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Kvalita pitné vody
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e Vyhlaska ¢. 252/2004 Sb., kterou se stanovi hygienické pozadavky na
pitnou a teplou vodu a Cetnost a rozsah kontroly pitné vody

— chemické ukazatele

— fyzikalni ukazatele

— organoleptické ukazatele
— mikrobiologické ukazatele
— biologické ukazatele

¢. ukazatel jednotka limit typ
limitu
1 Clostridium perfringens KTJ/100 ml 0 M
2 Intestinalni enterokoky KTJ/100 ml 0 NMH
KTJ/250 ml 0 NMH
3 Escherichia coli KTJ/100 ml 0 NMH
KTJ/250 ml 0 NVH
B koliformni bakterie KTJ /100 ml 0 MH
KTJ/250 ml 0 M
5 mikroskopicky obraz - % 10 MH
abioseston
6 mikroskopicky obraz - jedinci/ml 50 M
pocet organismu
7 mikroskopicky obraz - jedinci/ml 0 MH
zZivé organismy
8 pocty kolonii pri 22 °C KTJ/ml Bez MH
abnormal-
nich zmén
KTJ/ml 200 DH
KTJ/ml 100 NMH
9 pocty kolonii pri 36 °C KTJ/ml Bez MH
abnormal-
nich zmén
KIJ/ml 40 DH
KTJ/ml 20 NMH
10 Pseudomonas aeruginosa KT1/250 ml 0 NMH




Mikrobiologicka kvalita vody @
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o Kultivacni metody [KTJ/ml] — dle platné legislativy

+  specificita, cenova dostupnost, jednoduchost

vysSi koncentrace nutrientd v médiu, ne vSechny bakterie
|ze kultivovat, !!! dlouha doba kultivace !!!

Ukazatel Doba kultivace Doba konfirmace
Escherichia coli 18h —24h 2h —4h
Koliformni bakterie 18h —24h X

Intestinalni 44h t 4h 2h

enterokoky




Alternativni metody @
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* Pratokova cytometrie (FCM- flow cytometry)

Vystupem je ,celkovy pocet bunék” (TCC), informace o jednotlivych

bunkach a jejich fyziologickém stavu R

LSample

* rychlost
4+ * automatizace (online/manualné)
* realistictéjsi vysledky

* nerozeznavani agregatl/shlukd
- od jednotlivych bunék - sonikace
e Il yysledek v TCC I!!
(chybi detekce a kvantifikace konkrétnich
skupin organismu)
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Biosenzory

Biosenzory jsou analytické pristroje slozené ze dvou zakladnich casti —

biologického prvku (senzorova biomolekula) a transduktoru
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Xenoblotikum e A TN

e uplatnéni v klinické mediciné, potravinarstvi, v zivotnim prostredi ...

e perspektivni pro vodarenstvi
* online monitoring kvality pitné vody

+ rychlost, citlivost, selektivita

€
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:

Senzorova DNA

Transgenni DNA



Projekt a stavba biosenzoru @
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FV10312 Biosenzory pro detekci bakterialni kontaminace pitné vody
Cil - vyvoj a aplikace ultracitlivého elektrochemického biosenzoru

Modelovy organismus — bakterie Escherichia coli

Vazebna interakce

e protilatka: intimin

* senzorové molekuly: glykosidy odvozené od L-fukdzy, D-mandzy a D-galaktozy a
peptidy

Imobilizované senzorové
/ biomolekuly
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Metodika é
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v senzorové molekuly syntetizovany
v testovani selektivity k povrchu bakterii E. coli

Senzorové molekuly oznacené fluorescencnimi barvivy
e (Cy5-¢.1,2,3,5,7,9
* Bodipy—-¢C.4,6,8

Testované kmeny

e Escherichia coli CCM 3954

* Escherichia coli CCM 4787 - patogenni 0157:H7

e Staphylococcus aureus CCM 3953 (negativni kontrola)



Metodika é
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Fixace vzorkd

e skla s epoxidovou maskou

e aplikace preparatu (oznacené senzorové molekuly s Cistymi kmeny)
e fluorescencni barvivo DAPI - zviditelnéni bunék

* Mounting oil/ Vectashield proti vysvécovani

Mikroskopické vysetreni
* Epifluorescencni mikroskop typ Olympus BX51
e 3D konfokalni mikroskop typ Olympus Lext OLS 3100

A 2 2

Optimalizace postupu
(rdzné Upravy Cisté suspenze bakterii, nomindlni objemy, barveni, fixace) .



VVS I ed ky Escherichia coli CCM 4787 0O157:H7
S.M. €. 6: DAPI a BODIPY

S.M. €. 4: DAPI a BODIPY
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S.M. ¢. 1: DAPI a Cy5
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S.M. €. 3: DAPI a Cy5




S.M. ¢. 8: DAPI a BODIPY

S.M. & 3: DAPI a Cy5
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VVS I ed ky Escherichia coli CCM 3954

S.M. ¢. 8: DAPI a BODIPY
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S.M. C. 1: DAPI a Cy5
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V{ls led ky Staphylococcus aureus CCM 3953

S.M. c. 8: DAPI a BODIPY S.M. &. 6: DAPI a BODIPY
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S.M. ¢. 5: DAPI a Cy5 S.M. ¢. 1: DAPI a Cy5
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Falesny pozitivni signal @

, Barveni skel

Barveni necistot




Zaver

=

USTAV TECHNOLOGIE
VODY A PROSTREDI

senzorové molekuly oznacené Cy5 mély nulovou afinitu k bunnkam
Escherichia coli CCM 4787 i CCM 3954 a neposkytovaly zadny signal k

bunkam Staphylococcus aureus CCM 3953

senzorové molekuly oznacené Bodipy poskytovaly pozitivni signal k
\/ bunkam Escherichia coli CCM 4787 i CCM 3954 a negativni signal k

bunkam Staphylococcus aureus CCM 3953

Plany do budoucna

v optimalizace postupu pFipravy
senzorovych molekul a fixace
vzork

v testy s novymi peptidy a sacharidy
oznacenymi BDP

v testovani selektivity k povrchu
bakterii E. coli

v testy se smésnou kulturou

v testy s Zivymi a mrtvymi burikami
v testy se surovou pitnou vodou

v testy s pitnou vodou odebranou z
vodovodniho radu

v" pouiiti kultivaénich metod s cilem
verifikace postupu a zjisténi urcité

korelace
13



