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Technologie cCistéeni a uprav
(odpadnich) vod
« cilem zajisténi odpovidajici hygienické kvality ¢isténé vody s
ohledem na:
a) moznou kontaminaci organickymi polutanty
b) moznou kontaminaci tézkymi 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. 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



Technologie cisteni a uprav
(odpadnich) vod

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

« filtracni materialy z nanovlaken
- vyrobeny pomoci tzv. electrospinningu
- nanovlakna o pruméru méné nez 100 nm
- velmi nizké pruméry poéru
- snadna modifikovatelnost nanovlaken (napfr.
antibakterialni latky)



Cile

« studium filtra¢ni u€innosti vybranych nanomateriala v
procesech filtrace bakterii ve vzorcich vod (suspenze E.
coli v destilované vodeé resp. pfirozené bakterialni
spoleéenstvo vody z odtoku z COV)

« srovnani standardné pouzivanych kultivacnich technik a
prutokové cytometrie jako analytickych metod
vyuzitelnych pro hodnoceni uc€innosti filtrace
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Kultivacni techniky

kultivace ruznych druhtu mikroorganismu na zivnych pudach
(zakladni, selektivni, diagnostické, selektivné diagnosticke
atd.)

- celkové pocty (kultivovatelnych) mikroorganismu (CPM)
— dle Ceskeé legislativy pri 22 resp. 36 °C [KTJ/ml] —
mkub)ace po dobu 72 resp. 48 hodin (CSN EN 1SO
6222

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

- E. cg)li — 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)



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

delce
« komponenty prutokoveho 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 (PIl) — Pl s vyraznou Cervenou fluorescenci
selektivne pronika pouze do bunék s poskozenou
bunécnou membranou (ij. ,mrtvych®)

— ,,Zivé“ 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 u¢innosti filtrace suspenze
bakterii E. coli vdestilované vodé.
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KTJ/mL - pocty kolonie tvorficich jednotek na 1 mL vzorku zjisténé kultivaci;
FCM/mL - pocty bakterii ve vzorku stanovené pomoci pritokové cytometrie;
Ri1y [%] - G€innost filtrace zjiSténa na zaklad€ pocth bakterii stanoveny ch kultivaci

Riem [%] - uCinnost filtrace zjiSténa na zaklade pocti bakterii stanovenych cytometrii

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

» pocty bakterii ve filtratech stanovované cytometricky v pripadée
materiall SN resp. 6 DA jen lehce nad limitem detekce



Experiment 2) — filtrace prirodniho
bakterialniho spolecenstva

Kultivace bakterii na agarech

Tab. 2a) Vysledky experimentu 2 - testovani ui¢innosti filtrace prirozeného spole¢enstva bakterii vodtoku z COV - plotnové metody.

Materisl CPM 22 °C CPM 36 °C enterokoky
KTJ/mL KTJ/ml | Rmy[%]| KTJ/ml KTJ/ml KTJ/ml
254 nd. 2 22
| 2080 | nd. | 1350 [ nd | 64 | nd |
| 9524 | | 100,00 |

| 21 [ nd
1 | nd
L i |
| i3 | o477 | 460 | 9470 | 00 | 0 [ 10000 | 1 | 9545 |
0 [ 100,
[ 4 ]
s ]
| 0 |

1
1
1

MV 020T
CPM 22 °C - celkové pocty bakterii zjisténé kultivaci vzorku pii 22 °C/72 hod.
CPM 36 °C - celkové pocty bakterii zjisténé kultivaci vzorku piti 36 °C/48 hod.

1036 4
3 2

77 | a0 |
315 | 8943 | 90 | 9333 |
64 | 1036 |

| 8

- kultivaci zjistena ve vsech sledovanych parametrech ucCinnost
filtrace presahujici 80%



Experiment 2) — filtrace prirodniho
bakterialniho spolecenstva

Prutokova cytometrie

Tab. 2b) Vysledky experimentu 2 - testovani Gcinnosti filtrace prirozeného
spole¢enstva bakterii v odtoku z COV - priitok ova cytometrie.

kontrola (Fedeni 10| 8 | 2106106 | nd. | 9000 | 1000 |
1

| 1 | L3SEX07 | 3070 | 9646 | 354

PI" (buniky s intaktni membranou - ,,zivé™)
PI" (buiiky s porusenou membranou - ,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 membranové
integrity bakterii



Experiment 3) — filtrace E. coll
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Obr. 2) Stanoveni celkového poctu bakterii E. coli v nefiltrovaném vzorku
a ve filtratech pomoci priitokové cytometrie. Bakterie ohranic¢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 u¢innosti filtrace suspenze bakterii E. coli vdestilované vodé.

Filt. &as 5]
110 FABCM802n | 6 | I.8OE+04 | 192E+07 | 9238 | 2000 | 100 | 966
1

5

111 FOSABCM2102n | 5 | 9.92E+03 | 2.52E+06 | 9581 | 8950 | 88 | 7430
81,02
94,19
87.08
109 FINM230 [ 8 [ 950E01 | 144E+04 | 9996 | 9994 | 86 | 47.14

» na zakladé celkovych poctu bakterii stanovenych kultivacné
zjistény ve vSech pripadech ucinnosti filtrace prevysujici 80%

o filtraCni ucinnosti nanomaterialu zjisténé pomoci pratokové
cytometrie v Sirokém rozmezi 20 - 99.9%

 filtra€ni u€innosti nanomateriali 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 —
kultivovatelné bakterie (KTJ/mL) x celkove pocty bakterii
(bb./mL) x ,zivée" bakterie




Interpretace vysledku a zavéry

Kultivacni techniky

Vyhody:
- standardizace — implementace metod do legislativy

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

Nevyhody:
- Casova narocnost
- irelevance - nadbytek nutrientt v kultivaénich pudach
(zejména pitné vody)
- nadmeérna ,specifita® (kultivovatelnost ~ riziko
pomnozeni bakterii ve vodé)



Interpretace vysledku a zavéry

Prutokova cytometrie

Vyhody:
- rychlost

LI "4 4N |

fyziologickém stavu mikroorganismu)

Nevyhody:
- vstupni naklady

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



Zavery

— prutokova cytometrie je plnohodnotnou metodou
stanoveni mikrobiologickych ukazatelu kvality
vod

— nanomaterialy mohou byt vhodnym prostredkem
k zajisténi odstranéni bakterii v procesech
cisténi a upravy vod

— filtraéni vlastnosti nanomaterialti 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 TAO1010356 — NANAPL10 — Vhodné materialy
pro nanotechnologickeé aplikace pri Cisténi a uprave vod a
vzduchu).
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