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Technologie Cisteni a Uprav
(odpadnich) vod
« cilem zajisteni odpovidajici hygienické kvality Cisténé vody s
ohledem na:
a) moznou kontaminaci organickymi polutanty
b) moznou kontaminaci tezkymi kovy
c) mozny vyskyt cyanotoxinu
d) vyskyt potencialné patogennich mikroorganismu

 legislativa upravujici mikrobiologické pozadavky na kvalitu vod:

a) vyhl. 252/04 Sb. (ve znéni 187/05 Sb. resp. 293/06 Sb.) —
pozadavky na pitnou vodu

b) vyhl. 275/04 Sb. — zdravotni nezavadnost balenych vod

c) nar. vilady 61/03 Sb. (ve znéni 229/07 Sb., resp.
23/11 Sh.) - pripustna znecisténi povrchovych a odp. vod

d) CSN 757143 - pozadavky na jakost vody uréené na zavlahu



Technologie cistéeni a uprav
(odpadnich) vod

« postupy pouzivané k odstranéni mikroorganismu
a) chemické osetreni — chlorace, chloraminace, oxidace
b) fyzikalni oSetreni — ultrazvuk
c) mechanické odstranéni — filtrace

« filtra€ni materialy z nanovlaken
- vyrobeny pomoci tzv. electrospinningu
- nanovlakna o pruméru méné nez 100 nm
- velmi nizké praméry poru
- snadna modifikovatelnost nanovlaken (napr.
antibakterialni latky)



Cile

« studium filtraéni u€innosti vybranych nanomateriala v
procesech filtrace bakterii ve vzorcich vod (suspenze E.
coli v destilovane vode resp. prirozené bakterialni
spoleéenstvo vody z odtoku z COV)

« srovnani standardné pouzivanych kultivacnich technik a
prutokové cytometrie jako analytickych metod
vyuzitelnych pro hodnoceni ucinnosti filtrace

PRI TR
_nalevka fitrovane kapaliny a) b) a0

D]

o

) napoustéci ventil vaduchu

\J

. Skrtici regulaéni ventil

vzduchovy filtr

pfivod tlakovéeho vzduchu

———tlakova nadoba

~ filtrovana kapakna
—Vvypoustéci ventil
—nanotextilni fikr

~ vypoustéci otvor

SEM MAG: 5.00 kx | Date(m/dy): 08/30/11







Kultivacni techniky

kultivace ruznych druht mikroorganismu na zZivnych pudach
(zakladni, selektivni, diagnostické, selektivne diagnosticke
atd.)

- celkové pocty (kultivovatelnych) mikroorganismu (CPM)
— dle Ceske legislativy pfi 22 resp. 36_°C [KTJ/ml] —
inkub)ace po dobu 72 resp. 48 hodin (CSN EN ISO
6222

- termotolerantni koliformni bakterie — m-FC agar - 44
°C, inkubace 24 hodin (CSN EN ISO 9308-1)

- E. coli —» Endo agar - 37 °C /72 hod. (CSN EN ISO 9308-
1y

- enterokoky — Slanetz-Bartley agar - 37 °C, kultivace 48
(72) hod. (CSN EN ISO 7899-2)



Prutokova cytometrie

« stanoveni celkového poctu a fyziologického stavu bunék v
suspenzi vzorku na zaklade jejich fluorescencnich
(optickych) charakteristik

 fluorescence — nasledkem excitace jiste latky svetlem o
urcité vinove deélce emitovano svetlo o vyssi vinove

délce
« komponenty prutokového cytometru:
- fluidika
- optika
- elektronika

» optické charakteristiky bunék po pruchodu excitaénim zdrojem
(laserovym paprskem) snimany pomoci detektoru
- forward scatter (FSC)
- side scatter (SSC)
- fluorescencni parametry (FL1-FLX)



Prutokova cytometrie

Obr. 1) Princip prutokové cytometrie — schéma.
zdroj: http://flow.csc.mrc.ac.uk/?page_id=302



Prutokova cytometrie

« celkové pocty bakterii stanovovany ve 3 experimentech po
obarveni vzorku barvivem SYBR Green | (zelena
fluorescence bakterii po navazani barviva na bakterialni
nukleove kyseliny)

« membranova integrita bakterii hodnocena v 1 experimentu ve
vzorcich obarvenych dualnim barvenim SYBR Green | +
propidiumjodid (PI) — Pl s vyraznou Cervenou fluorescenci
selektivhe pronika pouze do bunek s poskozenou
bunéCnou membranou (tj. ,mrtvych®)

— ,,2ivé“ bakterie — vysoka zelena a nizka Cervena
fluorescence

— ,,mrtvé* bakterie — vysoka Cervena a nizka zelena
fluorescence



Experiment 1) —filtrace E. coli

Tabulka 1) Vysledky experimentu 1 - testovani ucinnosti filtrace suspenze
bakterii E. coli vdestilované vodeé.

| kontrola | K | 145E+04 | 693E+06 | nd. | nd.
5N

6 DA
| 6 | 370E+01 | 584E+04 | 9974 | 9916
| 74/1AZv80 | 8 | 149Ev02 | 102E+05 | 9807 | 9853 |

KTJ/mL - pocty kolonie tvoficich jednotek na 1 mL vzorku zjisténé kultivaci;

FCM/mL - pocty bakterii ve vzorku stanovené pomoci pritokové cytometrie;
Rk [%] - G€innost filtrace zjiSténa na zaklade p octh bakterii stanoveny ch kultivaci

Rrcm [%] - G€innost filtrace zjiSténa na zéklad€ pocti bakterii stanovenych cytometrii

« vysoke korelace mezi pocCty bakterii zjisStenymi pomoci obou metod
« vysoka ucinnost filtrace bakterii E. coli (zejména 5N resp. 6 DA)

* podCty bakterii ve filtratech stanovované cytometricky v pripade
materialu 5N resp. 6 DA jen lehce nad limitem detekce



Experiment 2) — filtrace prirodniho
bakterialniho spolecenstva

Kultivace bakterii na agarech

Tab. 2a) Vysledky experimentu 2 - testovani Géinnosti filtrace prirozeného spo

'
_-E- 8682
“mmmm—m“m
| 5N [ 1 | o8 | o3 | 611 | 929 | 10 | 906 | 1 | 924 | 0 | 10000 |

| 5N | 2 | 1118 | o477 | 460 | 9470 | O | 10000 | 0 | 120000 | 1 | 9545 |
| SNG@.100 | 7 | 35 | 8943 | 90 [ 9333 [ o0 [ 10000 [ 0 | 120000 | 0 | 100,00 |
| 6DA | 3 | 2203 | 89e4 | 1036 | 807 | 0 | 10000 | 4 | 89 | 0 | 100,00 |
| MvooT | 5 | 251 | 988 | 71 | 9918 | 5 [ 9803 | o | 10000 [ 0 [ 10000 |
CPM 22 °C - celkové podty bakterii zjisténé kultivaci vzorku pii 22 °C/72 hod.
CPM 36 °C - celkové podty bakterii zjisténé kultivaci vzorku pii 36 °C/48 hod.

kultivaci zjisténa ve vSech sledovanych parametrech ucinnost
filtrace presahujici 80%



Experiment 2) — filtrace prirodniho
bakterialniho spolecenstva

Prutokova cytometrie

Tab. 2b) Vysledky experimentu 2 - testovani ucinnosti filtrace prirozeného
spolecenstva bakterii vodtoku z COV - priitokova cytometrle

-
| 1956+07 | nd. | 9425 | 575 | 75
ﬂ-ﬂ-

Pl (buiiky s intaktni membranou - ,,zivé*)

+ ~ v r r
Pl" (buiiky s porusenou membréanou - ,mrtvé®)

* zjistény relativné nizké ucinnosti filtrace (s vyjimkou filtracniho
materialu MV 020T maximalni udinnost filtrace cca 30%)

v souvislosti s filtraci zjistény jen drobné zmény membranove
integrity bakterii



Experiment 3) —filtrace E. coli
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Obr. 2) Stanoveni celkového poctu bakterii E. coli v nefiltrovaném vzorku
a ve filtratech pomoci prutokové cytometrie. Bakterie ohrani¢eny v
regionu ,total E. coli“. Regiony LNA a HNA znazornuji bakterie s nizkym resp.
vysokym obsahem nukleovych kyselin.



Experiment 3) — filtrace E. coli

Tab. 3) Vysledky experimentu 3 - testovani ucinnosti filtrace suspenze bakterii E. coli vdestilované vodé.

kontrola | K [ 237E+05 [240E+07 | nd. | nd. | nd. | nd
110 FABCMB02n | 6 | 1.80E+04 | 192E+07 | 9238 | 2000 | 100 | 966

109 FINM230 | 8 [ O50E+0L | 144E+04 | 9996 | 9994 [ 86 | 4714

« na zakladé celkovych poctu bakterii stanovenych kultivaéné
zjistény ve vsech pripadech ucinnosti filtrace prevysujici 80%

o filtraCni ucinnosti nanomaterialt zjisténé pomoci prutokové
cytometrie v Sirokém rozmezi 20 - 99.9%

 filtra€ni u€innosti nanomaterialt primo umeérné dobé
filtrace



Interpretace vysledku a zavéry

Odlisnosti v hodnotach filtracnich ucinnosti

 Uucinnost filtrace zavisla na:

- druhu filtracniho materialu (prostorova strukture,
prumeér nanovlaken, velikost poru)

- charakteru bakterialniho spoleCenstva (koncentrace
bakterii ve vzorku a jejich velikost)

- podminkach filtrace - (tlak, objem filtrovaného vzorku
atp.)

nemozno srovnavat vysledky obou analytickych metod —
kultivovatelne bakterie (KTJ/mL) x celkove pocty bakterii
(bb./mL) x ,zive" bakterie




Interpretace vysledku a zavéry

Kultivacni techniky

Vyhody:
- standardizace — implementace metod do legislativy

- selektivita (moznost zamérit se na konkrétni skupiny
mikroorganismu — patogenu)

Nevyhody:
- Casova narocnost
- irelevance - nadbytek nutrientu v kultivaénich pudach
(zejména pitné vody)
- nadmerna ,specifita” (kultivovatelnost ~ riziko
pomnozeni bakterii ve vode)



Interpretace vysledku a zavéry

Prutokova cytometrie

Vyhody:
- rychlost

L 4.

fyziologickém stavu mikroorganismu)

Nevyhody:
- vstupni naklady

- prakticka nemoznost detekce konkrétnich patogenu ve
vzorcich obsahujicich prirodni (vicedruhova)
bakterialni spoleCenstva



A 4

Zavery

— prutokova cytometrie je plnohodnotnou metodou
stanoveni mikrobiologickych ukazatelt kvality
vod

— nanomaterialy mohou byt vhodnym prostredkem
k zajisténi odstraneni bakterii v procesech
cisteni a upravy vod

— filtracni vlastnosti nanomaterialu nutno stanovovat
nejen na modelovych vzorcich bakterialnich
kultur, ale také na realnych vzorcich z COV



Podekovani

Prace vznikla s podporou Technologické agentury Ceské
republiky (projekt TA01010356 — NANAPL10 — Vhodné materialy
pro nanotechnologicke aplikace pri Cisteni a uprave vod a
vzduchu).
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