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SOUHRN

Tento ptispévek predklada praktické zkusenosti s chromogennim médiem CCA,
které se podle novely normy CSN EN ISO 9308-1 pouziva ke stanoventi koliform-
nich bakterif a E. coli ve vodach s nizkym obsahem doprovodné mikrofléry. Jsou
uvedeny vybrané charakteristiky metody a jsou diskutovény hlavni problémy
s jeho vyuzitim ve vodohospodéfské praxi.

UvoD

V dubnu 2015 doslo v souvislosti s novelizaci normy CSN EN 1SO 9308-1 [1]
k vyznamné zméné metody stanoveni koliformnich bakterii a Escherichia coli.
Jednd se o vysoce citlivou metodu, vhodnou pouze pro vody s nizkym obsa-
hem doprovodné mikrofléry, predevsim tedy pro dezinfikované vody (upra-
vena pitnéd voda, bazény). U ostatnich typl vod (mélké soukromé studny, povr-
chové vody, zejména stojaté apod.) je jeji vyuZiti sporné, pfedevsim pro vysoky
narlst doprovodné mikrofléry. Tato metoda byla v minulych letech testovana
pro pfipadné pouziti v pfirodnich koupacich vodach a vzhledem k nizké selek-
tivité (viz déle) byla vyhodnocena pro tento typ vod jako nevyhovuijici [2].

Koliformni bakterie jsou podle této normy skupina gramnegativnich tycinek
netvoficich spory s negativnim cytochromoxiddzovym testem, které tvofi za
aerobnich podminek kolonie béhem 24 hodin na selektivnim diferencia¢nim
médiu pfi kultivacni teploté (36 + 2) °C. Koliformni bakterie vykazuji aktivitu
B-D-galaktosidazy a E. coli je ta koliformni bakterie, kterd zaroven vykazuje
aktivitu B-D-glukuronidazy. VVyznamnd je zména ,detekeniho systému” koli-
(koliformnf bakterie) a tvorbé indolu (E. coli). Aktivitu 3-D-galaktosiddzy vyka-
zuje mnohem 3irsi spektrum bakterif (tento enzym $tépi laktézu na galaktézu
a glukozu, kterd dale mize a nemusi byt fermentovana na kyselé produkty);
podrobné jsou biochemické vlastnosti jednotlivych druhl bakterii z celedi
Enterobacteriaceae uvedeny v Bergey's Manual of Determinative Microbiology
[3]. Pocet koliformnich bakterii detekovanych na chromogennim médiu tak
byva vyznamné vyssi, nez byl jejich zachyt na dfive pouzivaném laktézovém
TTC agaru s tergitolem, a vysledky proto nekoreluji. Naproti tomu stanoveni
E. coli pomoci enzymu B-D-glukuroniddzy je mnohem specifictéjsi nez dfive
pouzivany indol test (test na 3-D-glukuronidazu byl v dfivéjsi verzi normy
pouze nepovinny a prakticky se nepouzival), takZe vysledky stanovenf . coli na
chromogennim médiu budou vyrazné spolehlivéjsi.

METODIKA

Koliformni bakterie a E. coli se stanovuji membrénovou filtraci (vétsinou se fil-
truje objem 100 ml vzorku), membranové filtry maji porozitu 0,45 um. Filtr se
umisti na chromogenni médium (Chromogenic-Coliform Agar) a kultivuje se
(21 + 3) hodiny pfi (36 + 2) °C. SloZzeni Chromogenic-Coliform Agaru (déle CCA)
je uvedeno v tabulce 1. CCA je bézné komercné dostupny. Priprava CCA je velmi
jednoduchd, navazi se pfislusné mnozstvi prasku, resp. granuli, a rozpusti se
v destilované vodé. Nepfidavaji se Zadné dalsi pfidavky. Nesmf se autoklavovat.
Po zchlazeni na 45-50 °C se agarové médium sterilné rozleje do Petriho misek.
PH ma byt 6,8 + 0,2 pfi 25°C (podle nasich zkusenosti deklarované pH vzdy
sedélo, pfesto je nutné u kazdé sarze provést kontrolu). Médium je velmi stalé,
uvafené vydrzi minimalné mésic, jen je nutnd ochrana pfed jeho vyschnutim.
Kvalita média se testuje podle normy CSN EN ISO 11133 [4].

Tabulka 1. Predepsané sloZeni CCA
Table 1. Prescribed composition of CCA

Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 109
Kvasni¢ny extrakt 2049
Chlorid sodny 509
Dihydrogenfosforecnan sodny *2H,0 229
Hydrogenfosfore¢nan sodny 2,79
Pyrohroznan sodny 1049
Sorbitol 109
Tryptofan 109
Tergitol 7 0159
6-chlor-3-indoxyl-3-D-galaktopyranosid 029
Kyselina 5-brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-glukuronova 019
Isopropyl-3-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) 01g
Agar 9-18¢g
Destilovanou vodou doplnit do 1000 ml
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Koliformni bakterie rostou jako rlizové az cervené kolonie, E. coli jako tmavé
modré az fialové kolonie (viz obr. 7). Doprovodnéa mikroflora roste ve formé bez-
barvych kolonii. Koliformni bakterie je nutné potvrdit pomoci oxiddzového
testu (koliformni bakterie jsou oxidéza negativni), ktery norma pfipousti prova-
dét pfimo na membréanovém filtru. Pfi pfipadném preockovani kolonii na nese-
lektivni agar (pro dalsi konfirmaci) je nutné kolonie peclivé precistit, aby se vzdy
pracovalo s Cistou kulturou. Pro pfipadnou dalsi konfirmaci, resp. pro potvrzeni
aktivity enzym( B-D-galaktosidazy a 3-D-glukuroniddzy, Ize vyuzit napt. ONP
test a GLR test (Erba, Lachema). Tyto testy Ize vyuzit i pro stanoveni citlivosti
a specifi¢nosti pfislusnych reakci na CCA. Pfi vypoctu vysledkd je nutné mit na
paméti dllezity fakt a to, Ze i £. coli patii mezi koliformni bakterie, a musf se tudiz
do jejich poctu pricist:

— pocet E. coli= pocet modrych az modrofialovych kolonif,
— pocet koliformnich bakterii = pocet riizovych az ¢ervenych kolonif s negativnim
oxidazovym testem + pocet modrych az modrofialovych kolonif.

VYSLEDKY A DISKUSE

Byly testovéany desitky mirné organicky znecisténych vod, predevsim za Gcelem
ziskani charakteristik metody stanoveni koliformnich bakterii a E. coli na CCA.
PrestoZe byly vzorky paralelné testovany na plvodnim laktézovém TTC agaru
s tergitolem (CSN EN 1SO 9308-1, 2001), vysledky nevykazovaly zadnou korelaci
vzhledem k odlisnému principu obou médii. V tabulce 2 jsou uvedeny vysledky
Zkousenf zpUsobilosti (ZZ) organizovaného ASLAB — OR-MB-1/15 (vzorky 1-5
jsou vzorky, které slouzily k ovéfeni homogenity v laboratofi VUV TGM, v.v. 1),
vztazna hodnota poté byla ur¢ena ze souboru vsech Ucastnikd (KTJ/ml, n =19).
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Tabulka 2. Koliformni bakterie a E. coli na CCA a laktézovém agaru s Tergitolem 7
(Tergitol) pri OR-MBI/15

Table 2. Coliforms and E. coli on CCA and lactose agar with Tergitol 7 (Tergitol) at
OR-MBI/15

CCA CCA Tergitol Tergitol
E. coli koliformni E. coli koliformni
1 1 11 2,7 2,7
2 1 12 4,8 4,8
3 1 97 11 1
4 1 91 36 36
5 1 11,66 08 4
hadnota : 2 2 4

Z daldich charakteristik byly stanoveny produktivita (viz obr. 2), reproduko-
vatelnost v pocitani a podil falesné pozitivnich a falesné negativnich vysledku.
Produktivita byla stanovena pomoci kmend E. coli WDCM 00013 (CCM 3954)
a Serratia rubidae (CCM 4684), kterad nenf uvedena v normé CSN EN SO 11133.
Dalsi kmeny, které jsou pfedepsany ve vyse uvedené normé (Enterobacter aero-
genes WDCM 00175, nebo Citrobacter freundii WDCM 00006), nebyly v dobé tes-
tovani jesté k dispozici.
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Obr. 2. Stanoveni produktivity; vlevo nahote Serratia rubidae na CCA, vpravo nahofe

E. coli (WDCM 0013) na CCA a dole E. coli na neselektivnim tryptézovém agaru

s kvasni¢nym extraktem

Fig. 2. The productivity testing; left above Serratia rubidae on CCA, right above E. coli
(WDCM 0013) on CCA, and down E. colion nonselective tryptose agar with yeast extract

V informativni pfiloze C normy CSN EN SO 9308-1 [1] je uvedena piede-
psand minimalni produktivita (vytéznost) > 70 %, a nase testovani toto hod-
notu vyznamné prekrocilo. Produktivita pro kmen E. coli (CCM 3954) byla na CCA
od firmy Merck 100 %, na CCA od firmy Himedia 87,41 %; produktivita pro kmen
Serratia rubidae, jakozto zastupce koliformnich bakterii (CCM 4684), byla na CCA
od firmy Merck 83,82 % a na CCA od firmy Himedia 100 %.

Pfi reprodukovatelnosti v pocitanf (dva pracovnici, n = 18) byl dosazen vari-
acni koeficient 9 % pro E. coli a 10 % pro ostatnf koliformni bakterie, coz je mini-
malné srovnatelné, spise lepsf, neZz tomu bylo u dfive pouzivaného laktézového
TTC agaru s Tergitolem 7.

Pomoci konfirmacnich testl byl stanoven podil falesné pozitivnich a falesné
negativnich vysledkd. Aktivita 3-D-glukuroniddzy byla ovéfena pomoci fluo-
rogenniho substratu (4-methylumbelliferyl-3-D-glukuronid), a v 98 % se vy-
sledky shodovaly (n = 50). Aktivita 3-D-galaktosidazy byla konfirmovana ONP
testem. Vinové kolonie byly 100% konfirmovany jako -D-galaktosidaza pozi-
tivni (0 % falesné pozitivnich vysledkd), u svétlych kolonif byly zaznamenény
faleSné negativni vysledky v 9 % (91 % svétlych kolonif bylo konfirmovano jako
B-D-galaktosidédza negativni). Dale byly ovéfovany oxiddza negativni kolonie
testované pifmo na membranovém filtru a po jejich precisténi byla negativni
reakce potvrzena v 90 %.

Mezi hlavni vyhody stanovenf koliformnich bakterii na CCA agaru patfi sku-
te¢nost, ze vysledky stanovenf jak koliformnich bakterii, tak £. coli jsou k dispo-
zici jiz 24 hodin po naockovani a nenf tfeba zadné dalsi preockovani kmend
na neselektivni agar. Zaroven norma pfipousti provedeni oxiddzového testu
pfimo po preneseni membranového filtru na podlozku nasycenou oxidazo-
vym c¢inidlem. Kromé tak pracného preockovani a precistovani kolonif odpadne
i nésledny prepocet na plvodni pocet presumptivnich kolonif, ¢imz se stano-
veni nejenom zrychli, ale i zpfesni.

Nevyhodou stanoveni je velky zachyt doprovodné mikrofléry, coz znemozriuje
vyuzit k jinému nez deklarovanému ucelu (vody s nizkym obsahem doprovodné
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mikrofléry). Otazkou zUstdva pouzivani CCA u surovych vod, které jsou sice
nedezinfikované, nicméné neni logické stanovovat koliformni bakterie a E. coli
u surové a upravené vody na médiich o jinych biochemickych principech.

Podle Bergey's Manual of Determinative Bacteriology, 9" ed. [3] fermentuje
laktozu ve vice nez 90 % kmend 25 druht z Celedi Enterobacteriaceae (Butiaxella
agrestis, pét druhd rodu Enterobacter, sest druhl rodu Erwinia, E. coli, tfi druhy
rodu Klebsiella, Kluyvera ascorbata a K. cryocrescens, Leclercia adecarboxylata,
Rahnella aquatilis, Moellerella wisconsensis a dva druhy rodu Serratia). Dal3f Ctyfi
druhy fermentuji laktézu v 79-89 % a 18 druht fermentuje laktézu v 25-75 %
(v¢etné rady druhd rodu Citrobacter, Enterobacter, Serratia ¢i Yersinia), ale jsou
vzdy B-D-galaktosiddza pozitivni. Dvacet druhl z celedi Enterobacteriaceae
(zahrnujici rody Cedecea, Enterobacter, Erwinia, Escherichia, Hafnia, Salmonella (S.
arizona), Shigella (S. sonnei), Serratia, Pantoea, Yersinia), které i kdyZ jsou v 90-100 %
kmenl (3-D-galaktosiddza pozitivni, laktézu nefermentuji (dalsi druhy jsou
B-D-galaktosidaza pozitivn{ variabilni a laktdza negativni). Vyse uvedené sku-
te¢nosti skupinu koliformnich bakterii posunuji vyznamné vice od fekélniho
k obecnému znecisténi a malé nedezinfikované studny prakticky nemaji $anci
limit pro koliformni bakterie 0 KTJ/100 ml spinit.

Dalsi malou, ale opticky vyraznou skupinou jsou kolonie, které rostou jako
tyrkysové, v nékterych pfipadech velmi drobné (které vétsinou nevyrostou po
preockovani na neselektivni agar), v dalSich pfipadech rostou jako kolonie bézné
velikosti (v priméru 1mm). Podle firemnich materidld zvefejnénych na internetu
(Merck, VWR Chemicals apod.) se jedna o dalsi gramnegativni bakterie (dopro-
vodna mikrofléra), B-D-glukuronidaza pozitivni. Podle nasich praktickych zku-
Senosti Slo bud' o oxidaza pozitivni kmeny, nebo o 3-D-galaktosidéza negativni
E. coli, pfipadné o intermedidlni kmeny z oblasti okolo rodl Shigella a Yersinia.
V nékterych pfipadech byly konfirmovany i 3-D-galaktosiddza pozitivni kmeny.

ZAVER

Vyhody (popf. nevyhody) vyuziti CCA v mikrobiologické praxi ukaze cas,
nicméné uz ted se ukazuje, Ze jeho vyuZiti je vhodné pouze pro vody s niz-
kym obsahem doprovodné mikrofléry (pfedevsim pro dezinfikované pitné,
popf. bazénové vody). V tomto pfipadé se jednd o stanoveni rychlé (béhem
24 hodin jsou k dispozici kompletn{ vysledky) a velmi citlivé. Vyuziti CCA pro
stanoven( koliformnich bakterif a £. coli v povrchovych, popf. odpadnich vodach

Ize prakticky vyloucit, sporné je i jeho pouZiti pro nedezinfikované malé studny,
které v Ceské republice nejsou legislativné osetieny.
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The aim of this study is introduction and practice of chromogenic medium CCA
that is prescribed in the amendment of EN 1SO 9308-1 standard for detection
of Escherichia coli and coliform bacteria in waters with low bacteria background
flora. Selected characteristics of the method are given, and the main problems
dealing with its usage in water microbiology are discussed.




