Osnove rada u mikrobioloskom laboratoriju Vodovod-
Osijek d.o.o.

Jager, Nina

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2015

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: Josip Juraj
Strossmayer University of Osijek, FACULTY OF FOOD TECHNOLOGY / SveuciliSte Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Prehrambeno-tehnoloski fakultet Osijek

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:109:804833

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-03-28

REPOZITORIJ

Pl I II ;I Repository / Repozitorij:

——— N Sp—  D— Repository of the Faculty of Food Technology Osijek

Jobar

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLII

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:109:804833
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.ptfos.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/ptfos:37
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/ptfos:37
https://dabar.srce.hr/islandora/object/ptfos:37

SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
PREHRAMBENO — TEHNOLOSKI FAKULTET OSIJEK

PREDDIPLOMSKI STUDIJ PREHRAMBENE TEHNOLOGUE

Nina Jager

Osnove rada u mikrobioloskom laboratoriju

Vodovod-Osijek d.o.o.

zavrsni rad

Osijek, 2015.



SVEUCILISTE J. J. STROSSMAYERA U OSIJEKU
PREHRAMBENO-TEHNOLOSKI FAKULTET OSIJEK

PREDDIPLOMSKI STUDIJ PREHRAMBENE TEHNOLOGIJE

Zavrsni rad

Osnove rada u mikrobioloSkom laboratoriju

Vodovod-Osijek d.o.o.

Nastavni predmet

Opc¢a mikrobiologija

Predmetni nastavnik: Dr. sc. Lidija Lenart, docent

Student/ica: Nina Jager (MB: 3001/08)
Mentor: dr. sc. Lidija Lenart, docent
Predano (datum):

Pregledano (datum):

Ocjena: Potpis mentora:




Osnove rada u mikrobioloskom laboratoriju Vodovod-Osijek d.o.o.

SAZETAK

Mikroorganizmi sunormalni stanovnici prirodnih voda te imaju izrazitu ulogu u vodenom
okolisu. Neki od njih imaju Zivotno vazine uloge u vodenom ekosustavu,ostali su vazni i
zanimljivi zbog rasta u otpadnim vodama te stoga i predstavljaju potencijalne opasnosti u
zalihama vode. Mikrobna populacija tj. njihova prisutnost u vodenom okolisu ovisi o fizickim
i kemijskim faktorima kao S$to su: svjetlo, hidrostatski tlak, pH, koncentracija soli i
temperatura. Voda kontaminirana otpadnom vodom sadrzi relativno velik broj
mikroorganizama. Neki od prisutnih mikroorganizama u vodi mogu biti i patogeni.
Koliformne bakterije koje ukljuCuju Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, sluze kao
indikatori za fekalnu kontaminaciju. Za odredivanje koliformnih bakterija u vodi primjenjuju
se dva postupka; odredivanje najvjerojatnijeg broja ( Most Probable Number ili MPN) i
membranska filtracija. Osim koliformnih bakterija kao indikatori fekalne kontaminacije mogu
se upotrijebiti ibakterije vrsta Clostridium perfringens i Streptococcus faecalis. U vodi koja je
kontaminirana primjenjuju se odredeni zahvati. Tvrtka Vodovod-Osijek d.o.o. provodi
kontrolu zdravstvene ispravnosti vode za piée u internom laboratoriju tvrtke, koji posjeduje
ovlastenja za rad odobreno od Ministarstva zdravstva. Od mikrobioloskih analiza rade se
slijedece: ukupni broj bakterija, ukupne i fekalne koliformne bakterije, fekalni streptokoki,
bakterije vrsta Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, bakterije roda Salmonella i druge

enterobakterije.

Kljucne rijeci: Vodeni okolis, kontaminirana voda, indikatori za fekalnu kontaminaciju,

mikrobioloske analize.



Basics of work in microbiology lab Vodovod-Osijek Ltd.

SUMMARY

Microorganisms are normal inhabitants of natural water sand have a distinct role in the
aquatic environment. Some of them have a vitally important role in the aquatic ecosystem,
other important and interesting because of the grow thin wastewater and the refore
represent a potential threat to water supplies. Microbial populations populationsie. Their
presence in the aquatic environment depends on the physical and chemical factors including
light, hydrostaticpressure, pH, salt concentration and temperature. Water contaminated
waste water contains a relatively large number of microorganisms. Some of the
microorganisms present in the water can be pathogenic. Coliformbacteria include
Escherichia coli, Enterobacteraerogenes, serve as indicators for faecal contamination. For the
determination of coliform bacteria in the water are two usual procedures; determine the
most probable number of Most Probable Number (MPN or) and membrane filtration.
Besides coliform bacteria as in dicators of faecal contamination can be used Clostridium
perfringens, Streptococcus faecalis. The water that is contaminated apply certain
procedures. Vodovod-Osijek Ltd. Carried out medical control of drinking water in the internal
laboratory of the company, which owns the authority of the Ministry of Health. From
microbiological analyzes are performed as follows: total bacteria, total and fecal coliforms,
faecal streptococci, bacterias of species Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, bacterias

from rod of Salmonella and other enterobacteria.

Keywords: aquatic environment, contaminated water, indicators of faecal contamination,

microbiological analysis
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1.UvOoD

Voda ima izuzetnu ulogu u okoliSu. Voda kao namirnica mora zadovoljavati norme propisane
Pravilnikom o zdravstvenoj ispravnosti vode za pice. Voda za pi¢e mora biti bez boje, okusa i
mirisa, te ne smije sadrzavati Stetne kemikalije niti patogene mikroorganizme. Mikrobiologija
vode istrazuje mikroorganizme i njihova djelovanja u vodama. Velik broj organizama u vodi
ukazuje na veliku koli¢inu nutrijenata u vodi, takoder je pokazatelj kontaminirane vode.
Posebno nas zanima kontaminacija patogenim mikroorganizmima. Mikroorganizmi u vodi
ovise o razlicitim kemijskim i fizickim parametrima kao Sto su hidrostatski tlak, svijetlo, pH,
koncetracija soli i temperatura. Tvrtka Vodovod-Osijek d.o.o. provodi kontrolu zdravstvene
ispravnosti vode za pice u internom laboratoriju tvrtke, koje posjeduje ovlastenja za rad
Ministarstva zdravsta. Dodatna kontrola ispravnosti pitke vode osigurana je kontinuiranim
kontrolama Zupanijskog zavoda za javno zdravstvo, kao i analizama zatraZenim od sanitarne
inspekcije. U Labaratoriju se godiSnje analizira oko 4350 uzoraka vode prema razli¢itim
stru¢nim i zakonodavnim kriterijima, te se na taj nacin dobiva fond od cca 60000 podataka o
kvaliteti vode. Od mikrobioloskih metoda radi se: ukupni broj bakterija u 1ml na 37°C i
ukupni broj bakterija u 1ml na 22°C, ukupne i fekalne koliformne bakterije u 100ml, fekalni
streptokoki u 100ml, Pseudomonas aeruginosa u 100ml i sulfitoreducirajuc¢e klostridije u
20ml. BakterioloSka pretraga vode ima 3 osnovna cilja: odrediti je li voda kontaminirana
ljudskim fekalijama, odrediti stupanj zastite vodonosnog sloja, istraZiti djelotvornost
tehnoloskog postupka prociséavanja vode.

Kontinuiranu opskrbu potrosaca zdravstveno ispravno pitkom vodom kao i tehnologiju
proizvodnje vode te njenog transporta do potrosaca u dovoljnim koli¢inama, jedne su od

glavnih smjernica tvrtke.



2. GLAVNI DIO

2.1. OPCENITO O VODOVOD-OSIJEK d.o.0.

,Covjekov Zivot nemogu¢ je bez vode, dakako, takve vode koja mu zaista zadovoljava Zivotne
potrebe. A takve vode ima na Zemlji otprilike tek 1% od sve vode oko nas. Od sve vode na
Zemlji (i u njoj), morske ima oko 97%, a od preostala tri postotka, Cije su dvije treéine led
(ledeni pokrivaci na polovima i gleCeri — a i jedni i drugi tope se zbog klimatskih promjena) te
snijeg pa ¢ovjeku ostaje tek — jedan postotak sve vode. A i ta voda koja mu je dostupna ne
jamci — ni svagdje ni uvijek — sigurnost; ni taj dio vodenih resursa nije — ni svagdje, ni uvijek —

zajamceno pouzdane kakvoée (jednostavno: zdrava) za ljudsku upotrebu.

Vodovod-Osijek d.o.0. moderno je trgovacko drustvo koje se kao osnovnom djelatno$c¢u bavi
vodnim uslugama u koje prvenstveno spadaju procis¢avanje i distribucije pitke vode te

odvodnja otpadnih voda.

U vlasnistvu je grada Osijeka i lokalnih op¢ina u kojima distribuira pitku vodu. Na danasnjoj

lokaciji, Poljski put 1 je od sedamdesetih godina prosloga stoljeéa.

Kontinuiranu opskrbu potrosaca zdravstveno ispravnom pitkom vodom kao i tehnologije
proizvodnje vode te njenog transporta do potrosaca u dovoljnim koli¢inama, jedne su od

glavnih smjernica tvrtke.

Vodovod-Osijek d.o.o. vlasnik je joS 4 tvrtke kéeri. Vodovod-Montaza d.o.0., Vodovod

Graditeljstvo d.o.0., Vodovod-Hidrogeoloski radovi d.o.o. i Vodovod-Projektni biro d.o.o.

Danas u Vodovod-Osijek d.o.o. radi 352 radnika od ¢ega 77 sa visokom i viSom struénom

spremom, 193 sa srednjom stru¢nom spremom i oko 82 sa nizom stru¢nom spremom.



2.1.1. Organizacijska struktura Vodovod-Osijek d.o.o0.

UPRAVA DRUSTVA

PREDSTAVNIK

URED UPRAVE

SLUZBA

UPRAVE ZA INTERNE REVIZIJE
KVALITETU
SLUZBA SEKTOR PJ PJ
ZASTITE NA RADU, — RACUNOVODSTVA | — VODOOPSKRBA — ODVODNJA
ZASTITE OD POZARA i FINANC”A
ZASTITE OKOLISA
SLUZBA OBRACUNA i
NAPLATE VODNIH RJ RJ KANALIZACIJSKA
USLuGA - FINANCIJSKA L PROIZVODNJA VODE MREZA
SLUZBA —
SLUZBA
LUJUDSKIH RESURSA
RJ RJ EKOLABORATORIJ
RACUNOVODSTVENA VODOOPSKRBNA |
] SLUZBA MREZA '
PRAVNA
SLUZBA
- RJ
AR __ SLUZBAPLANA ___ LABORATORW

SLUZBA OPCIH
POSLOVA

INFORMATICKA
SLUZBA

SLUZBA
MARKETINGA

ANALIZE

PJ
RAZVOJ

VODOOPSKRBE i

ODVODNIJE

PJ

RAZVO!J i PROVEDBA
PROJEKATA EU



2.1.2. PJ Vodoopskrba

Poslovna jedinica Vodoopskrba organizacijska je cjelina trgovackog drustva Vodovod-Osijek

d.o.o0., a sastoji se od tri radne jedinice :

- RJ Proizvodnja vode
- RJ Laboratorij

- RJ Vodoopskrbna mreza

RJ Laboratorij

Tvrtka Vodovod-Osijek d.o.0. provodi kontrolu zdravstvene ispravnosti vode za pice u

internom laboratoriju tvrtke, koji posjeduje ovlastenja za rad Ministarstva zdravstva.

Dodatna kontrola ispravnosti pitke vode osigurana je kontinuiranim kontrolama Zupanijskog

zavoda za javno zdravstvo, kao i analizama zatrazenim od sanitarne inspekcije.

U laboratoriju se godiSnje analizira oko 4350 uzoraka vode prema razli¢itim struénim i
zakonodavnim kriterijima, te se na taj nacin dobiva fond od cca 60000 podataka o kvaliteti

vode.

Svakodnevno se vrse ispitivanja sljedeéih parametara: mutnoca, boja, miris, pH, amonijak;
nitriti, nitrati, utroSak KMnO4, isparni ostatak, alkalitet, otopljeni kisik, slobodni CO,, fluoridi,
fosfati, provodljivost, mangan, Zeljezo, kalcij, magnezij, kloridi, sulfati, ukupna tvrdoda,

ukupni klor (DPD), slobodni klor (DPD) i arsen.

Od mikrobioloskih analiza radi se slijedece: ukupni broj bakterija u 1 ml na 37 °Ci ukupni broj
bakterija u 1 ml na 22 °C, ukupne i fekalne koliformne bakterije u 100 ml, fekalni streptokoki

u 100 ml, Pseudomonas aeruginosau 100 ml i sulfitoreducirajuce klostridije u 20 ml.



RJ Ekolaboratorij

”

U okviru djelatnosti PJ Odvodnja , uz sluzbu RJ ” Kanalizacijska mreza ” , egzistira i RJ

“Ekolaboratorij”

Radna jedinica Ekolaboratorij ovlastena je za ispitivanje i ocjenu sastava i kakvoée voda, te
poslova uzorkovanja, analize i obradu podataka pokazatelja. Takoder je ovlastena za

uzorkovanje i ispitivanje kakvoce vlastitih otpadnih voda.

RJ Ekolaboratorij, uz osnovnu ulogu prac¢enja sastava otpadnih voda javnog odvodnog
sustava grada Osijeka, provodi ispitivanja mogucih tehnologija procis¢avanja otpadnih voda
kroz praéenje ucinkovitosti rada uredaja za vrijeme probnog rada, te ispitivanja

ekotoksikoloskih pokazatelja na otpadne vode i kemijske pripravke.

Obavlja ispitivanja na pokazatelje:

— za otpadne vode na pokazatelje: rasprSene krutine, pH, KPKCr, BPK5, amonij -ion, nitrati,
ortofosfat — ion, ukupni fosfor, Kjeldahl dusik, kloridi, sulfati, ukupni fenoli, ukupni cijanidi,
ukupna ulja i masnode, PCB, LHKU, aldrin,dieldrin, DDD,DDE, heptaklor, klordan, anionske
tenzide, TOC, kadmij, olovo, bakar, cink, ukupni krom, Zeljezo, mangan, kobalt, nikal, Ziva,
arsen, molibden, silicij, aluminij, antimon, barij i srebro, kationske detergente, otopljeni kisik,

talozZive tvari i isparni ostatak.

— mikrobioloski pokazatelji: ukupni koliformi, ukupni broj bakterija ( kod 22°C i 37°C ) ,
fekalne koliformne bakterije, fekalni streptokoki, stafilokoki, E.coli, Salmonella i druge

enterobakterije.

—ekotoksikoloski pokazatelji za otpadne vode i kemijske pripravke :test toksi¢nosti na

bakterije , Daphniamagna, te brzina i stupanj bioloske razgradljivosti.

(http://www.vodovod.com)




2.1.3. Kvaliteta vode

Kakvoca vode se ispituje prema preporukama, smjernicama i pravilnicima mjerodavnih
ustanova i zavoda na medudrZavnoj i drzavnoj razini. U Hrvatskoj kakvoéa vode za pice
propisana je Pravilnikom o zdravstvenoj ispravnosti vode za pi¢e (NN, 46/94) koji je u
suglasju s istovrsnim pravilnicima Europske Unije. Ovim se pravilnikom propisuje:

- zdravstvena ispravnost vode koja sluzi za javnu vodoopskrbu stanovnistva kao voda

za pice ili za proizvodnju namirnica i pripremu hrane;

- vrste, obujam i standardni postupci analize uzoraka vode za piée;

- ucestalost i nacin uzimanja (uzorkovanje) vode za pice.
Pravilnikom su dodatno za vrijeme izvanrednog stanja, ratnog stanja ili neposredne ratne
opasnosti propisane maksimalno dopustena koncentracija bojnih otrova u vodi za pice i
radioloSka svojstva vode za pice. Kakvoéu vode za pic¢e treba ispitivati na izvoru, nakon
postupka procis¢avanja i dezinfekcije, u vodospremi i vodu u razdjelnoj mrezi (na odredenim
mjestima vodovoda). Voda se ispituje terenskim uvidajem i analizom pojedinih uzoraka u
laboratoriju. Kontrola zdravstvene ispravnosti vode za pi¢e provodi se u internom
laboratoriju tvrtke Vodovod-Osijek d.o.o. koji posjeduje ovlastenja za rad Ministarstva
zdravstva. Dodatna kontrola ispravnosti pitke vode osigurana je kontinuiranim kontrolama
Zupanijskog zavoda za javno zdravstvo, kao i analizama zatraZenim od sanitarne inspekcije. U
laboratoriju se godiSnje analizira oko 4350 uzoraka vode prema razli¢itim struc¢nim i
zakonodavnim kriterijima, te se na taj nacin dobiva fond od cca 60000 podataka o kvaliteti

vode. (https://www.hr.wikipedia.org/wiki/Kakvoéa vode)

Svakodnevno se vrse ispitivanja sljedeéih parametara: mutnoca, boja, miris, pH, amonijak,
nitriti, nitrati, utroSak KMnO4, isparni ostatak, alkalitet, otopljeni kisik, slobodni CO,, fluoridi,
fosfati, provodljivost, mangan, Zeljezo, kalcij, magnezij, kloridi, sulfati, ukupna tvrdoda,
ukupni klor, slobodni klor i arsen. Od mikrobioloskih analiza radi se slijedece:

- ukupni broj bakterija u 1 mlvode na 37 °C,

- ukupni broj bakterija u 1 mlvode na 22 °C,

- ukupnekoliformne i fekalne koliformne bakterije u 100 mlvode,

- fekalni streptokoki u 100 mlvode,

- bakterije vrste Pseudomonas aeruginosau 100 ml

- sulfitoreducirajuée klostridije u 20 ml.
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OCJENA KAKVOCE VODE

DATUM
UZORKOVANJA

KUPALISTE

Crijevni enterokok [ Escherichia coli

29.05.2014.

12.06.2014.

| 27.06.2014.

| 08.07.2014.
Drava Copacabana

| 21.07.2014.

04.08.2014.

| 22.08.2014.

09.09.2014.

29.05.2014.

| 12.06.2014.

27.06.2014.

| 08.07.2014.
Drava Donji grad —

zeljeznicki most | 21.07.2014.

| 04.08.2014.

22.08.2014.

09.09.2014.

A

22.07.2014.

Drava Pampas | 14.07.2014.
| 04.08.2014.

22.08.2014.

29.05.2014.

12.06.2014.

07.07.2014.

Bajer Jug Il | 27.06.2014.

22.07.2014.

Tablica 1. Rezultati ispitivanja kakvoce vode za kupanje tijekom sezone kupanja

(https://www.zzjzosijek.hr/index.php?page=kakvoca-kupalisnih-voda)
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Rezultate ispitivanja kakvoce voda za kupanje tijekom sezone kupanja sukladno Uredbi o

kakvo¢i voda za kupanje (Narodne novine 51/14).

IZVRSNA

DOBRA

ZADOVOLJAVAJUCA (SAMO ZA GODISNJU | KONACNU OCJENU)
NEZADOVOLJAVAJUCA

Standardi za ocjenu kakvocée voda nakon svakog ispitivanja (Prema Uredbi, NN 51/2014)

A B | C F
POKAZATELJ OCJENA
RSN IEEERA  VETODA ISPITIVANJA
Crijevni enterokoki <200 <400 HRN EN ISO 7899-2
(BIK/100ML)*
Escherichiacoli (BIK/L00ML)* <500 <1000 HRN EN ISO 9308-1

* akreditirana metoda prema HRN EN ISO/IEC 17025:2007
(https://www.zzjzosijek.hr/index.php?page=kakvoca-kupalisnih-voda)

2.2. MIKROBIOLOSKA KONTROLA PITKIH VODA

Pitka voda mora biti bistra, hladna, bez neugodna okusa i mirisa i ne smije sadrzavati
kemijske Stetne tvari za zdravlje Covjeka, odnosno mikroogranizme. Najbolji nacin za
utvrdivanje higijenske ispravnosti vode sastoji se u dokazivanju patogenih mikroorganizama.
Njihovo izravno dokazivanje izuzetno je tesko jer ih u vodi ima toliko malo da ih je prakticki
nemoguce izolirati. Mnoge se metode primjenjuju za odredivanje bakterioloSke kontrole
vode, a odabiru se u suglasju s moguénostima labaratorijskog testiranja. Primjenjuju se
prakti¢ni testovi za dokazivanje odabranih bakterija kao indikatora, a koje se kao normalna
mikroflora nalaze u probavnom sustavu ljudi. Kao bakterioloski indikatori fekalne
kontaminacije odabrane su one vrste koje se kao normalna mikroflora nalaze u ljudskim
fekalijama, a ima ih toliko da se mogu dokazati i u velikim razrjedenjima. Medu takve
ubrajamo koliformne bakterije, fekalne streptokoke, sulfito-redukcijske klostridije,

bakterijeroda Salmonella i bakterijeroda Proteus. Ako se te bakterije dokazu, nema sumnje
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da se dogodila fekalna kontaminacija vode, dakle postoji velika vjerojatnost da su u vodi
nazoc¢ni i patogeni koji Zive u probavnom sustavu ¢ovjeka. BakterioloSka pretraga vode stoga
ima tri osnovna cilja:

1. odrediti je li voda kontaminirana ljudskim fekalijama;

2. odrediti stupanj vodonosnog sloja;

3. istraziti djelotvornost tehnoloskog postupka prociséavanja vode. (Durakovi¢, 1996.)

2.2.1. Bakterioloska (standardna) analiza vode za pice

Ova analiza podrazumijeva:
1. Odredivanje ukupnog broja Zivih bakterija u 1 ml vode;

(Ukupan broj aerobnih mezofilnih bakterija);

N

Dokazivanje prisustvakoliformnih bakterija (E. coli, Klebsiella, Enterobacter
i Citrobacter) i odredivanje njihovog ukupnog broja;

Dokazivanje fekalnih streptokoka (Enterococcus faecalis);

Dokazivanje Proteus vrsta;

3

4

5. Dokazivanje Pseudomonas aeruginosa.

6. Dokazivanje sulfitoreducirajucih sporogenih anaeroba (SSA): Clostridium perfringens;
7

Dokazivanje bakteriofaga;

Specijalna ispitivanje patogenih bakterija u vodama za pice su: dokazivanje Salmonella,
Shigella, Yersinia, vibriona, legionela, leptospira, bakterija dusiénog ciklusa, Zeljezne bakterije
idr.
Bakterioloski pregled vode za pice ima tri cilja:

1) Odrediti je li voda kontaminirana ljudskim fekalijama;

2) Odrediti stupanjzastite vode;

3) Ustanoviti efikasnost tehnoloSkog procesa preciséavanja vode.

Mikrobioloska ispravnost vode za piée utvrduje se: osnovnim, prosirenim i periodicnim

pregledima vode.
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Osnovni pregled vode za pice (redovna mikrobioloska kontrola) radi se neprekidno u
jednakim razmacima u toku mjeseca, odnosno godine, kao i izvanredno, kada to zahtjeva
epidemioloska situacija. Ova kategorija pregleda vode za pi¢e obuhvaca sljedeée analize:
- Utvrdivanje ukupnog broja aerobnih mezofilnih bakterija;
- Utvrdivanje ukupnog broja koliformnih bakterija;

- Utvrdivanje prisustva koliformnih bakterija fekalnog porijekla.

Prosireni pregled vode za pi¢e (dopunska mikrobioloSka analiza) radi se kada se osnovnim
pregledom ili na drugi nacin utvrdi fekalno zagadenje vode. Ova analiza treba da utvrdi

sljedede:

ukupan broj aerobnih mezofilnih bakterija;

- ukupan broj koliformnih bakterija;

- prisustvo koliformnih bakterija fekalnog porijekla;
- prisustvo streptokoka fekalnog porijekla;

- bakterije roda Proteus;

- bakterije vrste Pseudomonas aeruginosa;

- sulfitoreducirajuée klostridije.

Periodi¢ni pregled vode (kompletna bakterioloSka kontrola) se obavlja samo u
najrazvijenijim laboratorijama u odredenim vremenskim razmacima. MoZe se obavljati
svakih 12 mjeseci. Broj osnovnih i periodi¢nih pregleda u toku mjeseca i godine propisani su

Pravilnikom, a proraéunati su na osnovu broja stanovnika koji koriste vodu. ( Coha, 1990.)
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Vrste mikroorganizama

Precis¢ena i dezinficirana
voda
i flasirana voda na izvoru

Prirodna voda

Zatvorena Otvorena

voda

izvorista

dopusteni broj mikroorganizama

1.Bakterija rodova
Salmonella,
Shigella,Proteus,i dr.
patogeni mikroorganizmi,
koliformne bakterije i
streptokoke fekalnog
porijekla, bakterije
vrstaPseudomonas
aeruginosa i Vibrio chloreae

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 oc
u 1 ml vode, do

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

8.Ukupne koliformne
bakterije odredene
metodom membranske
filtracije u 100 ml vode

9.Sulfitoreducirajuce
klostridije u 1 ml vode

10.Broj infektivnih jedinica
enterovirusa u 10 ml vode

Ne smije sadrzavati

10

100

100

300

100

10

10

Tablica 2. MikrobioloSke osobine vode za pice
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2.3. STANDARDI ZA VODE | PRIMJENA MIKROORGANIZAMA KAO INDIKATORA

Standardi za kakvoc¢u vode u pravilu se odnose na broj koliformnih bakterija. Kada se
rezultati bakterioloskih istraZivanja vode pojavljuju kao neprihvatljive razine fekalne
kontaminacije, istrazuje se podrijetlo kontaminacije ili propusti u sustavu procis¢avanja
vode. Osim koliforma kao indikator fekalne kontaminacije javljaju se sojevi bakterija
Streptococcus faecalis. Za odredivanje tih mikroorganizama upotrebljavaju se metode
membranske filtracije, odredivanje MPN vrijednosti te metode odredivanja broja pojedinih

vrsta bakterija na selektivnim ¢évrstim podlogama. ( Durakovi¢, 1996.)

2.3.1.Membranska filtracija

Membranska filtracija vrlo je popularan test u mikrobiologiji voda. Buduéi da je iznimno
jednostavan, taj se test moZe uspjeSno upotrebljavati i na terenu. Postupak ukljucuje
posebno oblikovane boce za uzorkovanje u koje se uzima naj¢eS¢e po 100 ml uzorka vode.
Upotrebom membranskih filtrata moze se odrediti prisutnost i broj koliforma. Odabrani se
volumen vode filtrira, a na filtru zaostane svaka prisutna bakterija. Filtar se potom izvadi iz
lijevka, stavlja na ¢vrstu selektivnu podlogu u petrijevoj zdjelici (naj¢e$¢e EMB ili endoagar), a
potom inkubira pri 35 — 37°C ili pri 44,5°C. Kolonije prisutnih koliforma porastu na filtru
unutar 24 — 48h. Porasle kolonije se broje na uobicajen nacinposlije inkubacije.Kada se
izbroje, dalje se ispituju u cilju identifikacije na uobicajen nacin.Mutni uzorci vode ovom se
metodom ne mogu testirati, jer ¢e suspendirani materijal zacepiti filtarske pore. Cak i sa tim
ograni¢enjem metoda membranske filtracije ima znacajne prednosti, Sto je nuzno za

provodenije svih testova za odredivanje mikrobioloske kvalitete vode. ( Durakovi¢, 1996.)
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Slika 1. Bakterije vrste Escherichia coli porasle na filtru na endo agaru

Specimen to
be counted

Photo-
sensitive
tube

Light source

"\\l 1/

Secial dilution

1 & e o .8

o—— Plate dilution

Microscopic ——
oLservalion L Viable count I Turbidiy '

— ——

14
14
b

1

(Dwect count) (Indirect counts)

la) (&) ich

Slika 2. Odredivanje bakterioloske kvalitete vode membranskom filtracijom
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EXERCISE 62 1 The Membrane Filter Method

membrane filter method
/‘ .
\ 4
-
) -
(1) Sterile absorbent pad is asepically placed in the bottom  (2) Absorbent pad is satursted with 2.0 ml of m Endo MF by
of a sterile plastic Petr dish.
= 1

' ) " kt\
voh _ g
= —

(3) Sterile membrane fiier disk is placed on filter holder (4) Water sample is poured into assembled funnel, utilizing
base with grid side .

vacuum. A rinse of 20 ml of sterile water follows.

T 0 7

v
\~
% @/
(5) Filter disk is carefully removed with strile forceps

(6) Membrane filer disk is placed on medium-soaked absort
after disassembling the funnel. pad with grid side up. Incubate at 35° C 24 hours.

FIGURE 62.1 Membrane filter routine

Slika 3. Metoda odredivanja zivih bakterija pomocu membranske filtracije

Membrane
Pressure Bar

pore size um

Reverse Osmosis (RO) 30-12

104 -103

Nano Filtration (NF) 10-40 ~ 103-102
< 4 ﬂ =

Ultra Filtration (UF) 1-10 102-10-1

Micro Filtration (MF) 0,1-2 10-1-101

Retentate
® Bacteria, fat ... (cOncentrate)
#m;? » Proteins s =
= ® Lactose :‘ . = 3

» Minerals (salts)
» Water

Permeate
(filtrate)

Slika 4. Vrste membranskih procesa

(http://studenti.ptfos.hr/Preddiplomski studij/Procesi u prehrambenoj industriji/)
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2.3.2. Najvjerojatniji broj (MPN)

Odredivanje navjerojatnijeg broja koliformnih bakterija (MPN) statisticka je metoda koja se
osniva na teoriji vjerojatnosti. Odredivanje se provodi u nekoliko serija razrjedenja. Jedan od
na¢ina MPN — vrijednosti upotreba je 15 epruveta s brilijant-zelenim laktoza-Zucnim
bujonom u kojima se nalaze Durchamove epruvetice. Pet od njih inokulira se sa po 10 ml
uzorka istrazivane vode, drugih pet sa po 1 ml i treéih pet sa po 0,1 ml. Nakon inkubacije na
37°C tijekom 48h izbroje se epruvete s pozitivnom reakcijom (pojava CO, u Durchamovim
epruvetama). Dobiveni rezultati usporeduju se sa statistickim tablicama (tablice prema
Swaroopu) iz kojih se is¢itava broj koliformnih bakterija. DrZi se da je uzorak vode koji sadrzi

2,2 koliformne bakterije (ili vise) u 100 ml vode, kontaminiran. ( Durakovi¢, 1996.)

Postupak za odredivanje navjerojatnijeg broja koliformnih bakterija (Most probable
Number ili MPN) odvija se sljede¢im redoslijedom:

1. inokulacija serije epruveta (nacijepljivanje uzorka vode);

2. inkubacija;

3. odredivanje broja pozitivnih epruveta;

4. trazenje dobivenih vrijednosti u MPN tablicama;

5. odredivanje MPN vrijednosti.

Broj epruveta Najvjerovatniji broj grani¢ne vrijednosti
sapozitivnom koliformnih bakterija u
reakcijom od 5 100 ml vode (MPN) donja granica gornja granica
nacijepljenih s 10 ml
vode

0 0 0 6,0

1 2,2 0,1 12,6

2 51 0,5 19,2

3 9,2 1,6 29,4

4 16,0 3,3 52,9

5 beskrajan 8,0 beskrajan

Tablica 3. Najvjerovatniji broj koliformnih bakterija u 100 ml vode (upotrebljava se u

kolimetriji procis¢enih voda,metodom po Swaroopu)

19




Epruveta sa pozitivnom reakcijom Grani¢ne vrijednosti
1 epruveta od 5 epruveta od MPN donja granica gornja granica
50 ml 10 ml

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

Tablica 4. Najvjerovatniji broj koliformnih bakterija u 100 ml vode (upotrebljava se u

kolimetriji precis¢enih voda i prirodnih voda zatvorenog tipa)

Homogenasi
25g#5 0ral contoh dalam 225 ral BFP

acau
50g/5 0ml contohdalam 450 ml BFP
selaraa2 -3 menic

E

25l LTB

10;

4
-8

(= -
Ss_1]
9_|

Y Inoubsi 48 jurm + 2jarm. 350C

10: [ [
9 rl BEP = =
- A Vﬂ o
NA 95l LTE
w0, [ [
| | | | Tabung-tabung LT pg posidf
9 rl BEP H e E w 105
m = ‘ Confirred Colifoma

9ralLTB

Abil dgn jac um loop dan gosss
ECmed.num

== 9 l:dmbasaéS]QmASoCdlwawbad\ l.nkubas.és jara, 350C

Hirung fascal coliform dgn mbel APM (APM ig) Hicung coliform dgn mbel APM
Inkuban 18 %p.m.‘&SoC

LN

TE MREVP Cigace

Koloni cerduga E coli
hi d bagian cergah —>
d(gn?;\upmpa higju mecalik)
+ Corfirraed E.coli

|

1
y

PCA riring ) Produksi gasdarilakeosa

Inoabasi 1824 fara, 350C

3 Uji Morfologi grara (-)
benruk bamng pendek odk berspora =

Slika 5. Postupak za odredivanje najvjerojatnijeg broja (MPN)

(https://daengsituju.wordpress.com/)
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2.3.3. Standardna metoda za odredivanje broja zivih bakterija

lako nema posebno reguliranog propisa u pogledu kakvoce vode s obzirom na broj aerobnih
bakterija, standardno se upotrebljava postupak poznat kao metoda brojenja kolonija na
¢vrstoj podlozi. Postupak ukljuuje pripremu ¢Evrste podloge mijeSanjem 1 ml izvornog
uzorka vode ili njegova alikvotnog razrijedenja, s rastaljenom i na 45°C ohladenom podlogom
(najcesce s hranjivim agarom).Nakon skrudivanja, podloga se inkubira pri 35 - 37°C tijekom
24h i izbroje se porasle kolonije. Nalazi od 100 ili manje jedinica koje tvore kolonije u 1 ml
uzorka, prihvatljiv je sigurnosan standard za pitku vodu. Znacaj brojanja svih Zivih bakterija u
vodi je znatno vedi u ocjeni kvaliteta efikasnosti tehnoloSkog procesa prociséavanja voda
(filtracija, kloriranje, ozonizacija idr.) U ovom slucaju brojanje bakterija treba obavljati prije i

poslije primjena tehnoloSkog procesa procis¢avanja. ( Durakovi¢, 1996.)

2.3.4.Pravila rada i mjere sigurnosti u mikrobioloskom laboratoriju

U mikrobioloSkom laboratoriju radi se u ¢istom bijelom mantilu i zastitnoj obuéi.
Da bi se rad u bakterioloskom laboratoriju uspjesno provodio moramo se pridrzavati
odredenih pravila:
1. u laboratorij je zabranjeno unositi hranu i jesti;
2. tijekom rada ne smije se dodirivati lice, usta i o¢i;
3. ne smije se piti voda iz laboratorijskih ¢asa ili drugog laboratorijskog posuda, kao ni
sa slavine u laboratoriju;
4. ¢istocéa laboratorija i namjeStaja je osnova za uspjesan rad;
5. prije poletka, kao i poslije rada, treba radnu povrsinu dezinficirati na najpogodniji
nacin, oprati ruke toplom vodom i sapunom, te izvrsiti dezinfekciju ruku (5% otopina
»ASEPSOLA")
6. prije i poslije nanosenja kulture mikroorganizama potrebno je mikrobioloSku usicu
kojom se vrsi prenosenje mikroorganizama, sterilizirali u plamenu;
7. upotrijebljene kulture stavljati u plasti¢ne vreéice i sterilizirati;

8. upotrijebljene pipete stavljati u posebne posude sa dezinfekcijskim sredstvom;
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9. neinficirane otpatke (papir,Sibice,vata....) bacati u korpu za otpatke;
10. jednom mjesecno kontrolirati atmosferu u laboratoriju, a jednom tjedno u

laminarnom kabinetu.

2.3.5. Uzimanje uzoraka vode za bakteriolosku analizu

Osnovni uvjet za dobivanje pouzdanih rezultata o kvalitativnom bakterioloSkom stanju vode
jest da se ispitivana voda uzima i Salje na pregled tako da se pri tome ne kontaminira i da se
onemogudi razmnoZavanje onih bakterija koje u njoj veé postoje, ali da one u njoj ostanu
Zive i sposobne za razmnoZavanje. Zbog toga je neophodno da se uzimanju i slanju vode za
bakterioloski pregled posveti najveéa pazinja.Uzorci se transportiraju u rashladnim
uredajima i donose u laboratoriju najkasnije 6 sati poslije uzimanja. Uzorci vode koji ée 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 drzati u frizideru
na temperaturi od 40°C. Tako €uvani uzorci se moraju zasijati u roku od 12 sati. Na bocu za
uzimanje uzoraka stavlja se naljepnica sa sljede¢im podacima: naziv objekta iz kojeg je
uzorak uzet, mjesto i datum. Kad posebni okolnosti zahtijevaju, uzorak vode se moze
dostavljati i pod Sifrom, ali se mora naznaciti koja se vrsta analiza trazi, u skladu sa propisom
o higijenskoj ispravnosti vode za pice. Ako se u nalogu ne naznaci koja se analiza trazi izvrsit
¢e se samo osnovna analiza vode.

Uzorkovanje vode obavlja se na slijedeéi nacin:

e Uzorci vode za analizu uzimaju se u odgovarajuce sterilne boce od 250ml;

e U boce namijenjene za uzimanje kloriranih voda prije sterilizacije dodaje se 1 ml 3%-
tne otopine Na,S,03x5H,0;

e Prije uzimanja cijev iz koje se voda uzima mora biti opaljena plamenom vate
natopljene u etanolu

e Zatim se pusti da voda tece 3-5 min. da bi se cijev ohladila tj. da bi otekla ona koli¢ina
vode koja je bila sadrzana u cijevi

e Tada se Cep sa boce za bakteriolosku analizu pazljivo skine pazedi pri tom da se ne
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dodiruje unutrasnja strana Cepa i grlica boce, te se boca brzo podmetne ispod cijevi
e Kada se boca napuni (nikada ne puniti do vrha ) treba ju odmah zatvoriti

e Ako se voda uzima sa slavine s mrezicom obavezno ju treba skinuti

Reference:

1. APHA (1985) Standard methods for the examination of water end waste water.

American Public Health Association, Washington D.C. (16. edition)

2. Pravilnik o zdravstvenoj ispravnosti vode za piée -prilog Il. Na¢in uzimanja uzoraka

vode za analizu -N.N. br.46/94

3. Sobot S. (1996) Osiguranje kvalitete rada kod mikrobiologkog ispitivanja voda, XXIII.Struéni

sastanak (zbornik radova), Hrvatsko farmaceutsko drustvo, Stubicke Toplice

2.3.6. Metode za odredivanje ukupnih koliforma u vodi MPN metodom

Koliformne bakterije su glavna skupina bakterija u kontaminiranoj vodi. Zajednicki su naziv za
mikroorganizme ¢ija prisutnost u pitkim vodama, u broju koji prelazi dopustenu razinu,
signalizira kontaminaciju fekalnog podrijetla. Aerobni su ili fakultativno anaerobni, gram-
negativni nesporogeni Stapici, koji fermentiraju laktozu i tvore CO, i kiselinu tijekom 24 — 48
sati, kada rastu pri 35-37 °C. Ta skupina ukljucuje razlicite vrste :

- Eschericia coli

- Enterobacter aerogenes

- Klebisiella pnumoniae.

Ti su mikroorganizmi normalna mikroflora probavnog sustava sisavaca gdje se nalaze u
velikim koli¢éinama, a u vodi prezZivaljavaju mnogo duZe od nekih drugih patogenih
mikroorganizama. Prisutnost velikog broja koliforma u vodi u pravilu indicira nedavnu

kontaminaciju, relativno niski broj odrazava naknadne probleme kontaminacije.
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|. Priprema i inokulacija

e uzeti tri epruvete selektivne hranjive podloge dvostruke snage (Triptozni bujon

s lauril- sulfatom)
e asepti¢no prenijeti sterilnom pipetom po 10 ml uzorka u svaku epruvetu i promijesati
e tri epruvete selektivne hranjive podloge jednostruke snage nacijepiti sa po 1 ml

uzorka vode

e zasvako slijedece razrijedenje postupiti kao u opisanim slucajevima

2. Inkutracija i ispitivanje

e epruvete staviti u temostat i inkubirati pri 30°C, 35°Ciili 37°C (prema dogovoru),

24+/- 2h

3. Potvrdni test

e nakon inkubacije iz svake epruvete s hranjivom podlogom dvostruke snage
nacijepiti usicom potvrdnmu hranjivu podlogu Brilijant zelenog
laktoza Zu¢nog bujona

e inkubirati na 30°C, 35°C ili 37°C (prema dogovoru), 24 ili 48 +/-2 h (ako nema plina)

e provesti isti postupak i za inkubirane epruvete s hranjivompodlogom jednostruke
snagekoje ukazuju tvorbu plina ili opalesciranja, kada se bilo koja od ovih osobina

prvaprimjeti (tj. nakon 24 ili 48+/- 2h)

4. lzrazavanje rezultata

e nakon pozitivnog testa za svako razrjedenje izbrojiti ukupan broj epruveta u kojima
seprimjecuje tvorba plina (nakon 24 ili 48+/- 2h)

e prema tablici, ovisno o razrjedenju i broju pozitivnih epruveta ocitati MPN
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KOLIFORMNE BAKTERIJE (KOLIMETRLJA)

PRETHODNI TEST:
BRILJANT ZELENI LAKTOZA
ZUCNI BUJON (BZ1ZB)

POTVRDNI TEST:
[JUBICASTO CRVENI
ZUCNIAGAR (LICZA)

e
I I ‘

POZITIVNO:

NEGATIVNO: POZITIVNO: \
NEMA PLINA IMA PLINA SITNE LJUBICASTE
€O, CO, KOLONDE METALNOG
SIAJA
IMViC TEST:
PODLOGE ZA IMViC TEST NA INDOL:
TEST PRIE POZITIVNO - POJAVA
NACJEPLIIVANIJA CRVENO OBOJANOG
PRSTENA

ZAVRSNI TEST:
KOSI
BZILZB HRANIJIVI
AGAR

POZITIVNO:  POZITIVNO:
IMA PLINA PORAST
CO: KOLONDA

TEST METILNIM
CRVENILOM:
POZITIVNO - CRVENO
OBOJENJE PODLOGE

' '
I MOVP c NEGATIVNO POZITIVNO ~ NEGATIVNO POZITIVNO
VOGES-PROSKAUER-OV TEST: TEST NA CITRAT:
POZITIVNO — CRVENO OBOJENJE POZITIVNO - PLAVO OBOJENJE
PODLOGE PODLOGE
STV BT POZITIVNO NEGATIVNO

Slika 6. Koliformne bakterije

(www.pbf.unizg.hr/.../MBN+(2011.-2012.)+-+SKRIPTA+ZA+VJEZBE)
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2.3.7. Metoda za odredivanje ukupnih koliforma u vodi membranskom

filtracijom

1. Filtriranje i inokulacija

e sterilnom pincetom poloZiti sterilni membranski filtar na poroznu plo€u aparata za
filtraciju

e udvrstiti lijevak i uliti 100 ml uzorka vode

e profiltrirati uzorak i isprati sa 20-30 ml fosfatnog pufera

e filtar prenijeti na povrsinu podloge (Les Endo agar Medium - u izvorniku) u Petrijevoj

zdjelici pazedi da ispod filtra ne ostanu mjehuriéi zraka

2. Inkubacija i ispitivanje

e preokrenute zdjelice se inkubiraju 24h na 37+/-0,5°C

3. Brojanje kolonija

e broje se crvene kolonije sa zlatno-metalnim sjajem na povrsini

4. Potvrdni test

e asepti¢no se prenese sterilnom usicom sumnjiva kolonija sa membranskog filtra u

epruvetu s Mac Conkey bujonom i inkubira 24h na 37+/- 0.5°C

5. lzraZzavanje rezultata

e izbrojati kolonije na membranskom filtru i izraziti rezultat kao broj ukupnih

koliforma u 100 ml uzorka pomocu jednadzbe:

ukupni koliformi u 100 ml = broj pozitivnih kolonija x 100 /ml filtriranog uzorka

(15O, 1990)
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Reference:

1. Internacionalni standard 1ISO 9308-1: 1990

2. APHA (1995) Standard methods for the examination of water and waste water.

American Public Health Association, Washington D.C. (19th edition)

2.3.8.Metode za odredivanje broja aerobnih mezofilnih mikroorganizama u

vodi

To su bakterije koje rastu u temperaturnom rasponu od 20-45 °C (mezofilno), uz prisustvo
kisika (aerobno). Veéini ovih bakterija je optimalna temperatura 37 °C (¢ovjekova tjelesna
temperatura), Sto znaci da skupini aerobnih mezofilnih bakterija pripada vecina patogenih

bakterija.

Aerobne mezofilne bakterije nisu opasne za zdravlje ljudi.

1. Priprema i inokulacija

e prema potrebi napraviti razrjedenje ispitivanog uzorka vode u sterilnoj fizioloskoj

otopini ili (prije inokulacije razrijedenje dobro promuckati)

e asepti¢no prenijeti sterilnom pipetom u sterilne Petrijeve zdjelice po 1 ml uzorka il

odredenog razrjedenja (poceti sa najvec¢im razrjedenjem)

e dodati 15-20 ml rastopljene podloge (hranjivi agar) i oprezno kruzno pomijesati i

pustiti podlogu da se skrutne. Vrijeme izmedu dodavanja uzorka i

dodavanja podloge ne treba biti duZze od 15 minuta
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2. Inkubacija i ispitivanje

e Petrijeve zdjelice sa nacijepljenim uzorkom preokrenuti i staviti u termostat

e inkubirati jednu zdjelicu pri 36+/-2°C kroz 44+/-4 h, a drugu pri 22+/-2°C
kroz 68+/-4 h

3. Brojanje kolonija

e za "ukupan" broj mikroorganizama na neselektivnoj podlozi treba brojiti sve kolonije
unutar i na povrsini podloge, a rezultat izraziti kao broj formiranih kolonija na mililitar

uzorka, uzimajuci u obzir razrjedenje (1SO, 1999.), (APHA,1995)

2.3.9. Metode za odredivanje fekalnih streptokoka u vodi membranskom
filtracijom

Fekalni streptokoki ili enterokoki podrazumijevaju bakterije roda Streptococcus, grupe D.
Njih se moZe naci u crijevima, stoga i u fekalijama Covjeka i toplokrvnih Zivotinja pa se
koriste kao indikatori fekalne kontaminacije vode.

Fekalni streptokoki se uzgajaju na selektivnom prema Slanetz-u i Bartley-u na 35°C za
vrijeme od 48 h.

Najvazniji predstavnik fekalnih streptokoka je bakterija vrste Streptococcus facealis koja
moze uzrokovati gnojne infekcije, bakterijski endokarditis i infekcije urinarnog trakta. Fekalni
streptokoki ili enterokoki su najpodobnija grupa bakterija za vrednovanje higijenske kvalitete
npr. vode. Broj fekalnih streptokoka je u korelaciji s brojem prisutnih patogenih bakterija
izrodova Campylobacter, Listeria, Salmonella, Yersinia, fekalnih i ukupnih koliformnih
bakterija i enterovirusa. Jedina negativna strana ove indikatorske grupe bakterija je Sto se ne
mogu dokazati u okoliSu temperature iznad 55°C jer te temperature pogubno djeluju na
navedene grupe bakterija. Rast popratnih Gram-negativnih bakterija u uzorku inhibiran je
Na-azidom u podlozi, dok fekalni streptokoki nesmetano rastu u njegovoj prisutnosti. Fekalni
streptokoki reduciraju 2,3,5-trifeniltetrazolium klorid u podlozi do crvenog spoja formazana,

te su njihove kolonije stoga crveno obojene.
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Slika 7. Fekalni streptokokina agarnoj podlozi

(https://www.e-skola.biol.pmf.unizg.hr)

l. Filtriranje i inokulacija

e sterilnom pincetom poloziti sterilni membranski filtar na poroznu plocu aparata za
filtraciju

e udvrstiti lijevak i uliti 100 ml uzorka vode

e profiltrirati uzorak i isprati sa 20 ml pufera

o filtar prenijeti na povrSinu agara po Slanetz-u i Bartley-u u Petrijevoj zdjelici pazedi

pritom da ispod filtra ne ostanu mjehuriéi zraka

2. Inkubacija i ispitivanje

e preokrenute zdjelice inkubirati 48 h pri 35+/- 0,5°Cili 37+/-0,5°C

3. Brojanje kolonija

e broje se kolonije koje imaju crvenu, smede-ljubiéastu i ljubi¢astu boju

4. Potvrdni test (prema ISO 789912)

e asepticino prenijeti steriinom uSicom sumnjivu koloniju sa membranskog filtra na

eskulin Zucni agar i inkubirati 48 h na 44+/- 0,5°C
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5. Katalaza test

e slaviti kapljicu 3% - tnehidrogen-peroksidne otopine na kolonije koje su izrasle na
eskulin Zu€nom agarui provjeriti pojavom stvaranja (samo katalaza negativne kolonije
mogu sesmatrati fekalnim streptokokima);

e moguce je uciniti i potvrdni test prema APHA (1995).

6. lzrazavanje rezultata

e izbrojati kolonije na membranskom filtru i izraziti rezultat kao broj fekalnih
streptokoka u 100 ml uzorka pomocu jednadzbe:

fekalni streptokoki u 100 ml : broj pozitivnih kolonija x 100 /ml filtriranog uzorka

Eskulin azidni Zucni agar je selektivna podloga koja se koristi za izolaciju i brojanje
enterokoka u prehrani i farmaceutskim proizvodima. Takoder se koristi za brojenje crijevnih

enterokoka u vodi.

Slika 8. Kolonije enterokoka na Eskulin azidni Zu¢nom agaru

Agar po Slanetz-u i Bartley-u je selektivha podloga koja se koristi za brojanje enterokoka u
vodi za kupanje, vodi za piée, napitcima, otpadnim vodama i raznim bioloskim produktima

Zivotinjskog podrijetla metodom membranske filtracije (Durakovi¢, 1996.).

Slika 9. Enterokoki na agaru po Slanetz-u i Bartley-u
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2.3.10. Odredivanje bakterije vrste Pseudomonas aeruginosa u vodi MPN

metodom

Voda mozZe postati sredstvo za prijenos velikog broja razli¢itih mikrobnih bolesti. Poseban
problem predstavlja bakterija vrste Pseudomonas aeruginosa.

U svibnju 1983. godine ta je bakterija izazvala osip i uhobolju kod 265 gostiju koji su se kupali
u bazenima drzave Utah, nakon $to se pokvario uredaj za filtriranje vode (Durakovi¢, 1996.).
Pseudomonas aeruginosa je asporogena Gram-negativna, Siroko rasprostranjena i izrazito
otporna bakterija. Striktni je aerob i brzo se kreée pomocu polarno rasporedenih flagela.

Ima brojne ¢imbenike virulencije, ukljucujuéi enzime i toksine.

Slika 9. Mikroskopska slika enterokoka
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Slika 10.Morfoloski izgled bakterije vrste Pseudomonas aeruginosa

(https://www.pharmamicroresources.com)

MPN metoda ili membranska filtracija na odgovaraju¢im podlogama za P. aeruginosa —

potvrda sumnijivih kolonija.

1. Priprema i inokulacija

e nacijepiti 5 epruveta u kojima se nalazi po 10 ml tekuée podloge Asparagin bujona (u
izvorniku) s po 10 ml uzorka vode
e ako je uzorak jaCe zagaden moZe se nacijepiti i 5 epruveta sa po 1 ml uzorkai 5

epruveta sa 0,1 ml uzorka

2. Inkubacija i ispitivanje

e epruvete protresti i inkubirati 48 h na 35°C
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3. lzraZavanje rezultata

e sluZeci se statisti¢kim tablicama (u izvorniku) iz broja epruveta koje daju pozitivne

rezultate izraCunati najvjerojatniji broj P.aeruginosa

MPN: (broj epruveta x volumen uzorka)/(volumen uzorka u svim epruvetama sa

negativnim reakcijama x volumen uzorka u svim epr. sa pozitivnim rekcijama)

4. Potvrdni test

e iz epruvete s pozitivnom reakcijom asepti¢no prenijeti steriinom pipetom koloniju na
krutu podlogu Pseudomonas agar P. i inkubirati 72 h na 32-37°C

e sumnjive kolonije staviti na biokemijski niz (sumnjive kolonije imaju zeleni pigment a

pod UV lampom plavi) (APHA, 1985.).

2.3.11. Odredivanje bakterija vrste Pseudomonas aeruginosa u vodi

metodom membranske filtracijom

1. Filtriranje i inokulacija

e sterilnom pincetom poloziti sterilni membranski filter na poroznu plo¢u aparata za
filtraciju;
e ucvrstiti lijevak i uliti 100 ml uzorka vode;

e profiltrirati uzorak i filter prenijeti na povrsinu Pseudomonas selektivnog agara u

Petrijevoj zdjelici pazedi da ispod filtera ne ostanu mjehurici zraka;

2. Inkubacija i ispitivanje

e preokrenute zdjelice inkubirati 44+/-4 h na 36+/- 2°C
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Tumacenje bakterioloskog nalaza u vodama za pice

1) Nalaz bakterije vrste Escherichia coli sa nekom drugom bakterijom, indikatorom
fekalnog zagadenja upuéuje na skorasnje zagadenje izmetom. Takva voda je epidemioloski

opasna.

2) Nalaz bakterije vrste Escherichia coli bez drugih bakterija indikatora fekalnog

zagadenja ukazuje na vremenski neodredeno, ali sigurno zagadenje vode izmetom.

3) Nalaz koliformnih bakterija u vodi bez bakterije vrste Escerichia coli, udruZzenih sa
drugim bakterijama indikatorima fekalnog zagadenja ukazuje nesumnjivo na skorije fekalno

zagadenje.

4) Nalaz bakterije vrste Enterococcus faecalis u vodi bez bakterije vrste Escherichia coli,
usamljene ili udruZene sa bakterijom vrste Clostridium perfringens ili bakteriofagomentero

bakterija ukazuje na starije fekalno zagadenje.

5) Nalaz usamljenog bakteriofagaentero bakterija sigurno ukazuje na staro fekalno
zagadenje.
6) Nalaz usamljene bakteriske vrste Clostridium perfringens ukazuje na sasvim staro

fekalno zagadenje, bez epidemioloskog znacaja. Takvu vodu treba ¢éesce kontrolirati.

7) Odsustvo bakterija indikatora fekalnog zagadenja u vodi za piée je idealan slucaj

komu treba teziti! ( Coha, 1990.)
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3. ZAKLJUCAK

Voda je najvazniji faktor u nastajanju Zivota. Ima izuzetnu ulogu u okolidu. Cak je 80%
zemljine povrsine pokriveno vodom, a nase je tijelo sadrZi joS viSe - 90%. Dakle, sav je Zivot
nastao i odriava se u vodi. Covjek bez vode moZe Zivjeti svega 72 sata, ali, naZalost,
posljednji podaci pokazuju da je svega 1% pitke vode na Zemlji ispravno i potpuno
neskodljivo za ¢ovjeka.U Hrvatskoj se jo$ uvijek moZe piti voda iz slavina, iako je potrebna
stroga kontrola kakvoce pitke vode mikrobioloskim i kemijskim analizama. U sustavu
vodoopskrbe pitka se voda kontinuirano kontrolira.Mnoge se metode primjenjuju za
odredivanje bakterioloske kontrole vode, a odabiru se u suglasju s moguénostima

laboratorijskog testiranja.

U internom laboratoriju tvrtke Vodovod-Osijek d.o.0. u kojem se provode kontrole
zdravstvene ispravnosti vode za pice, obavljaju se ispitivanja sljedecih parametara: mutnoca,
boja, miris, pH, amonijak, nitriti, nitrati, alkalitet, otopljeni kisik, fluoridi, fosfati, mangan,

Zeljezo, arsen, itd., kao i mikrobioloske analize.

Obavljena mjerenja i dosadasnji rezultati pokazali su da navedeni parametri ne prelaze
maksimalno dozvoljene koncentracije, te da imamo zdravstveno ispravnu vodu. Laboratorij

je opremljen modernom tehnologijom i opremom.
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