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2 POVZETEK

Zaradi ¢lovekovega delovanja se lahko v povrSinskih in odpadnih vodah znajdejo Stevilne
kemikalije, katerih prisotnost je slabo nadzorovana, vpliv na okolje in ¢loveka pa nepredvidljiv.
Lep primer so antibiotiki, z dobro poznanimi u¢inki v humani medicini, malo pa je znanega o
njihovem pojavljanju v vodnem okolju in vplivu na netarcne organizme. V raziskovalni nalogi
smo analizirali izbrane pokazatelje kvalitete nekaterih povrSinskih in odpadnih vod v Mariboru
in okolici. V vodnih vzorcih smo z Delvo testom dokazovali prisotnost antibiotikov, s cebulnim
(Allium) testom prisotnost genotoksicnih snovi, opravili pa smo tudi standardno kemijsko in
mikrobiolosko analizo. Po pricakovanju je bila kvaliteta odpadnih vod (vtok Cistilne naprave,
bolnica, zavetiS¢e za Zivali) v vseh merjenih parametrih precej slabSa od povrSinskih vod
(Drava, Novi hoc¢ki potok, potok Grajena). Zaskrbljujoca je predvsem prisotnost antibiotikov,

visoka raven genotoksi¢nosti pa kaze tudi na prisotnost ostalih Skodljivih snovi.



3 ZAHVALA

Voda je zivljenje, vir energije, ki nam omogo¢i rast novega organizma v naravi. Tudi pri pisanju
raziskovalne naloge sem potreboval vir energije, ki so mi jo brezkompromisno nudili ljudje, ki

se jim iskreno zahvaljujem.

Posebej se zahvaljujem mentoricama za pomo¢ pri izvedbi in pisanju raziskovalne naloge ter

pri spodbujanju, da je moja raziskovalna naloga nastala.

Zahvaljujem se mojim starSem za pomo¢ pri pisanju, oblikovanju ter izvedbi raziskovalne

naloge ter za vso potrpezljivost in pomo¢ pri ustvarjanju naloge.

Iskreno se zahvaljujem tudi vsem drugim, ki jih nisem posebej omenil in so kakorkoli

pripomogli k izvedbi in pisanju raziskovalne naloge ter mi olajsali delo.



4 UVOD

Varovanje voda in nasploh okolja, nasega najdragocenejSega zivljenjskega vira v 21. stoletju ni
ve vprasanje varstva narave, postalo je veliko vec; postaja vprasanje etike. V¢asih smo morali
naravo zavarovati zgolj zaradi njene neokrnjenosti, danes jo moramo §¢ititi pred ¢lovekom,
nami samimi. Okoljski problemi v bistvu niso problemi tehnologije, kmetijstva, prometa in
industrije, temve¢ so postali problem ¢lovekovega duha, njegove vesti in ozaves$¢enosti o
okoljskih problemih. Vsega, kar se v naravi dogaja res ne moremo pripisati ¢loveku, a vedno
bolj se zdi, kot da sta duhovna in eti¢na dimenzija ¢lovekove odgovornosti do narave dostikrat

odpovedala (Firbas, 2011).

Zaradi Clovekovega delovanja se lahko v povrSinskih vodah znajdejo Stevilne kemikalije,
katerih prisotnost je slabo nadzorovanja, vpliv na okolje in ¢loveka pa nepredvidljiv. U¢inki
kemoterapevtikov v humani in veterinarski medicini so dobro poznani, malo pa je znanega o
njihovem pojavljanju v okolju in vplivu na netar¢ne organizme. Po uporabi se lahko z iztrebki
in urinom znajdejo v odpadnih vodah in tako v vodnem okolju. V raziskovalni nalogi nas bo
zanimala prisotnost antibiotikov in drugih snovi v povrsinskih in odpadnih vodah Maribora in
okolice. Vzor¢na mesta za odpadne vode smo izbrali tam, kjer je gostota populacije in uporaba
antibiotikov najvecja, pri vecjih zdravstvenih ustanovah (bolniSnicah, veterinarskih
ambulantah, zivalskih farmabh...), v mariborski Cistilni napravi. Vzorce smo odvzeli tudi v vodi
in sedimentu vecjih vodotokov. Analitske metode za doloCanje antibiotikov so zapletene, zato
smo preizkusili uporabnost enostavnih in cenovno dostopnih testov za doloCanje antibiotikov v
mleku (Delvo test), ki delujejo na podlagi testnih mikroorganizmov. Koncentracije antibiotikov
v odpadnih vodah so nizke, zato smo preverili, katera metoda bi bila najustreznejSa za
koncentriranje vodnih vzorcev brez segrevanja, ki lahko unici nekatere antibiotike. Zato sSmo
se odlo¢ili, da uporabimo napravo Rotavapor, ki lahko deluje na nizji temperaturi in tako ne

vpliva na antibiotike, ki ostanejo kot delci v zelo majhni koli¢ini vzorca.

Ker pa smo posledice toksi¢nosti in genotoksi¢nosti hoteli preveriti v popolnoma drugi
razseznosti, smo uporabili poseben bioloski test, ki se na to omeji. Allium test, katerega testna
rastlina je navadna ¢ebula Allium cepa L. nam lahko pokaze vpliv vseh kemikalij, ki so bile
prisotne v vodi na ¢ebulo. Primeren je za ugotavljanje strupenosti kemikalij in drugih biocidov.
S tem testom lahko ugotavljamo pogostost kromosomskih poskodb, ki smo jih ugotavljali v
celicah rastlinskih vr§ickov korenin. Preparat, ki smo ga naredili iz vrSickov korenin (preparat-
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meckanec) smo opazovali pod 1000-kratno povedavo pod mikroskopom. Cebulni test nam je
pokazal kakovost vode ter celoten uc¢inek onesnazevanja voda. Test je cenovno zelo ugoden saj
smo razen pripomockov (epruvet, kapalk,...) potrebovali zgolj mlado navadno ¢ebulo. Prednost

testa pa je, da posamezni vzorci niso potrebovali nobene predhodne obdelave.

Posamezne poskuse smo izvedli tudi na Cistilni napravi Maribor (Aquasystem), kjer smo prej
vzeli vzorce vtoka in iztoka Cistilne naprave. S poskusi smo dobili razli¢ne podatke o razli¢nih
vzorcih, ki smo jih zbrali, kot so pH vzorca, temperatura vzorca, vsebnost nitratov (NO3),
vsebnost fosforja (P), potrebo po kisiku posameznega vzorca (KPK). Za vzorca vtoka in iztoka
Cistilne naprave smo pridobili podatke o masi trdnih delcev. Temeljito sem si ogledal tudi
¢istilno napravo, ob tem sem spoznal njeno delovanje in pomen ¢istilne naprave za Ziva bitja

ter okolje.

4.1 Hipoteze

Pri nasi raziskovalni nalogi smo si postavili naslednje hipoteze:

1. Pri¢akujemo, da pri nekoncentriranih vzorcih ne bomo zaznali antibiotikov, saj so
podobne raziskave pokazale, da se v povrSinskih in odpadnih vodah nahaja
koncentracija, ki je bistveno manj$a od koncentracije, ki jo lahko zazna Delvotest SP
NT (Godi¢, 2009) ter, da bomo pri koncetriranih vzorcih odpadne vode iz
kanalizacijskega sistema pri Mariborski bolnici, vtoka Cistilne naprave in Zaveti$¢a za
zivali Maribor antibiotike zaznali, saj bo koncentracija antibiotikov nad zaznavno

minimalno koncentracijo Delvotesta SP NT.

2. Pri izvedbi Allium testa bodo koreninice navadne ¢ebule (Allium cepa L.) krajse pri
vzorcih (odpadne vode iz kanalizacijskega sistema pri Mariborski bolnici, vtoka ¢istilne
naprave in ZavetiS€a za male zivali Maribor) z ve¢jo onesnazenostjo in vi§jo stopnjo
genotoksi¢nosti zaradi tega, ker se celice vrSickov koreninic navadne ¢ebule ne bodo
morale normalno razmnozevati. Za taksno hipotezo smo se odlo¢ili, saj je tudi Peter
Firbas dobil podobne rezultate, kjer je ugotovil, da imajo razne izcedne vode in vtoki

Cistilnih naprav visjo genotoksi¢nost (Firbas, 2011).
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3. Vzorca s predvideno bolj onesnazeno vodo (odpadna voda iz kanalizacijskega sistema
pri Mariborski bolnici in vtok Cistilne naprave), bosta vsebovala ve¢ skupnega fosforja
(P) in ve¢ skupnega dusika (N). Njuna kemijska potreba po kisiku pa bo bistveno visja
kot pri drugih vzorcih.

4. Pri¢akujemo, da bomo na agarju BHI na katerega bomo aplicirali bolj onesnazeno vodo
(vzorci odpadne vode iz kanalizacijskega sistema pri Mariborski bolnici, vtoka Cistilne
naprave in ZavetiS¢a za male zivali Maribor) naSli prisotnost vecjega Stevila

mikroorganizmov.
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5 TEORETICNO OZADJE

5.1 Antibiotiki

Ljudje smo v celoti obdani z bakterijami, ki so v vdihanem zraku, na nosni in ustni sluznici, na
kozi, v ¢revesju in povsod zunaj in znotraj nasega telesa. Z njimi pridemo v stik Ze ob rojstvu.
Pred njimi nas varuje nasa telesna obramba. Ce se vse te prisotne bakterije, ki nas obdajajo
preselijo na obcutljivo mesto ali ¢e v telo vdrejo Skodljive bakterije, ki jim na§ imunski sistem
ni kos nastopi infekcijska bolezen. Bakterije se izjemno hitro razmnozujejo, unicujejo tkivo,
sproscajo toksine in vc€asih celo grozijo, da se bodo s krvjo razsirile do Zivljenjsko pomembnih

organov (Kladnik, 2006).

Protimikrobne u€inkovine so u€inkovine, ki preprecujejo razvoj patogenih bakterij in drugih
mikroorganizmov v ¢loveSkem organizmu, ne da bi ga pri tem poSkodovale. Gre za tako
imenovano selektivno toksicnost, ki bi jo naj izpolnjevala le idealna antiinfektivna zdravila. Ta
lahko v strogo dolocenih terapevtskih koncentracijah povzrocitelja bolezni zgolj poskodujejo,
v veliko primerih pa povsem unicijo. Bolniku, ki se z njimi zdravi sicer lahko povzro¢ijo $kodo,
ki pa zanj ni usodna in trajna. Antibiotiki so naravnega izvora, sintetizirajo jih nizji organizmi

(razlicne glivice, bakterije...) (Kladnik, 2006).

Posamezno antiinfektivno sredstvo ima to¢no dolo¢eno protimikrobno delovanje. Na dolo¢eno
skupino mikroorganizmov delujejo le dolo¢ene uéinkovine. Vendar se le te razlikujejo po
molekularnem mehanizmu delovanja. Zato je za uspeSno terapijo izjemno pomembna
identifikacija povzroditelja bolezni in seveda izbira pravega protimikrobnega zdravila.
Nekatera zdravila delujejo pretezno na grampozitivne bakterije (npr. benzilpenicilini), druga
pretezno na gramnegativne bakterije (npr. aminoglikozidi), antibiotiki Sirokega spektra (npr.
tetraciklini, kloramfenikol) pa delujejo na grampozitivne in gramnegativne bakterije ter tudi na

druge povzrocitelje (rikecije, spirohete...) (Kladnik, 2006).

Protimikrobne u¢inkovine glede na tip delovanja lo¢imo v dve ve¢ji skupini. Lo¢imo jih na
baktericide in bakteriostatike. Prvi bakterije ubijejo, drugi pa inhibirajo njihovo rast in
razmnoZevanje. Razlika med njima je pogosto zgolj kvantitativna, saj pri niZjih odmerkih

opazamo bakteriostatsko, pri visjih pa baktericidno delovanje (Kladnik, 2006).
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Antibiotiki in kemoterapevtiki so citotoksi¢na sredstva. Njihova uporaba je pogojena s
selektivnim delovanjem, ki temelji na dolo¢enih biokemic¢nih razlikah med celico
mikroorganizma in gostitelja. U¢inkovine, ki jih vsebujejo antibiotiki in kemoterapevtiki ne
malo krat povzrocajo biokemi¢no poskodbo. Lo¢imo tri osnovna mesta delovanja, kot so

bakterijska stena, citoplazmatska membrana in celi¢ni metabolizem (Kladnik, 2006).

Poznavanje antibiotikov je izjemno pomembno, saj jih le tako lahko racionalno uporabljamo.
Antibiotiki so u¢inkoviti, zgolj ¢e doseZemo na mestu infekcije dovolj veliko koncentracijo

antibiotika. Zato moramo tudi poznati znacilnosti razsirjanja antibiotika (Kladnik, 2006).

V svoji ve¢ milijonov let dolgi zgodovini so bakterije razvile veliko naravnih mehanizmov, ki
Jjim omogocajo, da prezivijo v prisotnosti sorazmerno visokih koncentracijah zdravil. Velik
problem 21. stoletja je pojav rezistentnih bakterij, zaradi katerih postajajo zdravila neu¢inkovita
pri zdravljenju dolocenih infekcij. Bakterije postajajo rezistentne na zdravila zaradi tega, ker
proizvajajo encime, ki razgrajujejo molekule zdravila, ker povecajo sintezo encimov, ki
spremenijo zdravila v neaktivno obliko, ker prepreCujejo vstop zdravila v celico in ker
spremenijo proteine, ki so tar¢a antibiotikov v bakterijskih celicah. Bakterije so v stiku tudi z
razliénimi vodami, od podtalnih do povrSinskih, ker lahko tudi te vsebujejo antibiotike,
rezistentne bakterije sreCujemo vsepovsod in ne zgolj v zaprtih prostorih z veliko ljudmi kot so
bolniSnice. Bakterijsko rezistenco lahko preprecujemo tako, da se izogibamo nepotrebni
uporabi antiinfektivnih zdravil, da pravilno odmerjamo zdravila in omejimo trajanje terapije in
tudi z zdruzevanjem zdravil, ki imajo razlicen mehanizem delovanja. Vse ve¢ja nekriticna
uporaba antiinfektivnih zdravil lahko povzro¢i razvoj rezistentnih bakterij, spremembo

normalne bakterijske flore, pojav preobcutljivosti proti zdravilu in pojav resnih toksi¢nih

reakcij (Kladnik, 2006).

5.2 Allium test

Kako zdrava je voda je vpraSanje, ki si ga danes postavlja vse ve¢ ljudi. BioloSka znanost, nam
odpira svet, da lahko z danes znanim bioloskim opazovanjem razlik v dolzini rasti korenin
testne rastline (ALLIUM cepa L.) in poSkodbah kromosomov v njihovih celicah v odvisnosti

od okolja doloca kakovost vode (Firbas, 2011).
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Allium test lahko izvedemo v kratkem Casu. Rastlinski materiali so se pokazali kot uporabni v
temeljnih raziskavah pri monitoringu okolja. Njihova uporabnost se kaze pri raziskavah, kjer
ho¢emo narediti splosen pregled okolja in njegovih temeljnih mehanizmov delovanja. Razlog
zakaj uporabljamo rastline je v tem, ker jih lahko enostavno hranimo in spremljamo rast.
Kromosomi rastlin so v ve¢ini primerov v dobrem stanju in primerni za opazovanje. Rastline
S0 cenovno ugodne in med testi z rastlinami in testi z drugimi zivimi organizmi (na primer

¢lovek) najdemo odli¢no korelacijo. (Fiskesjo, 1985).

Zgolj fizikalno-kemicne analize nam ne dajo dovolj zanesljivega odgovora na vprasanje kako
zdrava je voda. Raziskava, ki pa je komplementarna skupaj z bioloskimi in kemi¢nimi
raziskavami pa podaja popolnoma drugo sliko, kajti tezko je identificirati na tisoce kemi¢nih
snovi v vodi. BioloSka metoda Allium nam razkriva celosten vpliv na razvoj in rast Zivih celic
ali organizmov ter zaznava prisotnost Skodljivih snovi v koncentracijah, na mejni sposobnosti
analitskih metod. Na primer v pitni vodi lahko od priblizno 700 prepoznavnih toksi¢nih in
genotoksi¢nih snovi z obicajnimi fizikalno-kemijskimi analizami nadzorujemo le slabih 10
odstodkov. Razli¢na odzivnost rasti korenin testne rastline (Allium cepa L.) je splos$ni pokazatel;
kakovosti okoljskega vzorca ter njegove strupenosti oziroma toksi¢nosti. Rast nam pokaze v
kako za zivljenje primerni vodi so zrasle. DaljSe kot so korenine boljSa je kakovost okoljskega

vzorca in krajSe ko so korenine slabsa je kakovost vzorca (Firbas, 2011).

S pregledom rastnih vrSickov korenin testne rastline na celi¢ni ravni s pregledovanjem celic,
ter z razmerjem med nepoSkodovanimi in poskodovanimi kromosomi v celici, pa dobimo Ze

zelo natanéno sliko o kakovosti vode in o tem kako zdrava je voda (Firbas, 2011).

Vendar pa ni dovolj le ugotoviti kaj nas ogroza, temve¢ moramo tudi ugotoviti kak$ne so
posledice. S tem dokazujemo, da ni varnih doz, torej, da so MDK (mejne dovoljene
koncentracije) nek sporazum, ki je podrejen prakti¢ni uporabi. Zato, da bi ugotovili kak$ne so
posledice, ki jih povzro¢ajo razlicne vode pa uporabljamo bioloske teste, ki pokazejo
sinergisti¢ne in komulativne u¢inke $kodljivih snovi, mehanizme prenosa in tudi pretvorb teh

Skodljivih snovi v bioloskih sistemih (Firbas, 2011).

Celotna populacija genotoksicnih snovi, ki so bile dokazane z bioloskimi testi, je prvi
genotoksi¢ni biomarker. Znanstveniki so nasli tehtne dokaze, da kemikalije (genotoksic¢ne
snovi), ki povzrocajo kromosomske poskodbe izkazujejo lastnosti kancerogenosti in
citokemi¢no znacilnost EDC-s (Endocrine-Disrupting Chemicals) hormonskih motenj (Firbas,
2011).
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Analitska kemija s svojimi metodami identificira prisotnost vse ve¢ najrazli¢nejSih kemikalij v
okoljskih vzorcih, kjer je okolje obremenjeno s strani intenzivnega kmetijstva, industrije,
turizma in prometa. V vzorcih ob teh obmo¢jih Stevilke strupenih snovi gredo v vec sto tisoc.
Cilji teh raziskav so bili, da nam rezultati pokaZejo ali onesnazevanje je ali ga ni. Uporabnost
Allium testa pa je bistveno vecja, saj nas tudi pripelje do tega kaj je vzrok, oziroma Kje je vir

onesnazevanja (Firbas, 2011).

5.3 Odpadna voda in Cistilna naprava

Odpadne vode oziroma odplake so tiste vode, v katerih je povecana koli¢ina snovi, ki se sicer
nahajajo v naravni vodi zraven pa Se vkljucujejo primesi, ki jih v naravni vodi ni. Odpadne vode
vsebujejo pesek, plavajoce odpadke, suspendirane delce blata, raztopljene anorganske soli, luge
in kisline, ostanke pralnih sredstev, koloidno raztopljene organske snovi, barvila, bakterije in
ostanke masti ter olja. PovrSinske vode in podtalnice se vse bolj onesnazujejo predvsem z
uvajanjem necistih tehnologij, z nekontroliranim odlaganjem odpadkov, odvajanjem odpadnih
vod, z uporabo umetnih gnojil in pesticidov. Viri onesnazevanja voda pa so tudi razne pralnice,
klavnice ter kemi¢na in tehni¢na podjetja kot so papirnice, jeklarne, zelezarne in mnoge druge.
V<asih so odpadne vode bile speljane v reke ali zemljo, danes pa jih je vecina speljanih v Cistilne
naprave. Nekateri vodotoki pa imajo tudi samocistilno sposobnost in sicer tisti, ki vsebujejo
razgradljive odpadne snovi, tisti kateri vsebujejo razkrojevalce, kot so bakterije in plesni ter
tiste, ki so sposobne kot koncni produkt razkroja sposobne proizvesti anorganske spojine. Do
tega pa lahko pride le ¢e je tok vodotoka dovolj dolg in ¢e onesnazenje ni premocno. Na
samocistilno sposobnost pa vpliva tudi sestava onesnazil, obremenitev vodotokov in stanje
vodotoka. Zakonodaja s katero so zavarovane vode je zakon o varstvu okolja ter zakon o vodah
(Kukec, 2009)

Cis¢enje odpadnih vod neposredno prispeva k boljsi kakovosti rek in morij, s tem pa se tudi
vzpostavljajo boljSe razmere za rast in razvoj vodnih rastlin in Zivali. Hkrati pa zagotavljamo
boljSo kakovost podtalnice in pitne vode. V Sloveniji so se Ze zacela pojavljati obmocja, kjer je
pitna voda Ze zelo onesnazena zaradi razli¢nih kemikalij in hranil, ki se uporabljajo v kmetijstvu
in industriji. Na obmoc¢ju Maribora in okolice skrbi za ¢is¢enje odpadnih vod Centralna Cistilna
naprava Maribor, ki lezZi med staro strugo Drave in kanalom Hidroelektrarne Zlatoli¢je. Naprava

Cisti odpadne vode iz gospodinjstev in industrije iz Maribora in okolice. Od junija 2002 deluje
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mehansko preciS¢evanje, od februarja 2004 pa obratujeta tudi biolosko ¢iScenje in obdelava
blata (Muraus in Husar) Cistilna naprava je najudinkovitej$i ukrep za prepre¢evanje
onesnaZenja. Poznamo ved faz ¢is€enja, ki so primarna, sekundarna in terciarna. Cistilna
naprava uporablja razlicne postopke ¢iScenja, ki so fizikalni, kemijski in bioloski. Cilji ¢iS¢enja
vod v Cistilnih napravah je odstranjevanje organskih snovi in dusikovih in fosforjevih spojin
hkrati pa zelimo doseciaerobno stabilizacijo in dehidracijo blata (Kukec, 2009). Proces ¢is¢enja
odpadnih vod in obdelave blata se pricne v mehanskem predcis¢enju. V tem procesu se zacne
odstanjevanje grobih delcev iz odpadne vode. Mehanski odpadki se izlo¢ijo na grobih in finih
grabljah, poteka pa tudi odstranjevanje peska in mas¢ob. Cistilna naprava sprejme in mehansko
predcisti odpadne vode iz greznic. Med mehanskim predciS¢enjem poteka vzorcenje in merjenje
pretoka ter ¢iS€enje zraka iz zaprtih prostorov. Nato voda preide v proces bioloSkega CiS¢enja
katerega namen je, da bakterije in mikroorganizmi raztopljene organske snovi predelajo in se
skupaj s produkti presnove izloCijo v blatu. V procesu bioloskega ¢iS¢enja poteka razgradnja
ogljikovih, dusikovih in fosforjevih spojin s pomoc¢jo bakterij in mikroorganizmov, ki se
nahajajo v aktivnem blatu. Dodatno poteka odstranjevanje fosforja z dodajanjem koagulanta
(sredstvo za izloCanje fosforja iz raztopine odpadne vode). Poteka tudi vnos zraka in meSanje
odpadne vode z aktivnim blatom (blato, v katerem delujejo mikroorganizmi). Med tem
procesom se blato useda v naknadnih usedalnikih, odvecno blato se precrpava na obdelavo
blata, prav tako poteka vzorcenje in merjenje pretoka. Namen obdelave blata je, da se blato ¢im
bolj zgosti, oziroma, da se iz njega izlo¢i ¢im ve¢ vode in se tako zmanjSa njegova koli¢ina.
Najprej kosmici blata s pomoc¢jo mehurckov splavajo na povrsino (flotacija), s ¢imer se blato
zgosti na 3-4 % suhe snovi. Nato se blatu s centrifugiranjem (dehidracijo) $¢ dodatno odvzame
vodo, kar ga zgosti na 20 % suhe snovi. Blatu se doda Zivo apno, s ¢imer vsebnost suhe snovi
naraste na 25 %. Blato je tako pripravljeno za odvoz na sezig v sezigalnico. MoZno pa ga je

odvisno od njegove nadaljnje predelave (suSenje, kompostiranje) gospodarno uporabiti

(Muraus in Husar).

5.4 Mikrobiologija

S pitno vodo se lahko prenaSajo povzrocitelji Stevilnih bolezni. Voda je edina pot za Sirjenje
kolere ter mozna pot za prenos tifusa, salmonel, Sigel, virusa polio, virusa hepatitisa in ameb,

Ki povzrocajo ¢revesno dizenterijo. Kvaliteto pitne vode je zato treba stalno nadzorovati.
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Predpisane so tudi metode odvzemanja in preiskovanja vzorcev. V pitni vodi ne sme biti alg in
drugih organizmov, ki lahko spremenijo videz, vonj in okus vode, bakterij vrste Salmonella,
vrste Shigella, Vibrio cholerae in drugih patogenih mikroorganizmov, koliformnih bakterij,
streptokokov fekalnega izvora, enterovirusov (npr. virus polio) in kemikalij (55 kemi¢nih snovi
npr. bojni strupi, PCB ...). Dolo¢eno je Stevilo dovoljenih aerobnih mezofilnih bakterij v 1 ml
vode in Stevilo koliformnih bakterij (Turk, 2012)

Preiskava vode na vse potencialno patogene mikroorganizme v vodi bi bila zamudna in draga.
Mikrobiologi zato ugotavljajo prisotnost dolo¢ene skupine indikatorskih bakterij (to so lahko
koliformne bakterije (celokupne in fekalne), Escherichia coli, fekalni streptokoki, kolifagi in
druge skupine) Najpogosteje se pri ugotavljanju mikrobioloske kvalitete vod uporablja skupina
koliformnih bakterij. To je skupina ¢revesnih bakterij, ki so podobne E. coli in so verjetno
enterobakterije. Prisotnost fekalnih koliformnih bakterij v vodi kaZe na potencialno
onesnazenje s fekalnimi odplakami, te pa so eden najvecjth moZnih virov potencialnih
patogenih mikroorganizmov. Koliformne bakterije so primeren indikator tudi zato, ker v vodi
prezivijo dlje kot patogeni mikrobi. NajobicajnejSa metoda za ugotavljanje neoporecnosti pitne
vode je koli titer. Uporablja se tudi Stetje bakterij na filtru ter Stetje mikroorganizmov oziroma

kolonij na trdnem agarju (Turk , 2012)

.....

predvsem za ugotavljanje Stevila mikroorganizmov v tekocCinah (voda, mleko, itd.) in v
materialih, ki jih je mogoce suspendirati v tekoCini. Pri tej metodi Stejemo Zive celice. V
preiskovanem materialu je navadno prevec bakterij, da bi jih lahko $teli in je zato treba material
ali kulturo najprej red¢iti in primerne razredéine cepiti na ploSc¢e hranilnega agarja. Gojitveni
pogoji (temperatura, Cas inkubacije ter uporabljena gojiS¢a) so odvisni od bakterij, na katere se
material preiskuje. Po 24 — 48-urni inkubaciji pri doloceni temperaturi (najpogosteje pri 30 °C
ali 37 °C) kolonije prestejemo. Obicajno Stejemo na plosc¢ah, ki imajo od 25 do 300 kolonij.
Stevilo kolonij, ki zrastejo na plo$¢i hranilnega agarja ni zmeraj enako $tevilu bakterij v kulturi.
Zato pravimo, da na plos¢i prestejemo enote, ki tvorijo kolonije (colony forming units, CFU)
(Habulin in Primozi¢, 2008).
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6 MATERIALI IN METODE DELA

6.1 Odvzem vzorcev vode

6.1.1 Materiali

Pripomocki:

e 2 vedri

e 14 steklenih posod s pokrovom

o \rv
e Brizga
e Palica

Laboratorijske aparature:
e Avtomatski vzorcevalnik
Tehni¢ne aparature:

e Fotoaparat

6.1.2 Metode

Vzorce vode smo jemali od novembra leta 2014 do januarja leta 2015. Zbrali smo naslednje

VZOrce:

Iztok Cistilne naprave Maribor

Reka Drava ob umetnem jezeru Ptuj

Novi Hocki potok (Bohova, veéje stevilo kmetijskih povrsin)
Vtok cistilne naprave Maribor

Odpadna voda iz kanalizacijskega sistema pri Mariborski bolnici

Potok Grajena pod Puhovim mostom

N o gk~ e h e

Odtok zavetis¢a za zivali Maribor
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Vzorce vode 2, 3, 5, 6 smo zbrali tako, da smo z vedrom zajeli okrog en liter vode. Nato smo
to vodo vlili v drugo vedro. Potem smo na vsakih pet minut postopek ponovili v ¢asovnem
intervalu tridesetih minutah. Zbrane posamezne vzorce v drugem vedru smo nato s palico dobro
premesali, vzorec pa smo prelili v ¢isto stekleno posodo s pokrovom. Posamezne vzorce smo

oznacili z krajem vzorc¢enja, datumom in uro.

W Ow W

Za zbiranje vzorcev odpadne vode na vtoku in pre¢is¢ene vode na iztoku smo v Cistilni napravi
uporabili avtomatsko vzorcenje, ki nam omogoca preto¢no proporcionalno zajemanje vzorca
glede na pretok v 24 urah. V avtomatskem vzoréevalniku so vzorci shranjeni na temperaturi
4°C, da je razgradnja vzorcev onemogocena. Dvakrat mese¢no v Cistili napravi Maribor poteka
monitoring, ki ga izvaja pooblasc¢eni inStitut za izvajanje zakonsko predpisanega monitoringa v
skladu s Pravilnikom o prvih meritvah in obratovalnem monitoringu odpadnih voda ter o
pogojih za njegovo izvajanje (Uradni list RS, $t. 94/2014).

Vzorec iz Mariborskega zavetis¢a za zivali smo pridobil iz odto¢nega jaska ob kletkah zivali iz

Wow W

katerega smo posrkali teko¢ino, ki se je nahajala po ¢iS¢enju v jasku.

6.2 Delvotest SP NT

6.2.1 Materiali

e Delvotest SP NT MINI (25 ampul)

e Posoda za segrevanje

e Steklena posoda

e Brizga

e Antibiotik TETRA-DELTA

o Kivete

e Elektronski termometer

e Parafilm »M«

e Avtomatska pipeta s pripadajo¢imi nastavki (0.1mL)
e Grelnik

e Rotavapor
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e Plasti¢ne eze

e 3 steklene bucke (izparilne bucke)
e Pipeta (ImL)

e Destilirana voda

e Mikrocentrifugirka

e Petrijevka

6.2.2 Metode

6.2.2.1 Priprava koncentriranih vzorcev

Slika 1: Skica Rotavaporja (Petrovic, 2011)

Vzorec, ki smo ga uparevali je v izparilni bucki (2). Raztopina se upareva z nastavitvijo ustrezne
temperature grelne kopeli (3) v naSem primeru na 60°C in z vakuumom, prilagojenim
termodinamskim lastnostim vzorca. Pri prvem izparevanju smo umerjali pri kateri temperaturi
moramo pustiti izparilno bucko v grelni kopeli (3) zato smo temperaturo spreminjali na
nadzorni plosci (5) in z gumbom na grelni kopeli (3). Pogon (1) vrti izparilno bucko, s ¢imer se
zmanj$a neenakomerno segrevanje raztopine in se poveca povrsina raztopine. Pare skozi parno
cev potujejo v hladilnik (7), kjer se para kondenzira in se teko€ina izliva v sprejemno bucko
(6). Tako je v izparilni bucki ostal vzorec, ki je vseboval izjemno majhno koli¢ino vode. Na

koncu smo v izparilne bucke z mililitrsko pipeto dodali 1 mL destilirane vode. S plasti¢no ezo
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smo stene buck dobro postrgali, vzorce pa smo vlili v mikrocentrifugirke, ki smo jih oznacili s

Stevilkami vzorcev, ki smo jih zbrali in do uporabe hranili pri 4°C.

6.2.2.2 Postopek izvedbe Delvotesta SP NT

Najprej smo posamezne ampule ostevilcili s Stevilkami vzorcev. Nato smo iz ampule odstranili
aluminijasto folijo. Z 0.1 mL pipeto smo v ampulo odmerili 0.1 mL posameznega vzorca, Ki
smo jih pred tem dobro premesali. Test smo opravili prvi dan s koncentriranimi in
nekoncentriranimi vzorci. Drugi dan pa smo test ponovili le s koncentriranimi vzorci.
Koncentrirani vzorci so vzorci, ki smo jih pridobili z laboratorijsko aparaturo Rotavaporjem.
Nekoncentrirane vzorce pa so predstavljali nativni vzorci. Po odmerjanju smo vsako ampulo
prekrili s parafilmom. Ampule smo za tem namestili v stojalo, ki je bilo prilozeno zraven Delvo
testa SP NT. Posodo v kateri je bila voda smo polozili na grelnik s termostatom in vodo v njej
segreli do 64°C. Nato smo ampule v stojalu polozili v stekleno posodo nekje do Cetrtine
napolnjeno z vodo, ki smo jo poloZili v posodo za gretje segreto do 64°C. Temperaturo smo
vzdrzevali z uravnavanjem termostata na grelniku z odvzemanjem vroc¢e vode ter dodajanjem

hladne. Ampule smo inkubirali tri ure.

Po treh urah smo ampule v stojalu vzeli iz steklene posode in preverili rezultate. Ali je test
pozitiven in negativen smo dolo¢ili na podlagi obarvanosti vzorcev po koncani inkubaciji.
Obarvanost smo opazovali na spodnjih dveh tretjinah vzorca. Obarvanost smo primerjali s
standardizirano skalo Delvotesta SP NT, ki je priloZena testu. Rumena obarvanost vzorca

pomeni, da je test na antibiotike negativen, vijoli¢na obarvanost vzorca pa, da je test pozitiven.

Test za ugotavljanje prisotnosti antibiotikov v vzorcih uporablja hitro rastoco, na temperaturo
obcutljivo bakterijo Bacillus stearothermophilus. Ta bakterija ob rasti sprosca kislino, ki mo¢no
spremeni barvo testa. Obcutljiva ja na vse najpogosteje uporabljene antibiotike v medicini in
veterini in ob prisotnosti antibiotikov hitro umre. Ce je v vzorcu antibiotik, se kislina zaradi
propada bakterije ne sprod¢a in barva v testu ostane skoraj nespremenjena. Ce pa antibiotika v
vzorcu ni, se bakterija v treh urah razmnozuje in sproséa kislino, ki spremeni barvo, da test

postane rumen, se pravi je negativen.
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6.3 Allium test

6.3.1 Materiali

e epruvete

e navadna ¢ebula (Allium cepa L.)

e \zorci vod

e Destilirana voda (kontrolni vzorec)
e stojala za epruvete

e Pipete

e Karmin ocetno barvilo

e Fiksativ (etanol in ocetna kislina v razmerju 3:1)
e Predmetna mikroskopska stekelca
e Krovna mikroskopska stekelca

e Gorilnik

e Mikroskop Leica DM750 P

6.3.2 Metode

6.3.2.1 lzvedba Allium testa

V vsako vrsto stojal smo dali po sedem epruvet za vsak vzorec. Nato smo v sedem epruvet nalili
posamezen nativni vzorec do vrha. Dodatnih sedem epruvet pa smo napolnili z destilirano vodo
in jih uporabili kot kontrolo. Na vsako epruveto smo poloZili po eno navadno ¢ebulo, ki smo
jih predhodno izbrali, da so si bile ¢im bolj podobne, po zdravju in velikosti. Na dnu vsakega
cebulCka smo ¢ebul¢ek malo pristrigli, da so lahko korenine zacele normalno rasti. Nato sSmo
vsak dan zjutraj in zveder pet dni zapored v epruvete dodajali posamezne vzorce vode. Cez 48
ur smo pri vsakem vzorcu vode enemu ¢ebulCku pristrigli koreninico, ki smo jo vstavili v

predhodno pripravljen fiksativ, ki je bil sestavljen iz etanola in ocetne kisline v razmerju 3:1.
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Po petih dneh smo vsem c¢ebulckom izmerili koreninice in nato izraunali povprec¢je dolzin

koreninic pri posameznem vzorcu vode.

Koreninicam, ki smo jih pristrigli ¢ebul¢kom, smo nato pogledali pod mikroskopom na 1000x
povecavi. Predhodno smo si pripravili karmin ocetno barvilo, ki je sestavljeno iz 0.5 g karmina,
45mL ledocetne kisline in 50 mL destilirane vode. Pripravili smo ga tako, da smo 45 mL
ledocetne kisline in 50 mL destilirane vode zavreli. Ko smo ju zavreli, smo dodali 0.5 g
karmina. Celotno raztopino smo pustili Se 10 minut vreti. Nato smo pocakali, da se je barvilo
ohladilo, da smo ga lahko prefiltrirali. Koreninice iz fiksativa smo polozili v karmin ocetno
barvilo. Vse skupaj smo segrevali na gorilniku okrog tri do §tiri minute oziroma do zaéetka
vretja barvila. Koreninske vrSicke smo polozili na predmetno mikroskopsko stekelce, preko
njih pa smo poloZili krovno mikroskopsko stekelce. Ob robih smo Se popivnali ostanke barvila.
Koreninice smo nato zmeckali in dobili smo preparat, ki mu reCemo meckanec. S celotnim
preparatom smo Se $li nekaj krat ¢ez gorilnik, da so se celice Se bolj obarvale. Pod mikroskopom
smo preparat pregledali. Preiskali smo celice in dolocali ali so v interfazi ali v kateri koli drugi
fazi mitoze (profazi, metafazi, anafazi in telofazi). Iskali smo tudi, ¢e v celicah najdemo kakrsne
koli nepravilnosti. Skupaj smo pregledali okrog 200 celic za vsak vzorec. Za vsak vzorec
posebej pa smo tudi izra¢unali mitozni indeks, ki je koli¢nik med $tevilom celic v mitozi in

Stevilom celic, ki smo jih pregledali.

6.4 Dolocanje skupnega dusika, skupnega fosforja, nitratov, KPK-ja in pH-ja

6.4.1 Materiali

e Homogenizator WTW DISPER D-8
e Fotometer Merck NOVA 60

e Termoreaktor MERCK TR 420

e pH meter WTW 330i

e Avtomatske pipete
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6.4.2 Metode

Na ¢istilni napravi smo dolo¢ili razli¢ne parametre. Skupen dusik smo izmerili pri vzorcih 1, 4
in 5. Prisotnost nitrata smo izmerili privzorcih 1, 2, 3, 6. Skupni fosfor, KPK in pH smo izmerili

pri vseh Sestih vzorcih.

6.4.2.1 Dolocanje skupnega dusika

V odpadni vodi se dusik pojavlja v Stirih oblikah in sicer kot organski dusik, amonij (ioniziran

in prosti amoniak), nitrit in nitrat.

Celotni dusik je vsota duSika po Kjeldalhu (organski duSik + N-NH4), nitratnega dusika (N-
NO3) in nitritnega dusika (N-NO2).

Organske in anorganske duSikove spojine smo dolo¢ili na podlagi Koroleff metode z
oksidacijsko obdelavo v termoreatorju. Metoda dolo¢anja dusika temelji na 1SO 7890/1

standardu.

6.4.2.2 Dolocanje nitratnega dusika

Nitratni ioni tvorijo v raztopini zveplene in fosforjeve kisline z 2,6 dimetilfenolom oranzno
obarvan 4-nitro-2,6 dimetilfenol, katerega koncentracijo smo dolo¢ili s fotometrom. Metoda

dolocanja nitrata temelji na ISO 7890/1 standardu.

6.4.2.3 Dolocanje skupnega fosforja

Ortofosfatni ioni tvorijo v raztopini Zveplene kisline molibdenove ione, torej molibdenfosfatno
kislino. Ta se s askorbinsko kislino reducira v fosformolibden moder, ki pa se lahko
fotometricno dolo¢i. Metoda dolocanja fosforja je standardizirana na podlagi 1SO 6878

standarda.
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6.4.2.4 Dolocanje KPK

KPK je kemijska potreba po kisiku oziroma kemijska poraba kisika (anglesko Chemicaql
Oxygen demand).

Vzorec se oksidira z vro¢o zvepleno kislino raztopine kalijevega dikromata in srebrovega
sulfata kot katalizatorja. Metoda dolo¢anja KPK (kemijska potreba po kisiku) temelji na ISO
6060 standardu.

KPK je merilo za organsko onesnaZenje v povrsinskih in odpadnih vodah. S KPK dolo¢imo vse

organske snovi, bioloSko razgradljive in nerazgradljive.

6.4.2.5 Merjenje pH-ja

pH smo zmerili s pH metrom WTW 330i. Izmerili smo ga tako, da smo v posamezen vzorec

pomocili merilni del pH metra in iz zaslona odc¢itali podatke.

6.5 Mikrobiolosko testiranje vzorcev

6.5.1 Materiali

e Inkubator Binder

e Avtomatska pipeta LLG (10-100 pl)
e Agar BHI (Brain heart infusion)

e Petrijevke

e Etanol

e Gorilnik
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6.5.2 Metode

Najprej smo pripravili agar BHI tako, da smo zmesali 18,5 g BHI-ja z 500 ml vode in dodali
10g agarja. Nato smo agar sterilizirali v avtoklavu (121°C, 15 minut), ga zlili v petrijevke in ga
do porabe hranili pri 4 °C. Na agar smo z avtomatsko pipeto nanesli 100 pl vzorca in ga
enakomerno razporedili po agarju v petrijevki. Petrijevke smo polozili v inkubator za 24 ur na

37°C. Po enem dnevu smo presteli Stevilo zraslih kolonij na agarju.
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7 REZULTATI

7.1 Rezulati Delvotesta SP NT

Tabela 1: Rezultati dveh Delvotestov pri istih vzorcih

- N o < 0 © ~ Pozitivna
3 3 3 S S S 3
£ £ < S = = = kontrola
N N N N N N N
> > > > > > >
S S S S S S S
. [ . [ . c - c - [ - [ - c
(&) o [&] o o o o o =) o =) o Q o
c X c X < X c Y4 e X = v4 C| X
o [<) o [<5) o [<8) o 3] o 3] o [<3) o [<3)
Y4 [ Y4 [ Y4 [ X [ X [ X [ 4 [
Rez.
1.
dn |2/ 8|2 |8 |2 | 8| |8|c|&|c | g
o e o e o [ o [ o [ o c ol o ~
Rez.
2.
dan | & S S o o o o © | o
[ ~ o ~ e ~ o ~ o ~ o ~ o| o o
Legenda:
1. Iztok Cistilne naprave Maribor
2. Reka Drava ob umetnem jezeru Ptuj
3. Novi Hocki potok (Bohova, vecje stevilo kmetijskih povrsin)
4. Vtok Cistilne naprave Maribor
5. Odpadna voda iz kanalizacijskega sistema pri Mariborski bolnici
6. Potok Grajena pod Puhovim mostom
7. Odtok zavetiSca za zivali Maribor

Ce upostevamo stopnjo koncentriranja vzorca 100X: z rotavaporjem smo iz 100 ml vzorca

dobili 1 ml in obgutljivost Delvotesta SP NT od 2 (penicilin) - 200 pg kg™* (vecina ostalih

antibiotikov) lahko sklepamo, da je v vodi prisotna nizja od 0.2 pg mL ™.
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Slika 2: Rezultati Delvotesta pri koncentriranih vzorcih 1. dan

T

Slika 3: Rezultati Delvotesta pri nekoncentriranih vzorcih 1. dan
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Slika 4: Rezultati Delvotesta pri koncentriranih vzorcih in nekoncentriranem sedmem vzorcu
2. dan
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7.2 Rezultati Allium testa

Slika 5: Nastavitev Allium testa
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Slika 6: Poskus 3. dan

Tabela 2: Dolzina koreninic ¢ebule 5. dan rasti v cm v razli¢nih vzorcih vode

Dolzina koreninic v razli¢nih vzorcih vode (mm +/- 0,5 mm)
Kontrola | VVzorec | vzorec | vzorec | vzorec | vzorec | vzorec | vzorec
1 2 3 4 5 6 7
Epruveta 1 1,0 2,2 1,7 0,5 0,1 0,7 3,2 0,1
Epruveta 2 4,0 2,4 2,8 4,7 0,4 0,3 1,5 0,2
Epruveta 3 1,5 45 5,0 4,6 0,1 0,8 0,5 0,2
Epruveta 4 2,4 5,6 4,3 2,0 0,2 0,8 2,7 0,2
Epruveta 5 2,2 1,0 2,7 5,1 0,2 0,1 2,0 0,2
Epruveta 6 4,2 0,8 3,7 1,7 0,1 0,2 3,6 0,3
Epruveta 7 2,4 2,7 4,6 1,1 0,3 0,8 2,0 0,1
Povpredje 2,5 2,7 3,5 2,8 0,2 0,5 2,2 0,2
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Grafikon 1: Dolzina koreninic ¢ebule

Slika 7: Dolzina koreninic pri kontrolni skupini ob koncu poskusa
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Slika 9: Dolzina koreninic pri vzorcu 2 ob koncu poskusa
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Slika 10: Dolzina koreninic pri vzorcu 3 ob koncu poskusa

Slika 11: Dolzina koreninic pri vzorcu 4 ob koncu poskusa
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Slika 12: Dolzina koreninic pri vzorcu 5 ob koncu poskusa

Slika 13: Dolzina koreninic pri vzorcu 6 ob koncu poskusa
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Slika 14: Dolzina koreninic pri vzorcu 7 ob koncu poskusa
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Tabela 3: Stevilo celic v posameznih fazah delitve v razli¢nih vzorcih

Stevilo celic v posameznih fazah delitve
Kontrola | VVzorec | vzorec | vzorec | vzorec | vzorec | vzorec | vzorec

1 2 3 4 5 6 7
Interfaza 171 153 215 212 173 261 271 176
Profaza 12 21 8 13 10 8 11 24
Metafaza 10 13 4 5 9 3 8 0
Anafaza 5 8 4 3 4 3 3 0
Telofaza 2 4 3 0 1 4 1 0
Anomalije 0 1 2 0 3 2 3 0
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Tabela 4: Mitozni indeks pri posameznih vzorcih

Mitozni indeks v %

Vzorec 1 23
Vzorec 2 8,2
Vzorec 3 8,6
Vzorec 4 12

Vzorec 5 6,4
Vzorec 6 17
Vzorec 7 12

Kontrolni vzorec 14,5

Mitozni indeks v %

25
20
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10

5 l I I
0 - o o

Mitozni indeks (%)

Vzorec1 Vzorec2 Vzorec3 Vzorec4 Vzorec5 Vzorec6 Vzorec7 Kontrolni
vzorec
Oznaka vzorca

Grafikon 2: Mitozni indeks v %
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Grafikon 3: Stevilo celic v posameznih fazah delitve v kontrolnem vzorcu
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Grafikon 4: Stevilo celic v posameznih fazah delitve v vzorcu 1
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Stevilo celic v razli¢nih fazah delitve
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Grafikon 5: Stevilo celic v posameznih fazah delitve v vzorcu 2
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Grafikon 6: Stevilo celic v posameznih fazah delitve v vzorcu 3
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Stevilo celic v razli¢nih fazah delitve
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Grafikon 7: Stevilo celic v posameznih fazah delitve v vzorcu 4
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Grafikon 8: Stevilo celic v posameznih fazah delitve v vzorcu 5
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Stevilo celic v razli¢nih fazah delitve
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Grafikon 9: Stevilo celic v posameznih fazah delitve v vzorcu 6
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Grafikon 10: Stevilo celic v posameznih fazah delitve v vzorcu 7
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Slika 16: Metafaza (zeleno) in nerazdvojeni kromosomi (oranzno) mitoze (1000 X) (lastni vir)
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Slika 17: Anafaza mitoze (1000 X) (lastni vir)

Slika 18: Telofaza mitoze (1000 X) (lastni vir)
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Slika 19: Anafazni most mitoze (1000 X) (lastni vir)

7.3 Rezultati dolo¢anje skupnega dusika, skupnega fosforja, nitratov, KPK-ja in
pH-ja

Tabela 5: Rezultati kemijskih analiz povrsinskih in odpadnih vod

Vzorec

1 2 3 4 5 6
N-skupni
(ma/L) 4.3 / / 70 74 /
P-skupni | ) o9 0.24 0.10 13.7 10.6 1.12
(mg/L)
Nitrati
(ma/L) 2.0 0.9 21 / / 2.9
KPK
(ma/L) 43 2 4 994 1109 4
pH 7.861 7.576 7.507 7.706 8.027 7.462
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7.4 Rezultati mikrobioloSkega testiranja vzorcev

Tabela 6: Stevilo zraslih kolonij na agarju v posameznih vzorcih

Vzorec
1 2 4 5 7
St. kolonij nestevno | 35 nestevno | neStevno | 48 nestevno

nestevno: kolonij zaradi prevelikega Stevila nismo mogli presteti

Slika 20: Kolonije mikroorganizmov zraslih po 24 urah
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8 DISKUSIJA

8.1 Hipotezal

Podobnih raziskav kot smo jih izvedli z Delvotestom SP NT v literaturi nismo zasledili. 1z
tabele 1 je razvidno, da smo prvi dan dobili vse teste z koncentriranimi vzorci pozitivne, to
pomeni prisotnost antibiotikov. Vsi nekoncenrirani vzorci razen vzorca sedem so bili negativni
in so se obarvali rumeno. Za vzorca 2 in 3 lahko na podlagi slike reCemo, da vsebujeta manj
antibiotika kod ostali vzorci, vendar sta Se vedno nad minimalno vrednostjo antibiotika, ki jo
lahko Delvotest SP NT zazna. Ko smo drugi dan poskus ponovili, smo dobili podobne rezultate,
ki so se malo razlikovali. Razlike, ki smo jih dobili so bile pri vzorcu 1 in 3. Pri vzorcu 1 smo
dobili, da antibiotikov ne vsebuje, saj se je test obarval rumeno, pri vzorcu 3, pa smo dobili
sivkasto rumeno barvo, s ¢im lahko sklepamo, da vzorec vsebuje antibiotike vendar pod
merilnim obmo¢jem Delvotesta SP NT. Drugi dan smo naredili kontrolni test z antibiotikom,
ki smo ga seveda dobili pozitivnega. Ponovili pa smo tudi test z nekoncentriranim vzorcem 7,
Ki je bil ponovno pozitiven na antibiotike. Hipotezo 1 smo lahko na podlagi dobljenih rezultatov
delno potrdili, saj smo antibiotke zaznali pri koncentriranih vzorcih iz odpadne vode iz
kanalizacijskega sistema pri Mariborski bolnici, vtoka Cistilne naprave in zavetis¢a za zivali
Maribor v obeh dnevih testiranja. Tako smo ta del hipoteze lahko potrdili. Nismo pa morali
potrditi prvega dela hipoteze, saj smo pri nekoncentriranih vzorcih dobili enega pozitivnega in
sicer vzorec, ki smo ga vzeli v Zaveti§¢u za zivali Maribor. Da smo se o tem prepricali, Smo ta
test z vzorcem 7 ponovili in spet smo dobili pozitiven test. Zaradi tega dela hipoteze ne moremo
potrditi. Poskus bi lahko izboljsali tako, da bi koncentracijo vzorcev izvajali postopoma in tako
ugotovili pri kateri koncentraciji so antibiotiki zaznavni. Spremeniti bi morali na¢in segrevanja
ampul Delvotesta SP NT, saj je temperatura nihala, kar je lahko posledi¢no tudi vplivalo na
rezultate in se zaradi tega nekateri niso obarvali v rumeno. Najprimernejsi bi bil digitalni

termostat, ki bi avtomatsko reguliral temperaturo.

Za natan¢no analizo vzorcev in detekcijo antibiotikov bi bila potrebna HPLC metoda, s katero
lahko zaznamo tudi zelo nizke koncentracije le — teh. Metoda je draga in zamudna, aparature
pa tezko dostopne. Zato smo poskusali antibiotike doloc€iti z cenejSo in enostavnejSo metodo,

kar nam je tudi uspelo. Zaskrbljujoce pa je dejstvo, da smo antibiotike sploh zaznali, predvsem
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na vtoku v Cistilno napravo, ki deluje na podlagi mikroorganizmov, ki pridejo na ta nacin v

kontakt z antibiotiki.

8.2 Hipoteza 2

Na podlagi ze znanih raziskav Petra Firbasa (2011) na podroc¢ju Allium testa smo pricakovali,
da bo rast rastlin v vzorcih iz potokov in rek potekala normalno in ne bo zaostajanja v rasti.
Predvidevali pa smo tudi, da bo v vzorcih, ki so bolj onesnaZzeni (odpadne vode) in imajo vecjo
genotoksi¢nost rast rastlin zavirana, prav tako kot je to potrdil Peter Firbas (Firbas 2011).
Rezultate, ki smo jih dobili z Allium testom so bili naslednji. Pri kontrolnem vzorcu je bila rast
koreninic ¢ebule pri¢akovana, tak$na kot mora biti. Tudi pri vzorcih 1, 2, 3, 6 je bila rast
koreninic pri¢akovana in se ni pomembno razlikovala od kontrole. Podatki, ki smo jih pridobili
pri nasi raziskavi, So podobni izsledkom ostalih raziskovalcev (Firbas, 2011). Potrdili smo, da
vzorci reke in potokov ter iztoka Cistilne naprave niso imeli visoke stopnje sploSne toksi¢nosti.
Pri vzorcih vtoka ¢istilne naprave, odtoka mariborske bolnice in Zavetisca za zivali Maribor pa
smo dobili ravno nasprotne rezultate. Koreninice ¢ebul¢kov so bile precej krajse od kontrole,
kar nam dokazuje, da so bili ti vzorci zelo onesnazeni in so imeli veliko stopnjo splo$ne
toksi¢nosti, saj se celice v vrsic¢kih korenin ¢ebule niso mogle razmnozevati, zaradi tega ni bila

mogoca normalna rast.

Posamezne koreninice ¢ebule vzorcev smo tudi pogledali pod mikroskopom kjer smo presteli
okrog 200 celic v interfazi in razlicnih fazah mitoze. Preparat smo tudi pregledali, ¢e se v njem
pojavljajo moteni procesi v celi¢ni delitvi. Ce primerjamo mitozni indeks s kontrolno skupino
(rast v destilirani vodi), kjer je znaSal 14.5 % ugotovimo, da je pri vseh naSih vzorcih bil manjsi
od te vrednosti razen v vzorcu odvzetem iz iztoka Cistilne naprave, kjer je znasal 23 %. Menimo,
da je do tega prislo zaradi obogatitve vode s hranilnimi (mineralnimi) snovmi in kisikom v

procesu ¢iS¢enja onesnazenih voda, kar pomeni, da Cistilna naprava opravlja svojo funkcjo.

Pri vzorcu 7 (odvzetem v Zavetis¢u za zivali Maribor) smo opazili, da mitoza ni normalno
potekala, saj smo ugotovili le celice v profazi (zaetek delitve jedra) in v nobeni drugi fazi
mitoze. Sklepamo, da je do tega prislo zaradi prisotnosti snovi, ki jih izlo¢ajo zdravljene zivali,
ki so o€itno zaustavile celi¢no delitev in vplivale na nastanek delitvenega vretena, ki je potrebno

za nadaljevanje razporejanja kromosomov.
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Anomalije v fazah mitoze smo nasli v vzorcih 1, 2, 4, 5, 6. Stevilo anomalij, ki smo jih nasli,
ni bilo veliko, kar pa lahko pripiSemo tudi nasi neizkusenosti, saj so nekatere za nestrokovnjake
tezko prepoznavne. Zasledili smo zelo pogosto in znano anomalijo anafazni most, kjer se
kromatide ne lo¢ujejo uspesno in zato prihaja do mutacij. Ker smo anomalije nasli tudi v vzorcih
1, 2, 6 drugega dela hipoteze ne moremo potrditi, da bomo v celicah koreninic ¢ebul¢kov v
vzorcih z vecjo genotoksi¢nostjo nasli ve¢ anomalij. Zato lahko tudi hipotezo 2 le delno

potrdimo.

Da bi dobili boljSe rezultate bi morali preveriti ve¢ celic kot le 200, saj bi tako dobili Se
natanénej§i mitozni indeks. Ce bi za posamezni vzorec pregledali tudi ved koreninic bi lahko
naSli vecje Stevilo anomalij. Prav tako bi bilo bolje, e bi nekaj ve¢ ¢asa posvetili »treningu«

prepoznavanja posameznih anomalij.

8.3 Hipoteza 3

S kemijskimi analizami smo potrdili nasa predvidevanja, da bosta vzorca odvzeta iz vtoka
Cistilne naprave in odpadna voda iz kanalizacijskega sistema pri Mariborski bolnici vsebovali
bistveno ve¢ skupnega N in P ter imeli bistveno vecjo kemijsko potrebo po kisiku, kar kaze na
obremenjenost vode z onesnazili. Z dobljenimi rezultati lahko potrdimo, da sta ta dva vzorca

zelo mo¢no onesnazena.

8.4 Hipoteza 4

Pri poskusu smo Zeleli dokazati, da bomo pri bolj onesnazeni vodi nasteli veliko vecje Stevilo
zraslih kolonij. Hipotezo 4 smo potrdili, saj so v vzorcih kjer smo pri¢akovali veliko rast kolonij

le te v velikem $tevilu tudi zrasle, kar pomeni tudi vecje Stevilo mikroorganizmov.

Presenetil nas je rezultat rasti kolonij pri vzorcu iz iztoka Cistilne naprave, saj je tudi tukaj
neStevno Stevilo kolonij. Ta voda se namre¢ izliva v reko Dravo. Morda bi bilo zaradi tega

smiselno vodo tudi sterilizirati pred iztokom (UV sterilizacija).

Voda iz vseh nasih vzorcev vsekakor ni pitna, saj vsebuje veC bakterij, kot to predpisuje

pravilnik o pitni vodi. Ne vemo ali so to bakterije, ki lahko povzroc¢ijo bolezen ali ne.
48



Problemati¢ne so predvsem bakterije fekalnega izvora, ki lahko povzrocajo ¢revesne okuzbe.
Da bi to dolocili bi morali razsiriti bakterioloske analize in determinirati vrsto bakterij. Z

red¢enjem vzorca bi bilo mogoce bakterije v neStevnih kolonijah tudi presteti.

9 ZAKLJUCEK

Z naso raziskovalno nalogo smo ugotovili, da antibiotike vsebujejo tudi nekatere odpadne in
povrsinske vode. Za dokazovanje smo uporabili cenovno ugoden in dostopen test, ki se
uporablja za hitro dokazovanje ostankov antibiotikov v mleku. Menimo, da je ta test primeren

za §irSo uporabo pri kontroli onesnazenosti voda.

Rezultati Allium testa so nam pokazali, da onesnazenost in genotoksi¢nost mo¢no vpliva na
rast koreninic navadne cebule. S pregledom celic vrSickov korenin navadne cebule smo
ugotovili, da izpostavljenost koreninic bolj onesnazeni in genotoksicni vodi bistveno ne
spremeni Stevila napak pri delitvi celic, kar se povsem ne sklada z ugotovitvami drugih raziskav.
Da bi ugotovili zakaj so se v celicnih delitvah (mitozi) pojavljale napake pri povrsinskih vodah
in se niso pri nekaterih onesnazenih in genotoksi¢nih vodah bi morali izvesti nadaljnje raziskave
vzorcev, kjer bi natan¢no raziskali kaj vse vode vsebujejo, da povecajo ali zmanjSajo Stevilo
napak v delitvah celice. Potrdili smo tudi, da bolj onesnazeni vzorci vsebujejo ve¢ fosforja in

dusika, njihova kemijska potreba po kisiku pa je bistveno veéja kot pri drugih vzorcih.

Ker smo hoteli raziskavo prikazati tudi na mikrobioloski ravni smo izvedli poskus z rastjo
bakterij. Tudi tukaj se je pokazalo, da so vzorci z bolj onesnazeno vodo razvili vecje Stevilo
kolonij kar pomeni, da vsebujejo bistveno ve¢ bakterij kot drugi vzorci. V nadaljevanju
raziskave bi bilo potrebno bakterije tudi identificirati, saj bi le tako lahko umestili v parametre

in ugotovili ali se smejo pojavljati.

Prvi dve nasi hipotezi smo lahko le delno potrdili, 3 in 4 pa smo lahko potrdili, saj smo dobili

enake rezultate kot so bila nasa predvidevanja.

Z raziskovalno nalogo smo pokazali, da si tudi v Sloveniji, ki spada med dezZele bogate z
vodami, ne smemo zatiskati o¢i pred onesnazevanjem voda. Problem moramo spremljati in

vedno znova opozarjati na pomen ohranitve ¢istih voda.
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10 DRUZBENA ODGOVORNOST

Izbrana tema izpolnjuje osnovna nacela druzbene odgovornosti, saj se ukvarjamo s temo
kvalitete voda od katere je odvisno nase zdravje in kvaliteta nadega Zivljenja. Zelimo opozoriti
na dejstvo, da premalo razmi$ljamo o onesnazilih, ki jih nevede spus¢amo v okolje in s tem
povzrocamo nepredvidljive ucinke, tudi na nas same. Vsa voda na Zemlji je povezana v t.i.

vodni krog in tako se lahko vse, kar se v vodi znajde, tudi vrne nazaj.

ZaskrbljujoCe se nam je zdelo predvsem pojavljanje antibiotikov v povrSinskih in odpadnih

vodah.

Ob uporabi antibiotikov se manjSe koli¢ine sprostijo v vodno okolje in s tem vplivajo na
organizme, ki tam Zivijo. Njihovo pojavljanje v odpadnih in povrSinskih vodah je slabo

raziskano, prav tako njihov vpliv na netar¢ne organizme.

Prekomerna uporaba antibiotikov posledi¢no povecuje vedno vecjo odpornost bakterij nanje,
kar posredno vpliva tudi na Cloveka in njegovo zdravje. Rezistenca bakterij na antibiotike
predstavlja enega vecjih problemov pri zdravljenju bakterijskih bolezni. Ravno zaradi tega se

moja naloga pridruzuje sploSnim prizadevanjem k odgovorni uporabi antibiotikov
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