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Hygienické pozadavky na (pitnou) vodu

cilem zajisténi odpovidajici hygienickeé kvality vody s ohledem
na:

a) moznou kontaminaci organickymi polutanty

b) moznou kontaminaci tézkymi kovy

c) mozny vyskyt cyanotoxinu

d) vyskyt potencialné patogennich mikroorganismii

legislativa upravujici mikrobiologické pozadavky na kvalitu vod:

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

b) vyhl. 275/04 Sb. — zdravotni nezavadnost balenych vod (ve
znéni 404/06 Sb.)

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

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



Kultivacni techniky

kultivace riznych druhu mikroorganismu na zivnych pudach
(zakladni, selektivni, diagnosticke, selektivné diagnostické
atd.)

kultivovatelnost mikroorganismu vyjadrena v KTJ na mL
(Kolonie Tvorici Jednotky na mL)

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

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

- E. coli — Endo agar - 37 °C /72 hod. (CSN EN 1SO 9308-1)

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



Kultivacni techniky

Vyhody:

standardizace — definované podminky analyzy
nenarocné provedeni

nizka cena analyzy

moznost zaméreni na potencialni patogeny

Nevyhody:

casova narocnost/“pomalost® (vysledky analyzy znamy v
horizontu dni)

vétSina mikroorganismu (bakterii) neni kultivovatelna
- obtizné kultivovatelné druhy
- VBNC bakterie (Viable But Non-Culturable)
nadbytek nutrienttd v médiich — vysledky kultivaci vzdaleny realité



Prutokova cytometrie

* stanoveni celkového poctu (tzn. kvantifikace) a fyziologického
stavu bunék v suspenzi vzorku na zaklade jejich
fluorescencnich (optickych) charakteristik

 fluorescence — nasledkem excitace jisté latky svétlem o urcité
vinoveé délce emitovano svetlo o vinove délce vysSi

« komponenty prutokového cytometru:
- fluidika
- optika
- elektronika

« optické charakteristiky ¢astic (bunék) po pruchodu paprskem
excitacniho svétla (laserem) 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 pocéty mikroorganismu (bakterii) (TCCs) - po
obarveni vzorku barvivem vazajicim se na intracelularni
nukleove kyseliny (SYBR Green |, SYTO 9, SYTO 13,
DAPI, Hoechst 33342)

obsah nukleovych kyselin — HNA bakterie (High Nucleus Acid
content) vs. LNA bakterie (Low Nucleus Acid content)

metabolicka aktivita — 5',6’-carboxyfluorescein diacetat (CFDA)
respiracni aktivita — cyanoditolyl-tetrazoliumchlorid (CTC)
integrita bunécné membrany

- bakterie: dualni barveni SYBR Green | + propidiumjodid
(P1) — Pl s vyraznou Cervenou fluorescenci selektivhé
pronika pouze do bunek s poskozenou membranou (tj.
,mrtvych®)

- sinice (zelené rasy) — SYTOX Green



Prutokova cytometrie
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Obr. 2) Bakterialni spole€enstva ve vzorku pitné vody barveném
barvivem SYBR Green |. Ve vzorku detekovany jak bakterie s vysokym
obsahen nukleovych kyselin (HNA), tak bakterie s nizkym obsahem
nukleovych kyselin (LNA). (Prest et al., 2013)



Prutokova cytometrie
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Obr. 3) Stanoveni membranové integrity sinic Microcystis aeruginosa na
pocatku experimentu (A) a po 24 hodinové expozici peroxidem vodiku (B)
ve vzorcich barvenych barvivem SYTOX Green. Cyanobakterie s intaktni
membranou lokalizovany v regionu SYTOX- , buriky s poSkozenou membranou
pak v regionu SYTOX+ (Mikula et al., 2012)



Prutokova cytometrie
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Obr. 4) Hodnoceni antibakterialnich uc¢inku ruznych druhu ftalocyaninti na
bakterii Escherichia coli za spolupisobeni svétla (horni rada) a ve tmé
(spodni rada). Intaktni bakterie lokalizovany v regionu ,live“, bakterie s
poskozenou membranou pak v regionu ,dead”. Vzorky obarveny pomoci dualniho
barveni SYBR Green | + propidiumjodid (Mikula et al., unpublished data)



Prutokova cytometrie
Vyhody:
e zvySujici se dostupnost pristrojoveho vybaveni
* rychlost méreni (vysledky analyzy znamy jesté v den mereni)

* mozno méfit ruzné druhy parametrd v originalnim vzorku - vice
informaci o fyziologickém stavu mikroorganismu (bakterii, sinic,
ras)

« online monitoring - fluorescencni fingerprinting mikrobialnich
spoleCenstev (Hammes et al., 2012; Prest et al., 2013)

« vysoka citlivost méreni

« real-time flow cytometry” - moznost kontinualniho méreni
dynamiky mikrobialnich procesu v ¢ase (Arnoldini et al., 2013)



Prutokova cytometrie
Nevyhody:
« VvySSi vstupni naklady (v posledni dobe vsak naklady na

pofizeni pristroje vyrazne klesaji)

« prakticka nemoznost rozliSeni konkrétnich rodu/druhu
mikroorganismu pritomnych ve vzorku

« detekéni limit pfistroje (vétSinou v fadech set az tisicu
bunék na mL)



Prutokova cytometrie a jeji vyuziti v
analyze vod

- stanoveni vlivu chlorace na zivotaschopnost sinic Microcystis
aeruginosa (Daly et al., 2007)

« stanoveni vlivu chemicky a elektrochemicky davkovaného chloru
na zivotaschopnost bakterii Escherichia coli resp. Legionella
beliardensis (Wang et al., 2010)

« stanoveni vlivu pusobeni oxidacnich €inidel pouzivanych ve
vodarenstvi na fyziologicky stav bakterialnich spoleCenstev pitne
vody (Ramseier et al., 2011)

« stanoveni ucinnosti nanoviakennych materialu uréenych pro
filtraci vod (Mikula et al., 2012)

« stanoveni vlivu stagnace vody ve vodovodnim fadu na jeji
mikrobiologickou kvalitu (Lautenschlager et al., 2010)

Pozn. Pouzita literatura dostupna u autora prezentace.



Prutokova cytometrie — soucasnost
a perspektivy

 kvantifikace bunék bakterii pomoci prutokoveé cytometrie
schvalena svycarskym Federalnim uradem pro verejne
zdravi (FOPH) jako doporu¢ena metoda pro analyzu
mikrobialni kvality pitnych vod

» dalSi evropské staty budou pravdepodobné v brzke dobé
nasledovat

 vzhledem k nékterym nevyhodam (na jejichz odstranéni se
intenzivné pracuje) nelze jesté v nejblizSi dobé oCekavat
rutinni vyuzivani pratokové cytometrie v analyzach vod,
jiz ted je vSak zrejmé, ze se jedna o velmi vhodnou
alternativu pouzitelnou v kombinaci s jinymi analytickymi
metodami (kultivacni techniky, PCR-DGGE, analyza ATP)






