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K VYZNAMU POUZITI GRAMOVA BARVENI PRI VYSETROVANI PITNE VODY
NA COLI-AEROGENES

Prom. biolog Jaromir VEGER

Uvod

U nékterych popisovanych soucasnych meto-
dik na zjiStovani mikroba skupiny coli-aero-
genes v pitnych vodach je v naSich hygienickych
uCebnicich a publikacich, zabyvajicich se touto
problematikou, uvadéno mikroskopické vySetro-
vdni natérovych preparatd, barvenych podle
Grama, jako soulast vySetfovaciho postupu.
V téchto pripadech predstavuje barveny pre-
parat v prubéhu vysSetfeni bud konetné potvr-
zujici kritérium, nebo piri podrobnéjSim vySetie-
ni tvori prechod pro naslednou biochemickou
identifikaci, nebo potvrzujici kvasny test.

Popisy metodickych postupli vySetfeni neuva-
déji vzdy shodné pouZiti ¢i nepouziti mikrosko-
pického preparatu jako soucasti vySetfeni. P¥i-
kladem toho jsou dale citovani autofi: HanuSka
(3) uvadi pouziti barveného preparatu jako ko-
necnou zkouSku u metody Savage, Eikman—
Bulif, Parietti a jako pomocné vySetfeni u me-
todik: Ficker—Parti§, membranové filtry, Mu-
cha, standardni sovétska kvasnad GOST 5216-50,
koSicka. Naproti tomu Jednotné analytické me-
tody (4) ze 4 uvedenych metodik (Savage, Mu-
cha, koSicka, Ficker—PartiS) uvadéji pfimo po-
uziti barveni Gramem pouze u metody koSické,
a to jako koneény dikaz pritomnosti koliform-
nich bakterii. Podobné Symon (10) z popsanych
6 metod (Savage, Mucha, koSicka, Eikman—Bu-
li¥, Ficker—Parti§, membranové filtry) uvadi
vyslovné pouziti Gramova barveni jen u postupu
koSického, a to opét jako rozhodujici konecéné
kritérium. Autofi Kratochvil a Zmoray (6) u stej-
ného postupu predpisuji po preparatu dalsi iden-

tifikaci zkracenou biochemickou fadou. Tec (11)
uvadi pouziti mikroskopického vySetifeni u mem-
branovych filtri s nasledujicim potvrzovacim
testem. Halacka et al. (2) popisuji 6 metodik
(Savage, Mucha, Eikman—Bulif', koSickd—Kra-
tochvil a Zmoray, Ficker—Parti§, membranové
filtry) a mikroskopické vySetfeni je uvedeno
pouze u metody koSické a Eikman—Bulifovy
jako kone¢ny clanek vySetfeni a u Muchovy
metody natér z kultury ze Sikmého agaru
s event. nasledujici biochemickou identifikaci.

V na$i laboratofi jsme se zaméfili na tento
mezic¢lanek bakteriologického vySetfovani ve
snaze zjistit:

1. jak dalece je ucelné pouziti Gramova bar-
veni pii vySetfovani pitné vody na mikroby sku-
piny coli-aerogenes membranovymi filtry nebo
kvasnymi zkouSkami,

2. zda se vysledkd mikroskopického vySetfeni
da pouzit pro zkracené vySetiovani,

3. je-li morfologicka rozli¢nost mikrobt v po-=
uZitelné zavislosti na hledanych typech mikrobt
ze skupiny coli-aerogenes.

Metodika

Po 18hodinové inkubaci byly jednotlivé zku-
mavky s glukosovym bujénem u kvasné metody
a kolonie, vyrostlé na membranovych filtrech,
vyo€kovany na Endovu pidu. Na 24 hod. kulti-
vované Endové pudé jsme vybirali isolované
rostouci podeztelé kolonie pro mikroskopicky
preparéat. Jako podezi‘elé byly brany v Gvahu ko-
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lonie tmavé cervené s kovovym leskem i bez
lesku, Cervené nebo riiZzové s tmavym stfedem,
bledé rizZové a bezbarvé, o velikosti vétSi nez
1 mm v praméru. Barveni preparat bylo prova-
déno Huckerovou modifikaci Grama (7). Délko-
vé a S§ifkové poméry mikroba jsme zjiStovali na
proméfeném mikroskopu pii 800ndsobném zvét-
Seni za pouziti okuldrového mikrometru H 8X.
Z téchZe kolonii, které byly barveny Gramem,
jsme provadéli biochemickou identifikaci pest-
rou fadou: tvorba indolu, MR test, tvorba ace-
toinu, utilisace citratu, tvorba plynu a kyseliny
u laktosy a glukosy, pohyb, HsS.

Vysledky mikroskopického odeéitiani a méieni

K zji§téni Glelnosti odeditani gramnegativ-
nich tycek jako takovych nam dala odpovéd
mikroskopickd odecitdni preparati u 2000 pri-
padd z rutinni praxe. Souhrn vysledk ukazal,
Ze v 99,8 % pripada jde o gramnegativni ty¢ky
riznych morfologickych tvard. Vysvétleni to-
hoto faktu spodivd v tom, Ze i méné zkuSeny
pracovnik zpravidla lehce na Endu odeéte spo-
radicky se vyskytujici grampositivni koky a spo-
rulujici mikroby. Pfitom ndslednd biochemicka
identifikace ukéazala, Ze gramnegativni tycky
representuji nejen mikroby skupiny coli-aero-
genes, ale i celou fadu jinych, ve vodé se bézné
vyskytujicich mikrobu.

Po zjisténi téchto skutecnosti, mluvicich pro

svou jednoznacénost v neprospéch pouhého zjis-
tovani gramnegativnich tycek, obratili jsme po-
zornost na morfologické poméry gramnegativ-
nich tycek. Mikroskopické proméfovani mélo dat
odpovéd, zda pres oCekadvanou variabilitu je né-
jaka pouZitelna zavislost mezi §ifkou a délkou
tyCek a biochemickymi vlastnostmi. Vysledky
proméfeni 500 kment, zachycenych ve vySetfo-
vanych vzorcich vody, jsou uvedeny v tabul-
kach 1 a 2.

Zjistili jsme, Ze vyskytujici se gramnegativni
tyCky je moZno zaradit ke 3 Sitkovym typum:
k silnym (stfedni hodnota 0,7 mi), stfednim
(stfedni hodnota 0,55 mi) a slabym (stfedni
hodnota 0,4 mi). ProtoZe vSak Sitkové poméry
jsou variabilni a pfi pouZitém zvétSeni neurci-
telné s naprostou presnosti, je uvedeno v tab.1
u téchto tfi kategorii Sitkové rozmezi, jednak
aby byly vylouceny ptipadné neptesnosti v pro-
méreni, jednak pro zjednoduSeni tabulkového
schématu. U délek je pouZito 4 kategorii. Jsou to
3 kategorie velikostni: az 1,5 mi, az 3 mi, az
4,5 mi a do posledni, 4. kategorie byly Fazeny
kmeny vykazujici tyckovité Fetizky.

V tabulce Sifkovych pomérd lze pozorovat
u E. coli, — intermedia, — freundi a Aerobacter
aerogenes patrny procentni priklon k silnéj$im
ty¢kam. E. coli, — intermedia, — freundi vy-
kazuji nejvyssi pocetni hodnoty u nejSirSich ty-
¢ek, Aerobacter aerogenes u stfedni kategorie.
U celé skupiny coli-aerogenes v souctu bylo

Sitka v mikronech
0,3—0,5 | 0,5—0,6 | 0,6—0,8 | Celkem | 0,3—0,5 | 0,5—0,6 | 0,6—0,8 | Celkem
absolutni ¢&isla procenta
E. coli 2 35 43 80 2,5 43,7 53,7 100
E. intermedia, E. freundi 14 11 25 50 28,0 22,0 50,0 100
Aerobacter aerog. 8 27 15 50 16,0 54,0 30,0 100
Laktosodefektni Esch., Aerob. 11 14 5 30 36,7 46,7 16,6 100
skupina coli-aerogenes 35 87 88 210 16,7 41,4 41,9 100
ostatni mikroby 72 177 41 290 24,8 61,0 14,2 100
Tab. 1. Sitkové poméry v absolutnich &slech a procentech
délka v mikronech
ar1,5 | ax3 | ax4s | B doenem| az1s | az3 | az4s | BUE | copem
absolutni ¢isla procenta

E. coli 7 35 17 21 80 8,7 43,7 21,3 26,3 100
E. intermedia, E. freundi 14 19 5 12 50 28,0 38,0 10,0 24,0 100
Aerobacter aerog. 22 26 1 1 50 44,0 52,0 2,0 2,0 100
Laktosodefektni Esch, Aerob. 8 17 1 4 30 26,6 56,7 3,3 13,4 100
Vskupina coli-aerogenes 51 97 24 38 210 24,3 46,2 11,4 18,1 | 100
ostatni mikroby 107 146 6 31 290 36,5 50,5 2,2 10,8 100

Tab. 2. Délkové poméry v absolutnich &islech a procentech
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83,3 % pripadad spadajicich do rozmezi §ifek
0,5—0,8 mi. Naproti tomu vétSina ostatnich ve
vodé se vyskytujicich mikroba byla shledana
jako tenké, nebo v nejvétSim poctu pripadu jako
stfedni tycky. Tyto uvedené procentni prevahy
nejsou vSak natolik vyhranéné a sou€asné jsou
natolik vzajemné shodné s ostatnimi typy nebo
skupinami mikrob1, Ze nelze s pouzitelnou prav-
dépodobnosti rozliSovat podle Sitky nejen typy
skupiny coli-aerogenes mezi sebou, ale ani'od-
liSovat celou tuto skupinu od ostatnich, ve vodé
se vyskytujicich mikrobu.

Ze stejnych duavodd nepouzitelné vysledky
proméfeni shledavame v tabulce délkovych po-
méru. E. coli nalézdme vétSinou jako delSi tycky
s max. délkami 3—4 mi, event. v Fetizkovych
vlaknech. Ostatni mikroby vykazuji prevazné
kratS$i tycky.

Rovnéz kombinace §itky s délkou nedava posi-
tivnéjsi vysledky. E. coli nachazime vétSinou
jako silné delSi tycky, ostatni mikroby jako slab-
81 a kratsi tycky, coZ ovSem vabec nevylucuje
ostatni kombinace.

Lepsich vysledkl nebylo dosaZeno ani po snaze
stabilisovat morfologické vlastnosti na Sikmém
agaru, nehledé k tomu, Ze se tim celé vySetieni
prodluzuje o dalsi den. Z uvedeného vyplyva, Ze
nelze pouzit vysledkl mikroskopického vySetie-
ni ani po proméfeni pro zkracenou identifikaci.

Diskuse

Na zédkladé zjiSténych vysledkl mulZeme pti
vySetfovani pitné vody na coli-aerogenes v béz-
né praxi povazovat zjiStovani gramnegativnich
tycek v mikroskopickych preparatech, zhotove-
nych z kolonii vyrostlych na Endu, za netcelné
a zbyteCné zatézujici materialoveé i pracovné celé
vySetieni. Barveny preparat je mozno jako sou-
Gast vySetfeni zcela vynechat bez Gjmy na vy-
sledku, za predpokladu vcelku snadného sprav-
ného predchoziho odecteni podezielych kolonii
na Endové puadé, které odpovida vysledkim zis-
kanym mikroskopicky.

Popisy metodik, které pouzivaji Gramova bar-
veni pro zjiStovani gramnegativnich tycek a
predpisuji naslednou biochemickou identifikaci,
mohou pro jednoznacnost ndalezli prejit primo
k identifikaci kolonii z Enda kvasnym testem
nebo biochemickou fadou, bez mikroskopického
vySetifovani. Nadbytecna identifikace u ridkych
pfipadd (0,2 %), kdy nejde o gramnegativni
tycky, je vyhodnéjsi nez priprava a prohlizeni
mikroskopickych preparati u vSech pripadd.
Mikroskopické vySetfeni by stacilo provadét vy-
jimecné jen u vyslovené spornych kolonii.

Pokud jde o popisy metodik, pouzivajicich
mikroskopického preparatu jako konec¢ného kri-
téria, nutno podotknout, Ze zde dochazi k velké
radé nepresnych zavéra, jak ukazuje tab. 3, kdy
ze 700 ndhodné vybranych pripadd by bylo pouze
podle mikroskopického provérfeni 22 % vysled-
kd mylnych.

Na tomto prikladu je soucCasné ziejmé, Ze
k ziskani co nejvétsSiho poctu spravnych vysled-

va

ka je zapottebi bliz§i biochemicka identifikace,
nebot nestadi jen zjiStovani tvorby kyseliny a
plynu u kvasnych metod, jak zdlraznuje Ska-
licky (8) a Symon (9), nestaci ani odeéitani na
Endu pro ¢astou rastovou atypii a rovnéz ne-
stadi, jak na$ material dokazuje, mikroskopické
vySetfeni. ZjiStovani gramnegativnich tycek je

gramnegativni tyCky
z podezielych
kolonii na Endu

. pocet %
skupina coli-aerogenes 545 77,9
ostatni mikroby 155 22,1
Celkem 700 100,0

Tab. 3. Poetni a procentni zastoupeni skupiny coli-aerogenes
a ostatnich mikrobt, representovanych gramnegativnimi
tyCkami

vhodné jen pro takové metody, které se snazi
dokazat nikoliv jen skupinu coli-aerogenes, ale
vibec koliformni mikroby jako takové. S po-
stupujici precisaci vySetieni se vSak tento zpua-
sob ukazuje jako nedostacujici a nevyhovujici.

Svétova systémova dila Krasilnikova (5) a Ber-
geye (1) shodné uvadéji rozmeéry pro E. coli
0,5X1—3 mi, pro Aerobacter aerogenes 0,5 az
0,8 X1—2 mi, s poznamkou o délkové variabilité
od kokobacilll az po tyckovité retizky. NaSe vy-
sledky u coli-aerogenes, zachycenych z vody,
délkovou variabilitu potvrzuji, aé¢ jako typickou
délku u E. coli zjiStujeme tycky spiSe delSi
(2—5 mi), podobné jak uvadi Symon (8). Sifku
u Aerobacter aerogenes shleddvame typickou
pro uvedené rozmezi hodnot, zatimco u E. coli
uvedenou hodnotu 0,5 mi nalézdme jako spodni
hranici maximélniho vyskytu typickych hodnot
a nejvice nalézanou §itku zaznamenavame kolem
0,7 mi.

Postup, jakym jsme ziskali vysledky promé-
feni koliformnich mikrob® a podle kterych byly
délany zavéry, neni zcela korektni vzhledem
k uznanym mikrobiologickym zdsaddm zjiSto-
vani morfologie mikrobl. Nutno zduraznit, ze
tak bylo ¢inéno zdmérné, protoZe Slo o zachyceni
morfologickych disledkd vSech ménlivych fak-
tord, pocinaje raznym slozenim vzorkl vod az
po ruzné vyrobni Sarze pud, zcela tak, jak to
odpovidé rutinni praxi pri bakteriologickém vy-
Setfovani pitnych vod.

Zavér

1. UCelem préce je oziejmit na materidlu
z béZné praxe, jak dalece je ucelné pouZiti Gra-
mova barveni pt'i vySetfovani pitné vody na coli-
aerogenes membranovymi filtry nebo kvasnou
zkouskou, zda se vysledkd mikroskopického vy-
Setfeni da pouzit pro zkracené vySetfovani a
je-li morfologicka rozlitnost mikrobli v pouzi-
telné zavislosti na hledanych typech mikrobl ze
skupiny coli-aerogenes, nebo k odliSeni této
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skupiny od ostatnich ve vodé se vyskytujicich
mikrob.

2. V bézné praxi je nutno povaZovat pouhé
zjiStovani gramnegativnich tyéek v mikrosko-
pickych preparatech, z kolonii vyrostlych na
Endu, pro svou jednoznaénost za netdéelné v pti-
padech, kdy se provadi dalsi, bliz§i biochemicka
identifikace, a za nedostacujici, kdy predstavuje
kone¢né vySetreni.

3. Morfologické poméry jsou u jednotlivych
typl skupiny coli-aerogenes natolik proménlivé
a soucasné jsou tak dalece podobné pomériim
ostatnich ve vodé se vyskytujicich mikrobu, Ze
se ani po proméfeni mikrobl neda pouzit vy-
sledk mikroskopického vySetfeni s pouzitelnou
pravdépodobnosti ke zkradcenému vySetfovani.

4. Jako nejcast€jsi mikronové hodnoty byly
zjiStény u E. coli, zachycenych z vody:

d = 3—4,5 mi (event. fetizkova vlakna),

§ = 0,5—0,8 mi, u Aerobacter aerogenes,
d=1—3 mi, § = 0,5—0,6 mi.
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