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Stanovenie bakterii v
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Inokulum - vzorka
5 ml vzorky odpadove] vody + 45 ml
fyziologického roztoku / sterilna voda
resp. 10 ml vzorky + 90 ml fyziol. roztok /

Zakladné riedenie je 1:10
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ektivne kultivacné média na stanovente
oliformnych bakteérii a E. coli +
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Schéma stanovenia koliformnych a
predpokladanych E. coli v pitnej vode

c vzorka riedenie
o
1. Membranova filtracia
1. 2.  Priamy vysev na kultivacné médium (vysoky obsah
nerozpustenych latok)
Kultivacia 24 hodin pri 36 °C
. , Laktoézovo pozitivnhe kolénie Laktézovo negativne kolénie
Produkcia enzymu (- 7 = i
D-galaktozidaza 5 Tvoba blvau ; ) .
(laktaza), ktory Stiepi Py Cytochrom- Koliformne
laktézu na l oxidazovy test baktgrle me’ su |
jednoduché i pritomne U 1/
sacharidy (P-glukf')z’a Kultivacia 48 hodin pri 36 °C s :If:j:;m{m av o:; dr:ja fa?,bu.
a D-galaktéza) - Zlta K | Do 2 minat tiez zmodrie -
farba Stanovenie po¢tu koldnii pozitivnych na oneskorena pozitivna e
SpéSObené tvorbou 4. laktézu, kolénii produkujucich plyn a reakcia. Siva alebo \'
kyseliny negativnych na cytochrémoxidazu zelenkasta farba po dvoch |
fermentaciou , minatach znamena |
Prepocet na 1 ml vzorky negativnu reakciu. ‘ l
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Cytochromoxidazovy test

Oxidazovym testom sa identifikuju organizmy, ktoré produkuji enzym cytochrom C
oxidaza (posledny enzym v dychacom retazci) — prenos elektrénov v elektrénovom
transportnom retazci aerébnych baktérii na kyslik.

Negativny vysledok: E. coli,
Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae, Serratia sp.
alebo Acinetobacter sp.

Pozitivnhe na oxidazu: Pseudomonas
aeruginosa, Pasteurella multocida,
Vibrio sp., Aeromonas sp. alebo
Neisseria sp.




Stanovenie koliformnych baktérii a Escherichia coli na membranovych
filtroch (mf) a Tergitol agare s TTC

Standardny test
|
mf on TTC selektivny agar s tergitolom
I
Kultivacia 36 °C, 24 h

Laktdza pozitivne,
zlty dvorec pod filtrom

+
[PARTNERSHIP]

|
10 koldnii, Cista kultura
A
neselektivny tryptdn - séja tryptofanovy agar
agar TSA l
|
Kultivacia 36 h Kultivacia 24 h
I [
oxidazovy test Indol test- Kovacs -
- ' |
koliformné baktérie, Escherichia coli,
Oxidaza negativna Oxid4za negativna
Indol pozitivny




Endov agar

Agarova selektivita vznika kombinaciou sulfitu a zasaditého fuchsinu, ktoré potlacaju
rast grampozitivnych mikroorganizmov. Koliformné baktérie fermentujuce laktézu
tvoria na Endo agare ruzovocervené az sytocervené vypuklé koldnie, v niektorych
pripadoch s kovovym leskom (E. coli). Médium okolo koldnii je tiez zafarbené. /

Mikroorganizmy, ktoré nefermentuju laktozu, su bezfarebné, dobre pozorovatelné na
ruzovom pozadi agaru.
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Hodnotenie rastu baktérii na Tergitolovom agare

/

Escherichi coli zlté koldnie v zltej zone niekedy od
hrdzavocerveného stredu

Salmonella sp. cervené koldnie s modrastou zénou

Shigella sp. cervené koldnie s modrastou zénou

Proteus sp. cervené kolénie s modrastou zénou

Pseudomonas sp. cervené koldnie s modrastou zénou
Princip:

Tergitolovy agar inhibuje rast G + baktérii a G- zastupcov v rodu Proteus.
Pridany TTC (3-fenyltetrazoliumchlorid) je redukovany na ¢erveny formazan
pritomnymi baktériami okrem E. coli a Enterobacter sp.
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100 ml vzorky
l
Membranova filtracia (0,45 pm)

l

Prenos na filter s CC agarom

Kultivacia 34-38 °C, 18-24 h

e i

RuZové az &ervené kolénie; koliformné baktérie Modré az fialové kolonie; E.coli

l

Kkultivacia
34-38 °C,18-24 h
I
OXI test

l

Koliformné baktérie Escherichia coli
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Zriedkavé kmene E. coli negativhe na B-
glukuronidazu su na tomto médiu falosne
negativne (typicky 0157 E. coli), ale javia
sa ako koliformné baktérie (t. j. ruzové
koldnie). Ak sa vyskum zameriava na

=

0157.

/




Prezumptivna Escherichia coli

1. Spina vsetky potvrdzujice testy ako ostatné
koliformné baktérie (laktaza pozitivha, oxidaza
negativna, tvori indol z tryptofanu).

2. Pozitivnhy dékaz enzymu 3-D glukuronidazy:
hydrolyzuje MUG (4-metylumbelliferyl - B-D-
glukuronid) ako modro-bielu fluorescenciu v
slabo alkalickom prostredi pod UV na 4-

metylumbeliferon.
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Indikator Pitna voda
HzZ 1Z BPV HZ 1z BPV
Escherichia coli NMH NMH NMH 0 KTJ v 100 ml 0 KTJin 10 ml 0 CFU in 250 ml
Coliforms bacteria MH MH MH 0 KTJ v 100 ml 0 KTJin 10 ml 0 CFU in 250 ml
Enterokoky NMH NMH NMH 0 KTJ v 100 ml 0 KTJ in 10 ml 0 CFU in 250 ml
Pseudomonas aeruginosa = - HLV 0 CFU in 250 ml
Cultivable at 22 °C/ MH MH MH 200 KTJ v 1 ml 500 KTJv 1 ml 100 CFU
Psychrophilic bacteria In1ml
Cultivable at 36 °C/ MH MH MH 50KTJv 1 ml 100 KTj v 1 ml 20 CFU
Mesophilic bacteria In1 ml
Living organisms MH Mh Oviml Oviml
(excluding colorless flagella) -
Dead organisms MH - - 30 v 1iml
Colorless flagella MH MH - 10 v ml (bez 50 v 1 ml (bez
dezinfekcie) O v 1 dezinfekcie - = =
. (s) ) Ukazovatele kvality pitnej
dezinfekciou) vody upravené nariadenim
Iron and manganese bacteria MH MH = 10 % pokryvnost 10 % pokryvnost Vlédy SR €. 91/2023
pola pola
Abioseston MH MH - 10 % pokryvnost 10 % pokryvnost platnom na Slovensku
pola pola
Clostridium perfringens IH IH - 0 CFU in 100 ml — iba pitna voda upravena z povrchovej vody

alebo podzemnej vody ovplyvnenej povrchovymi

HZ - hromadné zasobovanie (viac ako 15 domacnosti, viac ako 50 osob)

IZ - individualna dodavka (15 a menej domacnosti, menej ako 50 os6b a menej ako 10 m3 dennej produkcie)

BPV - balena pitna voda

len pre pitni vodu upravenu z povrchovej vody alebo z podzemnej vody ovplyvnenej povrchovou vodou

Medzna hodnota (MH) - hodnota ukazovatela, prekroc¢enim ktorej pitna voda straca vyhovujucu kvalitu v ukazovateli, ktorého hodnota bola prekrocena.
Najvyssia medzna hodnota (NMH) - hodnota ukazovatela kvality vody s prahovym ucinkom, ktorej prekrocenie vylucuje poutzitie vody na urceny ucel.

Indika¢na hodnota (IH) - hodnota nespecifického alebo skupinového ukazovatela kvality vody pouzivana na posudenie potreby podrobnejsich testov kvality vody.
KTJ — Koldnie tvoriace jednotky
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