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Souhrn
Prispévek shrnuje mikrobiologické ukazatele aktualné stanovované v pitné vodé, zmény jejich stanoveni podle
navrhu novely vyhlasky a vyuziti téchto ukazatelll v monitorovacich programech pro rizikovou analyzu.
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Summary
This study summarizes microbiological indicators in drinking water, changes in detection methods according to
new legislation and their importance in risk assessment analysis.
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Uvod

V souvislosti s novou Smérnici Komise EU ze dne 6. tijna 2015 (2015/1787) se piipravuje novela
zakona o ochrané vefejného zdravi a vyhlasky o pitné vodé. Ta kromé novinek, tykajicich se
mikrobiologickych rozborti, bude nové obsahovat kapitoly ohledné posouzeni rizik a monitorovaciho
programu (jehoZ Gcelem je ovérovat, zda opatieni zavedend za ti€elem kontroly rizik pro lidské zdravi
funguji G¢inné v celém fetézci zasobovani vodou, poskytovat informace o kvalité vyrabéné a dodavané
pitné vody a ur¢ovat nejvhodnéjsi zplsoby zmiriovani rizik pro lidské zdravi). V tomto piispévku jsou
uvedeny charakteristiky mikrobiologickych ukazateld pro pitnou vodu, pravné zavazné metody jejich
stanoveni (v nékterych piipadech nové) a vyznam jednotlivych ukazatelt pro rizikovou analyzu (dle
WHO, 2011). Neni zde uvedena Pseudomonas aeruginosa, ktera se stanovuje pouze v balené vode¢.

Mikrobiologické ukazatele

Koliformni bakterie a Escherichia coli

Koliformni bakterie byly dfive povazovany za hlavni indikator fekalniho znecisténi. V soucasné dobé
je vSak tento vyznam z n¢kolika ditvodl zpochybniovan. Jedna se totiz o heterogenni skupinu bakterii
zahrnujici i druhy, které se ve fekaliich zasadné nevyskytuji, napt. Serratia fonticola, Rahnella aquatilis,
Buttiauxella agrestis atd. Nékteré druhy zejména rodt Citrobacter a Enterobacter, i kdyz jsou ptivodem
ze zazivaciho traktu ¢loveéka a teplokrevnych Zivoc¢ichd, ve vodnim prostiedi relativné dlouhou dobu
pfezivaji a pii dostatecné koncentraci organickych latek se dokonce mohou i pomnozovat. Mohou se
vyskytovat i ve vy$Sich poétech v piipadech, kdy dalsi indikatory fekalniho zne¢isténi jako E. coli a
intestinalni enterokoky chybi. Dnes jsou koliformni bakterie vyuzivany predev§im pro operacni
monitoring, ukazujici na €istotu a integritu distribu¢niho systému. Jejich vyskyt miZe ukazovat
na rizné technologické zavady (zvySena tvorba biofilmi, sekundarni kontaminace a dalsi).

Stanoveni Escherichia coli jak v evropské, tak Ceské legislativé prakticky nahradilo stanoveni
termotolerantnich (fekalnich) koliformnich bakterii. Stanoveni pfimo E. coli je oproti stanoveni
termotolerantnich koliformnich bakterii vyhodnéjsi z né€kolika dtvodu. Jak jiz bylo uvedeno, E. coli
vzdy pochazi ze stievniho traktu ¢lovéka i teplokrevnych zivocichii (na rozdil od nékterych dalSich
zastupcl termotolerantnich koliformnich bakterii, predevsim druhti z rodt Citrobacter a Enterobacter)
a ve vodnim prostiedi se nerozmnozuje. V pitnych vodach E. coli indikuje jednozna¢né a zavaziné
fekalni znecisténi, které by mélo vést k okamzZitému vyhledani zdroji kontaminace (neadekvatni
Cisténi, poruseni integrity distribu¢niho systému apod.). Vyskyt E. coli zaroven dobie koreluje
s vyskytem rady sti‘evnich patogenu (napf. salmonely, shigely, campylobacter apod.).
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e Zména normy na stanoveni Escherichia coli a koliformnich bakterii

Tato zména piimo nesouvisi s novou Smérnici EU 2015/1787, protoze &islo piivodni i nové normy (CSN
EN ISO 9308-1) je shodné, a ani v této nové Smérnici neni uvedena piesna datace normy. Jedna se vsak
o vyznamnou metodickou zménu, kdy ptivodné pouzivany laktozovy TTC agar s Tergitolem 7 je
nahrazen chromogennim médiem Chromocult Coliformen agar (CCA). Hlavni zména spociva v tom, ze
nove pouzivané médium je vyrazng citlivéjsi a vzhledem k tomu, Ze koliformni bakterie se stanovuji na
zéklad¢ aktivity enzymu B-D-galaktozidazy (ktera §tépi laktozu na glukdzu a galaktozu) je zachycena
vyrazn¢ $irSi skupina druhi z ¢eledi Enterobacteriaceae, nez tomu bylo diive, kdy byla pozadovana
kompletni fermentace laktozy az na kyselé produkty. Naopak stanoveni Escherichia coli pomoci aktivity
ktery pozitivné ur¢il i dalsi druhy piedevsim z roda Kluyvera, Klebsiella a Citrobacter. Test na aktivitu
enzymu B-D-glukuronidazy sice ptivodni norma ptipoustéla, ale prakticky se téméf neprovadél. Dalsi
vyhodou nové metody je skutecnost, ze vysledky obou ukazatell jsou k dispozici jiz 24 hodin po
naockovani.

e Uvedeni metody Colilert-18/Quanti-Tray jako alternativni metody

Stanoveni Escherichia coli a koliformnich bakterii metodou nejpravdépodobnéjsiho poctu pomoci
metody Colilert-18/Quanti-Tray (IDEXX, USA) je jiz del§i dobu normovano (CSN EN ISO 9308-2).
Tato metoda je fadou laboratoii pouzivana, ve Smérnici EU 2015/1787 je vSak uvedena jako
plnohodnotna alternativni metoda. Stanoveni E. coli touto metodou je dostate¢né specifické (princip je
opét aktivita enzymu B-D-glukuroniddzy), u stanoveni koliformnich bakterii je tfeba davat pozor na
urc¢ité nadhodnoceni vysledki, nebot’ se neprovadi konfirmace pomoci oxidazového testu.

Intestindlni enterokoky

Intestinalni enterokoky jsou tradi¢nim a vyznamnym indikatorem fekalniho znecisténi. Jsou citlivéjsi
vici vnéjsim vliviim nez skupina koliformnich bakterii a ve vodé se zfidka pomnozuji. Mohou tedy byt
povazovany za ukazatele Cerstvého fekalniho znecisténi. Na druhé strang€ jsou rezistentnéjsi k chloru ¢i
jinym dezinfekénim prostfedkiim a mohou prezit takové davky chloru, které koliformni bakterie
bezpecné usmrti. Mohou tak indikovat nedostate¢né provedenou dezinfekci pitné vody chlérem (i
za nepiitomnosti koliformnich bakterii). Jejich stanoveni neni soucasti kraceného, ale pouze uplného
rozboru pitné vody. Pro stanoveni intestinalnich enterokokd je predepsana tradi¢ni, dostate¢né selektivni
a citliva metoda podle CSN EN ISO 7899-2.

Clostridium perfringens

Spory druhu Clostridium perfringens jsou ptitomné v lidskych i zivo¢isnych exkrementech, v odpadnich
vodach i v pude€. Nejsou vsak tak hojné jako koliformni bakterie. Na rozdil od E. coli a ostatnich
koliformnich bakterii spory ve vodé piezivaji dlouhou dobu a jsou podstatné vice rezistentni k a¢inkim
chemickych a fyzikalnich faktor, nez vegetativni bunky. Mohou indikovat star§i a periodické
znecisténi. Vegetativni bunky (nikoliv spory) C. perfringens vsak ptezivaji ve vzorku povrchové vody
jen velmi kratce. Hlavni negativni vliv na piezivani vegetativnich bun¢k C. perfringens ma ziejme ve
vode pritomny kyslik.

C. perfringens se stanovuje v pitné vod¢, upravované piimo z povrchovych vod nebo u podzemnich vod
ovlivnénych povrchovymi vodami. V nové vyhlasce o pitné vodé by mélo byt stanoveni C. perfringens
soucasti pouze uplného (nikoliv kraceného) rozboru. C. perfringens je indikatorem ucinnosti
fyzikalnich ¢isticich procesii a dezinfekce pro viry. Tam, kde hodnota tohoto ukazatele neni dodrzena
(negativni zachyt ve 100 ml), by se mél prozkoumat dany vodni zdroj a technologie tipravy, aby se
zjistilo, zda lidské zdravi neni potencialné ohrozeno pritomnosti patogennich mikroorganismt, napf.
parazitickych prvokt z rodu Cryptosporidium.
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e Zména metody stanoveni Clostridium perfringens

Ve Smérnici EU 2015/1787 je piedepsana nova metoda stanoveni C. perfringens dle normy
EN 1SO 14189 (CSN EN ISO 14189 méla by vyjit v bieznu az v dubnu 2017). Metoda predepisuje
stanoveni C. perfringens membranovou filtraci vzorktu pies membranové filtry o porozité 0,45 pm
(od dfive pouzivané porozity 0,2 pm se upustilo, protoze pii vétsi porozité je lepsi kontakt rostoucich
bakterii s kultivatnim médiem), kultivaci na TSC médiu (trypton sifi¢itanovy agar s cykloserinem)
21 £+ 3 hodin pfi 44 + 0,5 °C v anaerobnim prostiedi a konfirmaci kolonii kyselou fosfatazou.
Presumptivni kmeny C. perfringens rostou na TSC médiu jako ¢erné, Sedé az Sedozluté kolonie. Ty je
tieba preockovat na neselektivni, na ziviny bohaty agar (napf. trypton sojovy agar, TSA), kultivovat 21
+ 3 hodiny pfi 36 = 2 °C v anaerobnich podminkach (pokud si nejsme jisti, ze se jedna o Cistou kulturu,
tak precistit), prenést na filtracni papir a zakapnout ¢inidlem na kyselou fosfatazu. Pfeockovat se musi
vSechny podezielé kolonie, nebo alespoi jejich pomérna ¢ast (minimalné 10 a vysledek se pfepocitd na
celkovy pocet presumptivnich kolonii). Pozitivni reakce se projevi z€ervenanim az zhnédnutim
bakterialni biomasy (vzdy je vhodné mit negativni kontrolu). Vyhodné je téZ udé€lat (i kdyz to norma
nepiedepisuje) dvoji pteockovani a paralelni kultivaci pfeockovanych kolonii v aerobnich podminkach,
¢imz se vyloudi Cast sificitany redukujici doprovodné mikroflory. Na TSC médiu ¢astecné roste ve
formé Zlutohnédych kolonii i E. coli.

Stanoveni poctu kolonii pri 22 °C a 36 °C

Organotrofni mikroorganismy, stanovené jako pocty kolonii pii 22 °C resp. 36 °C, tvoii malou ¢ast
celkového poctu bakterii a maji jen omezeny hygienicky vyznam. Jedna se o vSudypfitomné bakterie,
kterych ¢loveék denné piijima do organismu napt. s potravou o n¢kolik fadu vyssi pocty, nez miize byt
maximalni pfijem z pitné vody, a tato expozice nevede k zadnym nepfiznivym zdravotnim u¢inktim.
Nepfijemnosti, plynouci z pomnozeni organotrofnich bakterii ve vodé, mohou byt predev§im zhorSené
organoleptické vlastnosti vody (protoze nartst poctd kolonii muze indikovat rist biofilmu a tvorbu
produktd ovlivitujicich senzoriku vody), a dale vyssi riziko kaZeni potravin pfipravovanych z takové
vody, pfipadn€ zkreslovani vysledki mikrobiologického rozboru zavaznéjSich ukazatelli (napi.
stanoveni E. coli a koliformnich bakterii dle CSN EN ISO 9308-1). Z potencialné patogennich
mikroorganismi se mohou mezi timto ukazatelem vyskytovat druhy rodu Acinetobacter, Aeromonas,
Flavobacterium, Klebsiella, Moraxella, Serratia, Pseudomonas a Xanthomonas.

ZvySeny pocet organotrofnich mikroorganismi vétSinou signalizuje zneci$téni vodniho zdroje z
vngjsiho prostfedi a to bud’ ptfimo buitkami mikroorganismil, nebo organickymi latkami, na nichz se
mohou tyto mikroorganismy silné pomnozit. Pomnozovani organotrofnich mikroorganismi ve vod¢ a
v distribué¢ni siti ovlivituje fada faktord, kterymi je: ptivodni pocet organotrofnich bakterii ve zdroji,
doba zdrzeni vody v siti a s ni souvisejici faktory jako je teplota vody, rychlost proudéni vody, zbytkova
koncentrace a druh dezinfekéniho prostfedku, ptitomnost biofilmu ¢i koroznich produkti na sténach
potrubi a sedimentu na dné potrubi, kvalita materialu rozvodné sité a piedevsim tzv. stabilita vody (=
pfitomnost zivin bakteriemi vyuzitelnych) méfena napt. pomoci ukazatelti asimilovatelny organicky
uhlik (AOC), ptipadné€ biodegradabilni organicky uhlik (BDOC).

Z vySe uvedenych diivodii, maji tyto ukazatele piredev§im provozni vyznam pii monitorovani
ucinnosti filtrace a dezinfekce vody (véetné validace a verifikace téchto procesu tpravy), pri
monitorovani stavu podminek a zmén distribucni sité, véetné domovnich rozvodi vody apod.

Proto doslo ke zméné€ pravnich predpist a ve vyhlasce o pitné vodé (jiz ve vyhlasce 252/2004 Sh. ve
znéni pozd&jSich predpisii) jsou uvedeny hodnoty 200 KTJ/ml (pro pocty kolonii pii 22 °C) a
40 KTJ/ml (pro poéty kolonii pii 36 °C) pouze jako doporuéené, a jako mezna hodnota je uvedeno
hodnoceni ,,bez abnormalnich zmén*. Pokud u zasobované oblasti nelze pro maly poéet vzorkt urcit,
zda se jedna o abnormalni zmény (jako minimum pro hodnoceni je nutna existence 7 hodnot v obdobi
ne delSim nez 3 roky), plati doporu¢ené hodnoty 200 KTJ/ml (pro pocty kolonii pifi 22 °C) a
40 KTJ/ml (pro pocty kolonii pii 36 °C) jako mezné. Aktivity, vedouci k hodnoceni stavu ,bez
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abnormalnich zmén* jsou zalezitosti provozovateld a Statni zdravotni ustav k tomu vypracoval
metodické doporuené (KoziSek a kol. 2014) dostupné na adrese: http://szu.cz/tema/zivotni-
prostredi/pitna-voda. DileZita neni jen abnormalni nahla zména mimo obvykle se vyskytujici rozmezi
hodnot poct kolonii, ale také setrvaly rostouci trend. I to by mélo byt povazovano za rizikovy faktor a
potencialné nepfijatelny stav, ktery si vyzaduje vySetteni pticin, ptipadné piijeti napravného opatieni.

Ke stanoveni poétil kolonii pti 22 °C i 36 °C je piedepsana metoda dle CSN EN ISO 6222, které se
Vv nasich laboratofich pouziva jiz téméet 20 let.
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