VYZKUM V OBLASTI MIKROBIALNTHO ZNECISTENT
POVRCHOVYCH A ODPADNICH VOD

Vyzkum v oblastl mikrobialniho znec1stem povrchovych vod v Ceské repubhce Je zameren

véetns liva odtoku z COV na kvaht‘u vody v
stev a detekci hygienicky vyznamnych bakterll v povrchovych a odpadnich vodach mole-
kularne-genetlckym1 etedam fluorescencn

~ reakce apod.).

Mikrobialni znecisténi povrchovych
vod, mikrobiologické ukazatele, metody
hodnoceni

Pro hodnoceni jakosti vody v oblasti mikrobiolo-
gie jsou nejvhodnéjsi vysoce specifické ukazatele,
které se nemohou ve vodé pomnozovat a existuji
pro né dostatecné selektivni metody detekce —jako
jsou fekalni koliformni bakterie (obr. 1), Escheri-
chia coli a enterokoky. Pro hodnoceni mikrobiolo-
gickych ukazatelld je vhodné pouzit robustni sta-
tistické metody (pro prtmeérnou hodnotu misto
aritmetického primeéru geometricky prameér nebo
median a pro oblast nepriznivych hodnot misto
charakteristické hodnoty prislusny percentil), kte-
ré eliminuji extrémni, netypické hodnoty. Ty se
muzou vyskytovat napf. v souvislosti s narazovy-
misrazkamiazménami pritokt predevsim v men-
$ich tocich.

Escherichia coli postupné nahrazuje stanoveni fe-
kalnich (termotolerantnich) koliformnich bakte-
rii. Podle vysledkt nasich vyzkumt se zastoupeni
E. coli mezi fekdlnimi koliformnimi bakteriemi
v povrchovych vodach pohybuje vrozmezi20-90 %,
primeérné to je 60-70 %. V prisedlé slozce (biofilm)
bylo zastoupeni E. coli mezi fekalnimi koliformni-
mi bakteriemi vyznamné nizsi, primeérné 30 %.
Ve vodach se zjevnym prisunem fekalniho znecis-
téni byla zaznamenana vysoka korelace poctt fe-
kalnich koliformnich bakterii a E. coli; v ¢istych
vodach je tato korelace vyrazné niz$i a vice za-
visla na prirodnich podminkach (srazky, teplota
vody apod.). Na zakladé vysledka stanoveni E. coli
vpovrchovych vodach Ceskérepubliky (100 profild,
12 odbért ro¢né) v roce 2007 byl navrzen limit pri-
pustného znecisténi tokua 25 ktj/ml. V pripadé po-
uziti aritmetického primeéru k hodnoceni vysled-
k1 by tento limit splnilo 58 % profilt statni sité.

Obr. 1. Stanoveni fekalnich
koliformnich bakterii na
mFC agaru - fekalni koli-
formni bakterie tvori na
membranovém filtru tmavo-
modré kolonie
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Pro odliSeni ptuvodu mikrobialniho znecisténi (ze-
jména fekalniho) Ize vyuzit predevsim stanoveni
enterokokt, nebot pri mikrobialni kontaminaci
toku zemédélského puvodu (hospodarska zvirata)
se v tocich vyskytuje vice enterokokll nez fekalnich
koliformnich bakterii (v pripadé fekalniho zne-
¢isténi humanniho ptivodu je tomu naopak) a vy-
skytuji se méné typické druhy enterokoku spjaté
se strevnim traktem teplokrevnych Zivoc¢icht.

Eliminace mikrobialniho znecisténi
biologickym c¢iSténim

snizuje pocty indikatort fekalniho znecisténi az
o0 2-3 rady, tj. o vice nez 95 %. Kone¢né procento
ubytku bakterii je vice zavislé na jejich kolisaji-
cich pocétech v surové odpadni vodé, nez na kva-
lité ¢isténi. Pro hodnoceni eliminace hygienicky
vyznamnych bakterii biologickym ¢isténim je nej-
vhodnéjsi sledovani indikatort fekdlniho znecis-
téni v odtocich z COV (prosté, popt. kratkodobé
(2-4 hodiny) slévané — smésné vzorky). Priklad eli-
minace fekalnich bakterii biologickym ¢isténim je
uveden na obr. 2. Jde o mechanicko-biologickou
(aktivaéni) COV o velikosti zhruba 2 000 EO. Uve-
dena ¢istirna byla sledovana v pribéhu jednoho
roku (n = 9), u¢innost eliminace indikatorovych
mikroorganismu c¢istirenskou technologii ¢inila
99,8 %, biologicky rybnik snizil poc¢ty bakterii
o dalsich 95,8 aZ 98,7 %, a celkova ucinnost systé-
mu tak byla vétsi nez 99,99 %.
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Obr. 2. Eliminace hygienicky vyznamnych bakte-
rii biologickym ¢isténim (TC = Kkoliformni bakte-
rie, FC = fekalni koliformni bakterie, ECOLI = Es-
cherichia coli, ENT = enterokoky, pritok = suro-
va odpadni voda, pritok do COV, ODDN = odtok
z dosazovaci nadrze, CO = odtok z rybnika = celkovy od-
tok z COV)
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Hodnoty indikatort fekalniho znecisténi v odto-
cich z vice ne# 100 sledovanych COV v celé Ceské
republice (riznych typu a velikosti) prumérné
desetinasobné prevysSuji hodnoty pripustného
znecisténi tokt, dané ceskou legislativou (narize-
ni vlady ¢. 61/2003 Sb., o ukazatelich a hodnotach
pripustného znec¢isténi povrchovych vod a odpad-
nich vod, naleZitostech povoleni k vypousténi od-
padnich vod do vod povrchovych a do kanalizaci
a o citlivych oblastech, ve znéni narizeni vlady
¢. 229/2007 Sb.). Vliv takto znecisténych odtokua
na recipient zavisi nejen na poctech bakterii na
jednotkovy objem (ktj/ml) odtoku z COV a na ve-
likosti COV a objemu vypousténych biologicky
¢isténych odpadnich vod, ale i na schopnosti reci-
pientu (velikost, obsah Zivin, stupen dalSiho zne-
¢isténi) tyto mikroorganismy dale eliminovat bez
dal$iho zhorsovani kvality recipientu.

Odbéry vzorku odpadnich vod (i biologicky ¢isté-
nych) k mikrobiologickym analyzam maji sva spe-
cifika, ktera je vyznamneé odlisuji od vzorkl urce-
nych k chemickym analyzam. Je to dané zejména

Obr. 3. Cista kultura E. coli oznaéena specifickou sondou
pro fluorescenéni in situ hybridizaci (y-Proteobacteria)
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vysokou nestabilitou a niz§i homogenitou vzorku.
Prosté vzorky vykazuji dostate¢nou stabilitu 4-6
hodin po odbéru, totéz 1ze konstatovat pro smés-
né vzorky. Hodnoty mikrobiologickych ukazatelt
nevykazuji zadny interpretovatelny denni pribéh
(narozdil od chemickych ukazatel®), vysledky mi-
krobiologickych analyz prostych vzorku z jedné
lokality by tedy nemély byt zavislé na dobé odbé-
ru. Nelze doporucit odbéry ¢asné zrana (4-6 h).

Stanoveni mikrobialnich
spolecenstev ve vodnim prostredi mole-
kularné-genetickymi metodami

Metody molekularni biologie prinaseji nové moz-
nosti vyzkumumikrobialnich spolecenstev ve vod-
nim prostredi zejména proto, Ze se pomoci téch-
to metod mohou detekovat i druhy nebo skupiny
bakterii, které neni mozno kultivovat na béznych
zivnych ptdach. Na druhé strané i tyto metody
maji sva omezeni - tykajici se zejména vyssi meze
detekce a zvysSené moznosti faleSné pozitivnich
vysledku.

V soucasné dobé provadime predevsim vyzkum
fylogenetickych skupin bakterii metodami na za-
kladé sekvenc¢ni analyzy, fluorescenéni in situ hy-
bridizace (FISH). Stanovuji se doména Archaea,
skupiny a-Proteobacteria, p-Proteobacteria, y-Proteo-
bacteria (obr. 3) a skupina bakterii Cytophaga-
-Flavobacterium v povrchovych vodach razného
stupné antropogenniho zatizeni a pripravujeme
stanoveni patogennich mikroorganismu v odpad-
nich a povrchovych vodach. Dalsi molekularne-
-genetickou metodou, ktera nachazi jisté uplatné-
ni v mikrobiologii vody, je metoda polymerazové
retézoveé reakce (PCR).
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