coli definovany jako koliformni bakterie,
které produkuji indol z tryptofanu. Norma TNV 75 7835 je popisuje jako termotolerantni
koliformni bakterie, které maji schopnost hydrolyzovat specifickym enzymem b-D-
glukuroniddzou  4-methyl-umbelliferyl-b-D-glukuronid (MUG) za vzniku 4-methyl-
umbelliferonu; ten vykazuje modrou fluorescenci v UV svétle (WHO, 2011).
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Obrazek 5: Narostlé kolonie E. coli a doprovodné mikroflory
na chromogennim agaru

Julak (2006) pise, Ze jeden chromosom ,primérné“ Escherichia coli ma relativni molekulovou
hmotnost asi 3.109, sklada se z 5000 kpb a tvoii 2-3% suSiny bunky. Genom E. coli je schopen
kédovat nékolik tisic polypeptidl slozenych primérné z 360 aminokyselin.

Nékteré kmeny E. coli jsou patogenni a jsou obavanymi ptivodci onemocnéni z potravin. Jednim z
nejznameéjsich je Shiga-like toxigenni kmen E. coli 0157:H7 (Necidovd, 2014). Podle WHO nejsou
infekce zplisobené E. coli 0157:H7 a dal$imi enterohemoragickymi kmeny E. coli prili$ Casté, ale
mohou mit velmi zavazné nasledky, mezi které patii hemolyticky uremicky syndrom az amrti.
Coz potvrzuje i Kozisek et al. (2006) a dodava, Ze pri hemolyticko-uremickém syndromu selhava
¢innost ledvin, a to zejména u déti. WHO uvadi, Ze infek¢ni davka miiZze byt velmi nizka (méné
nez 100 organismi).

E. coli mlUze produkovat kazdy druh toxinu vyskytujici se v Celedi Enterobacteriaceae. To
zahrnuje pory tvorici cytotoxin, inhibitory syntézy bilkovin a mnoZstvi toxinl, které méni
hostitelské cesty v hostitelskych buiikach (Ryan & Ray, 2004).

2.4.4 Klebsiella

Rod Klebsiella ma tyCinkovity tvar a je silnéjsi nez ostatni enterobakterie (Klaban, 2005). Ryan &
Ray (2004) dodavaji, Ze nejvyraznéjSimi bakteriologickymi rysy rodu Klebsiella jsou
nepritomnost motility a pritomnost polysacharidové kapsle. To dava kolonii mukoidni charakter
travicim traktu zvirat a Clovéka (Podschun et al., 1998, Klaban, 2005). Tyto bakterie byly
kultivovany z vodniho prostiedi, které bylo znecisténo primyslovymi odpadnimi vodami ¢i
pilinami a bunic¢inou z papirenského primyslu, dale je obsahovaly rostlinné produkty, Cerstva
zelenina, potraviny s vysokym obsahem cukri a kyselin, Zivé stromy a jejich kira, rostliny a
vedlejsi produkty rostlin (Brisse et al., 2006).

NejCastéjsim druhem je K. pneumoniae, ktera je schopna zptisobit klasickou lobarni pneumonii,
charakteristickou pro jiné enkapsulované bakterie. VétSina pneumonii zptisobenych Klebsielami
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je nerozlisitelna od téch, které produkuji jiné druhy Enterobacteriaceae. Ze vSech druhl
Enterobacteriaceae patii nyni druhy Klebsiella mezi nejvice odolné proti antimikrobialnim
latkdm (Ryan & Ray, 2004). Dalsim vyznamnym druhem je Klebsiella planticola. V priibéhu 1
roku byly pro Klebsiella spp. Sledovany vzorky z orofaryngealniho a rektdlniho vytéru od 131
novorozencli na novorozeneckém oddéleni. Bylo izolovdno tfindct kmenl K. planticola a
predstavovalo 9% vSech druht nélezii Klebsiella spp. (Podusch et al., 1998).

Hart (1993) uvadi, Ze kmeny Klebsiell jsou vétSinou spojeny s infekci mocovych a dychacich cest,
stejné jako s infekcemi ran a mékkych tkani a mohou zpusobit fatalni sepse. Kmeny Klebsiella
maji schopnost vyrazné se rozsirit u pacienti v nemocnicich, coz vede k nozokomialnim
ohniskdm, zejména u novorozencli. Maroncle et al. (2002) piSe, Ze predevsSim Ctyfi slozky
bakterie Klebsiella se jiz dlouho podileji na patogenezi: adhesiny, kapsularni polysacharidy,
lipopolysacharid (LPS) a systémy zachytavani Zeleza (siderofory). VétSina infekci zpiisobenych
Klebsiellou se nyni vyskytuje u hospitalizovanych pacienti a mnoho jich je zplisobeno
antibioticky rezistentnimi kmeny, véetné kmend, které produkuji b-laktamasy s rozsirenym
spektrem ucinku (Brisse et al., 2006).

2.4.5 Proteus

Bakterie rodu Proteus jsou gramnegativni anaerobni nebo fakultativné anaerobni organismy.
Maji tyCinkovity tvar a povrch téla je pokryty biciky. Mezi mista vyskytu patii napf. ptida, povrch
rostlin, znecisténa voda a stfevni trakt ¢lovéka a exkrementy zvirat. Bakterie rodu Proteus maji
silnou proteolytickou aktivitu a Ucastni se hnilobnych procest. Jejich ¢innosti vznika ureaza a
sirovodik H>S, coz miZe slouzit k urCovani rodu pfti ristu na selektivné diagnostickych ptidach
(Klaban, 2005).

Necidova (2014) oznacuje Proteus jako psychrotrofni bakterii s proteolytickou a lipolytickou
aktivitou, ktera se radi v potravinach k nezadoucim technologicky $kodlivym mikroorganismtm.

Rod Proteus se fadi mezi potencionalni patogeny. MiiZe zpiisobovat infekce mocovych cest a
sekundarni infekce pti poranénich a dekubitech (Klaban, 2005).

2.4.6 Salmonella

Do rodu Salmonella patti gramnegativni, nesporulujici, fakultativné anaerobni tyCinky z celedi
Enterobacteriaceae. Od ostatnich kment téZe celedi se odliSuji biochemicky a antigenni
strukturou (Greenwood, 1999). Klaban (2005) dopliiuje, Ze Salmonely jsou typické tim, Ze
fermentuji glukosu stvorbou plynu. Dals$i vlastnosti salmonel je produkce sulfanu H,S.
Salmonely jsou témér vSudypritomné a miiZzeme je najit v znecisténych a kontaminovanych
vodach, v ovzdusi a na rostlinach.

Salmonely jsou diferencovany na vice nez 2200 sérologicky odliSnych typd (sérotypi)
zalozenych na rozdilech v somatickych, flagelarnich a kapsuldarnich antigenech. Infekce
zpusobené rodem Salmonella vétSinou nemusi vést ke smrtelné formé salmonel6zy, ale mtze se
projevit jako septikémie a ovliviiovat nékteré organové systémy (Ekperigin & Nagaraja, 1998).

Klaban (2005) varuje, Ze nebezpe¢nym zdrojem nakazy pro ¢lovéka je predev$im nedostatecné
tepelné upravené maso a vejce.

Onemocnéni salmoneléza - viz. Kapitola 2.5.2 Onemocnéni zplsobena patogennimi
koliformnimi bakteriemi.
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2.4.7 Serratia

Rod nalezi do Celedi Enterobacteriaceae, tvori gramnegativni tycinky. Typickym znakem bakterii
je, Ze jsou proteolyticky aktivni (tj. rozkladaji bilkoviny a bilkovinné produkty) (Klaban, 2005).
Bakterie rodu Serratia jsou rozsirené v prostiredi, ale nejsou béznou soucasti lidské fekalni flory.
V nemocnici maji druhy Serratia u dospélych tendenci spiSe kolonizovat dychaci a mocové cesty,
nez gastrointestinalni trakt Vyskyt druhti Serratia jako piic¢iny nozokomidlnich infekci se snizuje,
ale tyto bakterie jsou stale schopny zpusobit ohniska nemoci, zejména na jednotkach intenzivni
péce. (Climaco, 2017).

Necidova (2014) dodava, Ze bakterie rodu Serratia jsou psychrotrofni bakterie s proteolytickou
a lipolytickou aktivitou, coz je radi v potravinach k neziadoucim technologicky skodlivym
mikroorganismim.

2.4.8 Shigella

Bakterie rodu Shigella jsou nepohyblivé tyCinkovité bakterie. Patfi mezi druhy aerobni a
zkvasuji glukosu bez vzniku plynu. U rodu Shigella rozliSujeme sérologické skupiny A-D, které
obsahuji rtizné pocty sérotypt (Klaban, 2005). Klicovym virulen¢nim faktorem Shigella flexneri
je systém vyzivy typu III (T3SS) kédovany na velkém plazmidu. T3SS urcuje interakce S. flexneri
s intestinalnimi buinikami naslednym translokovanim dvou sad efektorovych proteinti do
cilovych bunék. S. flexneri tedy kontroluje intra- a intercelularni Sifeni, smrt makrofagovych
bunék, stejné jako hostitelské zanétlivé reakce (Schroeder & Hibli, 2008).

WHO uvadi, Ze Shigella zplsobuje kazdy rok vice nez 2 miliony infekci s priblizné 60 000
pripady umrti, a to zejména v rozvojovych zemich. Infek¢éni davka je nizka a mize byt mezi 10-
100 organismy. Schroeder & Hibli (2008) tvrdi, Ze pochopeni molekularnich mechanismf, které
je zakladem patogeneze Shigella, podpoti vyvoj bezpecné a ti¢inné vakciny, ktera by soucasné se
zlepSenou hygienou méla omezit infekce timto rozsirenym patogenem.

2.4.9 Vibria

Zastupci patii do Celedi Vibrionaceae a jsou to pohyblivé gramnegativni ty€inky rohlickovitého
tvaru. Nazev je odvozen z latinského slova vibrare, coZ znamena kmitat ¢i chvét se. Bakterie se
pohybuji pomoci jednoho polarniho biciku, coz je fadi mezi monotricha. Spory ani pouzdra se u
této skupiny netvoii (Klaban, 2005).

Vibrio cholerae je bakterie zplisobujici choleru, ktera se projevuje bolestmi v biiSe, vodnatymi az
krvavymi prjmy a zvracenim. V CR se kaZdoro¢né vyskytne nékolik malo piipadi
importovanych z exotickych zemi (KoziSek et al., 2006). Vice - viz. Kapitola 2.5.2 Onemocnéni
zplsobena patogennimi koliformnimi bakteriemi.

Dalsi druh, ktery ve své praci popisuji Strom & Paranjpye (2000), se nazyva Vibrio vulnificus.
Jeho pritomnost v ustich ek neni zplisobena znecisténim nebo jinymi formami kontaminace. Za
urcitych podminek ma tato bakterie schopnost zptlisobit vazné a cCasto fatalni infekce. Patfi mezi
né invazivni septikémie, kterou miZe zplsobit konzumace syrovych nebo nedopecenych
mékKkyst, stejné jako infekce ran ziskané pri pohybu v Selfovych nebo moiskych vodach, kde je
bakterie piitomna.

2.4.10 Yersinia
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Zastupci rodu Yersinia patfi do celedi Enterobacteriace. Typickym znakem této skupiny je
pleomorfismus, neboli mnohotvarnost, ovlivnény podminkami Kkultivace (délka a teplota
kultivace, sloZeni media) (Klaban, 2005).

Yersinie jsou patogenni pro zvirata a za prihodnych podminek jsou pfenosné i na clovéka. Prenos
se déje bud’ primo, nebo pomoci hmyziho vektoru (Greenwood, 1999, Ryan, 2004). Jako
Nejvyznamnéjsi zastupce rodu je Yersinia pestis, zvana také morovy bacil. Y. pestis je
gramnegativni, nesporulujici, nepohybliva kratka kokobacilarni tyc¢inka. Yersinia je parazitem
predevsim hlodavci, ale je znamo zhruba 200 druhi ZivocCicht, které jsou jejimi hostiteli. Mor
miiZe vypuknout i mezi zviraty a prres blechy je pak pirenesen na ¢lovéka (Greenwood, 1999).

Yersinia pestis je antigenné homogenni, ale Y. pseudotuberculosis a Y. enterocolitica maji na
povrchu vice riznych O a H antigend (Ryan & Ray, 2004).

2.5 Patogenita koliformnich bakterii

Patogenita rtiznych druht bakterii je zplisobena odliSnymi faktory a u riiznych druhi se také lisi
zavaznost patogennich projevi. Nasledky napadeni organismu se 1isi v zavislosti na rizném
zdravotnim stavu postizené osoby. Koliformni patogenni bakterie snadno osidluji sliznice a
zpusobuji s nimi spojené zanéty (napr. mocového méchyie, dychacich cest, prostaty apod.) Dale
mezi Casté projevy napadeni organismu patogennimi druhy koliformnich bakterii patii
prijmovita onemocnéni.

Klaban (2005) popisuje infekci jako proniknuti choroboplodnych mikroorganismi do hostitele a
pripadné dalsi mnoZeni se vném. Vzavislosti na odpovédi imunitniho systému a poctu
proniknutych bakterii infekce miiZe, nebo nemusi, vyvolat onemocnéni. Julak (2006) definuje
patogenitu jako schopnost mikroorganismu vyvolavat onemocnéni. Probiha na trovni druhu a
bakterie s touto schopnosti oznacujeme jako patogenni bakterie ¢i patogeny. Schopnost vyvolat
onemocnéni na urovni kmene nazyvame virulence, ktera miize byt vyjadiena kvantitativné
(napf. stanovenim poctu mikrobi nutnych k vyvolani onemocnéni).

2.5.1 Principy patogenity koliformnich bakterii
Patogeny podle Juldka (2006) rozliSujeme na primarni a podminéné.
» Primarni patogeny - vyvolavaji onemocnéni pii kazdé infekci

» Podminéné (oportunni, prilezitostné) patogeny - zplisobuji onemocnéni pouze za
vyjimec¢nych podminek (napft. oslabeni organismu, stari, apod.)

Bakterie produkuji exotoxiny, coZ jsou toxiny bilkovinné povahy uvoliiované do prostredi.
Exotoxiny mizeme podle jejich biologickych ucinka dale rozdélit na neurotoxiny, cytotoxiny a
enterotoxiny. Shigely, vibrio cholerae a nékteré kmeny E. coli produkuji pravé enterotoxiny,
které zplisobuji vodnaté prijmy, nebot rliznymi mechanismy stimuluji hypersekreci vody a
elektrolytli z intestinalniho epitelu (Julak, 2006).

Dalsimi ptvodci zejména prijmovych onemocnéni prendSenych vodou jsou bakterie rodu
Campylobacter sp. a Yersinia sp. (KoziSek et al., 2006).

Nesporulujici patogenni anaerobni bakterie obvykle nemaji specifické nastroje virulence a
vyvolavaji predevsim radu nespecifickych hnisavych onemocnéni (¢asto endogenniho pivodu),
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pri cemz byvaji ve smésnych kulturach s dalsimi fakultativné aerobnimi a aerobnimi bakteriemi
(Julak, 2006).

V ramci druhu E. coli miiZeme rozliSit mnoho kment, které se zarazuji mezi patogenni a mohou
zpusobit i zavazna onemocnéni. Jako ¢tyti hlavni skupiny rozliSujeme bakterie: enteropatogenni,
enterotoxigenni, enteoinvazivni a enterohemoragické (Klaban, 2005).

Kmeny EPEC (enteropatogenni, dyspepticka E. coli) disponuji faktory virulence, které vedou ke
(Votava, 2011). U EPEC kment nebyla prokazana tvorba enterotoxint. Podstatou infekce je uzka
vazba bakterii na enterocyty, ¢cimz se rozpoustéji mikrovilli a disledkem je alterace epitelialniho
povrchu (Bednar, 1996).

Kmeny ETEC (enterotoxigenni E.coli) nejsou primo vazany na urcité sérotypy. Produkuji dva
typy enterotoxintli - LT (tepelné labilni) a ST (tepelné stabilni). ETEC jsou nejcastéjsi bakterialni
pric¢inou prjmui v rozvojovych zemich. Projevuji se nejvic u téch, ktefi s nimi nebyli drive v
kontaktu. Jsou pric¢inou cestovatelskych prijmu. Tyto prijmy si prodélava vétSina cestovateld z
ekonomicky vyspélych zemi, pfi cestach do zemi rozvojovych (Votava, 2011). ETEC kolonizuji
tenké strevo prostirednictvim kolonizacnich faktort, kterymi jsou proteinové fimbrie. Geny pro

tvorbu téchto toxind jsou vazany na plazmidech (Bednar, 1996).

Kmeny EIEC (enteroinvazivni E.coli) disponuji faktory invazivity, které umoznuji invazi do
stieva. Infekce témito kmeny vede ke krvavym prijmtm (Votava, 2011). Enteroinvazivni E. coli
jsou mechanismem patogenity podobné shigeldm, tzn. pronikaji do bunék a v nich se pomnozi.
Onemocnénti je tedy velmi podobné shigel6ze (Bednar, 1996).

Kmeny STEC (VTEC, EHEC) jsou nejzavaznéjsi. Pocatkem infekce byvaji tézké prijmy. Zpravidla
dojde k systematizaci infekce a vzniku hemolyticko-uremického syndromu (HUS). Tim se tato
skupina ponékud vymyka definici ,stifevniho plsobeni“. Nejbéznéjsim sérotypem je 0157:H7.
Riziko zvysSuje nizka infek¢ni davka - udava se, Ze k vyvolani infekce staci deset bakterii (Votava,
2011).

Tabulka 1: Patogeny z ¢eledi Enterobacteriaceae Sifené vodou a jejich vyznam (upraveno podle
WHO)

Patogen Zdravotni | Prezivanive | Resistence Mira Zivodisny | Relevance
riziko vodé vici chloru | nakazlivosti zdroj vCR
E. coli - patogenni vysoké stiedni nizka nizka ano vysoka
E. coli - vysoké stredni nizka vysoka ano vysoka
enterohemorhagické
Salmonella typhi vysoké stredni nizka nizka ne vysoka
Jiné salmonely vysoké Mohou se nizka nizka ano vysoka
rozmnozovat
Shigella spp. vysoké kratké nizka stredni ne vysoka
Vibrio cholerae vysoké kratké nizka nizka ne stredni
Yersinia vysoké dlouhé nizka nizka ano stfedni
enterocolitica
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2.5.2 Onemocnéni zpiisobend patogennimi koliformnimi bakteriemi

Enterobacteriaceae produkuji nejsirsi skalu infekci ze vSech mikrobialnich skupin, véetné dvou
nejcastéjsich infekcnich stavi, kterymi jsou zanéty mocovych cest a akutni prijmy (Ryan & Ray,
2004).

Velmi castym problémem zplisobenym biofilmy jsou infekce mocCovych cest spojené s
dlouhodobou katetrizaci. Katétry jsou pro bakterie primym vstupem az do mocového méchyie a
vyrazné jim usnadnuji kolonizaci mocovych cest. Mezi nejcastéjsi kolonizatory mocovych katétrii
patti Enterococcus faecalis, E. coli, Klebsiella pneumoniae, druhy rodu Proteus, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Enterobacter aerogenes a dal$i. Velmi Casty je vyskyt
smiSenych bakteridlnich populaci (Hol3, 2012).

Jako alimentarni infekce jsou oznacovany strevni infekce, u kterych jsou patogenni mikroby
vylucovany stolici nebo moci. Vstupni branou infekce je travici ustroji, jde tedy o pirenos fekalné
oralni (Podstatova, 2009).

Gopfertova et al. (2006) uvadi, ze Salmonella Typhi je bakterie zplisobujici brisni tyfus. Brisni tyf
probiha jako horecnaté onemocnéni. Na zacatku se objevuje zacpa, pozdéji priijem s krvavou
stolici. Patogenita salmonel je zplisobena produkci termostabilniho endotoxinu identického s
tzv. O-antigenem. Podstatova (2009) dodava, Ze briSni tyfus postihuje lymfaticky systém
mezenteria a stiev. Dale dopliiuje, Ze se objevuji vyrazné bolesti hlavy a mize se zvétSovat
slezina. Onemocnéni paratyfus A, B a C, které je vyvolané bakteriemi Slamonella paratyphi A, B Ci
C, popisuje jako podobné onemocnéni sleh¢im pribéhem. Obé onemocnéni se u nas vsak
v soucasnosti vyskytuji pouze sporadicky, predevSim importované ze zemi s nizkymi
hygienickymi standardy.

Salmoneldzy jsou definovany jako alimentarni toxoinfekce, vétSinou lehce probihajici prijmova
onemocnéni déti i dospélych. BéZné jsou inaparentni formy nakazy, vzacna je salmonelova sepse
nebo hnisavé afekce rtznych organt. Infek¢éni davka se u salmonel udava vysoka, kolem 105
téchto mikrobd na 1 g zkonzumované potraviny (Podstatova, 2009). Salmonella typhimurium a
dalsi druhy vyvolavaji salmoneldzy, které maji projevy jako zvraceni, prijem a malatnost.
Inkubac¢ni doba je velmi kratkd (v praméru priblizné 10 hodin). Typické jsou explozivni
epidemie (KoziSek et al., 2006). Podstatova (2009) dopliiuje, Ze inkuba¢ni doba miiZe byt az 36
hodin, v zavislosti na velikosti infekéni davky. K nakaze dochazi peroralni cestou, pozitim
infikované potraviny. Po vniknuti do zaZivaciho systému se bakterie pomnozuji v tenkém stieve.
RozliSujeme tri formy tohoto onemocnéni: salmonel6zu symptomatickou, gastroenteritickou a
salmonel u nas jsou druhy Salmonela enteritidis, S. typhimurium, S. agona a S. infantum
(Podstatova, 2009).

Cholera je priijmové onemocnéni typické mnohocetnymi prijmy a zvracenim (Kozisek et al,,
2006). Pokud neni vcas léCena, mlze dojit az ke smrti z dehydratace. Piivodcem infekce je
bakterie Vibrio cholerae, ktera se vyskytuje v rtiznych sérotypech, z nichZ jsou nékteré schopny
produkovat cholerovy enterotoxin. Podle velikosti infekéni davky se projevuji lehké piipady az
po smrtelnd onemocnéni. Cholera je problém predevsim rozvojovych zemi. Inkuba¢ni doba se
pohybuje nejcastéji mezi 2 az 3 dny, ale rozmezi miiZze byt od nékolika hodin az po 5 dni
(Podstatova, 2009).
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2.5.3 Rezistence

S rozmanitymi enterobakteridlnimi infekcemi se I1ze setkat v humanni i veterinarni mediciné.
Vzhledem k jejich castému vyskytu a nenarocnosti na podminky existuje vyrazna spojitost mezi
antibiotickou 1écbou a rozvojem rezistence u enterobakterii (Davies & Davies, 2010).
Antibiotika jsou latky s antimikrobidlnimi ¢inky. Antibiotika potlacuji rist ¢i mnozeni mikrobi,
nebo je pfimo usmrcuji. Mohou byt pfirodniho ¢i syntetického ptivodu a mit riizné spektrum
ucinku (Podstatov3, 2009). Existuje mnoho rtznych zptisobi, kterymi se rezistentni bakterie $iri
(obr. 6) mezi lidmi, zvifaty a prostredim (Harbarth a kol., 2015).

ANTIBIOTIKA

Obrazek 6: Mozné zpisoby Sifeni bakterii rezistentnich k antibiotikiim podle Harbartha

Hlavni roli v $ifeni vétSiny klinicky vyznamnych rezistenci maji mobilni elementy, kterymi jsou
plazmidy a transpozony. Plazmidy nesouci geny rezistence se mohou bud’ alespon z Casti, nebo
celé zaclenit do bakterialniho chromozomu. VétSina bakterialnich kmeni obsahuje konjugativni
plazmidy, které zajistuji svilij vlastni prenos mezi bunikkami a tim i pfenos gent pro rezistenci
(Hubacek a kol., 1992). Ryan & Ray (2004) dodavaji, ze kombinace chromozomalni a plazmidem
urcované rezistence je ¢ini nejvice proménlivymi ze vSech bakterii v citlivosti antimikrobidlni
latky.

Hrabak et al. (2008) uvadi, Zze nékteré druhy z Celedi Enterobacteriaceae (napi. Enterobacter
spp., Citrobacter freundii, Providencia spp., Serratia spp.) mohou hydrolyzovat peniciliny,
cefamyciny, vétSinu cefalosporini a monobaktamy, nehydrolyzuji karbapenemy a nejsou
inhibovany inhibitory b-laktamaz (napft. klavulanovou kyselinou).

V nasledujici tabulce 2 jsou uvedeny vybrané antimikrobialni kategorie, proti kterym si dokazi
nékteré druhy zrodu Enterobacteriace vytvorit rezistenci. Nejsou vni uvedeny kategorie
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v v,

karbapenemt, rozsirené spektrum cefalosporinti 3. a 4. generace, fluorochinoly, inhibitory
folahové drahy, monobaktamy, fenikoly a Kkyselina fosfonova, proti kterym si zadny druh
rezistenci nebyl schopen vytvorit.

Tabulka 2: Bakterie z rodu Enterobacteriaceae odolné vii¢i vybranym antimikrobialnim latkam
(zpracovano podle Magiorakose et al., 2012)

Antimikrobialni Antimikrobidlni | Druhy s vnitini odolnosti proti antimikrobialnim
kategorie latka latkam nebo kategoriim
Providencia rettgeri (P. rettgeri), Providencia stuartii
Gentamicin (P. stuartii)
Tobramycin P. rettgeri, P. stuartii
Aminoglykosidy Neomycin P. rettgeri, P. stuartii
Anti-MRSA Ceftarolin
cefalosporiny (Schvaleno pouze
pro Escherichia
coli, Klebsiella
pneumoniae,
Klebsiella oxytoca)
Antipseudomonalni | Ticarcilin- Escherichia hermannii (E. hermanii)
peniciliny + - Kyselina
laktamazové klavulanova
inhibitory
Piperacilin- E. hermanii
tazobactam
Nerozsirené Cefazolin Citrobacter freundii (C. freundii), Enterobacter
spektrum aerogenes (E. aerogenes), Enterobacter cloacae (E.
cefalosporint; cloacae), Proteus penneri (P. penneri), Proteus
1.a 2. generace vulgaris (P. vulgaris), P. rettgeri, P. stuartii, Serratia
cefalosporinti marcescens (S. marcescens)
Cefuroxim P. penneri, P. vulgaris, S. marcescens
Cephamyciny Cefoxitin C. freundii, E. aerogenes, E. cloacae
Cefotetan C. freundii, E. aerogenes, E. cloacae
Glycylcykliny Tigecyklin Proteus mirabilis (P. mirabilis), P. penneri, P. vulgaris,
P. rettgeri, P. stuartii
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Antimikrobialni Antimikrobialni | Druhy s vnitini odolnosti proti antimikrobialnim
kategorie latka latkam nebo kategoriim
Providencia rettgeri (P. rettgeri), Providencia stuartii
Gentamicin (P. stuartii)
Tobramycin P. rettgeri, P. stuartii
Aminoglykosidy Neomycin P. rettgeri, P. stuartii
Peniciliny Ampicilin Citrobacter koseri (C. koseri), C. freundii, E. aerogenes,
E. cloacae, E. hermanii, Klebsiellae spp., P. penneri, P.
vulgaris, P. rettgeri, P. stuartii, S. marcescens
Peniciliny+ - Amoxicilin- C. freundii, E. aerogenes, E. cloacae, H. alvei, P.
B i Kyselina rettgeri, P. stuartii, S. marcescens
Laktamazové ,
o klavulanova
inhibitory
Ampicilin- C. freundii, C. koseri, E. aerogenes, E. cloacae, P.
sulbactam rettgeri, S. marcescens
Polymyxiny Colistin P. mirabilis, P. penneri, P. vulgaris, P. rettgeri, P.
stuartii, S. marcescens
Tetracykliny Tetracyklin P. mirabilis, P. penneri, P. vulgaris, P. rettgeri, P.
stuartii
Doxycyklin P. penneri, P. vulgaris, P. rettgeri, P. stuartii
Minocyklin P. penneri, P. vulgaris, P. rettgeri, P. stuartii

Podle Magiorakose et al. (2012) se v ramci celedi Enterobacteriaceae existuji bakterialni druhy,
které jsou vnitiné rezistentni vici jednomu nebo vice antimikrobidlnim ¢inidlim z riznych
kategorif nebo vSem latkdm v ramci urcité kategorie. Pro zhodnoceni odolnosti bakteriadlniho
druhu a jeho zarazeni mezi MDR (,0odolny vice druhtim 1éciv*), XDR (,,odolny Sirokému piisobeni
1é¢iv“) a PDR (,0odolny vSem 1é¢iviim“) se pouziva nasledujicich kritérii:

e MDR: nenfi citlivy na = 1 ¢inidlo ve > 3 kategoriich antimikrobialnich latek.

e XDR: neni citlivy na 21 ¢inidlo ve vSech kategoriich kromé < 2.

e PDR: neni citlivy na vSechny uvedené antimikrobialni latky.

Ztabulky 2 je patrné, Ze maji druhy z celedi Enterobacteriaceae vnitini odolnost proti vice
druhtim léc¢ivych latek (predevsim z kategorie spektra cefalosporint a penicilind).
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Aminoglykosidy jsou antibiotika syntetického nebo polosyntetického ptvodu. (Podstatova,
2012) V tabulce vidime, Ze vii¢i nim mohou vytvaret rezistenci nékteri zastupci rodu Proteus -
konkrétné druhy P. rettgeri a P. stuartii. Mezzatesta et al. (2012) udavj, Ze hlavni mechanismus
rezistence Enterobacteriaceae je zptsoben aminoglykosidem modifikujicimi enzymy, které jsou
Casto kédovany plazmidy, ale mohou byt také spojeny s transpozovatelnymi prvky. Plazmidové
vymeény usnadnuji rychlé ziskavani rezistence.

Podstatova (2012) popisuje peniciliny jako antibiotika piirodniho ptivodu (vylucovan plisni
Penicillium notatum), kterd nejsou toxicka, ale trpi rychlym rozkladem, coz vyzaduje jejich
Castéjsi davkovani. U cCeledi Enterobacteriaceae je nutné vyssi davkovani, jinak mohou vznikat
rezistence, tzv. penicilinovy typ rezistence, ktery je zvratny. V tabulce 2 jsou uvedeny druhy
rezistentni proti penicilinim, patfi mezi né nékteré druhy zrodu napt. Citrobacter,
Enterobacter, Proteus. DalS§imi odolnymi druhy jsou Escherichia hermani, Serratia marcesnes a
zastupci rodu Klebsiella.

Cefalosporiny jsou ptirodni a polosynteticka antibiotika pfibuzna penicilinu. Vyuzivaji se u osob
(Podstatova, 2012). Ztabulky 2 vidime, Ze na testované druhy (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca ) nemaji antibiotika vliv.

Polymyxiny patfi mezi polypeptidova antibiotika, ktera se vyuzivaji predevsim v lokalni aplikaci
(napf. masti)(Podstatova, 2012). U této antimikrobidlni latky najdeme v tabulce rezistentni
druhy Proteus a Serratia marscesnes.

Podstatova (2012) uvadi, Ze tetracykliny jsou antibiotika, kterd maji Siroké spektrum ucinku.
Nesmi se podavat détem a téhotnym i kojicim Zenam, protoZe mohou zplisobit naruseni strevni
mikroflory a tetracyklinové zuby. Zplsobuji rezistenci intermedialniho typu, nebot rezistence
vznika pomaleji neZ na penicilin, ale rychleji nez na streptomycin. Pouze druhy rodu Proteus si
k nému umi vytvoftit rezistenci - viz. Tabulka 2.

Podle WHO stépi bézné B-laktamazy vétSinou pouze peniciliny a cefalosporiny nizsich generaci,
ty jsou nazyvany penicilindzy nebo cefalosporinazy. Postupné se vsSak u bakterii vyvinuly
Sirokospektré [-laktamazy, AmpC [-laktamazy a karbapenemazy, které znatné komplikuji
antimikrobialni 1écbu. Podle WHO jsou producenti rozSifeného spektra beta-laktamaz a
karbapenemaz iazeni do skupiny kritickych patogend, jenz nejvice ohrozuji lidské zdravi a kvili
kterym je nutné vyvijet nova antibiotika. Konkrétné se jednd o bakterie z celedi
Enterobacteriaceae a bakterie A. baumannii, P. aeruginosa.
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3 Metodika

K identifikaci mikroorganismii je treba ziskat cisté kultury, k ¢emuz nadm slouZi izolace kolonif.
[zolace mikroorganismt je postup, pri kterém pomoci vyzihané mikrobiologické klicky ¢i jehly
preneseme ze smiSené kultury urcovanou kolonii na novou ¢istou zivnou ptidu, kde se nasledné
kolonie rozockuje. Pfi pfenosu nesmi dojit k mikrobialni kontaminaci (Klaban, 2005).

Metody kultivacni - Metody membranové filtrace

Pro kontrolu a zamezeni chyb se s kazdou sérii testovanych vzorki provede tzv. zkouska ptdy.
To znamen3, Ze se kultivuje Cisty sterilnf membranovy filtr, ktery zajiStuje spravnost méreni.

Ptiloha této prace obsahuje fotodokumentaci vlastniho provedeni pouzité metody.

Metodika byla zpracovana podle pracovnich postupti laboratoie pitnych vod COV v Hradci
Kralové a upravena podle vlastnich zkuSenosti.

3.1 Stanoveni koliformnich bakterii a E. coli v pitnych a podzemnich vodach
Princip

Vzorek vody se prefiltruje pres membranovy filtr, prenese se na povrch Kkultivacniho
selektivniho agarového média a inkubuje se pti 36 (+ 2)°C po dobu 21 (* 3) hodin. Narostlé
razové az Cervené Kolonie se podrobi testu na produkci oxidazy. Modré azZ tmavé fialové kolonie
se pocitaji jako Escherichia coli.

Pristroje a pomiicky

Autoklav, bakteriologicky termostat, filtracni aparat na membranovou filtraci, vodni lazen,
Erlenmeyerova barika o objemu 500 ml, sterilni Petriho misky o priiméru 6 cm, sterilni pinzetu
s plochymi hroty, sterilni membranové filtry o priméru 47 nebo 50 mm s poéry o pruméru 0,45
um, pipety tfidy K, A: nedélené 1 ml, 2 ml (délené po 0,1 ml), plynovy kahan, horkovzdu$na
pistole, sterilni sklenéné vzorkovnice o objemu 100 ml, 250 ml a 500 ml, pH metr.

Kultivac¢ni média a chemikalie

CCA agar, tetramethyl-p-fenyldiamindihydrochlorid, hydroxid sodny, chlorid sodny, destilovana
voda, denaturovany lih, hotové misky s CCA agarem (dodavané s certifikatem jakosti).

PouZité roztoky

¢inidlo pro oxidazovy test, sterilni (zredovaci) fyziologicky roztok, 1M roztok hydroxidu
sodného

Postup

Priprava vzorku

Vzorkovnice se vzorkem se necha temperovat pti laboratorni teploté minimalné jednu hodinu.
P¥i predpoklddaném znecisténi nebo u nezndmého vzorku vody, je nutné vzorek redit. Redéni se
provede tak, Ze z dobfe protrepaného vzorku se pipetou odebere jeden objemovy dil vzorku a
prenese se do deviti objemovych dili sterilniho fyziologického roztoku, ¢imZ vznikne redéni
1:10. Z takto pripraveného redéni se sterilni pipetou opét pirenese jeden objemovy dil vzorku do
deviti objemovych dilt fyziologického roztoku, ¢imz vznikne druhy stupen redéni. Takto
pokracujeme az do poZadovaného stupné redéni.
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Filtrace

Misky s predem nalitym médiem se vyndaji z lednice a oznaci se prislusSnym cislem vzorku. Pred
vlastnim stanovenim se vzorkovnice se vzorkem intenzivné potrepe. Nasledné se provede
dezinfekce porézniho disku spodni casti filtracniho aparatu vatou namocenou do lihu a poté
opdaleni plamenem. Sterilni membranovy filtr se uchopi za okraj oZehnutou pinzetou a poloZi se
miizkovanou stranou vzhiru na porézni disk. Na spodni ¢ast aparatu se upevni sterilni nalevka.
Zavie se kohoutek na aparatu, oZehne se okraj hrdla vzorkovnice a do nalevky se nalije vzorek o
objemu 100 ml. Kohoutek se otevie a vzorek se necha pomalu protéct a prefiltrovat pres
membranovy filtr. Po tomto se kohoutek ihned uzavre. Filtr se prenese na povrch kultiva¢niho
média pomoci pinzety tak, aby mezi filtrem a médiem nevznikly vzduchové bubliny. Naoc¢kované
misky se obrati dnem vzhiru a vlozi se do termostatu. V termostatu se miska inkubuje pri 36 (*
2)°C po dobu 21 (* 3) hodin.

Potvrzujici testy

Ihned po provedeni inkubace se provede odecet narostlych kolonif koliformnich bakterii. Pro
stanoveni jsou pocitany rizové az Cervené zbarvené kmeny. K provedeni oxidazového testu se
na vicko Petriho misky umisti filtra¢ni papir, na ktery se kdpnou 2-3 kapky oxida¢niho ¢inidla.
Filtr s narostlymi koloniemi se prenese na tento filtracni papir s ¢inidlem. Sleduje se laktosa
pozitivni reakce, tj. modré zbarveni kolonii. Jako koliformni bakterie se pocitaji vSechny kolonie,
které maji negativni oxidazovy test, nezabarvi se tedy do modra do 2 minut.

Jako Escherichia coli jsou pocitany vSechny modre az tmaveé fialové zbarvené narostlé kolonie.
Vysledky se udavaji jako KT] (kolonie tvofici jednotka) na 100 ml vzorku.

3.2 Stanoveni termotolerantnich Kkoliformnich bakterii v pitnych, podzemnich a
povrchovych vodach a E. coli v povrchovych a nedesinfikovanych vodach

Princip

Vzorek vody se prefiltruje pres membranovy filtr, prenese se na povrch Kkultivacniho
selektivniho agarového média s laktézou a inkubuje se pti 44 (* 0,5) °C po dobu 21 (* 3) hodin.

Pristroje a pomiicky

Autoklav, bakteriologicky termostat, filtracni aparat na membranovou filtraci, vodni lazen,
Erlenmeyerova barka o objemu 500 ml, sterilni Petriho misky o primeéru 6 cm, sterilni pinzeta
s plochymi hroty, sterilni membranové filtry o priiméru 47 nebo 50 mm s péry o priméru 0,45
um, pipety tfidy K, A: nedélené 1 ml, 10 ml (délené po 1 ml), plynovy kahan (horkovzdu$nou
pistoli), sterilni sklenéné vzorkovnice o objemu 100 ml, 250 ml a 500 ml, pH metr.

Kultiva¢ni média a chemikalie
m-FC agar, hydroxid sodny, kyselina rosolova, chlorid sodny, destilovana voda, denaturovany lih.
PouZité roztoky

sterilni (zred'ovaci) fyziologicky roztok, 0,2M roztok hydroxidu sodného, alkalicky roztok
kyseliny rosolové, 1M roztok hydroxidu sodného

Postup

Piiprava vzorku
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Vzorkovnice se vzorkem se vynda zlednice a nechd se temperovat pri laboratorni teploté
minimalné jednu hodinu. Pti predpoklddaném znecisténi nebo u neznadmého vzorku vody, je
nutné vzorek redit. Redéni se provede tak, Ze z dobfe protiepaného vzorku se pipetou odebere
jeden objemovy dil vzorku a prenese se do deviti objemovych dilG sterilniho ziedovaciho
roztoku, ¢imz vznikne edéni 1:10. Z takto pripraveného redéni se sterilni pipetou opét pienese
jeden objemovy dil vzorku do deviti objemovych dili fyziologického roztoku, ¢imZ vznikne
druhy stupeni fedéni. Takto pokracujeme aZ do poZadovaného stupné redéni.

Filtrace

Misky s predem nalitym médiem se vyndaji zlednice a poznaci se prislusnym cislem vzorku.
Pfed vlastnim stanovenim se vzorkovnice se vzorkem intenzivné protiepe. Nasledné se provede
dezinfekce porézniho disku spodni €asti filtra¢niho aparatu vatou namocenou do lihu a poté
ozehnuti plamenem. Sterilni membranovy filtr se uchopi za okraj oZehnutou pinzetou a poloZi se
miizkovanou stranou vzhiru na porézni disk. Na spodni ¢ast aparatu se upevni sterilni nalevka.
Zavie se kohoutek na aparatu, oZehne se okraj hrdla vzorkovnice a do nalevky se nalije vzorek o
objemu 100 ml. Kohoutek se otevie a vzorek se nechd pomalu prefiltrovat pres membranovy
filtr. Poté se kohoutek ihned uzavte. Filtr se pfenese na povrch kultivatniho média pomoci
pinzety tak, aby mezi filtrem a médiem nevznikly vzduchové bubliny. Naockované misky se
obrati dnem vzhtru a vlozi se do termostatu. V termostatu se miska inkubuje pti 44 (+ 0,5) °C po
dobu 21 (* 3) hodin.

Ilhned po provedeni inkubace se provede odecet narostlych kolonii termotolerantnich
koliformnich bakterii. Pro stanoveni jsou pocitany laktosa pozitivni, tj. modie zbarvené kmeny.
Vysledky se udavaji jako KT] (kolonie tvorici jednotka) na 100 ml vzorku.

3.3 Stanoveni koliformnich bakterii v nedesinfikovanych vodach

Metodika byla zpracovana podle pracovnich postupi laboratoie pitnych vod COV v Hradci
Kralové a upravena podle vlastnich zkuSenosti.

Princip

Vzorek vody se prefiltruje pres membranovy filtr, pirenese se na povrch selektivniho
kultiva¢niho agarového média s lakt6zou a inkubuje se pri 44 (+ 0,5) °C po dobu 21 (* 3) hodin.
Ptipadné narostlé kolonie se otestuji na E. coli.

Pristroje a pomticky

Autoklav, bakteriologicky termostat, filtracni aparat na membranovou filtraci, vodni lazen,
Erlenmeyerova baika o objemu 500 ml, sterilni Petriho misky o prliméru 6 cm, sterilni pinzeta
s plochymi hroty, sterilni membranové filtry o primeéru 47 nebo 50 mm s péry o priméru 0,45
um, pipety tfidy K, A: nedélené 1 ml, 10 ml (délené po 1 ml), plynovy kahan (horkovzduSnou
pistoli), sterilni sklenéné vzorkovnice o objemu 100 ml, 250 ml a 500 ml, pH metr.

Kultivac¢ni média a chemikalie

Endo agar, hydroxid sodny, kyselina rosolov4, chlorid sodny, destilovana voda, roztok bazického
fuchsinu, denaturovany lih.

Pouzité roztoky

(zted'ovaci) fyziologicky roztok, 0,2M roztok hydroxidu sodného, alkalicky roztok kyseliny
rosolové, sterilnf hydroxid sodny roztok 1 mol
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Postup

Piiprava vzorku

Vzorkovnice se vzorkem se vynda zlednice a nechd se temperovat pti laboratorni teploté
minimdalné jednu hodinu. Pti predpoklddaném zneciSténi nebo u nezndmého vzorku vody, je
nutné vzorek fedit. Redéni se provede tak, Ze z dobfe protiepaného vzorku se pipetou odebere
jeden objemovy dil vzorku a prenese se do deviti objemovych dilii sterilniho zifedovaciho
roztoku, ¢imz vznikne fedéni 1:10. Z takto pripraveného redéni se sterilni pipetou opét pirenese
jeden objemovy dil vzorku do deviti objemovych dilii fyziologického roztoku, ¢imZ vznikne
druhy stupen fedéni. Takto pokracujeme azZ do pozadovaného stupné redéni.

Filtrace

Misky s predem nalitym médiem se vyndaji zlednice a poznaci se prisluSnym ¢islem vzorku.
Pfed vlastnim stanovenim se vzorkovnice se vzorkem intenzivné protiepe. Nasledné se provede
dezinfekce porézniho disku spodni €asti filtraéniho aparatu vatou namocenou do lihu a poté
opaleni plamenem. Sterilni membranovy filtr se uchopi za okraj oZehnutou pinzetou a poloZi se
miizkovanou stranou vzhiiru na porézni disk. Na spodni Cast aparatu se upevni sterilni nalevka.
Zavie se kohoutek na aparatu, oZehne se okraj hrdla vzorkovnice a do nalevky se nalije vzorek o
objemu 100 ml. Kohoutek se otevie a vzorek se necha pomalu protéct a prefiltrovat pres
membranovy filtr. Po tomto se kohoutek ihned uzavre. Filtr se prenese na povrch kultivacniho
média pomoci pinzety tak, aby mezi filtrem a médiem nevznikly vzduchové bubliny. Naockované
misky se obrati dnem vzhiru a vlozi se do termostatu. V termostatu se miska inkubuje pii 36 (£
0,5) °C po dobu 21 (* 3) hodin.

IThned po provedeni inkubace se provede odecet narostlych kolonii termotolerantnich
koliformnich bakterii. Pro stanoveni jsou pocitany laktosa pozitivni, tj. modfe zbarvené kmeny.
Vysledky se udavaji jako KT] (kolonie tvotici jednotka) na 100 ml vzorku.
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4 Vysledky

4.1 Koliformni bakterie

Tabulky byly zpracovany zudajii poskytnutych laboratofi pitnych vod COV Hradec Kralové.
V nasledujici tabulce 3 je uveden vyskyt koliformnich bakterii nalezenych ve vzorcich pitné vody
v Kralovéhradeckém kraji pomoci metody CSN EN ISO 9308-1. Data byla sbirana od ledna do
prosince roku 2016. Jeden vzorek vznika prefiltrovanim 100 ml pitné vody. Z celkovych
vysledkii za rok 2016 miizeme pozorovat velmi vysoky rozdil zachytu koliformnich bakterii a E.
coli mezi zdroji pitnych vod a soukromymi studnami. Vyskyt bakterii v soukromych studnach
mnohonasobné prevysuje vyskyt ve zdrojich pitné vody.

Tabulka 3: Vyskyt koliformnich bakterii ve vzorcich pitné vody za rok 2016

Pilivod vzorku Pocet vzorkil | Celkovy pocet KT] | Pramérny vyskyt KT]/1 vzorek

Verejné zdroje 171 58 0,339
pitné vody
Soukromé studny 88 6710 73,796

Vyskyt koliformnich bakterii ve vzorcich pitné vody ze studen v jednotlivych mésicich za rok
2016 v Kralovéhradeckém kraji pomoci metody CSN EN ISO 9308-1 je zpracovan v tabulce 4.
Metoda vyuziva jako média laktézovy TTC agar s tergitolem. MnoZstvi vzorki pitné vody ze
studen se v jednotlivych mésicich 1isi, nebot o vySetieni Zadaji soukromi vlastnici podle jejich
potreby. Nejvyssi pocet vzorkll byl testovan v Cervnu. V zimnich a jarnich mésicich je pocet
vzorkl nizsi.

Tabulka 4: Vyskyt koliformnich bakterii v pitné vodé ze studen za rok 2016

Mésic Pocet vzorku - Celkovy pocet KT] Priumérny vyskyt
studny KT] na 1 vzorek
Leden 6 26 4,33
Unor 2 306 153
Brezen 7 16 2,28
Duben 3 5 1,66
Kvéten 9 1069 118,77
Cerven 20 1700 85
Cervenec 8 624 78
Srpen 5 721 144,2
Zari 9 675 75
Rijen 12 1024 85,33
Listopad 4 520 130
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Prosinec 3 24 8

celkem: 88 6710 73,796

Z tabulky 4 je vytvoren graf 1, kde je vyskyt bakterii prehledné zndzornén. Mizeme vidét nartst
vyskytu bakterii s koncem jarniho a zacatkem letniho obdobi, pak dochazi ke stagnaci az
mirnému poklesu s vyjimkou fijna, kdy je nariist srovnatelny s kvétnem. Vysoké namérené
hodnoty zplsobuji piedevsim vzorky, kde je zachyceno vice nez 300 KT]J.

Vyskyt koliformnich bakterii ve studnach za rok
2016V Kralovéhradeckém kraji
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Graf 1: Vyskyt koliformnich bakterii ve studnach za rok 2016

V tabulce 5 je zobrazen vyskyt koliformnich bakterii stanovenych ve vzorcich pitné vody ze
studen v jednotlivych mésicich za rok 2017 v Kralovéhradeckém kraji pomoci metody CSN EN
75 7835. Metoda se provadi na endo agaru, ktery je urcen pro nedesinfikované vody.

Tabulka 5: Vyskyt koliformnich bakterii ve vzorcich pitné vody ze studen za rok 2017

Mésic Pocet vzorkii - studny | Celkovy pocet KT] Primérny vyskyt
KT] na 1 vzorek

Leden 4 20 5

Unor 4 430 107,5

Brezen 8 18 2,25

Duben 2 0 0

4.2 Escherichia coli

Vyskyt E. coli ve vzorcich pitné vody za rok 2016 v Kralovehradeckém kraji pomoci metody CSN
EN ISO 9308-1 je zpracovan v tabulce 6. Zachyt E. coli ve vzorcich pochazejicich ze zdroji
pitnych vod je témét nulovy, ovSem ve vzorcich pochazejicich ze studen je vyskyt vyssi.
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Tabulka 6: Vyskyt E. coli ve vzorcich pitné vody za rok 2016

Puvod vzorku Pocet vzorki Celkovy pocet KT] Priamérny vyskyt
KT] na 1 vzorek

Verejné zdroje pitné 171 0,041

vody

Soukromé studny 27 864 32,00

V tabulce 7 je zpracovan vyskyt E. coli ve vzorcich pitné vody ze studen v jednotlivych mésicich
za rok 2016 v Kralovéhradeckém kraji pomoci metody CSN EN ISO 9308-1. Jako médium se
vyuzival m-FC agar. V ¢asovém obdobi od tinora do kvétna se u vzorkil provadély pouze testy na
pritomnost koliformnich bakterii, proto nejsou k danému obdobi Zadna data.

Tabulka 7: Vyskyt E. coli ve vzorcich pitné vody ze studen za rok 2016

Mésic Pocet vzorkii - studny | Celkovy pocet KT] | Prumérny vyskyt KTJ/1 vzorek
Leden 1 0 0
Unor - - -
Brezen - - -
Duben - - -
Kvéten - - -
Cerven 10 428 42,8
Cervenec 1 74 74
Srpen 2 300 150
Zari 4 60 15
Rijen 5 0 0
Listopad 2 0 0
Prosinec 2 2 1
celkem: 27 864 32

Z tabulky 7 je dale zpracovan graf 2, kde je vidét vyskyt E. coli v letnich mésicich a zari. Stejné
jako u koliformnich bakterii je pozorovan nartiist v cervnu nasledovany kolisavym vyskytem a

poklesem se zacinajicim ochlazovanim v podzimnim obdobi.

34




Vysledky

Vyskyt E. colive studnach zarok 2016 v
Kralovéhradeckém kraji
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Graf 2: Vyskyt E. coli ve studnach za rok 2016

4.3 Porovnani mezi vyskytem koliformnich bakterii a E. coli

Za jednotlivé mésice vroce 2016 v Kralovéhradeckém kraji byla namérena data, ktera jsou
zobrazena v grafu 3. Vyskyt koliformnich bakterii nékolikandsobné prevysSuje vyskyt E. coli.
V grafu 3 mizeme vidét, Ze vyskyt E. coli byl nejvyssi v casovém intervalu od Cervna do zari,
Koliformni bakterie, které jsou méné naro¢né nez E. coli, se vyskytuji az do listopadu a v mensim

mnozstvi se mohou objevovat i v jarnim obdobi.

Vyskyt koliformnich bakterii a E. coli ve studnach v roce 2016
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Graf 3: Porovnani vyskytu koliformnich bakterii a E. coli ve studnach za rok 2016
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5 Diskuze

Castou pri¢inou pozitivnich nalezdi bakterii ve zdrojich pitné vody mohou byt vnéjsi vlivy &i
materialové selhani (napf. vysoka mira srazek, opotrebeni materialu apod.). Pouze jeden zdroj je
mozné povazovat za problémovy a to z diivodu opakovanych nalezi koliformnich bakterii (52
z 58 vyskytl koliformnich bakterii je pravé z tohoto zdroje a veskeré zachyty Escherichia coli z
pitnych zdroji téz). Distribuovana voda z pitnych zdrojl je pti rozvodu do potrubnich siti v té
nejvyssi kvalité Cistoty a nezdvadnosti. Dalsim moZnym zdrojem mikrobialniho znecisténi
mohou byt nékteré vodovodni trubky a kohoutkové baterie, které jsou velmi vhodnym mistem
pro nékteré druhy bakterii. Proto se béhem roku provadi i kontroly pitné vody v domacnostech a
dalsich objektech (posty, urady, Skoly...), aby byla monitorovana funk¢énost potrubnich rozvodi
vody a byla jistota, Ze ke spotiebiteli se dostane kvalitni a ¢ista pitna voda. Kontroly probihaji
podle urcenych rozvrhi a pokryvaji rtizné lokace, aby bylo monitorovano rozdéleni konec¢nych
mist distribuce rozvodi a potrubnich siti.

U studen je vétsi mira nalezl bakterii, protoze soukromé osoby obvykle nemaji studny vysoce
hygienicky oSetiené. Problémy mohou byt spojeny s nevhodnym umisténim studen (v blizkosti
splachi z pole, apod.), dale mize byt problém ve stavbé studny, kdy je zvolen nevhodny material
a mize dochazet k vysoké propustnosti latek skrz stény studny. Staré studny téZ mohou byt
opotiebené a popraskané, coz miize zplisobit prisak latek z okoli do vody ve studni. Vysoky
rozdil ve vyskytu mikrobialnich organismi byva téZz v zavislosti na hloubce studny. Zpravidla
plati, Ze ¢im hlubsi studna, tim méné kysliku a téz mikrobidlniho znecisténi. Proto maji hluboké
studny vyhodu kvalitnéj$i a Cist&jSi vody. Vysledné hodnoty mohou byt také zkresleny
nespravnym odebranim vzorku vody. VétSina vlastnikii studen vSak nekontroluje kvalitu vody
vice, neZ je pro né nutné. Zac¢inaji projevovat vlastni iniciativu aZ poté, co se objevi s vodou ze
studné pozorovatelné problémy (napft. zakal, zapach, Spatna chut).

Pravidelné kontroly vodnich zdroji a vody z verejnych vodovodd usnadnuji ziskani vétsiho
prehledu o cistoté vody a tim snazsi je, v pripadé potreby, zasahnout a vodu upravit a potiebné
oSetfit. Je ovSem nutné znat podrobnosti o zdrojich vody a podminkach, pti kterych byl odbér
uskutecnén. V ptipadé, ze byl odbér uskute¢nén po privalovém desti a je zaroven znamo, Ze
zdroj je nachylny ke zhorSeni vtéchto podminkach, neni nutné reakce prehanét a vyvolavat
krizové stavy. Abychom situaci spravné vyhodnotili, musime mit celkovy pirehled o problematice
tohoto tématu.

Pti vyuzivani povrchové vody je nutna vétsi Uprava vody, nez kdyz je vyuzivana voda podzemni.
Podzemnich zdroji je ovSsem mnohem méné neZz zdrojd povrchovych, coz vyzZaduje vyssi naroky
na technologii pravy vody. U povrchovych zdroji je vétsi moznost kontaminace vody latkami
z okoli a musi se dbat na jejich odstranéni. Z mikrobiologického hlediska je podle WHO chlér
uc¢innym prostiredkem proti koliformnim bakteriim. Je to jednoduchy a tcinny zptlisob ¢isténi
vod, ovSem mohou se vyskytovat i Skodlivé dopady dlouhodobého pouzivani chlorované vody.
Existuji studie o problematice chlorované vody spojené napf. s vyskytem rakoviny. V porovnani
stim, kolik infekénich nemoci by se Sifilo bez pouziti chloru, jsou ovSem tato rizika
zanedbatelna.

Na grafu 1 Vyskyt koliformnich bakterii ve studndch za rok 2016 v Kralovéhradeckém kraji
pomoci metody CSN EN ISO 9308-1 vyuZivajici laktézovy agar s tergitolem je vidét, Ze v kvétnu
zaCind zachyt koliformnich bakterii ve vzorcich vyrazné nartstat. Vysoké hodnoty zistavaji
naméieny po celé 1éto a také podzim. V inoru je vétsi vyskyt zplisoben jednim vzorkem s vice
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nez 300 KT] koliformnich bakterii, ktery velmi ovlivnil celkovy vyskyt za dany mésic. Vzorky
svice nez 300 KT] koliformnich bakterii se objevuji i v mésicich letnich a podzimnich. Tyto
zachyty jsou v letnich mésicich ¢astéjsSi a maji vyrazny vliv na celkovou hodnotu vyskytu KT]
koliformnich bakterii v pitnych vodach. Vyskyt celkovych koliformnich bakterii ve vodach je
mnohem vys$8i, neZ vyskyty bakterii E. coli, nebot jsou nékteré dalSi druhy zceledi
Enterobacteriaceae méné narocné na teplotu. Nékteré druhy koliformnich bakterii se vyskytuji
bézné v prostredi a nejsou pouze soucasti stievniho traktu, coZ je vhodné k urCovani obecného
mikrobidlniho znecisténi. Napr. nékteré druhy rodu Klebsiella se bézné vyskytuji na rostlinach a

znecisténi.

Nepresnosti v méreni mohou byt zplisobeny chybou v odecitani KT] ze vzorku, nedostatecnym
protfepanim vzorkovnice, nebo nevhodnym odebranim vzorku. Kzabranéni neptesnosti
zpusobenych kontaminovanymi médii by diky zkouskam ptid nemélo dochazet.

Na vyskyty bakterii ve vodach maji vliv vnéjs$i podminky jako teplota, srazky, pH vody apod.
Proto se mohou béhem roku objevovat vyskyty v zavislosti na téchto okolnostech. Mensi vyskyty
se daji oc¢ekavat v chladnych a suchych obdobich. Naopak se mohou béhem chladnéjsich obdobi
objevovat vzorky s vy$simi hodnotami vyskytu KT] zplisobené vysokym podilem srazek, nebo
rychlym tanim snéhu. To by mohlo vysvétlovat vzorek svysokym vyskytem koliformnich
bakteriif z inora 2016, pokud by nebyla na viné nezabezpecenost studny nebo jiny faktor.

U vzorkili odebranych v letoSnim roce byla pouzita metoda s endo agarem, protoze nova metoda
CSN EN ISO 9308-1 (2015) schromogennim agarem zachycovala vét$i mnozstvi KTJ
koliformnich bakterii a mohlo dojit k prerdstani celého vzorku. Metoda vyuzivajici endo agar se
bézné pouziva pro nedesinfikované vody, kde jsou vyssi zachyty bakterii ocekavané. Metoda
s tergitolem a z Casového hlediska ani z hlediska postupu se Zddné zmény pti zpracovani vzorku
nedéji.

Postup ptipravy vzorku je u obou metod témér stejny, liSi se pouze zhlediska pouZitého
kultivaéniho média (CSN EN ISO 9308-1 (2015) vyuZiva CCA agar/ diive CSN EN ISO 9308-1
vyuzivala laktézovy TTC agar s tergitolem). Na misky s kultiva¢nim médiem se piSe pouze ¢islo
vzorku, Zadné jiné oznaceni, které by rozliSovalo metody, se nepouziva. Dilezité je Fadné
protfepani vzorkovnice, aby se potfebnych 100 ml pitné vody skladalo z neusazené vody.
S membranovym filtrem je nutné pracovat rychle, aby se pod nim nevytvorily bubliny, ale
zaroven opatrné, aby nedoslo Kk roztrZeni filtru pii sundavani z filtracniho aparatu. Naockované
misky se u obou metod obrati dnem vzhiliru a v termostatu se miska inkubuje pti 36 (+ 2)°C po
dobu 21 (* 3) hodin. Teplota i ¢as se neméni. K rozliSeni toho, kterd metoda byla pouZita, se
miiZe uvadét poznamka do Labsystému, kam se zapisuji vysledky odecitani vzorkda.

Baudi$ova (2014) udava, Ze zachyty pomoci metody CSN EN ISO 9308-1 (2015) s chromogennim
agarem jsou vys$Si a neni vhodné metody z tohoto hlediska porovnavat. V laboratofti pitnych vod
COV Hradec Kralové provedli néktera méfeni zachytd a vysledky jim téz ukazaly vétsi zachyty u
nové metody. Vysledky z téchto méreni ovSem nebyly k dispozici.

U zdroji pitnych vod, kdy jsou hodnoty nulové téméi pro vSechny vzorky, neni v pouziti
riznych metod velky rozdil. Pokud se ovSem najde vzorek s vyskytem bakterii, ma metoda
s chromogennim agarem nékteré vyhody.
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Vyhodou metody s chromogennim agarem je vyssi citlivost, i kdyz u vzorki ze studen to
znamena nutnost vyuzivani endo agaru. Oproti metodé lakt6zového TTC média s tergitolem je
dalsi vyhodou moZnost provadéni oxidazového testu pfimo na filtru, coZ znamena, Ze je tento
zpusob rychlejsi a také presnéjsi. Neni nutné preockovani na neselektivni agar. Tim se snizZuje i
riziko nepresnosti spojené s pocitanim kolonie tvoticich jednotek.

Jako nevyhodu nové metody CSN EN ISO 9308-1 (2015) s chromogennim agarem mtiZeme uvést
to, Ze je jeji cena vyssi. Existuje fada vyrobcl pripravenych agari, coZz miiZze zplsobit velkou
variabilitu produkt(. K objektivnimu porovnani zkoumanych vzorkd by se ovSem vzdy mély
pouzivat vyrobky od stejné firmy.

Vyskyty Escherichia coli a termotolerantnich koliformnich bakterii, které jsou presnéjsim
indikatorem fekalniho znecisténi, jsou proti vyskytu celkovych koliformnich bakterii mnohem
mensi. JelikoZ je E. coli zastupcem koliformnich bakterii, jeji vyskyt byt vétsi nikdy nemtze. Coz
ukazuje mensi riziko fekdlniho znecisténi, nez je riziko obecného mikrobidlniho znecisténi. Pro
méteni vyskytu E. coli a termotolerantnich koliformnich bakterii se vyuziva jako média m-FC
agaru.

Ve studnach bylo za rok 2016 zachyceno 864 KT] Escherichia coli oproti celkovému poctu
koliformnich bakterii 6710 KTJ. Primérny vyskyt na vzorek ze studny tedy vychazi 32 KT]
Escherichia coli a 76,25 KT] celkovych koliformnich bakterii. To znamend, Ze témér necela
polovina z celkovych koliformnich bakterif byla identifikovana jako E. coli.

Ve zdrojich pitné vody ve stejném roce bylo zachyceno 7 KT] Escherichia coli a 58 KT] celkovych
koliformnich bakterii. To je v prepoctu 0,041 KT] Escherichia coli a 0,339 KTJ koliformnich
bakterif na jeden vzorek, coZ predstavuje asi jednu osminu celkovych koliformnich bakterii.
Z téchto namétenych dat nelze vytvorit graf o vyskytu E. coli v pribéhu roku, nebot rtizné zdroje
jsou méreny v rliznych mésicich. Vyskyt E. coli se objevuje predevsim u jednoho problémového
zdroje a naméiené nenulové hodnoty jsou tedy z mésicti, kdy byl monitorovan praveé tento zdroj.
Z toho lze soudit, Ze zdroje pitnych vod jsou velmi dobfe zabezpecené proti nebezpeci fekalniho
zneciSténi. Nebezpe¢i vznika pri nahlych zhorSenych podminkach a stavebnich ¢i jinych
nehodach. Pri téchto nebezpecich se da ovSem zasahnout aZ po nehodé a predchozi pravidelné
monitorovani nemtze takovéto situace ovlivnit.

Escherichia coli se na rozdil od nékterych jinych rodd a druhd z Celedi Enterobacteriaceae
nedokaze ve vodé rozmnoZovat. Je obligatnim obyvatelem strevniho traktu a jeji vyskyt je tedy
pifimym dikazem fekalniho znecisténi. To je také dlivodem, proc€ jsou jeji hodnoty nizsi nez
celkové pocty koliformnich bakterii v pitnych vodach. Optimalni podminky pro rist E. coli
vyzaduji vyssi teploty, které se ve vodé bézné nedosahuji. Ovsem v letnich mésicich, kdy se
teploty zvysuji, a také na podzim, kdy jesté otepleni pretrvava, se mize objevovat vice zachytt E.
coli ve vzorcich. To tvrdi o vyskytu bakterii ve vodach i Gray (2008). OvSem ani pfi potvrzeném
vyskytu E. coli ve vzorku to neznameng, Ze se jisté jedna o patogenni druh. Stejné je ale nutné pii
nalezu bakterif ucinit opatieni k ndpraveé cistoty vody.

V mnoha publikacich se zabyvaji otazkou, zda je vhodné pouZivat celkové koliformni bakterie
jako vhodny indikator fekalniho zneciSténi. VétSina praci se shoduje, Ze koliformni bakterie jsou
spiSe znakem obecného znecisSténi, protoZe nékteri zastupci se vyskytuji bézné v prostredi (napf-.
nékteré druhy bakterii rodu Klebsiella, Serratia ¢i Proteus) a nejsou obyvateli stievniho traktu.
Proto je presnéjsi pro mapovani vyskytu fekadlniho zneciSténi zaméteni na vyskyt E. coli, ktera je
primarnim obyvatelem stievniho traktu a je tedy jasnym ukazatelem fekalniho znecisténi.
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Diskuze

S vysokou rezistenci bakterii z Celedi Enterobacteriaceae k antimikrobialnim latkdm je nutné
vymyslet nové druhy antibiotik, které jsou schopny nastolit ispésnou 1é¢bu a zastavit negativni
ucinky patogennich bakterii. Na rezistenci mnoha riznych zastupcti bakterii z Celedi
Enterobacteriaceae se neustdle provadi nové studie a sleduje se ucinnost jednotlivych
antimikrobidlnich latek na jejich Zivotnost. Nékteré antimikrobidlni 1atky jsou schopné bakterie
usmrtit a jiné zastavit jejich rozmnoZovani. U¢inek antimikrobialnich latek je ovSem nékdy
vysoce specificky a ma vliv pouze na urcity druh bakterie, nikoliv na cely rod.

Otazka bakterialniho znecisténi vody se tyka piredevsim méné rozvinutych zemi, ovSem je nutné
mit kvalitu oSetieni vod pod kontrolou i v zemich vyspélejsich. Cisténim vody, které piredstavuje
prevenci, se da zabranit rozsifeni mnoha infekénich onemocnéni. Touto prevenci se da predejit

vV,

tomu, aby se rozsitily epidemie, které by jinak vyzadovaly sloZitou naslednou 1é¢bu.

Vyznamnym nebezpec¢im zplsobovanym bakteriemi z Celedi Enterobacteriaceae ve vyspélych
zemich je riziko nozokomidlnich ndkaz - tzn. ndkazy vznikajici v nemocni¢nim prostiedi. Vy3$si
podil nakaz se vyskytuje predevS§im v nemocni¢nich oddélenich, jako jsou napt. oddéleni
intenzivni péce. Dal$i nezanedbatelnou slozkou, kde mitiZe dojit ke vzniku nozokomialnich
nakaz, jsou pecCovatelska zatizeni. Nebezpeci nakazeni bakteridlnimi infekcemi mtze mit i dalsi
jiné zplsoby prenosu - jako napt. infikované potraviny, nebo dotyk nakazené osoby. Tyto
zplisoby prenosu se ve vyspélych zemich vyskytuji castéji, neZ je nakazeni zplisobené
kontaminovanou vodou.

Vcasnym a spravnym oSetrenim vody by mélo riziko nakaz zplisobenych pozitim vody témér
vymizet. U naSich zdroji pitnych vod je toto nebezpeci témér nulové, potencialni hrozbou
mohou byt spiSe nespravneé osetirované studny a necekané havarie.
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6 Zavér

Teoretickd c¢ast prace vytvari prehled o zakladni problematice spojené s koliformnimi
bakteriemi, jejich vyznamem z hlediska patogenity a s tim spojenym monitorovanim téchto
bakterii ve vodach. Dilezitou strankou, kvili které je nutné se témito bakteriemi zabyvat, je
vysoka odolnost nékterych druhti vii¢i antibiotikiim.

Z poskytnutych vysledkt s vyskytem koliformnich bakterii v roce 2016 pomoci metody CSN EN
ISO 9308-1 je mozné Fici, Ze naméiené hodnoty u zdroji pitnych vod a verejnych vodovod jsou
témér nulové (0,339 KTJ na 1 vzorek) a pozitivni nalezy jsou ¢asto spojeny s nahlymi vnéjsimi
vlivy (napf. vysoka mira srazek, havarie apod.). Témér vSechny nalezy jsou z jednoho zdroje.
Vyskyt koliformnich bakterii v soukromych studnach je naopak velmi vysoky (73,796 KTJ na 1
vzorek). Casto jsou testovany vzorky studen s vyskytem vy$$im nez 300 KTJ na 100 ml.

Podle grafti Ize soudit, Ze ro¢ni obdobi ma na vyskyt bakterii znac¢ny vliv a s oteplovanim na jare
a v letnim obdobi vzriista i pocet bakterii, ktery je pozorovan u celkovych Kkoliformnich bakterii
az do podzimu. Vyskyt E. coli je zaznamenan pouze v letnich mésicich.

Nova metoda CSN EN ISO 9308-1 (2015), ktera je platnd od letosniho roku, je citliv&jsi
a vykazuje vétSi mnoZstvi zachytu koliformnich bakterii, coZ ve své praci potvrzuje i BaudiSova
(2016). U zdroja pitné vody a verejnych vodovodd, ve kterych hodnoty bakterii prevazné spliuji
limit 0 KTJ na 100 ml, neni zména citlivosti. Naopak u studen neni vzdy vhodné vyuzivat tuto
metodu, a proto vlaboratofi pro testovani studen vyuzivaji metodu s endo agarem podle
doporuceni CSN EN 75 7837. Z hlediska provedeni a kultivace neni mezi metodou vyuzivajici
lakt6zového média s tergitolem a metody s chromogennim agarem vyznamny rozdil. Vyhodou
chromogenniho agaru je moznost provadéni oxidazového testu primo na filtru.

Pravidelné kontroly vodnich zdrojl a vody z verejnych vodovodi usnadnuji, v pripadé potieby,
zasahnout a vodu upravit a potiebné oSetfit. Je nutné znat podrobnosti o zdrojich vody a
podminkach, ptri kterych byl odbér uskutecnén. V pripadé, Ze byl odbér uskute¢nén po
privalovém desti a je zaroveil zndmo, Ze zdroj je nachylny ke zhorseni v téchto podminkach, neni
nutné reakce prehanét a vyvolavat krizové stavy. Abychom situaci spravné vyhodnotili, musime
mit celkovy piehled o problematice tohoto tématu.

Vodu lze oSetfit pomoci chléru a tim zamezit rozSifeni bakterii a moZnych ndaslednych
bakteridlnich nakaz. Timto jednoduchym antimikrobialnim zabezpecenim Cistoty vody se lIze
vyhnout hromadnym epidemiim, které mohou byt zpisobeny pravé z rad zastupct koliformnich
bakterii.

Otazkou zlstava dulezitost méreni koliformnich bakterii, které jsou vhodné spise jako ukazatele
obecného mikrobidlniho znecisténi. Ke zjisténi fekalniho znecisténi je piresnéjsi metodou
testovani vyskytu E. coli a termotolerantnich koliformnich bakterii. A to z toho diivodu, Ze je E.
coli obligdtnim obyvatelem stifevniho traktu, béZné se v jiném prostiedi nenachazi a ve vodé se
nedokaZe rozmnoZovat.

[ pres nizky vyskyt koliformnich bakterii ve zdrojich pitnych vod a verejnych rozvodech vod, by
nemeéla byt opomijena hrozba nakazy infek¢nich onemocnéni z dalsich zdrojt, které predstavuji
napi. nemocni¢ni oddéleni a pecovatelské sluzby.
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8 Prilohy

Priloha 8. 1 : Fotograficky postup metody membranové filtrace

Obrazek 7: Aparatura pro membranovou filtraci

Obrazek 8: Sterilizace porézniho disku spodni casti filtracniho aparatu pomoci horkovzdusné
pistole.




Prilohy

Obrazek 9: Sterilni membranovy filtr se za okraj prenese oZehnutou pinzetou na porézni disk
mriZkovanou stranou vzhiiru.

Obrazek 10: Dezinfekce casti filtracniho aparatu vatou namocenou do lihu a poté pomoci
horkovzdusné pistole.
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Prilohy

Obrazek 11: Na spodni ¢ast aparatu se pripevni sterilni nalevka a zavie se kohoutek na aparatu.

Obrazek 12: Okraj hrdla vzorkovnice se ozehne nad horkovzdusnou pistoli. (Vzorkovnice musi byt
piredem vytemperovana a protiepana.)




Prilohy

Obrazek 14: Kohoutek u nalevky se otevie a vzorek se necha pomalu protéct a prefiltrovat pres
membranovy filtr. Poté se kohoutek ihned uzavre.
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Prilohy

Obrazek 15: Pomoci pinzety se filtr prenese na povrch kultiva¢niho média tak, aby mezi filtrem a
médiem nevznikly vzduchové bubliny.

Obrazek 16: Naockované misky se obrati dnem vzhiiru a vloZi se do termostatu. V termostatu se
miska inkubuje pri dané teploté po dobu 21 (£ 3) hodin.
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Priloha 8. 2: Seznam pouzitych obrazki

Obrazek 1: Stavba gramnegativni bunécné stény podle Kaisera - upraveno
(zdroj: http://www.sci.muni.cz/ptacek/CYTOLOGIE6.htm)

Obrazek 2: Obarveny preparat gramnegativnich bakterif
(foto: autor)

Obrazek 3: Antigenni struktura E. coli podle Ryana
(zdroj:http://lalashan.mcmaster.ca/theobio/projects/images/c/c0/An_Introduction_to_Infectio
us_Diseases.pdf)

Obrazek 4: Schéma rozdéleni ¢eledi Enterobacteriaceae podle AmbroZové (2008) - upraveno

Obrazek 5: Narostlé kolonie E. coli a doprovodné mikroflory na chromogennim agaru
(foto: autor)

Obrazek 6: Mozné zplisoby Sifeni bakterii rezistentnich k antibiotikiim
(Harbarth et al., 2015) - upraveno
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