JU MS HEMIJSKA ŠKOLA

              T U Z L A

MIKROBIOLOŠKO ISPITIVANJE VODE

(INTERNA SKRIPTA ZA UČENIKE)

Školska 2013 / 2014 godine

                                                                      Skriptu pripremila: Mr. Amela Brčina

MIKROBIOLOŠKO ISPITIVANJE VODE 
Snabdjevenost dovoljnim količinama vode dobrog kvaliteta od presudne je važnosti za zdravlje stanovništva. Voda dobrog kvaliteta je ona koja nema miris, boje, ukus i nije zagađena izmetom i štetnim hemikalijama. Upotrebom vode zagađene izmetom u organizam ljudi ulaze različiti mikroorganizmi koji mogu biti uzročnici vrlo teških oboljenja: kolera, tifus, paratifus, bakterijska dizenterija, hepatitis A, poliomyelitis i dr. 

Svjetska zdravstvena organizacija je 1982. godine izdala upustvo za određivanje kvaliteta vode za piće, a svaka zemlja pa i naša tu je oblast regulisala posebnim zakonima i pravilnicima. Pravilnicima se propisuje način uzimanja uzoraka i metode bakterioloških, virusoloških, bioloških, i dr. analiza i superanaliza vode za piće. 

Osnova propisanih metoda za određivanje mikrobiološke ispravnosti vode je utvrđivanje njene fekalne kontaminacije. Feces sadrži veliki broj mikroorganizama koji sačinjavaju normalnu floru digestivnog trakta. Nalaz ovih mikroorganizama u vodi je znak fekalne kontaminacije i ukazuje na mogućnost prisustva i patogenih crijevnih mikroorganizama u vodi. Među sigurne indikatore fekalnog zagađenja vode za piće spadaju: Escherichia coli,  Streptococcus (Enterococcus) faecalis i predstavnici roda Proteus, dok su dodatni indikatori: koliformni bacili (Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter i Serratia), Clostridium perfringens i bakteriofagi.
1. Bakteriološka (standardna) analiza vode za piće 
Ova analiza podrazumijeva:
1. Određivanje ukupnog broja živih bakterija u 1 ml. vode.

(Ukupan broj aerobnih mezofilnih bakterija)

2. Dokazivanje prisustva koliformnih bakterija (E. coli, Klebsiella, Enterobacter 

      i  Citrobacter) i određivanje njihovog ukupnog broja.

3. Dokazivanje fekalnih streptokoka (Enterococcus faecalis)

4. Dokazivanje Proteus vrsta

5. Dokazivanje Pseudomonas aeruginosa.

6. Dokazivanje sulfitoredukujućih sporogenih anaeroga  (SSA): Clostridium perfringens.

7. Dokazivanje bakteriofaga.

Specijalna ispitivanje patogenih bakterija u vodama za piće su: dokazivanje Salmonella, Shigella, Yersinia, vibriona, legionela, leptospira, bakterija azotnog ciklusa i gvožđevite bakterije i dr.

Bakteriološki pregled vode za piće ima tri cilja: 
1) Odrediti da li je voda kontaminirana ljudskim fekalijama

2) Odrediti stepen zaštite vode

3)   Ustanoviti efikasnost tehnološkog procesa prečišćavanja vode.  

Mikrobiološka ispravnost vode za piće utvrđuje se:  osnovnim, proširenim i periodičnim pregledima vode. 

Osnovni pregled vode za piće (redovna mikrobiološka kontrola) radi se stalno u jednakim razmacima u toku mjeseca, odnosno godine, kao i vanredno kada to zahtjeva epidemiološka situacija. Ova kategorija pregleda vode za piće obuhvata sljedeće analize: 

· Utvrđivanje ukupnog broja aerobnih mezofilnih bakterija, 

· Utvrđivanje ukupnog broja koliformnih bakterija, 

· Utvrđivanje prisustva koliformnih bakterija fekalnog porijekla.

Prošireni pregled vode za piće (dopunska mikrobiološka analiza) radi se kada se osnovnim pregledom ili na drugi način utvrdi fekalno zagađenje vode. Ova analiza treba da utvrdi sljedeće: 

· Ukupan broj aerobnim mezofilnih bakterija

· Ukupan broj koliformnih bakterija

· Prisustvo koliformnih bakterija fekalnog porijekla

· Prisustvo streptokoka fekalnog porijekla

· Vrste roda Proteus

· Pseudomonas aeruginosa

· Sporogene sulfitoredukujuće anaerobne bakterije.( Sulfitoredukujuće Clostridie).

Periodični pregled vode (kompletna bakteriološka kontrola) se obavlja samo u najrazvijenijim laboratorijama u određenim vremenskim razmacima. Može se vršiti svakih 12 mjeseci. Broj osnovnih i periodičnih pregleda u toku mjeseca i godine propisani su Pravilnikom, a proračunati su na osnovu broja stanovnika koji koriste vodu.       
Tabela 1. Mikrobiološke osobine vode za piće

	Vrste mikroorganizama 
	Prečišćena i dezinfikovana voda
I flaširana voda na izvoru
	Prirodna voda

	                                                                                                                 Zatvorena           otvorena

                                                                                                                 voda                     izvorišta

	                                                                             Broj dozvoljenih mikroorganizama 

	1.Bakterija Salmonella,  vrste Shigella, vibrio-kolere i  dr. patogeni mikroorganizmi, koliformne bakterije i streptokoke fekalnog porijekla, Proteus vrste, Pseudomonas aeruginosa
	                                        Ne smije da sadrži

                         10                                           100                      300    

                          0                                            100                      100

                          0                                               5                         10    

                          0                                               1                         10  

                          0                                               1                          1

	2.Crijevne protozoe, crijevni helminti i njihovi razvojni oblici
	

	3.Vibrioni
	

	4. Bakteriofagi
	

	5.Alge i drugi organizmi, koji mogu da izmjene izgled, miris i ukus vode
	

	6.Aerobne mezofilne bakterije na agaru nakon inkubacije od 48 sati na 37 0C u 1 ml vode, do 
	

	7.Ukupne koliformne bakterije određene kao najvjerovatniji broj u 100 ml vode do 

8.Ukupne koliformne bakterije određene membran-filtar metodom u 100 ml do 
	

	9.Sulfitoredukujuće clostridie u ml vode do 
	

	10.Broj infektivnih jedinica enterovirusa u 10 ml vode
	


2. Uzimanje i transport uzoraka vode za mikrobiološki pregled
Osnovni preduslov za dobivanje pouzdanih rezultata o kvalitativnom bakteriološkom stanju vode jeste da se ispitivana voda uzima i šalje na pregled tako da se pri tome ne kontaminira i da se onemogući razmnožavanje onih bakterija koje u njoj već postoje, ali da one u njoj ostanu žive i sposobne za razmnožavanje. Zbog toga je neophodno da se uzimanju i slanju vode za bakteriološki pregled posveti najveća pažnja. Uzorci vode za bakteriološku analizu uzimaju se u čiste staklene boce zapremine 250 ml i 1000 ml, prethodno sterilizovane u suhom sterilizatoru na temperaturi od 160-1800C, u trajanju od jednog sata ili u autoklavu na 1200C u trajanju od 15 minuta, prethodno zatvorene staklenim, plastičnim ili gumenim zapušačima preko kojih su stavljene kapice od aluminijumske folije. Mogu se koristiti i plastične boce za jednokratnu upotrebu, koje su prethodno sterilizirane etilen-oksidom ili radijacijama. Boce se zatvaraju staklenim, plastičnim ili gumenim zapušačem preko kojih su stavljene kapice od  Al- folije. Kod prečišćenih voda zatvorenog tipa (vodovodna voda), kao uzorak se uzima 200 ml. vode, a kod ostalih voda (izvorska, bunarska, riječna i jezerska) uzima se uzorak u količini od 500 ml. Pri uzimanju uzoraka vode iz vodovoda slavina se opali plamenom laboratorijske lampe ili plamenom vate natopljene u denaturisani alkohol (ili se dobro izbriše vatom natopljenom u 70% denaturisani etil-alkohol) i pusti da voda teče 3-5 minuta. Kada se boca napuni do ¾ zapremine, zatvori se pažljivo zapušačem, vrati se zaštitna kapica i uveže se kanapom. U boce u koje se uzima uzorak vodovodne- hlorisane vode potrebno je dodati 0,1 ml. 3%-tnog rastvora Na-tiosulfata (Na2S2O3) na svakih 170 ml.vode. Time se spriječava inhibitorno djelovanje hlora na razvoj mikroorganizama u toku ispitivanja. 

Uzorci vode iz bunara, rezervoara i cisterni se uzimaju pomoću boce za dubinsko uzimanje uzoraka ili bocom opterećenom tegom, sa dubine od 50 cm. ispod površine vode. Uzorci se transportiraju  u rashladnim uređajima i donose u laboratoriju  najkasnije 6 sati poslije uzimanja. Uzorci vode koji će se zasijati u roku od jednog sata poslije uzimanja ne moraju se transportirati u hladnjaku. Primljeni uzorci u laboratoriji se odmah zasijavaju, u protivnom se moraju držati u frižideru na temperaturi od 40C. Tako čuvani uzorci se moraju  zasijati u roku 

od 12 sati. Na bocu za uzimanje uzoraka stavlja se naljepnica sa sljedećim podacima: naziv objekta iz kojeg je uzorak uzet, mjesto i datum. Kad posebni okolnosti zahtijevaju, uzorak vode se može dostavljati i pod šifrom, ali se mora naznačiti koja se vrsta analiza traži, u skladu sa propisom o higijenskoj ispravnosti vode za piće. Ako se u nalogu ne naznači koja se analiza traži izvršit će se samo osnovna analiza vode.
3. Utvrđivanje broja živih bakterija u vodi u 1 ml. vode
Utvrđivanje broja svih živih bakterija u 1 ml. vode za piće, nekada je smatrano osnovnom analizom za ocjenjivanje higijenske vrijednosti ove vode. Međutim, danas se smatra da ovo utvrđivanje ima svoju pravu vrijednost samo ako se češće ponavlja u kratkim vremenskim razmacima u redovnoj kontroli. Jedno jedino brojanje bakterija u vodi ima sasvim ograničenu vrijednost i znatno zaostaje za kolimetrijom u pogledu higijenske ocjene kvaliteta vode. Ovo brojanje može imati izvjestan higijenski značaj naročito prije i poslije okolnosti koje mogu da ugroze vodonosni sloj (izvorište), npr. prije i poslije naglih meteoroloških promjena (suša ili padavina), prije i poslije terenskih poremećaja i sl. Ova analiza je dragocjena u ocjenjivanju stepena propustljivosti raznih geoloških slojeva koji pokrivaju (zaštićuju) izvorište. Značaj brojanja svih živih bakterija u vodi je znatno veći u ocjeni kvaliteta efikasnosti tehnološkog procesa prečišćavanja voda (filtracija, hlorisanje, ozonizacija  i dr.) U ovom slučaju brojanje klica treba obavljati prije i poslije primjena tehnološkog procesa prečišćavanja. 

Tehnika brojanja klica u vodi:

Najprije treba napraviti razrjeđenja ispitivanog uzorka vode sterilizovanim fiziološkim rastvorom da bi se smanjila gustina suspendovanih bakterija.

a) Za prečišćene i prirodne vode zatvorenog tipa razrjeđuje se u odnosu 1:10.

b) Vode otvorenih bunara i drugih javih izvorišta razrjeđuje se u odnosima 1:10 i 1:100.

c) Za slabo zaštićene vode prave se 4 razrjeđenja: 1:10, 1:100, 1:1000, 1: 10.000.

Prije zasijavanja sva razrjeđenja treba energično promućkati da bi se razbile gromuljice slijepljenih klica i da bi se dobio poslije zasijavanja što tačniji broja klica u jednoj određenoj zapremini vode (1 ml). Poslije obavljenog mućkanja prenese se aseptičnom sterilnom pipetom od  1 ml. u sterilne Petrijeve šolje po 1 ml. nerazblažene i po 1 ml. decimalnih razblaženja vode i prelije sa rastopljenim  i na 45-480C i ohlađenim 15-20 ml. hranjivim agarom (HA). Sa razblaženom kao i sa nerazblaženom vodom treba zasijati po 2 uzorka u Petrijeve šolje. Petrijevke sa agarom i vodom treba pažljivo pomjerati kružnim pokretom po stolu, dok se ne postigne izjednačenje između hranjive podloge i uzorka. Ostaviti da se ohladi i kada je hranjiva podloga očvrsla Petrijevke staviti u termostat na 370C  48 sati, sa poklopcem odozdo, u cilju odgajanja mezofilnih bakterija koje su najznačajnije sa higijenskog gledišta. Ako se želi odrediti tačan odnos između mezofilnih i psihrofilnih bakterija u cilju prosuđivanja stepena bakterijske zagađenosti vode vrši se uporedo inkubacija pri 370C /24  sata i 20-220C /48 sati, duplo zasijanih podloga HA u Petrijevkama sa jednakim količinama ispitivane vode. Ako je ovaj odnos veći od 3:10 utoliko je voda zagađenija. 

Čitanje rezultata: 

Određivanje broja svih živih klica u vodi zasniva se na pretpostavci da pojedinačne klice obrazuju kolonije. Brojanje kolonija se obavlja poslije inkubacije. Broje se kolonije u dubini i na površini HA. Što je veći broj poraslih kolonija higijenska vrijednost vode je manja. Dobivena cifra koja predstavlja ukupan broj svih kolonija na dotičnoj ploči, obračunava se po 1 ml. vode, uzimajući u obzir zasijanu količinu, tj. razrjeđenje vode kojim je podloga bila zasijana. 
a) Prečišćene i prirodne vode zatvorenog tip:  razrjeđenje 1:10
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          INKUBACIJA PLOČA : a) 24 h, 37 o C             b) 48 h, 20-22 oC
b) Bunarske vode:  razrjeđenje 1:10 i 1:100
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INKUBACIJA PLOČA : a) 24 h , 37 o C       b) 48 h , 20-22  o C 
4. Utvrđivanje ukupnog broja koliformnih bakterija u vodi
Koliformne bakterije su Gram- negativni bacili (aerobni ili fakultativno anaerobni, asporogeni),  koji u roku od 48 sati gajenjem u laktoznom ili MacConkey bujonu  sa Durhamovim cjevčicama proizvode gas i kiselinu pri temperaturi od 35-370C. Ovom definicijom obuhvaćena je i Escherichia coli ( proizvodnju gasa i kiseline na 440C za 24 sata).

U ovu grupu spadaju slijedeći rodovi iz familije Entereobacteriaceae: Escherichia coli, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter.
Ukupan broj koliformnih bakterija može se odrediti na 2 načina:

1) Metodom najvjerovatnijeg broja u 100 ml vode (MPN)- KOLIMETRIJA. 

(MPN = Most probable number – najvjerovatniji broj)

2) Membran-filter metodom.
1) Metoda najvjerovatnijeg broja koliformnih bakterija u 100 ml. vode
Broj koliformnih bakterija u vodi određuju se postupkom koji se naziva kolimetrija.
Kolimetrija se sastoji  od 3 ogleda- testa: prethodni, potvrdni i završni test.

 Prethodni ogled: 

Ovaj test služi da se utvrdi prisustvo ili odsustvo koliformnih bakterija u određenim količinama ispitivane vode. Da bi se dobili što tačniji podaci, potrebno je vršiti zasijavanje većeg broja uzoraka. Količina uzoraka vode koja se zasijava zavisi od stepena zagađenja vode, tj. od njenog porijekla (izvorska, vodovodna, riječna). Kao podloga se koristi peptonska voda sa 1% laktoze i Andrade indikatorom (ALP-e), laktozni bujon ili MacConkey bujon. U epruvetama sa tom podlogom nalaze se Durhamove cjevčice koje će pokazati eventualnu produkciju gasa. Epruvete sa zasijanom podlogom stave se u termostat na 370C i inkubišu 48 sati, a rezultat se očita poslije 24 i 48 sati. Pri tome se utvrđuje promjena boje podloge i prisustvo gasa u Durhamovim cjevčicama. Rezultat je pozitivan ako se u Durhamovim cjevčicama obrazuje gas i podloga je zamućena-crvena. Ako u podlogama nema nikakvih promjena, test je negativan i voda je u pogledu prisustva koliformnih bakterija ispravna. (ali ne i prisustva drugih indikatora fekalnog zagađenja: Proteus, enterokoke, sulfitoredukujuće Clostridie).

Potvrdan ogled: 

Potvrđuje ili odbacuje pozitivan ili neodređen rezultat prethodnog ogleda. Ovim ogledom utvrđuje se da li su koliformne ili neke druge bakterije razgradile laktozu do kiseline i gasa u prethodnom ogledu. Izvodi se tako da se u epruvete u kojima je došlo do stvaranja kiseline i gasa presiju na površinu Endo agara. Kolonije koje porastu ne Endo agaru nakon 24 sata na temperaturi od 370C posmatraju se mikroskopski. Nalaz Gram negativnih štapićastih asporogenih bakterija znači da je nalaz potvrdog ogleda pozitivan.

Završni ogled: 

Sastoji se od niza postupaka kojima identificiramo prethodno potvrđene koliformne bakterije. Ova metoda daje samo procjenu broja koliformnih bakterija i podložna je greškama. Najvjerovatniji broj koliformnih bakterija (MPN) u 100 ml. vode utvrđuje se pomoću posebnih tablica izrađenih na osnovu računa vjerovatnoće, a naziva se koli-index. Najmanja količina vode u kojoj se može dokazati prisustvo koliformnih bakterija predstavlja koli-titar.

Kvantitativno određivanje koliformnih bacila u vodi
Prethodni test: 
Izbor zapremina vode za zasijavanje je različit:  kod prečišćenih voda, kod prirodnih voda zaštićenih od spoljnih zagađenja i kod voda iz otvorenih bunara i drugih javnih izvorišta.
Zasijavanje prečišćenih voda:  Ova voda sadrži praktično najmanji broj koliformnih bacila ili ih uopšte ne sadrži. Zbog toga se prilikom bakteriološkom pregledu ovih voda u cilju kolimetrije, zasijavaju najveće moguće zapremine. Pri ispitivanju ovih voda zasijavanje se vrši u dva različita postupka: 

a) Uzeti 5 zapremina od 10 ml vode u 5 epruveta sa Durhamovim cjevčicama, koje sadrže po 10 ml jedne od tečnih podloga za kolimetriju dvostruke koncentracije (ALPE, MacConkey bujon, laktozni bujon) (Dvostruka koncentracija se spravlja na isti način kao podloga obične koncentracije samo sa dvostrukim količinama ingredijencija- osim destilovane vode).

b) Uzeti 50 ml vode u jednu epruvetu sa Durhamovom cjevčicom u kojoj je 50 ml iste podloge kao pod a) , i 5 zapremina od 10 ml vode u 5 epruveta sa Durhamovim cjevčicama u kojima je po 10 ml podloge (dvostruka koncentracija). 

Prije zasijavanja voda se u zapušenoj  boci dobro promješa energičnim mućkanjem ili kružnim pokretima, da se klice u njoj ravnomjerno rasporede. Zasijavanje se vrši brzo i aseptično, uzimajući vodu pipetom iz nagnute boce, pri čemu se u vodu zavlači samo vrh pipete.

Zasijavanje prirodnih voda: Zasijavanje ovih voda se vrši kao kod prečišćenih voda u postupku izloženom pod b).

Zasijavanje bunarskih voda: Pošto ove vode sadrže obično najveći broj koliformnih bacila, za zasijavanje se pored navedenih zapremina za prečišćene i prirodne vode uzimaju i desetostruko tj. pedesetostruko manje zapremine. Zasijavanje se izvodi na sledeći način: 

a) jedna zapremina od 50 ml vode u epruveti sa Durhamovom cjevčicom i 50 ml jedne od tečnih podloga za kolimetriju duple koncentracije. 

b) 5 zapremina od 10 ml vode u 5 epruveta sa Durhamovom cjevčicom i 10 ml podloge duple koncentracije.  

c) 5 zapremina od 1 ml vode u 5 epruveta sa Durhamovom cjevčicom i 5 ml iste podloge obične koncentracije. 

Postupak poslije zasijavanja vode i čitanje rezultata:

Epruvete sa zasijanom vodom staviti u termostat na inkubaciju: 35-370C (24-48 sati). Čitanje se sastoji u utvrđivanju odsustva ili prisustva gasa u Durhamovim cjevčicama i istovremeno se zapaža eventualna promjena boje indikatora u podlozi, kao i njen izgled.

a) Rezultat prethodnog ogleda je pozitivan (prisustvo koliformnih bacila u zasijanoj vodi) ako se stvorio gas u iznosu većem od 1/10 zapremine Durhamove cjevčice, a indikator u podlozi se promijenio (pocrvenio ili požutio- prema vrsti indikatora), a podloga se zamutila.

b) Rezultat prethodnog ogleda je negativan (nema koliformnih bacila u vodi), ako se ni poslije 48 časti inkubacije nije stvorio gas ni u jednoj epruveti, 

      niti se indikator u podlogama promijenio.

Potvrdni test: 

Pomoću ovog testa treba potvrditi ili odbaciti rezultat prethodnog testa. Treba utvrditi da li se u određenim količinama ispitivane vode nalaze koliformne bakterije ili neke druge bakterije koje su razgradile laktozu do kiseline i gasa u prethodnom ogledu. Sadržaj epruveta koje su u prethodnom testu dale pozitivan ili sumnjiv nalaz presije se na EMB agar ili Endo agar. Zasijane podloge se inkubiraju 24 sata na 370C i poslije inkubacije posmatraju izrasle kolonije koje mogu biti: 

a) tipične: bakterije razgrađuju laktozu, boja kolonija zavisi od indikatora u podlozi. (Na Endo agaru su crvene boje, na EMB- agaru su zagasitoljubičaste boje i dr.). Tipične kolonije su pripadnici roda Escherichia coli.
b) atipične: bakterije sporo razgrađuju laktozu, kolonije su bezbojen, slabo obojene, bjeličaste  i često sluzave. ( U ovom slučaju se vrši inkubacija još 24 sata, a onda se vrši ponovo očitavanje). Atipične kolonije su najvjerovatnije predstavnici roda Enterobacter aerogenes.

Od tipičnih i atipičnih  kolonija pripreme se preparati bojeni po Gramu i pregledaju mikroskopski. Nalaz Gram- negativnih asporogenih kratkih štapića znak je pozitivnog potvrdnog ogleda.

Završni test: 

Sastoji se u tome da se pomoću biohemijskih reakcija ispituju sve tipične i atipične kolonije dobivene u potvrdnom ogleda, zbog donošenja zaključaka o kojim bakterijskim vrstama je riječ. Ako te reakcije daju rezultate tipične za koliformne bakterije, završni ogled je pozitivan.

Ispitivanje se vrši poznatim biohemijskim metodama- testovima: presijavanje sumnjivih kolonija na niz  hranjivih podloga, inkubacija i posmatranje rezultata tih reakcija (promjena boje podloga). Od posebnog higijenskog značaja je utvrditi vrste koliformnih bakterija, a posebno razlikovanje rodove E. coli  i Enterobacter aerogenes , koji se morfološki teško razlikuju. tj i jedni i drugi su štapići. Pošto je ovaj biohemijski test dosta složen, često se zamjenjuje jednostavnim Eijkmanovim testom. 

Eikmanov test omogućava razlikovanje Escherichia coli od drugih koliformnih bakterija. Tipične i atipične kolonije dobivene potvrdnim testom zasiju se u po 2 epruvete sa Durhamovim cjevčicama u koje je prethodno stavljena MacConkey podloga (bujon). Jedna epruveta se inkubira 48 sati na 370C, a druga 24 sata na 440C. 

a) Pojava gasa u epruvetama inkubiranim na 370C /48 sati, potvrđuje prisustvo koliformnih bakterija. 

b) Pojava gasa u epruveti inkubiranoj na 440C /24 sata,  potvrđuje prisustvo Escherichia coli.

Određivanje broja koliformnih bakterija (MPN)
Radi određivanja vrijednosti ispitivane vode za piće potrebno je utvrditi koliki je broj koliformnih bakterija u određenim količinama vode. Najčešće se taj broj utvrđuje u 1, 10, 100 ml vode za piće. Međutim, taj se broj ne može tačno utvrditi.  Zato se utvrđuje MPN (Most probable number)-  najvjerovatniji broj.  On se utvrđuje pomoću posebnih tabela izrađenih na osnovu računa vjerovatnoće, a naziva se koli-indeks –određivanje u 100 ml vode.  Određivanje se zasniva na pretpostavci da je karakterističnu promjenu u podlogama prethodnog testa izazvala u jednoj epruveti samo jedna koliformna bakterija ili jedna ćelija E. coli. MPN se dobija na osnovu broja epruveta sa pozitivnim reakcijama i podataka iz tablica koje su izdate od Svjetske zdravstvene organizacije 1958. godine.
Tabela 2. Najvjerovaniji broj koliformnih bakterija u 100 ml vode 
                (upotrebljava se u kolimetriji prečišćenih voda)

	Broj epruveta sa pozitivnom reakcijom od 5 zasijanih s 10 ml vode
	Najvjerovatniji broj koliformnih bakterija u 100 ml vode (MPN)
	granične vrijednosti

	
	
	donja granica
	gornja granica

	0
	0
	0
	6,0

	1
	2,2
	0,1
	12,6

	2
	5,1
	0,5
	19,2

	3
	9,2
	1,6
	29,4

	4
	16,0
	3,3
	52,9

	5
	beskrajan
	8,0
	beskrajan


Tabela 3. Najvjerovatniji broj koliformnih bakterija u 100 ml vode 
(upotrebljava se u kolimetriji prečišćenih voda i prirodnih voda zatvorenog tipa)

	Epruveta sa pozitivnom reakcijom
	MPN
	Granične vrijednosti

	1 epruveta od 

50 ml
	5 epruveta od 

10 ml
	
	Donja granica
	Gornja granica

	0
	1
	1
	0,5
	4

	0
	2
	2
	0,5
	6

	0
	3
	4
	0,5
	11

	0
	4
	5
	1
	13

	1
	0
	2
	0,5
	6

	1
	1
	3
	0,5
	9

	1
	2
	6
	1
	15

	1
	3
	9
	2
	21

	1
	4
	16
	4
	40


Tabela 4. Najvjerovatniji broj koliformnih bakterija u 100 ml vode 
                (upotrebljava se u kolimetriji voda iz otvorenih bunara)

	Broj epruveta sa pozitivnom reakcijom
	MPN
	Granične vrijednosti

	1 epruveta do 50 ml
	5 epruveta od 10 ml
	5 epruveta od 1 ml
	
	Donja

granica
	Gornja granica

	0
	0
	1
	1
	0,5
	4

	0
	0
	2
	2
	0,5
	6

	0
	1
	0
	1
	0,5
	4

	0
	1
	1
	2
	0,5
	6

	0
	1
	2
	3
	0,5
	8

	0
	2
	0
	2
	0,5
	6

	0
	2
	1
	3
	0,5
	8

	0
	2
	2
	4
	0,5
	11

	0
	3
	0
	3
	0,5
	8

	0
	3
	1
	5
	0,5
	13

	0
	4
	0
	5
	0,5
	13

	1
	0
	0
	1
	0,5
	4

	1
	0
	1
	3
	0,5
	8

	1
	0
	2
	4
	0,5
	11

	1
	0
	3
	6
	0,5
	15

	1
	1
	0
	3
	0,5
	8

	1
	1
	1
	5
	0,5
	13

	1
	1
	2
	7
	1
	17

	1
	1
	3
	9
	2
	21

	1
	2
	0
	5
	0,5
	13

	1
	2
	1
	7
	1
	17

	1
	2
	2
	10
	3
	23

	1
	2
	3
	12
	3
	28

	1
	3
	0
	8
	2
	19

	1
	3
	1
	11
	3
	26

	1
	3
	2
	14
	4
	34

	1
	3
	3
	18
	5
	53

	1
	3
	4
	21
	6
	66

	1
	4
	0
	13
	4
	31

	1
	4
	1
	17
	5
	47

	1
	4
	2
	22
	7
	69

	1
	4
	3
	28
	9
	85

	1
	4
	4
	35
	12
	101

	1
	4
	5
	43
	15
	117

	1
	5
	0
	24
	8
	175

	1
	5
	1
	35
	12
	101

	1
	5
	2
	54
	18
	138

	1
	5
	3
	92
	27
	217

	1
	5
	4
	161
	39
	450


Određivanje kolifornih bakterija – KOLIMETRIJA

U prečišćenim vodama: 

1. metoda                       

[image: image23.png]10 ml VODE

UZORAK VODE

\

)

10 ml

)

alpe duple konc.




                          INKUBACIJA : 
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2. metoda 
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Zasijavanje prirodnih voda zatvorenog tipa
- Koristi se isti postupak kao pri zasijavanju  prečišćenih voda 
Određivanje kolifornih bakterija u bunarskoj vodi 
Prethodni test:
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INKUBACIJA :    37 o C, 24-48   h             
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Potvrdni test:
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                                              Slika 1. Gas u durhamovoj cjevčici
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Slika 2. Escherichia coli na Endo agaru      Slika 3. E. coli (izgled pod mikroskopom)
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     Slika 4. Klebsiella na Endo agaru         Slika 5. Klebsiella (izgled pod mikroskopom)
2) Membran-filter metoda

Ovo je vrlo popularan test u mikrobiologiji vode. Jednostavan je i može se uspješno koristiti na terenu. Membranski filtri su tanki filtri od celuloze u vidu diska. Oni koji služe za brojanje koliformnih bakterija u vodi podijeljeni su tankim crtama u kvadrate površine 1 cm. Pomoću posebnog aparata procijedi se kroz tanak filter  100 ml ili više ispitivane vode. Filter se oprezno izvadi iz aparata i prostre na površinu Endo agara ili neke druge podloge u Petrijeve zdjelice. Izvrši se inkubacija 48 sati na 370C. Kolonije prisutnih koliforma porastu na filteru za 24-48 sati. Porasle kolonije se broje na uobičajen način pomoću ručne lupe poslije inkubacije.  Kada se izbroje, dalje se ispituju u cilju identifikacije na uobičajen način. 

[image: image11.emf]
Slika 6. Bakterije na filteru

5. Dokazivanje enterokoka (fekalne streptokoke) u vodama za piće
Odsustvo koliformnih bacila kako u prečišćenim tako i u prirodnim vodama za piće, ustanovljeno kolimetrijom, kao i nalaz neznatnog broja klica, dobivenog metodom brojanja u agar ploči, još uvijek nisu dovoljni da se pregledani primjerak vode proglasi higijenski ispravnim. Potrebna su dalja bakteriološka ispitivanja kojim se treba isključiti prisustvo enterokoka i Proteusa.

Enterokoke su Gram+ pozitivne koke, aerobne i fakultativno anaerobne, fermentiraju glukozu proizvodeći kiselinu na 370C za 48 sati. Prisustvo enterokoka u vodi (Enterococcus faecalis, E. faecium) može se smatrati kao siguran znak fekalnog zagađenja, ali je njegovo isključivo istraživanje od znatno manje praktične vrijednosti od kolimetrije. Ova klica se ne nalazi uvijek u crijevima čovjeka i životinja, bez obzira koja je njegova varijanta u pitanju.(E. faecalis ili E. faecium). Prisustvo enterokoka u vodi sa nekom drugom klicom sumnjivim indikatorom fekalnog zagađenja iz grupe koliformnih bacila ili sa Cl. perfringens, ili sa bakteriofagom, potvrđuje još u većoj mjeri fekalno zagađenje. 

Prethodni test: 

Serija epruveta sa podlogom ADB (azid dekstrozni bujon) inokuliše se određenom količinom vode prema tabelama koje se koriste za zasijavanje i izračunavanje MPN koliformnih bakterija u vodama. (3x 10 ml., 3x 1ml., 3x 0,1 ml.). 

Ako se koristi jednostruka koncentracija podloge onda je količina zasijanog inokulima i podloge 1: 10, a ako je podloga dvostruke koncentracije taj odnos je 1:1. 

Podloge se inkubiraju na 370C 24-48 sati do pojave zamućenja.

Potvrdni test:  

Iz zamućenih epruveta uzima se jedna kap materijala i inokuliše se na čvrstu podlogu npr. Slanetz-Bartley. Inkubacija je na 370C 24 sata. Porast crveno smeđih sitnih kolonija pokazuje prisustvo fekalnih streptokoka.

Završni test: 

Sumnjive kolonije dobivene na ploči presiju se na Kosi agar, sa koga se poslije inkubacije od 24 sata pri 370C vrši definitivna identifikacija skraćenim biohemijskim ispitivanjem: redukcija i zgrušavanje mlijeka, rast na podlozi sa dodatkom 6,5% NaCl, rast u hranjivom bujonu sa pH 9,6 i 40% žuči, zagrijavanje (na 560C 30 min. ostanu u životu). Dalja identifikacija se vrši prema odgovarajućoj  tabeli.

Brojanje enterokoka u vodi (MPN vrijednost): Koriste se tabele uzimajući u obzir samo one epruvete u kojima je  potvrđeno prisustvo enterokoka.
Tabela 5.  Prikaz MPN vrijednosti pozitivnih rezultata zasijavanja uzorka 

                  u 3 epruvete količine = 3 x 10 ml; 3 x 1 ml i 3 x 0,1 ml

	Broj epruveta sa pozitivnom reakcijom
	MPN
	Granica 95% vjerovatnoće

	3 po 10 ml 
	3 po 1 ml


	3 po 0,1 ml


	
	Donja granica
	Gornja granica

	0
	0
	1
	3
	< 0,5
	9

	0
	1
	0
	3
	< 0,5
	13

	1
	0
	0
	4
	< 0,5
	20

	1
	0
	1
	7
	1
	21

	1
	1
	0
	7
	2
	23

	1
	1
	1
	11
	3
	36

	1
	2
	0
	11
	3
	36

	2
	0
	0
	9
	1
	36

	2
	0
	1
	4
	3
	37

	2
	1
	0
	15
	3
	44

	2
	1
	1
	20
	7
	89

	2
	2
	0
	21
	4
	47

	2
	2
	1
	28
	10
	149

	3
	0
	0
	23
	4
	120

	3
	0
	1
	39
	7
	130

	3
	0
	2
	64
	15
	379

	3
	1
	0
	43
	7
	210

	3
	1
	1
	75
	14
	230

	3
	1
	2
	120
	30
	380

	3
	2
	0
	93
	15
	380

	3
	2
	1
	150
	30
	440

	3
	2
	2
	210
	35
	470

	3
	3
	0
	240
	10
	1300

	3
	3
	1
	460
	71
	2400

	3
	3
	2
	1400
	150
	4800


Dokazivanje fekalnih streptokoka –Enterococcus 
Prethodni test:
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Završni test: Skraćena biohemijska ispitivanja i identifikacija  prema odgovarajućoj tabeli.
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Slika 7. Enterococcus na 
             Slanetz-Bartley-u                       Slika 8. Enterococcus (izgled pod mikroskopom)
6. Dokazivanje Proteusa u vodi
Gram- negativni bacili sa peritirhijalnim flagelama, bez spora i kapsula, dobro rastu na svim podlogama, uz fenomen «rojenja», tj. brzog širenja na površini nekih čvrstih podloga.  Svi tipovi Proteusa su crijevne bakterije, a neki od njih su i veoma aktivne truležne bakterije 

(P. vulgaris i P. mirabilis). Njihovo prisustvo u vodi ukazuje ne samo na fekalno zagađenje, već i na zagađenje organskim materijama u raspadanju. U tom smislu rod Proteus je značajniji, apsolutniji i širi higijenski indikator nego koliformni bacili. Nalaz ma kog njegovog tipa  vodi isključuje smjesta ovakvu vodu iz upotrebe.  Istraživanje Proteusa je obavezno u svim kategorijama vode za piće. U prečišćenim vodama ono se mora vršiti i kada je rezultat kolimetrije negativan.U pogledu biohemijskih osobina, sve vrste roda Proteus imaju zajedničku osobinu da ne razlažu laktozu i hidrolizuju ureu. Po fermetnativnoj aktivnosti prema drugim šećerima, kao i prema sposobnosti produkcije  H2S i indola  razlikuju se pojedine vrste Proteusa. Te osobine su prikazane u tabeli koja se koristi za diferencijaciju i klasifikaciju. 

Prethodni test:  

Sastoji se u mikroskopskom pregledu sadržaja svih kolimetrijskih epruveta. Posmatraju se epruvete u kojima je došlo do zamućenja bez gasa jer Proteus ne fermentira laktozu (laktoza je negativna: nema gasa u Durhamovim cjevčicama). Nalaz Gram- negativnih, tankih, sitnih i poliformnih bacila u razmazu i vrlo pokretljivih bacila u visećoj kapi ( prisustvo peritrihijalnih flagela) ukazuje sa velikom vjerovatnoćom na prisustvo Proteusa u vodi.

Potvrdni test:  

Iz sumnjivih epruveta presije se sterilnom Pasterovom pipetom po jedna kap kulture 

na krvnu ploču ili Endo agar.

Zasijane ploče se inkubišu 24 sati na 370C, a zatim se dobivene kolonije identifikuju.

· Dokazivanje tipova Proteusa u H formi (P. vulgaris i P. mirabilis), ne zadaje nikakve teškoće jer se oni lako raspoznaju po «rojenju», tj. po porastu u vidu prevlake na površini ploče.

· Tipovi Proteusa u O formi koji obrazuju okrugle, sjajne, glatke i prozračne, laktoza negativne kolonije, zahtjevaju dalju identifikaciju biohemijskim metodama. 

Završni ogled:  
Sastoji se u zasijavanju sumnjivih kolonija iz potvrdnog ogleda na tečne i čvrste podloge. 

Najvažnije biohemijske osobine četiri tipa Proteusa prikazane su u tabeli.
Prethodni test:

- Mikroskopski pregled kolimetrijskih epruveta                                                                  

a)     Gram ( - ) tanki, sitni štapići                                                                     

            (bojenje po Gramu)                                                                                                    

b) Vrlo pokretni bacili u visećoj kapi 

Potvrdni test:
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Završni test : - biohemijsko ispitivanje 

                        - identifikacija prema tabeli 

* Fenomen rojenja ( tip „ 4“ forme Proteusa ): P. vulgaris,  P. mirabilis; 

* Proteus je laktoza negativan - (nema gasa u durhamovim cijevčicama!)
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Slika 9. Proteus vulgaris na krvnom agaru                Slika 10. Proteus vulgaris
                                                                                                  (izgled pod mikroskopom)
7. Dokazivanje sulfitoredukujućih sporogenih anaeroba - Clostridium perfringens 
Clostridie su široko rasprostranjene u prirodi. Stanovnici su digestivnog trakta ljudi i životinja i njihov nalaz u zemlji i vodi ukazuje na fekalno zagađenje. U 100 ml prečišćene vode ne smije biti sulfitoredukujućih sporogenih  anaeroba. Njihov nalaz u vodi dokazuje higijensku neispravnost vode i upotreba takve vode je rizična naročito ako se upotrebljava za pripremu životnih namirnica u kojima se  SSA mogu razmnožavati i uzrokovati trovanja. 

Gram su + pozitivni sporogeni bacili, katalaza negativni, posjeduju sposobnost redukovanja sulfita u sulfide , što je vidljivo kada se dodaje sulfit i gvožđe u hranjivu podlogu, a manifestuje se promjenom boje tečne podloge i porastom crnih kolonija  uslijed formiranja gvožđe-sulfida crne boje.  

Pri nalazu koliformnih bacila metodom kolimetrije u vodama za piće iz otvorenih bunara i drugih javnih izvorišta, poslije isključenja E. coli (po Eikmanu), Proteusa i enterokoka, pristupa se istraživanju Clostridium perfringens i bakteriofaga. Bez ovog istraživanja rezultat bakteriološkog pregleda dobiven samo kolimetrijom i brojanjem svih živih klica je nepotpun i neodređen. 

Clostridium perfringens je čest saprofit u crijevima čovjeka i životinja. Njegove spore su otpornije od koliformnih bacila i enterokoka u spoljnoj sredini. Njihovo prisustvo u vodama za piće koje ne sadrže ove bacile smatra se kao znak starijeg fekalnog zagađenja, bez naročitog epidemiološkog značaja. Kada se nađu udružene sa nekim od  koliformnih bacila, ove spore potvrđuju fekalno porijeklo tih bacila skorijeg datuma.

Prethodni test:  
Najpodesnija podloga za dokazivanje Clostridium perfringensa u vodi je Wilson-Blairova podloga kao i SPS agar i Sulfitni agar.
Zasijavanje vode: 

Zasijavaju se obično 3 zapremine vode i to: 2 puta 10 ml i jednom 1 ml, koje treba odmjeriti sterilnom pipetom u tri sterilne epruvete. U epruvetu sa 1 ml ispitivane vode dodaje se još 9 ml sterilne destilovane vode. Prije zasijavanja epruvete sa odmjerenom vodom se zagrijavaju u vodenom kupatilu na 800C za vrijeme od 15 minuta. Cilj ovog zagrijavanja je uništavanje ostalih asporogenih bakterija u vodi. Poslije zagrijavanja, epruvete sa ispitivanom vodom naglo se ohlade u mlazu pod slavinom. Svaka se zapremina vode prebaci sterilnom pipetom u po jednu epruvetu sa otopljenom Sulfitnom podlogom  koje se održavaju pri temperaturi od 500C u vodenom kupatilu. Sadržaj epruveta se zatim blago promješa širokim kružnim  pokretima, vodeći računa da pri tome ne prodre vazduh u podlogu. Zasijane podloge se ohlade u mlazu vode i inkubišu 24 ili 48 sati pri 370C.

Čitanje rezultata i brojanje Cl. perfringensa: 
Poslije inkubacije od 24-48 sati u dubini podloge stvaraju se lijepe, crne, pravile, okrugle kolonije, čije su dimenzije veće što je njihov broj u podlozi manji. Kolonije treba izbrojati u svim epruvetama u kojima su se stvorile čim se zapaze, jer kasnije dolazi do rasprskavanja podloge uslijed stvaranja gasa, što onemogućava brojanje. 

Broj nađenih karakterističnih kolonija obračunava se po litru ispitivane vode, uzimajući za obračun srednju vrijednost izbrojanih kolonija u svim epruvetama.

Potvrdni test: 

Opisane crne kolonije u Sulfitnoj podlozi mogu takođe izuzetno pripadati drugim bakterijskim vrstama. Zato je potrebno provjeriti morfologiju klica razmazom kolonije, obojenom po Gramu. Mikroskopski nalaz Gram + pozitivnih, zdepastih, kraćih i dužih bacila i diplobacila sa zaobljenim krajevima, najčešće bez spora, u preparatima crnih kolonija sa podloge ukazuje sa velikom vjerovatnoćom na Clostridium perfringens.Takođe se vrši zasijavanje aerobno na Krvni agar. Izostanak rasta poslije 24-48 sata,  potvrda je da se radi o sulfitoredukujućim sporogenim anaerobima.

Završni test:  

Ovaj ogled se sastoji u potpunoj identifikaciji izolovanih sumnjivih kolonija sa 

Sulfitne  podloge odgovarajućom bakteriološkom metodom za anaerobe. 
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Potvrdni test : Bojenje po Gramu : Gram + zdepasti bacili sa zaobljenim krajevima 
                                                           (Clostirdium perfringens )
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                          Slika 11. Clostridium perfingens (anaeroban rast)
Završni test :  Zasijavanje na Krvni agar
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Kolonije treba da rastu samo u anaerobnim uvjetima!
[image: image22.jpg]



                                        Slika 12. C. perfringens (mikroskopski pregled)

8. Dokazivanje bakteriofaga u vodi
Prisustvo bakteriofaga  (virusi koji parazitski žive na bakterijama i uništavaju ih) u vodi za piće dokazuje se određenim postupkom. Oni su prisutni u većem broju kada je povećan i broj crijevnih bakterija. Mogu biti specifični i nespecifični. Pri rutinskom pregledu određuje se prisustvo nespecifičnih faga za crijevne bakterije, kao i uslovnih indikatora fekalnog zagađenja. Da bi se njihovo prisustvo dokazalo u uzorku vode, treba prethodno da se razmnože, da se potom odstrane prisutne bakterije i prisustvo nespecifičnih bakteriofaga dokaže na osnovu njihove aktivnosti u razgradnji- lozi kolonija osjetljivih bakterija. 
9. Tumačenje bakteriološkog nalaza u vodama za piće
1) Nalaz Escherichia coli sa nekom drugom bakterijom indikatorom fekalnog zagađenja upućuje na skorašnje zagađenje izmetom. Takva voda je epidemiološki opasna.

2) Nalaz Escherichia coli bez drugih bakterija indikatora fekalnog zagađenja ukazuje na vremenski neodređeno, ali sigurno zagađenje vode izmetom.

3) Nalaz koliformnih bacila u vodi bez Escerichia coli, udruženih sa drugim bakterijama indikatorima fekalnog zagađenja ukazuje nesumnjivo na skorije fekalno zagađenje. 

4) Nalaz Enterococcus faecalis u vodi bez Escherichia coli, usamljenog ili udruženih sa Clostridium perfringens ili bakteriofagom enterobacterija ukazuje na starije fekalno zagađenje. 

5) Nalaz usamljenog bakteriofaga enterobakterija sigurno ukazuje na staro fekalno zagađenje. 

6) Nalaz usamljenog Clostridium perfringensa ukazuje na sasvim staro fekalno zagađenje, bez epidemiološkog značaja. Takvu vodu treba češće kontrolisati. 

7) Odsustvo bakterija indikatora fekalnog zagađenja u vodi za piće je idealan slučaj kome treba težiti! 

