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ABSTRAKT

Z divodu zavedeni stanoveni somatickych kolifagli do dvou legislativnich dokumentl evrop-
ské unie (EU), budou muset pfislusné organy ¢lenskych statt EU sledovat jejich vyskyt v danych
typech vod. Tento ¢lanek popisuje stanoveni somatickych kolifagl v realnych a modelovych
vzorcich pomoci normovanych metod. Zaroven jsou popsany postfehy a Uskali, ktera jsou spo-
jena s normovanymi stanovenimi a se zavedenim téchto stanoveni do legislativy. V ramci teo-
retické Casti prace je popsana morfologie a taxonomie somatickych kolifagt a jejich pfiblizny
vyskyt v riznych typech vod. V ramci experimentalni ¢asti jsou shrnuty vysledky ziskané pomo-
ci kultivacnich metod, které jsou tabelarné zpracovany.

ABSTRACT

Due to the inclusion of the determination of somatic coliphages in two European Union (EU)
legislative documents, the competent authorities of the EU Member States will have to monitor
their occurrence in the given types of waters. This paper describes the determination of somat-
ic coliphagesin real and model samples using standardized methods. At the same time, obser-
vations and pitfalls are described, which are connected with standardized determinations and
with the introduction of these determinations into legislation. The theoretical part of the thesis
describes the morphology and taxonomy of somatic coliphages and their approximate occur-
rence in different types of waters. The experimental part summarizes the results, obtained by
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1 Uvod

k tomu, zZe jeji kvalitativni parametry se odviji od miry organického
znecisténi, pfitomnosti polutantd a rizikovych organismu a latek v ni
obsazenych, je zapotfebi vénovat zvySenou pozornost environmen-
talnim charakteristikam, technologickym procestim a rizikové ana-
lyze. V CR jsou k dispozici legislativni pozadavky zaméfené na moni-
toring a kontrolu hygienické nezavadnosti vod. Zcela zasadni je pak
hygienicky pozadavek na kvalitativni a kvantitativni fyzikalné-che-
mické, chemické, mikrobiologické a biologické ukazatele. Tyto para-
metry se aktualizuji v legislativnich nafizenich s ohledem na védecké
poznani a ekonomickou situaci v dany okamzik. Nasledné se nékte-
ré parametry upravuji, doplni se pro jejich stanoveni jinad vhodnéjsi
metoda, nebo se nahradi jinym ukazatelem. V pfipadé mikrobiolo-
gického rozboru vody jsou v tomto aspektu zcela novym ukazatelem
kvality vody somatické kolifagy. Somatické kolifagy byly mezi nové
ukazatele kvality vody zafazeny proto, Ze celosvétové se uvadi 30 %
pfipadu gastrointestinalniho onemocnéni, zptsobenych po poZiti pit-
né vody. Za vétsinu onemocnéni z téchto uvedenych 30 % jsou zod-
povédné enterické viry, nebo prvoci, které se v pitnych vodach bézné

using cultivation methods, which are tabulated.

laboratorné nestanovuji (Duran et al., 2003). Somatické kolifagy jsou
viry indikujici fekalni znecisténi, nejsou pro cloveéka patogenni, jejich

stanoveni je relativné casove i ekonomicky nenaro¢né a maji urcitou
podobnost s enterickymi viry.

Jako novy indikatorovy mikroorganismus jsou somatické kolifagy
zminovany ve dvou legislativnich dokumentech, v Nafizeni Evrop-
ského parlamentu a Rady (EU) a ve Smérnici Evropského parlamentu
aRady (EU). Prvni legislativni dokument (Nafizeni Evropského parla-
mentu a Rady (EU) 2020/741, 2020) vstoupil v platnost dne 25. 5. 2020.
Podle tohoto nafizeni bude nutné somatické kolifagy stanovovat
vramci valida¢niho monitorovani u zafizeni Cisticich vodu pro opé-
tovné vyuzivani. Pro dosazeni kvality vody tfidy A (nejprisnéji nasta-
vena hodnota kvality vody) bude muset byt rozdil mezi mnozstvim
somatickych kolifagli v surové vodé vstupujici do zafizeni avodou
upravenou, tedy vystupujici ze zafizeni Cistici vodu pro opétovné vyu-
Zitl, alespon 6 log,, neboli 10°. V pfipadé, kdy voda vstupujici do Cisti-
ciho zafizeni obsahuje méné, nez 6 log,, plakt tvofenych jednotkami
(PTJ/100 ml) somatickych kolifagd, tak na vystupu z jednotky musi mit
0 PTJ/100 ml somatickych kolifagt. V literatufe se |ze setkat i s ozna-
¢enim PFP (plaque forming particles), coz znamena plaky tvorici

Castice. Jednotlivé tridy kvality vody urcuji, pro jaky Gcel se opétovné
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vycisténa voda smi pouzivat. Druhy legislativni dokument (Smérnice
Evropského parlamentu a Rady (EU) 2020/2184, 2020) nahradil Smér-
nici 98/83/ES. V této nové smernici je stanoveni somatickych kolifagd
zminovano pro tzv. provozni monitoring. To znamena, ze pokud bude
vyskyt somatickych kolifagli ve zdroji povrchové vody uréené k Giprave
na vodu pitnou nizsf nez 50 (PTJ/100 ml), tak se nebudou muset sta-
novovat v celé lince Upravarenské technologie.

2 Teoreticka cast

Somatické kolifagy jsou bakteriofagy neboli bakterialni viry, jejichz
hostitelskym organismem jsou bakterie. V tomto pfipadé se jedna
o koliformni bakterie. Jako hostitelé somatickym kolifagim slouzi né-
které druhy z celedi Enterobacteriaceae, a to predevsim druh Escheri-
chia coli, pfipadné Klebsiella spp., Shigella spp. ad. Hostitelskou buri-

ku napadaji pfes jeji vnéjsi bunécnou sténu, na kterou se navazi pres
lipopolysacharidy, nebo proteinové receptory (Jofre et al., 2016).

Somatické kolifagy jsou dsDNA viry (double stranded) a ssDNA viry
(single stranded). Do téchto skupin jsou rozdélovany v zavislosti
na typu nukleové kyseliny, kterou maji uloZzenou v kapsidé. Taxono-
micky patfi ke ctyfem celedim, kterymi jsou: Microviridae, Myoviridae,
Siphoviridiae a Podoviridiae (Lee, 2009; Burbano-Rosero et al., 2011;
McMinn et al., 2017).

Na zékladé podobného usporadani kapsidy a vlastnosti, které maji
enterické viry, by se somatické kolifagy mohly stat jejich indikatoro-
vym organismem. Pfedvidat pfitomnost enterickych virll v prostredi

by bylo jisté urcitou vyhodou, protoZe na lidsky organismus maji pato-
genni ucinek, jizv malych mnozstvich (Zhang and Farahbakhsh, 2007).

2.1 Vyskyt somatickych kolifagt

Na zakladé studie (Jofre et al., 2016) bylo zjisténo, ze se somatické ko-
lifagy vyskytuji ve splaskovych odpadnich vodach celosvétové v roz-
mezi od 5-10° PTJ/100 ml do 5-10" PTJ/100 ml. V podzemnich vodach
se somatické kolifagy vyskytuji pouze v pfipadé jejich ovlivnéni vo-
dami povrchovymi, nebo v pfipadé pfimé kontaminace podzemnich
vod splaskovymi vodami. Vyskyt somatickych kolifagti v povrchovych
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vodach je vyznamné ovlivnény povétrnostnimi a klimatickymi pod-
minkami v misté odbéru a samoziejmeé i samotnym mistem odbéru.

Z toho dlvodu jejich vyskyt ve vodach obecné osciluje mezi nula
az nékolika desitkami PTJ ve 100 ml vzorku (USEPA, 2015).

2.2 Metody stanoveni somatickych kolifagt

Somatické kolifagy je mozné stanovit kultivacné nebo vyuZit nékte-
rou z vhodnych metod molekuldrni biologie, kterymi jsou: PCR, gPCR,
FISH, pfipadné transmisni elektronova mikroskopie. Jednotlivé uve-
dené metody se lisi v naro¢nosti na pfistrojové vybavent, v rychlosti
ziskani vysledku, ve finanéni naroc¢nosti stanoveni, a predevsim ko-
necném vysledku, ktery je bud kvalitativni (informace o pfitomnosti
kolifagli v daném vzorku), nebo kvantitativni (informace o poctu ¢as-
tic ve vzorku) (Burbano-Rosero et al., 2011; Wu et al., 2017). Kultivacni
stanoveni, jehoz vysledkem je pocet (mnozstvi) kolifagt ve vzorku, je
provozné, ekonomicky a s ohledem na typ vysledku pro provozovate-
le Upraven vod nejvyhodnéjsi.

Kultivacni stanoveni somatickych kolifagli je zalozené na smichani
analyzovaného vzorku (s predpokladem vyskytu somatickych kolifa-
gl) s hostitelskym kmenem bakteriofaga (kultura nachazejici se v lo-
garitmické fazi rstu) a polotekutym zivnym médiem. Takto vznikla
smés se bud rozlije pfimo do Petriho misky, v pfipadé jednovrstvé
plakové titrace, nebo se rozlije na povrch pevného zivného média

v Petriho misce, v pfipadé dvouvrstvé plakové titrace.

Jednotlivé kultivacni metody jsou popsany v prislusnych normach
(CSN EN 1SO 10705-2, 2002, USEPA, 2001a, USEPA, 2001b). V pfipadé
stanoveni somatickych kolifagli ve vzorku s predpokladem jejich niz-
keho vyskytu, je mozné pouZit doporucené koncentraéni metody spe-
cifikované normou (CSN 1SO 10705-3, 2020).

Mnozstvi vykultivovanych bakteriofagl je ovlivnéno pouzitym hos-
titelskym kmenem, kterym je urcity typ kmene bakterie Escherichia
coli (Stetler, 1984). Somatické kolifagy se po 18+2 h inkubace pfi
36+2 °C projevi jako plaky neboli zony projasnéni na agarové plose,
viz Obr. 2.1. Vysledkem kultivacniho stanoveni je pocet somatickych
kolifagu, vyjadreny jako plaky tvofici jednotky, ve stanovovaném ob-
jemu (PTJ/ml).

Obr. 2.1: Somatické
kolifagy viditelné
na agarové plotné, jako
plaky tvofici jednotky.
Pozn.: fotografie byla
pofizena na pocitacce
kolonii (Colony counter)
pfi slabé zlutozeleném
podsviceni.
Zakrouzkovani:

- plak,
O - kapka zkondenzova-
né vody,
O - hrudka predcasné
ztuhlého agaru
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3 Experimentalni cast

Experimentalni cast této studie byla zamérena na ovéreni a pfipad-
nou optimalizaci metodiky kultivacniho stanoveni somatickych ko-
lifagh. Jednotlivé vzorky stanovované na pfitomnost somatickych
kolifagl se lisily mnozstvim doprovodné mikrofléry a organického
znecisténi. K detekci somatickych kolifagli byla pouzita metoda dvou-
vrstvé plakové titrace specifikovana normou (CSN EN 1SO 10705-2,
2002). Modelové vzorky, vzorky kohoutkové vody a vzorek studnicni
vody, tedy vzorky s o¢ekdvanym nizkym vyskytem somatickych koli-
fagl, byly stanovovany pomoci koncentracnich metod uvedenych
v normé (CSN IS0 10705-2, 2020).

3.1 Zpracovani vzorkl vod s nizkym poctem kolifagu

U vzorkl vod s vyskytem somatickych kolifagl nizsim, nez 3 PTJ/ml
je nutné upravit analyzovany vzorek jeho zkoncentrovanim. Pro
zkoncentrovani vzorki jsou v normé (CSN 1SO 10705-3, 2020) uvedeny
tfi techniky, mezi které patfi filtrace pomoci elektropozitivnich filtra,
membranova filtrace aflokulace. Pouziti jednotlivych technik se
liSi v zavislosti na zdkalu astanovovaném objemu daného vzorku.
Vrdmci experimentalni ¢asti byly pouzZity metody zkoncentrovani
vzorkd membranovou filtraci a flokulaci.

3.1.1 Membranova filtrace

Metoda membranové filtrace je zalozena na principu jednoduché filt-
race a je mozné ji pouzit pro vzorky vod se zakalem mensim nez 2 ZFn.
Pfi vétsim zékalu lze predpokladat rychlé ucpani membranového fil-
tru. Metoda filtrace je vhodné pro objemy vzorkd v rozsahu 0,1-1 litru.
Po provedeni filtrace se filtr rozstfihad na 8 ¢asti, které se vlozi do eluc-
niho roztoku v k&dince, ktera se umisti po dobu 5 minut do ultrazvu-
kové lazné. Stanovuje se jak eludt, tak rozstrihany filtr. Normou pre-
depsany, a v této studii ovéreny elu¢ni roztok ve slozeni 1% Tween 80,
0,5M NaCl a 3% hovezi extrakt vykazuje nejvyssi vytézky.

3.1.2 Flokulace s MgCl,

Metodu flokulace |ze pouZit na vzorky se zékalem vétSim nez 2 ZFn
avrozmezi objemu 0,1-1litru. Princip této koncentracni metody
spociva v pfidani ekvivalentni davky chloridu hofe¢natého ke zpraco-
vavanému objemu vzorku, ktery po Upravé hodnoty pH hydroxidem
sodnym vytvofi nerozpustné vlocky hydroxidu hofe¢natého, ve kte-
rych se zachyti somatické kolifagy. Vlocky se nechaji sedimentovat.
Po probéhnuti sedimentace se odlije supernatant a usazené vlocky
se centrifuguji. Po centrifugaci se opét slije supernatant a peleta (cen-
trifugdt) se rozpusti ve vhodném rozpoustédle a cely objem se nésled-
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né kultivacné stanovi. Vtéto studii byla rozpoustédlem peptonova
voda s chloridem sodnym.

4  Vysledky

V ramci této studie byly analyzovany tyto typy vzork(: povrchoveé vody,
Seda voda, pitnéa (kohoutkova) voda, studni¢ni voda, pfitok a odtoky
z ¢istiren odpadnich vod (COV). Pouzité metody a ziskané vysledky
jsou shrnuty v Tab. 4.1. Jednotlivé vysledky vyjadfuji pocet determi-
novanych somatickych kolifagl ve stanovovaném objemu (uveden
v zavorce). Analyzovany objem byl vybran na zakladé odhadu vyskytu
somatickych kolifagl ve vzorku.

Tabulka 4.1: Stanoveni somatickych kolifagl ve vodach v roce 2020

Datum ) Vysledek
(2020) Vzorek Metoda (PTY)
. Flokulace,

22.07. Sedé voda CSN SO 10705-3 60 (100 ml)
L Membranova filtrace,

20. 10. Pitna voda CSN 1SO 10705-3 0 (100 ml)

o Membranova filtrace,

20. 10. Studni¢nivoda CSN 1SO 10705-3 0 (100 ml)

11.11. Pritokna COV1 | CSNENISO 10705-2 | 26 000 (1 ml)

11.11. | Vltava nad UCOV? | CSNEN ISO 10705-2 7(1ml

11.11. | Vltava pod UCOV? | CSN EN ISO 10705-2 4(1ml)

04.12. Odtok COV 2 CSN EN SO 10705-2 0 (1ml)

04. 12. Odtok COV 3 CSN EN SO 10705-2 5(1ml)

1) Pitna voda byla odebrana z vodovodniho kohoutku laboratofe UTVP

VSCHT Praha. UCOV = Ustfedni ¢istirna odpadnich vod v Praze

2) Vyssi vyskyt somatickych kolifag nad UCOV mohl byt zptsoben hoj-
néjsim vyskytem vodniho ptactva v misté odbéru vzorku

Pro zjisténi ucinnosti koncentracnich metod byly testovany mode-
lové vzorky, viz Tab. 4.2. Pro zjisténi U¢innosti membranové filtrace
byla fi¢ni voda povarena pri 80 °C, z divodu eliminace vyskytu soma-
tickych kolifagd. Nasledné byly alikvotni podily modelovych vzork
rozdavkovany do kadinek, do kterych bylo pfidano po 1 ml pfidavku

Tabulka 4.2: Srovnani G¢innosti koncentracnich metod na modelovych vzorcich

Zakal Objem Pocet Vytéznost Pridavek
Datum (Fn) Vzorek (ml) Metoda (PTJ) (%) (PTJ/ml)
500 132 57
i 4 250 155 67
04.12. 20 0 Destilovana ) Flokulace, 230
voda 125 CSN 1SO 10705-3 150 65
63 150 65
500 18 19
Bicni 250 Membranova 32 33
26.03.21 1,83 voda 125 filtrace, 69 72 96
100 CSNISO 10705-3 69 P
63 67 70
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Obr. 4.1: Graf dlouhodobého monitoringu somatickych kolifagd na odtoku z COV 1. Pozn.: pfi hodnotach 0 méfeni neprobihalo

somatickych kolifagt. Z vysledkt vyplyva, Ze nejvyssi Gcinnosti filtra-
ce (72 %) bylo dosazeno pri filtraci 100 ml a 125 ml vzorku u flokulace
bylo nejvyssi Gcinnosti (67 %) dosazeno pfi flokulaci 250 ml vzorku.

Déle byl proveden dlouhodoby monitoring vyskytu somatickych ko-
lifagli na odtoku z COV 1, z dlivodu zjisténi proménlivosti vyskytu so-
matickych kolifagt v ¢ase, viz Obr. 4.1.

5 Diskuze

Ve Smérnici  (Smérnice  Evropského parlamentu aRady (EV)
2020/2184, 2020) je uvedeno, Ze vezdroji surové vody urcené
k Upravé na vodu pitnou musi byt somatickych kolifagl méné nez
50 PTJ/100 ml. V pfipadé vyskytu vyssiho, nez 50 PTJ/100 ml budou
muset byt somatické kolifagy stanovovany v rozsahu technologie celé
Upravarenské lince. Z této hodnoty jasné vyplyva, Ze je nutné analy-
zovat objem 100 ml vzorku. V pfipadé takto zvoleného objemu nasta-
va zcela zasadni problém. Norma (CSN EN 1SO 10705-2, 2002) uvadi
navod na stanoveni somatickych kolifagll v 1 ml vzorku (maximalné
az4ml). Pfiuvaze pozadovaného objemu celkoveé analyzovaného
vzorku (tj. 100 ml) by podle této normy na jedno duplicitné provede-
né kultivacni stanoveni somatickych kolifagti ve vodé, véetné slepych
stanoveni, byla vyzadovana spotfeba miniméalné 52 ks Petriho misek
o priméru 9 cm. V pfipadé zjisténi toho, Ze se v surové vodé vyskytu-
je vice nez 50 PTJ/100 ml somatickych kolifagt, pak je zapotrebi pfi
Uvaze bézné Upravny vody (technologicka linka ve sledu: surova voda,
koagulace, filtrace, akumulace, vystup) disponovat alespon 252 ks Pe-
triho misek, s prdmérem 9 cm na jedno duplicitné povedené stanove-
ni 100 mlvzorkd a k tomu patfiéného mnozstvi zivné pady.

Tento problém by mohl byt vyfeSen pouzitim Petriho misek o vétsim
prdméru napf. 15 cm. Pfi pouZiti 15 cm Petriho misek lze ziskat zhru-
ba 3x vétsi objem, atudiz Ize aplikovat zhruba objem 12 ml vzorku,
ale i tak se stale jedna o velkou spotrebu Petriho misek i zivné pldy.
Dalsim moznym feSenim je pouziti koncentracnich metod uvedenych
vnormé (CSN 1SO 10705-3, 2020), nebo komer¢né dostupnych kito-
vych stanoveni, napf. Bluephage, ktera jsou ovsem relativné ekono-
micky narocna (Janak et al., 2021).

6 Zavér

Zvysledkl experimentalni casti této prace vyplyva, Ze somatické
kolifagy lze povazovat za relevantni indikatory fekalniho znecisténi,

ktery je relativné snadno stanovitelny. Hodnoty jednotlivych stanove-
ni, uvadéné v experimentalni ¢asti této prace, se pohybuji v rozmezi
hodnot uvadénych v odborné literatufe pro obdobné vzorky (Zhang
and Farahbakhsh, 2007; Jofre et al., 2016). Pfi zjistovani ic¢innosti kon-
centracnich metod bylo dosaZeno nejvyssi Gcinnosti 72 % u membra-
nové filtrace pfi filtraci 100 ml a 125 ml modelového vzorku, kterym
byla prevarena ficni voda s pfidavkem 1 ml somatickych kolifagd
u flokulace bylo dosazeno nejvyssi Gcinnosti 67 % pfi flokulaci 250 ml
modelového vzorku, kterym byla destilovana voda s pfidavkem 1 ml
somatickych kolifagl. U flokulace by mohla byt Gc¢innost vyssi, kdyby
byl pouzit vhodnéji pfipraveny modelovy vzorek, destilovana voda
mobhla eliminovat mnoZstvi somatickych kolifagt plisobenim osmo-
tického tlaku.

Jako témér u viech nové zavadénych metod do laboratofi je iv pfi-
padé somatickych kolifagli potfeba pocitat surcitym casem pro
Uspésné osvojeni si jejich stanoveni. Nejvetsi obtiZi u stanoveni so-
matickych kolifdgu je jejich zkoncentrovani z vétsiho objemu vzorku.
Membranova filtrace je snadna, ale lze ji pouzit pouze na pomérné
Cisté zdroje vod s nizkym zékalem. Flokulace vyZzaduje velké mnozstvi
Cinidel a je Casové naro¢na. Obé koncentracni metody vykazuji vyssi
procentudlni vytéznost pfi mensich stanovovanych objemech. Dalsi-
mi problémy, které pfi stanoveni mohou nastat jsou: zartst kultivacni
plochy doprovodnou mikroflérou z divodu pouziti nevhodné hosti-
telské kultury, pfedcasné ztuhnuti kultivacniho média rusici odecet
somatickych kolifagt, nebo kondenzace vody vytvarejici kapky po-
dobné plakiim, viz Obr. 2.1 (Janak, 2021).
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