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azeni ctenari,

jak to vypada, tak asi byly opravdu vyslySeny prosby, které v predcho-
zich letech zaznivaly, a kone¢né se nam snad vraci obdobi, které bychom
z pohledu vody mohli nazvat standardnim. Minuly rok byl ve srovnani
s pfedchozimi esti lety rozumné vodnym a zGstalo jen nékolik malo oblasti,
kde sucho jeSté v podzemi doznivalo. Snéhova pokryvka, kterou nam tato
zima pfinasi i do mést, je nadéjnym startem do dalsiho roku. Doufejme, Ze
snih bude odtéavat tak pomalu, aby nam pfinesl kyZzené obohaceni pod-
zemnich vod dopliujicich tolik potfebné zasoby, ale zarovei nezpdsobil
povodné, které ndm vodu bez uzitku odvedou pry¢. Urcité bychom se vSak
neméli nechat ukolébat pocitem, Ze uz to tak z{stane naveky.

Co vsak s nami zlistane nadlouho, a da se usuzovat, Ze pro nasi generaci
bohuZel uZ asi napofad, je klimatickd zména se svymi vykyvy pocasi a zcela
jisté i rostouci potfeba kvalitni vody. Evropska unie sice cile v oblasti vody na
prvni pohled pro nas, jako stat nemajici more, zredukovala jen na ochranu
zdrojli pitné vody a feseni odpadnich vod véetné kald, ale kdyZ se zamyslime
nad skute¢nym rozmérem a dopadem téchto cilé v kontextu naseho Gzemi,
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které je stfechou Evropy, tak budeme mit co délat, abychom je naplnili.
Dnes u? je asi kazdému jasné, Zze se musime intenzivné starat o zadrZovani
vody véemi moznymi zpCsoby a zaroveit nekompromisné dbat na jeji kva-
litu. Stejné jako nam nasi predci zanechali vodohospodarska dila a principy,
ze kterych dnes pro tujeme, tak i my bychom svym potomkdm méli zane-
chat zivotni prostfedi ve stavu, za ktery ndm podékuji. Jsem si jist, Ze inspiraci
najdete v tomto Cisle VTEI, které je vénované mikrobiologii vody.

Ing. Tomas Urban
feditel VUV TGM, v. V. .
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Mikrobiologické zamysleni

Existenci bakterii objevil v roce 1676 Antoni van Leeuwenhoek a nazval je
animalcules (zvifatka). Pod vlastnima rukama sestavenym mikroskopem, ktery
dokazal aZ 275x zvétSeni, pozoroval Ctyfi druhy malych zvifatek, z ¢ehoZ tfi
druhy byly prvoci (0,005 az 0,05 mm) a ¢tvrty mnohonasobné mensi popsal
Kralovské spole€nosti v Londyné takto: kdyby jich lezelo 100 vedle sebe, nedo-
sahly by velikosti piskového zrna a ani milion téchto ,bytosti“ by nemohlo zapl-
nit jeho objem. Nasledujicich cca 200 let se ned(véfivi badatelé vénovali hle-
dani ddikazd pro potvrzeni existence ,zvifatek”. Pochyby byly zcela rozptyleny,
kdyZ Louis Pasteur a Robert Koch v 19. stoleti prokazali, Ze bakterie jsou dokonce
plvodci fady chorob. Na sklonku 19. stoleti pfiSlo dalsi prekvapeni. Bylo zjis-
téno, Ze extrakt z napadeného tabaku precezeny pfes sito, neprostupné pro
bakterie, zOstava stale infekéni. Takto se svét dozvédél, Ze se skupina mikroor-
ganism{ rozsifila o velkou skupinu pfedbunécénych forem, oznagovanych jako
viry. Nekoneéné mnozstvi druhd neviditelnych mikroorganismd (pfibyvajicich
spontannimi mutacemi) dava od téch dob mikrobiologlim obrovské moznosti
zajimavého a uzite€ného badani.

Zacatek roku 2020 vyznamné zvysil povédomi o existenci mikroorganismd
i mezi zbyvajici (nemikrobiologickou) populaci. Do této doby byli zastupci této
skupiny vniméani na jedné strané jako uZiteCni pomocnici v mnoha odvétvich
primyslu, zejména potravinaiském (bakterie), lihovarnictvi a pivovarnictvi (kva-
sinky) a farmakologickém (plisné), na strané druhé jako plvodci nevitanych
onemocnéni, obvykle v3ak zvladnutelnych Ié€bou antibiotiky (bakterie), nebo
vylezenim a dobrou imunitou (viry). Atak neviditelného nepfitele, ktery vydésil
a ochromil cely svét, vdak upozornil, Ze i pfi svych mikroskopickych rozmeérech
mohou mit mikroorganismy mimofadnou silu.

Praktickym ucitelem mikrobiologie se stal jeden ze zastupct skupiny virQ,
nazvany SARS-CoV-2, ktery svym atypickym projevem, zaloZzenym na nenapad-
ném bezpfiznakovém Sifeni, dokazal ve velmi kratké dobé rozsifit respiracni
onemocnéni COVID-19 na Uroven celosvétové pandemie. Uz téméF rok diky
nému Zijeme v nouzovém stavu s mnoha nepfijemnymi omezenimi a kazdy
den ¢ekame, kdy se svét zacne vracet do normalniho Zivota.

Pro mikrobiology a pfibuzné profese je v3ak tato situace pfileZitosti a vyzvou
jak se pfipravit na dalsi, dosud neznamé, zastupce neviditelného svéta. Od Gasl
Leeuwenhoekova mikroskopu se moznosti analyzy mikroorganismd raketové
vyvinuly. Dnes umime bakterie nejen pomnoZovat na zivnych pddach, ale
dokazeme precist jejich genetickou informaci a vyuZit jedinecnosti jejich fyzio-
logickych i bunécnych vlastnosti k jejich spravné identi kaci. To ndm nabizi
moznosti smysluplné vyuZzivat jejich speci cké vlastnosti v na$ prospéch a sou-
Casné je v pfipadé potfeby ucinné likvidovat.

| nase aktivity ziskaly novy smér a jsou, diky novym analytickym pfistupdm
a moznostem, nasmérovany k vyuziti priikazu infekénich agens v odpadnich
vodach pro vyvoj systému v€asného varovani, ktery by mohl byt uzitenym
néstrojem sledovani vyvoje epidemiologické situace v CR.

Odbornd skupina Mikrobiologie vody, kterd navazala na dlouholetou praci nes-
tora mikrobiologie vody RNDr. Jifiho Hauslera, DrSc., ktery kazdorocné organizoval
vzdélavaci seminafe v oblasti mikrobiologie vody, pofada od roku 1998 v pravidelném
rezimu konference na stejné téma. Jeden rocnik je poradan v Ceské republice, druhy na
Slovensku a teti rok je problematika mikrobiologie vody zafazena jako samostatna
sekce do programu Kongresu Ceskoslovenské spoleénosti mikrobiologické.

V roce 2020 se méla konference ,Mikrobiologie vody a prostfedi“ konat v Malé
Moravce v Jesenikach. Bohuzel diky epidemiologickym omezenim byla zruSena a ja
pevné doufam, Ze se ji podafi zorganizovat v roce 2021

Optimisticky véfim, Ze soucasny boj s neviditelnym nepfitelem zvladneme
a ze ndm po ném zbude i 0 kousek lepsi svét.

RNDr. Hana Mlejnkova, Ph.D.
vedouci oddé&leni mikrobiologie vody VUV TGM, V. V. i.
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SOUHRN

Somatické kolifagy jsou novym ukazatelem kontroly Ucinnosti Gpravy a Cisténi
vody zmiflovanym ve smérnici Evropského parlamentu a Rady (EU) 2020/2184
ze dne 16. prosince 2020 o jakosti vody urcené k lidské spotfebé a i v nafizeni
Evropského parlamentu a Rady (EU) 2020/741 ze dne 25. kvétna 2020 o mini-
malnich pozadavcich na opétovné vyuzivani vody. Z tohoto ddvodu bude
nezbytné v blizké dobé postupné zavadét metodu stanoveni somatickych koli-
fagl ve vodach do nékterych provoznich &i jinych laboratofi. MoZnost vyuZiti
kultivaéniho postupu v souladu s postupem v normé CSN EN ISO 10705-2 [3]
je fesena od roku 2019 v mikrobiologické laboratofi Ustavu technologie vody
a prostfedi na VSCHT Praha. Somatické kolifagy byly zjistovany ve vzorcich
rlizné zatizenych vod, resp. v povrchovych vodach, odpadnich vodach (odtoky
z Cistiren odpadnich vod) a Sedych vodach. Experimentalné byly také zkouseny
a ovefovany vybrané koncentracni metody ( okulace hydroxidem hofe¢natym
amembranova ltrace), které je nutné pouZivat pro vzorky vod s nizkym vysky-
tem somatickych kolifagt (< 3 PTJ/ml). Na zakladé provedenych testl bylo zjis-
téno, Ze metoda membranové Itrace s vyuzitim elektronegativnich Itrd vyka-
zuje vyssi Géinnost pfi zkoncentrovani somatickych kolifagl ze vzorku vody nez
okulace hydroxidem hofec¢natym.

UVvoD

Z vodarenské praxe jsou za poslednich nékolik let znamy pfipady kontaminace
pitné vody virovym agens, at' uZ se jednalo o pfipady spojené s vyskytem ente-
rovirQ, norovird, nebo adenovir(. Tyto piipady byly tiskem a odbornou vefej-
nosti medializované. Viry jsou vSeobecné povazovany za vice rezistentni Zivé
systémy (organismy) vici biologickym i fyzikalné-chemickym vliviim prostiedi
neZ bakterie. | pfes rizikovost tohoto mikroorganismu neni pozadavek na jeho
stanoveni v rdmci provaddénych mikrobiologickych analyz vody zohlednén napfr.
vyhlaSkou €. 252/2004 Sb., v platném znéni, kterou se stanovi hygienické poza-
davky na pitnou a teplou vodu a ¢etnost a rozsah kontroly pitné vody. VétSinu
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SUMMARY

Somatic coliphages are a new indicator for monitoring the e ciency of water
treatment and puri cation in the Directive (EU) 2020/2184 of the European
Parliament and of the Council of 16 December 2020 on the quality of water
intended for human consumption and in Regulation (EU) 2020/741 of the
European Parliament and of the Council from 25 May 2020 on minimum require-
ments for water reuse. For this reason, it will be necessary in the near future to
gradually introduce a method for the determination of somatic coliphages in
water in some operational or other laboratories. The possibility of using the
cultivation procedure in accordance with the procedure in the CSN EN ISO
10705-2 standard has been addressed since 2019 in the microbiological labora-
tory of the Department of Water Technology and Environmental Engineering
at the University of Chemistry and Technology in Prague. Somatic coliphages
were detected in samples of di erently polluted waters, speci cally in surface
waters, wastewaters (e uents from wastewater treatment plants) and grey
waters. Selected concentration methods (magnesium hydroxide occulation
and membrane Itration), which must be used for water samples with a low
concentration of somatic coliphages (< 3 PFU/ ml), were also tested and veri-

ed experimentally. Based on the performed tests, it was found that the mem-
brane Itration method using electronegative Iters shows highere ciency in
concentrating somatic coliphages from a water sample than occulation with
magnesium hydroxide.

INTRODUCTION

In the last few years, cases of contamination of drinking water with viral agents
have been known from water supply practice, whether these were cases asso-
ciated with the occurrence of enteroviruses, noroviruses, or adenoviruses.
These cases were publicized by the press and the professional public. Viruses
are generally considered to be more resistant living systems (organisms) to bio-
logical and physico-chemical environmental in uences than bacteria. Despite
the danger of this microorganism, the requirement for its determination within
the performed microbiological analyses of water is not taken into account,



virG neni mozné kultivaénim postupem detekovat, namisto nich se uplatiuiji
metody molekularni biologie (napf. PCR = polymerazova fetézova reakce), které
vyZaduji adekvatni vybaveni laboratofe, coZ je patficné i ekonomicky nékladné.
Stanoveni nékterych typd virQ kultivaéné je na provedeni v provozni mikrobio-
logické laboratofi ndro€né, protoze jsou zapotfebi pfitomné hostitelské buriky
vybranych kmen( bakterii a optimalizované postupy.

Somatické kolifagy jsou v soucasné dobé velmi diskutovanym tématem
v oblasti kontroly kvality vody, protoze vykazuji uritou morfologickou podob-
nost jako lidské enterické viry a je mozné na né pohlizet jako na pfipadné indi-
katorové organismy pfitomnosti virové kontaminace ve vodach. Kvdli stale se
zvysujicim pozadavklm na kvalitu pitné vody i tlakim spole¢nosti na opé-
tovné vyuzivani vycisténych odpadnich vod, byly somatické kolifagy legis-
lativné navrzeny jako nové ukazatele pro kontrolu Gcinnosti Gpravy a Cisténi
vody. Z toho dlivodu je velice Zadouci kontrola jejich pfitomnosti v nékterych
typech vod, zejména ke kontrole vody urcené pro lidskou spotfebu. Somatické
kolifagy jsou skupinou nepatogennich bakterialnich virl tzv. ,bakteriofagd®,
které in kuji buriky koliformnich bakterii (skupina Enterobacteriaceae), a zejm.
pak burky bakterie druhu Escherichia coli. Pfirozenym prostfedim somatickych
kolifagl je, stejné jako pro bakterie Escherichia coli, gastrointestinalni trakt ¢lo-
véka a teplokrevnych organismi.

Dne 12. 1. 2021 vstoupila v platnost smérnice Evropského parlamentu a Rady
(EU) 2020/2184 ze dne 16. 12. 2020 o jakosti vody urcené k lidské spotfebé, ktera je
kompletné pfepracovanou novelou stavajici smérnice €. 98/83/EC. Pfedpoklad
implementace této smérnice do narodnich pravnich piedpisti je konec roku
2022 az zaCatek roku 2023,

Utelem smérnice pro pitnou vodu je ochrana zdravi spotfebitelll pred
nasledky uZivani zneCisténé vody a zajiSténi zdravotni nezavadnosti pitné
vody prostfednictvim de novanych norem kvality, které jsou Clenské staty EU
povinné dodrzovat. Revize se mimo jiné vénovala pravé aktualizaci seznamu
ukazatel( kvality pitné vody, které jiz neodpovidaly sou¢asnym poznatkCm.
Somatické kolifagy jsou novym ukazatelem, ktery bude muset byt sledo-
van v ramci provozniho monitorovani G€innosti procesu Upravy pitné vody,
pokud ve zdroji surové vody bude zjisténo > 50 PTJ/100 ml (PTJ = plak tvofici
jednotku) [1].

Somatické kolifagy jsou rovnéZz zmifiovany v novém nafizeni Evropského
parlamentu a Rady (EU) 2020/741 ze dne 25. kvétna 2020 o minimalnich poza-
davcich na opétovné vyuzivani vody [2]. Diky tomuto nafizeni by mélo byt pro
Clenské staty Evropské unie (EU) snadnéjsi opétovné vyuzivat vycisténé mést-
ské odpadni vody, a to zejména k zavlaham v zemédélstvi. Kromé& minimal-
nich pozadavkd na kvalitu recyklované vody, stanovuje nafizeni také ¢etnost
rutinniho a validacniho monitorovani. Somatické kolifagy je nutné posuzovat
v rdmci validaéniho monitorovani zafizeni u kategorie s nejpfisnéjsimi poza-
davky na kvalitu vody (tfida A, pro kterou plati: ,VSechny potravinarské plodiny
konzumované za syrova, jejichz jedla ¢ast je v pfimém kontaktu s recyklovanou
odpadni vodou, a kofenové plodiny konzumované za syrova.“) [2]. Smyslem
validacniho monitorovani je hodnoceni Gcinnosti daného zafizeni v odstranéni
vybranych indikatorovych organismd patogennich bakterif, prvokd a vird.

Po vyhl&Seni piijatych legislativnich dokument(i v Ufednim véstniku EU maj
nasledné €lenské staty EU povinnost zapracovat prislusné zmény do svych prav-
nich predpistl. Nafizeni EU je mozné pfimo aplikovat v ¢lenskych statech EU.
Metodu stanoveni somatickych kolifagli ve vodach bude tedy nezbytné zavést
do nékterych provoznich ¢i jinych laboratofi, a tyto laboratofe budou muset
nasledné vénovat urcity Cas optimalizaci metody.

Moznost vyuZiti kultivaéniho postupu v souladu s postupem v normé CSN
EN I1SO 10705-2 [3] je soustavné FeSena od roku 2019 v mikrobiologické labo-
ratofi Ustavu technologie vody a prostfedi na VSCHT Praha. Metoda uvedena
touto normou se pouziva pro detekci somatickych kolifagl v rlizné zatize-
nych vodach. Pfi zkouSeni postupu stanoveni podle uvedené normy se zjis-
tovaly moZnosti a pfipadna uplatnéni metody speci kované normou [3] pro
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for example, by Decree No. 252/2004 Coll., as amended, which sets hygienic
requirements for drinking and hot water and the frequency and scope of drink-
ing water control. Most viruses cannot be detected by cultivation procedure:
molecular biology methods are used instead (e.g., PCR = polymerase chain
reaction), which require adequate laboratory equipment, which is expensive.
Determination of some types of viruses by cultivation is di cult to perform in
an in-house microbiological laboratory because host cells of selected bacterial
strains and optimized procedures are required.

Somatic coliphages are currently a much-discussed topic in the eld of
water quality control, as they show some morphological similarity to human
enteric viruses and can be seen as possible indicator organisms for the viral
contamination in water. Due to the ever-increasing demands on drinking water
quality and the society’s pressure for the reuse of treated wastewater, somatic
coliphages were legislatively proposed as new indicators to monitor the e -
ciency of water treatment and puri cation. For this reason, it is highly desirable
to monitor their presence in certain types of water, especially water intended
for human consumption. Somatic coliphages are a group of non-pathogenic
bacterial viruses called “bacteriophages”, which infect cells of coliform bacteria
(Enterobacteriaceae group) and, in particular, cells of the bacterium Escherichia
coli (E. coli). The natural environment of somatic coliphages is, as for E. coli bac-
teria, the gastrointestinal tract of humans and warm-blooded organisms.

The Directive of the European Parliament and of the Council (EU) 2020/2184
from 16 December 2020 on the quality of water intended for human consump-
tion came into force on 12 January 2021, which is a completely recast amend-
ment to the Directive 98/83/EC. The precondition for the implementation of
this Directive into national legislation is the end of 2022 to the beginning of 2023.

The purpose of the Drinking Water Directive is to protect consumer health
from the consequences of polluted water use and to ensure the safety of drink-
ing water through de ned quality standards, which EU Member States are
required to comply with. Among other things, the revision focused on updat-
ing the list of drinking water quality indicators, which no longer corresponded
to current knowledge. Somatic coliphages are a new indicator that will have to
be checked in the operational monitoring of the drinking water treatment pro-
cess e ectiveness if > 50 PFU/100 ml (PFU = plaque forming unit) is detected in
the raw water source [1].

Somatic coliphages are also mentioned in the new Regulation 2020/741 of
the European Parliament and of the Council (EU) of 25 May 2020 on minimum
requirements for water reuse [2]. This regulation should make it easier for the
Member States of the European Union (EU) to reuse treated urban wastewater,
especially for irrigation in agriculture. In addition to the minimum requirements
for the quality of recycled water, the regulation also stipulates the frequency
of routine and validation monitoring. Somatic coliphages must be assessed as
part of the validation monitoring of the device for the category with the most
stringent water quality requirements (Class A, for which the following applies:
“All food crops consumed raw, the edible part of which is in direct contact with
recycled wastewater, and root crops consumed raw”) [2]. The purpose of val-
idation monitoring is to evaluate the e ectiveness of the device in removing
selected indicator organisms of pathogenic bacteria, protozoa, and viruses.

Following the publication of the adopted legislative documents in the EU
O cial Journal, EU member states are subsequently obliged to incorporate the
relevant changes into their legislation. EU regulations can be directly applied in
EU member states. The method of determining somatic coliphages in water will
therefore need to be introduced in some operational or other laboratories, and
these laboratories will then have to devote some time to optimize the method.

The possibility of using the cultivation procedure in accordance with the
procedure in the standard CSN EN ISO 10705-2 [3] has been systematically dealt
with since 2019 in the microbiological laboratory of the Department of Water
Technology and Environmental Engineering at the University of Chemistry and
Technology in Prague. The method introduced by this standard is used for
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bézny mikrobiologicky monitoring stavu mikrobialni kontaminace (resp. fekal-
niho znecisténi) povrchovych vod, odpadnich vod (odtoky z Cistiren odpad-
nich vod) a $edych vod. Pro zajimavost byla do testll zafazena i pitna voda.
Experimentalné byly zkouSeny a ovéfovany koncentratni metody, které je
nezbytné pouzivat pro vzorky vod s nizkym vyskytem somatickych kolifagt
(< 3 PTI/ml) a jsou uvedené v normé CSN I1SO 10705-3 [4] (platné od 1. 12. 2020).
Postupy stanoveni a problémy spojené s metodami uvedenymi v normé CSN
EN ISO 10705-2 [3] a v normé pro koncentraéni metody CSN ISO 10705-3 [4] jsou
diskutovany dale v pfispévku.

METODIKA

Za Ucelem stanoveni somatickych kolifagd byly odebirany vzorky povrchovych
vod, odtok{ z COV, $edych vod a pitné vody. Somatické kolifagy byly nasledné
stanovovany podle postupu uvedeného v normé CSN EN ISO 10705-2 [3], Cast 2:
Kvantitativni stanoveni somatickych kolifagl. Vzhledem k tomu, Ze zminéna
metoda je vhodna spise pro vody s vyssim vyskytem somatickych kolifagQ,
byly experimentalné ovéfovany vybrané koncentracni metody navrhované
v piiloze A normy CSN I1SO 10705-3 [4], Cést 2: Validace metod pro zkoncentro-
vani bakteriofagl z vody (metoda membranové Itrace a okulace hydroxidem
hofecnatym).

POSTUP STANOVENI
SOMATICKYCH KOLIFAGU

Metoda stanoveni podle CSN EN ISO 10705-2 [3] spoc&ivé v kultivaci a udrzovéni
pfislusného hostitelského kmene Escherichia coli, ktery je nasledné pouzit pro
stanoveni somatickych kolifagd pomoci dvouvrstvé plakové titrace. Pro Gcely
testovani byl hostitelsky kmen Escherichia coli ziskan ze sbirky Statniho zdra-
votniho Ustavu v Praze, kde je veden pod oznacenim CNCTC 5005. Z obdrze-
néholyo lizovaného referenc¢niho hostitelského kmene byla postupné pomoci
modi kovaného Scholtensova média (MSB) pfipravena $tokova a pracovni kul-
tura. PoZadovana hustota (108 KTJ/ml) bunék pracovni kultury byla pfed stano-
venim somatickych kolifagd kontrolovana spektrofotometricky pomoci méfeni
absorbance, a to na zéakladé pfedem provedené kalibrace mezi absorbanci
a poctem kolonii narostlych na modi kovaném Scholtensovu médiu MSA.

Samotné stanoveni somatickych kolifagl bylo nasledné provadéno podle
standardniho postupu uvedeného v normé [3] s drobnymi modi kacemi.
K temperovani roztopeného polotekutého Scholtensova média (ssSMSA) s pfi-
davkem chloridu vapenatého byla pouZita vodni lazer o teploté 45 °C. Do ste-
rilnich bakteriologickych zkumavek umisténych ve vodni lazni bylo postupné
pipetovano 2,5 ml ssMSA média, 1 ml inokula¢ni kultury hostitelského kmene
E.colial mlanalyzovaného vzorku. Smés byla promichana a nasledné byla nalita
na povrch kompletniho média MSA v Petriho misce. Po zatuhnuti byly misky
inkubovany v zavésné poloze pfi teploté 37 °C po dobu cca 18 h. Somatickeé koli-
fagy tvofi na povrchu média viditelné zény projasnéni, tzv. plaky, které se ode-
Citaji a nasledné vyjadiuji jako pocet plakd tvoficich jednotky (PTJ) v objemové
jednotce. Pro kontrolu spravnosti provedeni bylo zaroven provadéno slepé sta-
noveni, kterym je smés inokulacni kultury hostitelského kmene a polotekutého
sSMSA média.

KONCENTRACNI METODY

Uginnosti vybranych koncentraénich metod, v tomto piipadé membra-
nové ltrace a okulace hydroxidem hofe¢natym, byly experimentalné zkou-
Seny na realnych vzorcich odpadnich vod odebiranych na odtoku z méstské
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the detection of somatic coliphages in di erently loaded waters. When test-
ing the determination procedure according to the said standard, the possibil-
ities and possible applications of the method speci ed by the standard [3] for
routine microbiological monitoring of the state of microbial contamination (or
fecal contamination) of surface waters, wastewater (e uent from wastewater
treatment plants), and grey water were identi ed. For interest, drinking water
was also included in the tests. Concentration methods that must be used for
water samples with a low incidence of somatic coliphages (< 3 PFU/mI) and are
listed in the standard CSN 1SO 10705-3 [4] (valid from 1 December 2020) were
tested and veri ed experimentally. Determination procedures and problems
associated with the methods speci ed in the standard CSN EN ISO 10705-2 [3]
and in the standard for concentration methods CSN 1SO 10705-3 [4] are dis-
cussed further in the paper.

METHODOLOGY

In order to determine somatic coliphages, samples were taken of surface water,
e uents from WWTPs, grey water, and drinking water. Somatic coliphages were
subsequently determined according to the procedure speci ed in the standard
CSN EN SO 10705-2 [3], Part 2: Quantitative determination of somatic coliphages.
Due to the fact that the method is more suitable for waters with a higher inci-
dence of somatic coliphages, selected concentration methods proposed in
Annex A of the standard CSN ISO 10705-3 [4], Part 2: Validation of methods for
concentration of bacteriophages from water (method of membrane Itration
and occulation with magnesium hydroxide) were veri ed experimentally.

PROCEDURE FOR DETERMINING
SOMATIC COLIPHAGES

The method of determination according to CSN EN ISO 10705-2 [3] consists
of cultivating and maintaining the appropriate host strain of E. coli, which is
subsequently used for the determination of somatic coliphages by two-layer
plaque titration. For testing purposes, the E. coli host strain was obtained
from the collection of the State Institute of Public Health in Prague, under the
designation CNCTC 5005. From the obtained lyophilized reference host strain,
a stock and working culture was gradually prepared using modi ed Scholtens
medium (MSB). The required density (108 CFU/mI) of working culture cells was
checked spectrophotometrically by absorbance measurements prior to somatic
coliphage determination, based on a pre-calibration between absorbance and
number of colonies grown on modi ed MSA Scholtens medium.

The determination of somatic coliphages per se was subsequently per-
formed according to the standard procedure given in the standard [3] with
minor modi cations. To temper the molten semi-liquid Scholtens medium
(ssMSA) with the addition of calcium chloride, a 45 °C water bath was used.
In total 2.5 ml of sSMSA medium, 1 ml of inoculum culture of the E. coli host
strain, and 1 ml of the analysed sample were sequentially pipetted into ster-
ile bacteriological tubes placed in a water bath. The mixture was stirred and
subsequently poured onto the surface of the complete MSA medium in a Petri
dish. After solidi cation, the dishes were incubated in a suspended position at
37 °C for about 18 hours. Somatic coliphages form visible zones of brightness
on the surface of the medium, so-called plaques, which are read and subse-
quently expressed as the number of plaques forming units (PFU) in a unit of
volume. To check the correctness of the procedure, a blank determination was
also performed, which is a mixture of an inoculum culture of the host strain
and a semi-liquid ssMSA medium.



mechanicko-biologické ¢istirny odpadnich vod (COV). Ob& metody byly testo-
vany metodou standardniho pfidavku. Pro zjiSténi G¢innosti  okulace bylo dav-
kovéano 10 ml vzorku odtoku z COV do 90 ml odstété kohoutkové vody. V pii-
padé testovani membranové Itrace byl do 100 ml (pfipadné 90 ml) destilované
vody pipetovan 1 ml (pfipadné 10 ml) vzorku odtoku z COV. Ve vzorku odtoku
z COV, tzn. ve vzorku pro pFidavek, byly paralelng stanovovany somatické koli-
fagy podle normy CSN EN ISO 10705-2 [3]. Takto pfipravené suspenze byly
nasledné predupraveny jednotlivymi koncentraénimi metodami pro zachyceni
kolifagul.

Metoda okulace hydroxidem hofecnatym spociva v separaci kolifagl
zachycenych do vznikajicich vloCek. K testovanému objemu pfipraveného
vzorku jsou postupné pfidavany roztoky chloridu hofe¢natého (1 mol/Il) a hyd-
rogenfosfore¢nanu draselného (1 mol/l), a to v objemu uvedeném v normé
CSN 1SO 10705-3 [4]. Po kapkéch se pfidava roztok hydroxidu sodného (2 mol/I)
do vzniku viditelného zakalu, pficemzZ je soucasné kontrolovana hodnota pH,
ktera by neméla presahovat hodnotu 8,6. Suspenze se pomalu micha po dobu
cca 15 minut, pfiCemz vznikajici viocky nasledné sedimentuji cca 30 minut. Po
opatrném odtaZeni supernatantu je fidky sediment zkoncentrovan pomoci
centrifugace pfi malé rychlosti (relativni centrifugacni zrychleni RCF = 1 000 g)
po dobu 15 minut. Po sliti supernatantu je sediment resuspendovan pomaoci
peptonové vody s chloridem sodnym a intenzivnim tfepanim. Stanoveni soma-
tickych kolifagl nasledné probiha podle normy CSN EN SO 10705-2 [3]. V ramci
testovani Ucinnosti koncentracni metody byl rovnéz sledovan vliv hodnoty pH
pfi okulaci (hodnoty pH: 76; 8,0; 8,3, 8,6 a 9,0).

Metoda membranové Itrace spociva ve lItraci daného objemu vzorku
pfes elektronegativni Itr ze smési acetatu celulézy a nitratu celulézy, o veli-
kosti porG 0,22 um a prdméru 47 mm. Filtraci pfedchazi pridavek roztoku chlo-
ridu hofe¢natého. Filtr je nasledné rozstfihan na cca 8 mensich ¢asti a viozen
do sklenéné banky s elu¢nim roztokem (1 % hovézi extrakt, 0,5 mol/I NaCl,
3 % Tween 80), ktery se vlozi do ultrazvukové 1azné na cca 4 minuty. Stanovuji
se soucasné somatické kolifagy uvolnéné do elu¢niho roztoku a zachycené
na Itrech. V rdmci testovani ucinnosti metody byl sledovan také vliv slozeni
eluéniho roztoku (zde: 1 % hovézi extrakt, 0,5 mol/I NaCl; { % hovézi extrakt,
0,5 mol/l NaCl, 3 % Tween 80; 3 % hoveézi extrakt, 0,5 mol/l NaCl; 3 % hovézi
extrakt, 0,5 mol/I NaCl, 3 % Tween 80).

VYSLEDKY A DISKUSE

Vyskyt somatickych kolifagd ve vodnim prostfedi obvykle indikuje znegisténi
zplsobené zvifecimi nebo lidskymi fekaliemi. PiestoZe jsou pfirozenymi hos-
titelskymi kmeny somatickych kolifagti bakterie druhu Escherichia coli, bylo
nékterymi studiemi zjisténo, Ze pro svou replikaci mohou vyuzivat i jiné pfi-
buzné bakterialni druhy, které nejsou fekalniho plivodu [5]. Porovnani vyskytu
somatickych kolifagl v rdizné zatizenych vodach, resp. v pitnych vodach, povr-
chovych vodéach, Sedych vodach a ve vycisténych odpadnich vodach (odtok
z COV) je patrné v tabulce 1 Stanoveni bylo provedeno podle postupu uvede-
ného v normé CSN EN ISO 10705-2 [3]. V testovanych povrchovych vodach se
podty somatickych kolifagl pohybovaly v rozmezi od 0 do 25 PTJ/ml. Vzhledem
k tomu, Ze byly odebirany a analyzovany riizné typy povrchovych vod (tekouci,
stojaté) z odlisnych lokalit, neni uvadéna prdmérna hodnota poctu PTJ. Z testo-
vanych vod byly nejvyssi pocty somatickych kolifagl nachazeny v odtocich z &is-
tiren odpadnich vod. Celkem bylo otestovano 3est réiznych COV, pficemz nalezy
somatickych kolifagl se v odtocich pohybovaly v rozmezi od 8 do 84 PTJ/m
s primérnou hodnotou cca 42 PT)/ml. V odpadnich vodach na pfitoku COV
nebyly laboratorné somatické kolifagy zatim zjistovany (dlivodem je zvyseny
vyskyt doprovodné mikro ory, ktera rusi odedet plakd pfi vyhodnocovani). Pro
doplnéni, odborna literatura uvadi po¢ty somatickych kolifagl na pfitocich do
COV v rozsahu od 510¢ do 5107 PTJ/100 ml [6]. U vzorkii $edych vod, ve kterych
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CONCENTRATION METHODS

The e ciencies of selected concentration methods, in this case, membrane

Itration and occulation with magnesium hydroxide, were experimentally
tested on real wastewater samples taken from e uent from the municipal
mechanical-biological wastewater treatment plant (WWTP). Both methods
were tested by the standard addition method. To determine occulatione -
ciency, 10 ml of the WWTP e uent sample was dosed in 90 ml of standing tap
water. In the case of membrane Itration testing, { ml (or 10 ml) of a sample
of the e uent from the WWTP was pipetted into 100 ml (or 90 ml) of distilled
water. In the WWTP e uent sample, i.e, in the sample for addition, somatic
coliphages were determined in parallel according to the standard CSN EN ISO
10705-2 [3]. The suspensions thus prepared were subsequently pre-treated by
individual concentration methods to capture coliphages.

The method of occulation with magnesium hydroxide consists of the sep-
aration of coliphages captured in the resulting akes. Solutions of magnesium
chloride (1 mol/l) and potassium hydrogen phosphate (1 mol/l) are gradually
added to the tested volume of the prepared sample, at the volume speci ed in
the standard CSN I1SO 10705-3 [4]. Sodium hydroxide solution (2 mol/l) is added
dropwise until visible turbidity is obtained, while simultaneously checking the
pH value, which should not exceed 8.6. The suspension is stirred slowly for
about 15 minutes, during which the resulting akes settle for about 30 minutes.
After carefully withdrawing the supernatant, the thin sediment is concentrated
by low speed centrifugation (relative centrifugal acceleration RCF = 1,000 g) for
15 minutes. After decanting the supernatant, the sediment is resuspended in
peptone water with sodium chloride and vigorous shaking. Determination of
somatic coliphages is then performed according to the standard CSN EN ISO
10705-2 [3]. The e ectof pHon occulation (pH: 7.6; 8.0; 8.3; 8.6, and 9.0) was also
monitored to test the e ectiveness of the concentration method.

The membrane Itration method consists of lItering a given volume of
sample through an electronegative Iter made of a mixture of cellulose ace-
tate and cellulose nitrate, with a pore size of 0.22 um and a diameter of 47 mm.
Filtration is preceded by the addition of magnesium chloride solution. The |-
ter is then cut into about 8 smaller parts and placed in a glass ask with an
elution solution (1% bovine extract, 0.5 mol/l NaCl, 3% Tween 80), which is
placed in an ultrasonic bath for about 4 minutes. Simultaneously, the somatic
coliphages released into the elution solution and collected on the Iters are
determined. As part of testing the e ectiveness of the method, the e ect of
the composition of the elution solution was also monitored (here: 1% bovine
extract, 0.5 mol/I NaCl;, 1% bovine extract, 0.5 mol/l NaCl, 3% Tween 80; 3%
bovine extract, 0.5 mol/I NaCl; 3% bovine extract, 0.5 mol/I NaCl, 3% Tween 80).

RESULTS AND DISCUSSION

The presence of somatic coliphages in the aquatic environment usually indi-
cates pollution caused by an animal or human feces. Although they are natural
host strains of somatic coliphages of E. coli bacterium, some studies have found
that they may use other related bacterial species that are not of fecal origin for
their replication [5]. Comparison of the occurrence of somatic coliphages in dif-
ferently loaded waters, or in drinking water, surface water, grey water, and in
treated wastewater (e uent from WWTP) is evident in Table 1. Determination
was performed according to the procedure speci ed in the standard CSN EN
ISO 10705-2 [3]. In the tested surface waters, the numbers of somatic coliphages
ranged from 0 to 25 PFU/ml. Due to the fact that di erent types of surface
water ( owing, standing) from di erent sites were taken and analysed, the
average value of the number of PFU is not given. Of the tested waters, the
highest numbers of somatic coliphages were found in e uent from waste-
water treatment plants. A total of 6 di erent WWTPs were tested, while the
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je vyskyt koliformnich bakterii a pfipadné E. coli obvykly a byl v analyzovanych
vzorcich potvrzen (viz tabulka 1), nebyla pfitomnost somatickych kolifagd kul-
tivatné potvrzena. V pitnych vodach odebiranych z kohoutku u spotfebitele
nebyla podle ogekavani pfitomnost somatickych kolifag( zjisténa.

Tabulka 1 Vyskyt somatickych kolifagli v rdiznych druzich vod — postup podle normy
CSNEN ISO 10705-2 [3]

Prdimérna Minimalni Maximalni
Druh vody hodnota SK  hodnota SK  hodnota SK
PTI/mlI PTJ/mlI PTI/mlI
pitna voda 0 0 0
povrchova voda X' 0 25
Seda voda 0 0 0
o e : :

“Poznémka: Pro povrchové vody neni uvedena prdimérna hodnota z déivodu odbéru
vzork( z rdiznych lokalit.

Vzhledem k tomu, Ze stanoveni somatickych kolifagl podle normy CSN EN
ISO 10705-2 [3] vyuzivé standardné k analyze 1 ml vzorku, miZe tento postup vést
k chybé a nespravné interpretaci vysledkl zkousky pfi analyze vod s nizsi kon-
centraci kolifagll a niz§im mikrobialnim znecisténim. Vody méné mikrobialné
ozivené, napf. povrchové stojaté a tekouci vody, Sedé vody a pitné vody vyza-
duji predapravu vzorku metodou jejich zkoncentrovani podle CSN 1SO 10705-3
[4]. Pouziti spolehlivé metody zkoncentrovani somatickych kolifagl ve vzorku
vody pred jeho analyzou mdZe Géinnost detekce vyrazné zlepsit. V grafech na
obr. 1-3 jsou uvedeny laboratorné zjisténé ucinnosti koncentracnich metod o-
kulace hydroxidem hofe€natym a membranové Itrace. U metody okulace
hydroxidem hofe¢natym se Gginnost zkoncentrovani somatickych kolifagd
pohybovala v rozmezi od cca 32 do 64 %, pficemz byla zjiSténa jeji zavislost
na hodnoté pH. Nejvyssi pocty somatickych kolifagd byly stanoveny u vzork(
s pH 8,0 (u¢innost zkoncentrovani cca 64 %) a 8,3 (G€innost zkoncentrovani
cca 64 %), viz obr. 1. Lze predpokladat, Ze G¢innost zachytu kolifagli do viocek
bude vy33i u koncentrovani vice organicky zatizené vody. Vyrazné vyssi ucin-
nost vykazovala oproti okulaci metoda membranoveé lItrace. V zavislosti na
pouzitém eluénim roztoku se ucinnost pohybovala v rozmezi cca 40 az 100 %,
viz obr. 2. Zasadni je pro uvolnéni somatickych kolifagd z membranovych Itr(i
obsah neiontového tenzidu Tween 80 v elu¢nim roztoku. S jeho pomoci bylo
ve vetsiné piipad dosahovano cca 100 % Gginnosti zkoncentrovani somatic-
kych kolifagl. Jak je patrné z obr. 3, ma v postupu koncentrovani membrano-
vou ltraci ddlezity vyznam také chlorid hofecnaty, ktery je ke vzorku pfidavan
pred jeho z Itrovanim. Bez jeho pouziti se prdmérné Gcinnosti zachytu soma-
tickych kolifagt v zavislosti na eluénim roztoku pohybovaly v rozmezi 19-52 %.
Multivalentni kationty, jako je Mg?*, Ca?* a AI**, umozniuji pfi nizSim pH G¢inn&jsi
adsorpci kolifagl na elektronegativnich membranovych Itrech [7].
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ndings of somatic coliphages in the e uent ranged from 8 to 84 PFU/mI
with an average value of about 42 PFU/mI. Laboratory somatic coliphages have
not yet been detected in the wastewater at the WWTP in ow (the reason is
the increased occurrence of the accompanying micro ora, which disturbs
the plaque reading during evaluation). For the sake of completeness, the pro-
fessional literature reports the numbers of somatic coliphages on in ows to
WWTP in the range from 510 PFU/100 ml to 510" PFU/100 ml [6]. In grey water
samples, in which the occurrence of coliform bacteria and possibly E. coli is
common and was con rmed in the analysed samples (see Table 1), the pres-
ence of somatic coliphages was not con rmed by cultivation. As expected, the
presence of somatic coliphages was not detected in drinking water taken from
the consumer’s tap.

Table 1. Occurrence of somatic coliphages in various types of waters — procedure
according to the standard CSN EN ISO 10705-2 [3]

Average SC Minimum SC Maximum SC

Type of water

PFU/mI PFU/mI PFU/mI
Drinking water 0 0 0
Surface water X 0 25
Grey water 0 0 0
Treated wastewater 4 8 84

from WWTP

“Note: For surface waters, no average value is given due to sampling from di erent sites.

Due to the fact that the determination of somatic coliphages according
to the standard CSN EN ISO 10705-2 [3] uses 1 ml of sample for analysis, this
procedure can lead to error and incorrect interpretation of test results in the
analysis of waters with lower coliphage concentration and lower microbial
contamination. Waters with less microbial activity (e.g. surface standing and
running water, grey water, and drinking water) require pre-treatment of the
sample by the method of their concentration according to CSN ISO 10705-3 [4].
The use of a reliable method of concentrating somatic coliphages in a water
sample before its analysis can signi cantly improve the detection e ciency.
The graphs in Fig. 1 to 3 show the laboratory-determined e ciencies of con-
centration methods of magnesium hydroxide occulation and membrane |-
tration. In the magnesium hydroxide occulation method, the concentration
e ciency of somatic coliphages ranged from about 32% to 64%, and its pH
dependence was found. The highest numbers of somatic coliphages were
determined for samples with pH 8.0 (concentration e ciency about 64%) and
8.3 (concentration e ciency about 64%), see Fig. L It can be assumed that the
e ciency of capturing coliphages in akes will be higher when concentrating
more organically loaded water. The membrane Itration method showed sig-
ni cantly higher e ciency compared to occulation. Depending on the elu-
tion solution used, e ciency ranged from about 40% to 100%, see Fig. 2. The
content of the non-ionic surfactant Tween 80 in the elution solution is essen-
tial for the release of somatic coliphages from the membrane Iters. With its
help, about 100% e ciency of the concentration of somatic coliphages was
achieved in most cases. As can be seen in Fig. 3, magnesium chloride (which is
added to the sample before itis Itered)is also importantin the process of con-
centrating by membrane Itration. Without its use, average capture e cien-
cies of somatic coliphages ranged from 19% to 52%, depending on the elution
solution. Multivalent cations such as Mg?, Ca*, and AI** allow more e cient
adsorption of coliphages on electronegative membrane Iters at lower pH [7].
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Obr. 1. Uginnost  okulace hydroxidem hofeénatym pfi zkoncentrovani somatickych koli-
fagl a vliv hodnoty pH
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Obr. 2. Uginnost membréanové Itrace podle postupu v CSN 1SO 10705-3 [4] (vEetné pfi-
davku MgCl,) pfi zkoncentrovani somatickych kolifagi a vliv rizného eluéniho roztoku
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Obr. 3. Uginnost membréanové Itrace podle postupu v CSN 1SO 10705-3 [4] (bez pfi-
davku MgCl,) pfi zkoncentrovani somatickych kolifagi a vliv rizného eluéniho roztoku

PROBLEMY RESENE PRI STANOVEN(
SOMATICKYCH KOLIFAGU VE VODACH

Stanoveni somatickych kolifagdl bylo v tomto prezentovaném piipadé, az
na nékolik drobnych modi kaci, provedeno podle platné normy CSN EN ISO
10705-2 [3]. Mezi tyto drobné modi kace Ize uvést napfiklad pofadi aplikace jed-
notlivych slozek do bakteriologickych zkumavek. Zpo&atku byla zejména kvdli
rychlému tuhnuti (tvorbé hrudek) polotekutého média ssMSA davana prednost
prvotni aplikaci 1 ml testovaného vzorku, { ml inokula¢ni kultury a az nasledné
pfidavku 2,5 ml média ssMSA. Nicméné, pomoci provadénych kontrolnich sle-
pych stanoveni bylo zjisténo, Ze prvotni aplikaci vzorku do bakteriologickych
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Fig. L. Magnesium hydroxide occulation e ciency in the concentration of somatic
coliphages and the e ect of pH
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Fig. 2. Membrane ltration e ciency according to the procedure in CSN 1SO 10705-3 [4]
(including the addition of MgCl,) in the concentration of somatic coliphages and the
e ectofdi erentelution solution
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Fig. 3. Membrane ltration e ciency according to the procedure in CSN 1SO 10705-3 [4]
(without addition of MgCl,) in the concentration of somatic coliphages and the e ect
of di erent elution solution

PROBLEMS IN THE DETERMINATION
OF SOMATIC COLIPHAGES IN WATERS

In this presented case, the determination of somatic coliphages was per-
formed, except for a few minor modi cations, according to the valid stand-
ard CSN EN 1SO 10705-2 [3]. These minor modi cations include, for example,
the order of application of the individual components to the bacteriological
tubes. Initially, mainly due to the rapid solidi cation (lumping) of the semi-lig-
uid ssMSA medium, it was preferred to initially apply 1 ml of the test sample,

n
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zkumavek mize nasledné dochazet ke kfizové kontaminaci inokulaéni kultury
a ssMSA média kolifagy. Preferovana byla tedy aplikace v nasledujicim poradi:
polotekuté médium ssMSA, inokula&ni kultura, testovany vzorek. ReSenim rych-
Iého tuhnuti polotekutého ssMSA média miZe byt bud pridavek nizsi navazky
agaru s rizikem sesunuti vrchni vrstvy, nebo volba agaru o nizsi teploté tuhnuti.
Pripadné je mozné testovany vzorek aplikovat do bakteriologickych zkumavek
takovym zplsobem, aby pomalu stékal po vytemperované sténé zkumavky.
Pfipravena smés byla vzdy zlehka ruéné promichana kvili zamezeni vzniku
vzduchovych bublin a rychle nalita na kompletni médium MSA v Petriho mis-
kach. Vyhodnoceni, resp. odecet vzniklych plakd somatickych kolifagt rusi
nejen pfitomnost vzduchovych bublin, ale také pfitomnost kondenzované
vody ulpéné na povrchu zatuhlé horni vrstvy (i v zavésné poloze). Z toho
divodu by mély byt misky pred inkubaci nejprve predsuseny s Caste¢né ote-
vienymi vigky v termostatu (toto uvadi norma CSN EN ISO 10705-2 [3] a je to
dllezité).
Pfi experimentalnim ovéfeni vybranych koncentranich metod popsanych
v normé CSN ISO 10705-3 [4] byly rovnéz nalezeny nékteré problémové postupy.
V pfipadé metody okulace hydroxidem hofe¢natym viditelné nedochazelo
k sedimentaci vsech vzniklych viogek. Z dlivodu jejich co nejvétsiho zachytu
bylo nutné odstfedovat vétsi objem vzorku, resp. bylo vyuzivano zkumavek
0 objemu 50 ml. Resuspendovani vzniklého sedimentu v peptonové vodé
s obsahem NaCl mUze byt v mensim objemu nez 30 ml problémové, viocky
v nékterych pfipadech nebylo mozné rozpustit ani intenzivnim tfepanim ani
vortexovanim (promichani virem kapaliny). V pfipadé vzorku o nizké koncent-
raci kolifagd (< 3 PTJ/ml), ktery je koncentrovan okulaci, by bylo vhodné praco-
vat zaroven s jeho dvéma rliznymi objemy, z nichZ alespon jeden umozni kvan-
ti kaci plakd v 1 ml (pfip. 5 ml) ziedovaciho roztoku o celkovém objemu 30 ml.
Oproti okulaci je metoda membranové Itrace podstatné rychlejsi a jed-
nodussi. Nejvice problémova je v tomto pfipadé prace s ltry. Po provedené
Itraci vzorku by mély byt jednotlivé Itry rozstfihany na cca osm ¢asti, upra-
veny v ultrazvukové lazni a nasledné aplikovany licem dold na vrstvu média
sSMSA s hostitelskym kmenem. Zaroven s Itry by mél byt stanoven elucni roz-
tok metodou podle CSN EN ISO 10705-2 [3]. NejenZe tato prace s ltry vyZa-
duje ur€itou zruénost s pinzetou, ale nepfinasi ani oCekavané vysledky, resp.
somatické kolifagy v podobé plakll neni mozné z kultivovanych ploten s jisto-
tou odedist, viz obr. 4.

Obr. 4. Stanoveni somatickych kolifag pomoci membranové Itrace — problematicky
odecet zachycenych kolifagli na Itrech

I ml of inoculum culture, and only subsequently to add 2.5 ml of ssMSA medium.
However, using control blanks, it has been found that initial application of the
sample to bacteriological tubes can subsequently cross-contaminate the inoc-
ulum culture and the ssMSA medium with coliphages. Thus, application in the
following order was preferred: semi-liquid ssMSA medium, inoculum culture,
test sample. The solution to the rapid solidi cation of the semi-liquid sSMSA
medium can be either the addition of a lower amount of agar (with the risk of
the top layer sliding) or the choice of agar with a lower solidi cation tempera-
ture. Alternatively, the test sample can be applied to the bacteriological tubes
in such a way that it slowly runs down the tempered wall of the tube. The pre-
pared mixture was always lightly stirred by hand to prevent the formation of air
bubbles and quickly poured onto the complete MSA medium in Petri dishes.
Evaluation, or the reading of the formed plaques of somatic coliphages, is dis-
turbed not only by the presence of air bubbles, but also by the presence of
condensed water adhering to the surface of the solidi ed upper layer (even in
the suspended position). For this reason, the dishes should rst be pre-dried
with the lids partially open in a laboratory thermostat before incubation (this is
stated in the standard CSN EN ISO 10705-2 [3] and it is important).

During the experimental veri cation of selected concentration methods
described in the standard CSN ISO 10705-3 [4], some problematic procedures
were also found. In the case of the magnesium hydroxide occulation method,
sedimentation of all formed akes did not occur visibly. To capture as many
as possible, it was necessary to centrifuge a larger volume of sample, or 50 ml
tubes were used. Resuspension of the resulting sediment in peptone water
containing NaCl can be problematic in less than 30 ml; in some cases it was not
possible to dissolve the akes either by vigorous shaking or by vortexing. In the
case of a sample with a low concentration of coliphages (< 3 PFU/ml) which is
concentrated by occulation, it would be appropriate to work simultaneously
with its two di erent volumes, at least one of which will allow quanti cation of
plagues in 1 ml (or 5 ml) of total volume of 30 ml.

Compared to occulation, the membrane Itration method is signi cantly
faster and simpler. The most problematic in this case is working with Iters.
After Itration of the sample, individual Iters should be cut into about 8 parts,
treated in an ultrasonic bath, and subsequently, applied face down to the layer
of ssMSA medium with the host strain. Simultaneously with the Iters, the elu-
tion solution should be determined by the method according to CSN EN ISO
10705-2 [3]. Not only does this work with Iters require a certain skill with twee-
zers, but it does not bring the expected results, or somatic coliphages in the
form of plaques cannot be read with certainty from cultivated plates, see Fig. 4.

Fig. 4. Determination of somatic coliphages using membrane Itration — problematic
enumeration of captured coliphages on Iters
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Nova smernice EU o pitne vode
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SOUHRN

V tnoru 2020 byl schvalen navrh kompletni novely smérnice 98/83/ES o jakosti
vody urcené pro lidskou spotfebu. Nova smérnice vysla po viech Grednich pro-
cedurach dne 16. prosince 2020. Vzhledem k tomu, Ze zmény ve vyse uvedené
smeérnici jsou rozsahlé, a vzhledem k zaméreni tohoto mimoradného ¢isla VTEI
jsou v tomto pfispévku prezentovany pouze ty ¢asti smérnice, které se bezpro-
stfedné tykaji mikrobiologickych ukazatelli (Escherichia coli, intestinalni entero-
koky, Clostridium perfringens, koliformni bakterie, poCty kolonii, bakterie rodu
Legionella a somatické kolifagy), se zaméfenim na pfislusné novinky.

UVOD

Evropské smérnici, ktera upravuje minimalni pozadavky na kvalitu a kontrolu
pitné vody (smérnice Rady 98/83/ES o jakosti vody urcené pro lidskou spo-
tfebu), bylo v roce 2020 jiz 22 let. | kdyZ ma v sobé zabudovano ustanoveni,
Ze Evropska komise méa kazdych 5 let pfezkoumat jeji aktualnost a v pfipadé
potfeby zajistit jeji novelizaci, trvalo velmi dlouho, nez se k potfebné zasadni
novele pfistoupilo. Jiz v roce 2003 probéhl dvoudenni seminar v Bruselu, jehoz
vystupem bylo doporuceni na pomérné vyznamné zmeény (tehdy se pravé
objevil novy ,hit* v podobé posouzeni rizik Cili water safety plans). Nicméné
tehdy se k novele nepfistoupilo s oddvodnénim, Ze ¢lenské zemé maji dosud
malo zkuSenosti s fungovanim smérnice v praxi a Ze je potfeba vyckat dalSich
pét let. Ke stale potfebngjsi novele se vSak nepfistoupilo ani za dalsich pét Ci
deset let, byt to bylo ze strany Evropské komise (EK) opakované slibovano.
Tehdy jiz byly na viné ,vys$si politické hry“ resp. urité napéti mezi EK, Radou
a Evropskym parlamentem.

KdyZ uz byla situace neudrZitelna, provedla EK v roce 2015 aspofi novelu
pfiloh Il alll (smérnici Komise (EU) 2015/1787), ktera v3ak byla zcela nedostatecna
vzhledem k modernim potfebam. Az 1. 2. 2018 byl zvefejnén dlouho ocekavany
navrh EK, tykajici se kompletni novely smérnice. Poté byl tento navrh pfiblizné
rok projednavan jednak v Radé EU, ktera pfijala své o cialni stanovisko 5. 3. 2019,
jednak v Evropském parlamentu (EP), ktery nastésti — i pfes nové volby v kvétnu
2019 — stacil schvalit svou pozici do poloviny roku 2019. Na podzim 2019 byly
zahgjeny pod nskym pfedsednictvim trialogy (Rada — EK — EP), které se poda-
filo zdarné dokoncit tésné pfed koncem roku, takZe v Ginoru 2020 byl zvefejnén
kompletni navrh novely této smérnice. Nov& smérnice o jakosti vody urené
pro lidskou spotfebu byla po vSech Gfednich procedurach ze strany pravni
a jazykové sluzby vydana dne 16. prosince 2020 (€. 2020/2184). Transpozice do
legislativy Ceské republiky by méla prob&hnout do dvou let. Zmény se dotknou
nejen zékona o ochrané vefejného zdravi (€. 258/2000 Sb.) a jeho provadécich
vyhlasek (€. 252/2004 Sh. a €. 409/2005 Sh.), ale velmi pravdépodobné i zakona
0 vodéach (€. 254/2001 Sb.) a zakona o vodovodech a kanalizacich pro vefejnou
potfebu (€. 274/2001 Sb.) a jejich provadécich vyhlasek.

V nové smérnici [1], je hodné vyznamnych novinek, které se dotknou nejen
provozovateldl vodovodd, pracovnik(i organ(i ochrany vefejného zdravi (KHS)
¢i pracovnikl analytickych laboratofi. Jedna se napf. o povinné zavedeni pfi-
stupu zaloZeném na posouzeni a fizeni rizik systémd zasobovani pitnou vodou
(v€etné oblasti povodi, ktera souvisi s mistem odbéru jimani vody urCené k lid-
ské spotfebé) a posouzeni rizik domovniho rozvodného systému; dale bude na
urovni EU sjednocen systém testovani materialu pro styk s pitnou vodou a jeho
zezavaznéni.

Vzhledem k tomu, Ze zmény v této novele jsou rozsahlé a toto mimoradné
Cislo VTEI je specialné zaméfeno, budou v tomto pfispévku prezentovany pre-
devsim body, které se bezprostfedné tykaji stanoveni a hodnoceni mikrobiolo-
gickych ukazatel(.

MINIMALNI POZADAVKY NA HODNOTY
UKAZATELU, POUZiVANE K POSOUZEN[ )
JAKOSTI VODY URCENE K LIDSKE SPOTREBE

E. coli a intestinaIni enterokoky se povazuji za ,klicové ukazatele” a Cetnost jejich
monitorovani nepodléha moznosti snizeni, a to ani na zakladé vysledkd posou-
zeni rizik systémd zasobovani vodou. Jejich limitni hodnota je 0 KTJ ve 100 ml,
ktera bude v ¢eské legislativé zavedena jako NMH (nejvys$si mezni hodnota), pro
vodou stacenou do lahvi nebo nadob je limit 0 KTJ/250 ml. Pro stanoveni E. coli
jsou ve smérnici pfedepsané metody podle CSN EN ISO 9308-1 [2] a CSN EN
ISO 9308-2 [3]; pro stanoveni intestinalnich enterokokd je pfedepsana metoda
podle CSN EN SO 7899-2 [4]. Vsechny tyto metody jsou v Eeskych mikrobiolo-
gickych laboratofich bézné pouzivané.

INDIKATOROVE UKAZATELE

Indikatorové ukazatele nemaji pfimy vliv na vefejné zdravi. Jsou vsak dllezitym
nastrojem ke zjisténi, jak funguji zafizeni pro vyrobu a distribuci pitné vody,
a jsou téz ddleZitym prostiedkem pro hodnoceni jakosti vody. Mohou pomaoci
odhalit nedostatky pfi Upravé ¢i distribuci vody a hraji ddleZitou Glohu z hle-
diska zvySovani a zachovani dlvéry spotiebitelll v jeji jakost. Z mikrobiologic-
kych ukazatelll jsou indikatorové ukazatele koliformni bakterie, po¢ty kolonif pfi
22 °C a Clostridium perfringens.

Pro stanoveni koliformnich bakterii jsou pfedepsany metody podle CSN EN
ISO 9308-1 [2] a CSN EN ISO 9308-2 [3], tedy shodné jako pro stanoveni E. coli.
Pfedepsané hodnota 0 KTJ/100 ml (pro vodu std€enou do lahvi nebo néddob
0 KTJ/250 ml) bude zfejmé zavedena jako mezni hodnota.
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Pro stanoveni poctu kolonii pfi 22 °C je pfedepsana jiz zavedenda a bézné
pouzivana metoda podle CSN EN 1SO 6222 [5]. Jejich ,pfedepsana limitni hod-
nota“ v 1 ml je stanovena jako ,bez abnorméalnich zmén®. | tento princip hodno-
cenise jiz v Ceské republice fadu let pouziva. Ve smérnici nejsou uvedeny pocty
kolonii pfi 36 °C, to v3ak neni zmeéna, nevyskytovaly se pro nebalenou pitnou
vodu ani v plvodni smérnici. Pfesto se ofekava, Ze tento ukazatel se bude u nas
pouZivat i nadale.

C. perfringens se bude stanovat metodou podle CSN EN ISO 14189 [6]. Tuto
metodu (kultivace C. perfringens na TSC agaru a kon rmace kyselou fosfatazou)
jiz maji mnohé laboratofe zavedenou a vysledky zkousek zpUsobilosti ukazuii,
Ze Gspé3né. Dnes jsou jiz k dispozici vhodna (pracovné i nan¢né) Cinidla, ktera
nejenze dobfe kon rmuji pfeockované kolonie, ale Ize je pouZzit i pfimo na kolo-
nie vyrostlé na membranovych ltrech (obr. 1). Pro C. perfringens je ve smérnici
uvedena hodnota 0 KTJ/100 ml s tim, Ze se ma stanovovat ,v¢etné spor®. Tento
termin je vSak zavad@jici, spory se totiZ stanovuji vZdy. Znamena to, Ze se budou
stanovovat jak spory, tak vegetativni buriky, tudiz se nebude provadét elimi-
nacni krok (tepelnd inaktivace bunék). C. perfringens se ma stanovovat v pfipade,
Ze to vyplyne z posouzeni rizik.

\ 7

Obr. 1. Tmavé kolonie vyrostlé na TSC agaru v anaerobnich podminkach, které po ptiso-
beni Cinidla na kyselou fosfatazu z€ervenaly, jsou povazovany za C. perfringens

Fig. 1. Dark colonies, growing on TSC medium in anaerobic condition, that turn red as

e ect of acide phosphatase reagent are supposed to be Clostridium perfringens

UKAZATELE RELEVANTNI PRO POSOUZENI
RIZIK DOMOVNIHO ROZVODNEHO SYSTEMU

Jesté pfed zahdjenim novely si EK nechala zpracovat od Svétové zdravotnické
organizace (WHO) studii, které ukazatele by se mohly ze smérnice vypustit a které
naopak by se mély nové zaradit, resp. u kterych ukazatelll by méla byt upravena
limitni hodnota. WHO ve své zpravé [7] uvedla, Ze v EU je ro€né hlaSeno okolo
Sesti tisic pripadl legioneldzy (s desetiprocentni smrtnosti), a i kdy? je toto ¢&islo
zfejmé znacné podhodnoceno, stéle to stavi legionely na prvni misto co do pfi-
¢iny imrti na nemoci souvisejici s vodou. Bakterie rodu Legionella nebyly dosud ve
smeérnici uvedeny. Bylo to v prvni fadé proto, Ze v dobé, kdy se pfipravovala smér-
nice €. 98/83/ES —tedy v poloviné 90. let — bylo informaci o vyskytu legionel nepo-
mérné méné a situace se ani zdravotnim Graddim, ani zakonodarcdim nezdala tak
naléhava. Dalsim dlivodem mdze byt skutenost, Ze prestoZe se zminéna smér-
nice nazyva o jakosti vody uréené pro lidskou spotfebu“ a podle de nice se vzta-
huje také na vodu uréenou pro kontakt s lidskym télem, fada €lenskych zemi EU ji
povazovala za smérnici na pitnou, nikoliv teplou vodu. A pravé domovni rozvody
teplé vody jsou jednim z vhodnych prostfedi pro pomnozeni legionel.
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Jak jiz bylo uvedeno v Gvodu, v novele smérnice je pfedepsano posouzeni
rizik v domovnich rozvodech vody v prioritnich budovach, a pravé legionely
jsou jednim z hlavnich ukazateld. Prioritni budovy, na které se bude tato povin-
nost vztahovat, si uréi na zakladé subsidiarity samy ¢lenské staty EU; mlze se
jednat napt. o zdravotnicka zafizeni, véznice, domovy pro seniory, vzdélavaci
zafizeni, budovy s ubytovaci kapacitou, sportovni a rekreacni zafizeni apod.

Pro bakterie rodu Legionella je stanovena hodnota { 000 KTJ/litr. Napravna
opatreni Ize zvazovat i v pfipadé, ze této hodnoty ukazatele neni dosazeno,
napfiklad v pfipadé prokazanych infekci a ohnisek nakaz. VV takovych pfipadech
by mél byt zdroj infekce potvrzen a ur€en jeho biologicky druh. Zakladni sta-
noveni legionel se provadi metodou podle CSN EN ISO 11731 [8]. Rist legionel
z teplé uzitkové vody je na obr. 2.

Obr. 2. Rist legionel z teplé uZitkové vody (GVPC médium vlevo, BCYE médium upro-
stfed) a na membranovém Itru (GVPC médium, vpravo)

Fig. 2. The growth of legionellae from warm water (GYPC medium on the left side, BCYE
medium in the centre) and on the membrane Iter (GVPC medium, on the right side)

PROVOZNI MONITOROVACI PROGRAM

Soucasti provozniho monitorovaciho programu je také monitorovani soma-
tickych kolifagt, aby se kontrolovala G¢innost procest Upravy, zaméfenych
na mikrobiologicka rizika. Somatické kolifagy jsou bakteridlni viry, napada-
jici citlivé buriky E. coli. Stanovuji se plakovou titraci, metodami podle CSN
EN ISO 10705-2 [9] a CSN I1SO 10705-3 [10]. Tento ukazatel se ma sledovat, pokud
to vyplyne z posouzeni rizik. Je-li zjisténa pfitomnost somatickych kolifagd
v surové vodé v koncentraci vétsi nez 50 PTJ/100 ml, mélo by se toto stano-
veni provést po dokongeni série krokd tpravy vody, aby bylo mozno uréit log
hodnotu odstranéni prostfednictvim existujicich bariér a posoudit, zda je riziko
prdiniku patogennich vir(i skrze Gpravu dostate¢né pod kontrolou.

S timto ukazatelem jsou v Ceské republice pouze minimalni zkudenosti
a v nasleduijicich letech této problematice bude muset byt vénovana znac¢na
pozornost. A to nejen z hlediska laboratorniho stanoveni, ale i poutziti, pfistupu
a hodnoceni tohoto ukazatele v praxi.

Vysledky z analyz povrchové/odpadni vody [11-13] ukéazaly, Ze somatické koli-
fagy vykazuiji urcitou korelaci s E. coli, coZ ale miize byt u surové vody samo-
zfejmé jinak. Pro zacatek jsme ze studia vysledkd E. coli z databaze ,surova voda*
(CHMU) vytipovali nase nejohrozengjsi zdroje. Maximalni hodnoty E. coli vyssi
nez 50 KTJ/100 ml vykazovalo 15 (27 %) povrchovych a 5 (0,5 %) podzemnich
zdrojli v Ceské republice. Nejohrozengjsi se zdaji byt surové vody z podhor-
skych povrchovych tokd, a to pfedevsim v brzkém jarnim obdobi (zfejmé v sou-
vislosti se zvysenymi prdtoky v obdobi tani snéhu).

Na obr. 3 jsou orientaéni vysledky (E. coli a somatické kolifagy) z péti tokd,
které se v blizkosti naSeho odbérového mista alespon ¢astené pouzivaji jako
surova voda. V dobé odbéru nebyly v Zadné z lokalit zaznamenany zvySené
pratoky. Somatické kolifagy byly stanoveny pomoci hostitelského kmene ATCC
13706, upravenou metodou od autorek Simkové a MikloSovitova [14], E. coli byla
stanovena metodou podle CSN EN 1SO 9308-2 [3].
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Hledani vhodnych molekularnich markeru
pro rozliSeni ruznych druhu enterokokU
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SOUHRN

Enterokoky patfi spolu se zéastupci druhu Escherichia coli mezi tzv. indikatory
fekalniho znecCisténi, které se pouzivaji pfi hodnoceni mikrobiologické kvality
koupacich vod. Jejich stanoveni se fidi vyhlaskou MZ CR ¢&. 238/2011 Sb. a pro-
vadi se kultivacné na selektivnich agarovych médiich. Je zndmo, Ze ne viechny
druhy enterokokl jsou fekalniho plivodu a maji tedy pfimou souvislost s fekal-
nim znecisténim vody. Pro spravné hodnoceni kvality koupaci vody by bylo
vhodné znat i pdvod téchto bakterii. K trasovani pdvodu mikroorganism (tzv.
MST, ,microbial source tracking"“) se s vyhodou pouziva metod molekularni bio-
logie. Pomoci PCR metody Ize ampli kaci molekularnich marker (tj. speci c-
kych tsekd DNA) odlisit riizné druhy enterokokd. Publikaci zabyvajici se touto
tématikou je mnoho, nicméné ve vétsing studii se k druhovému rozliseni pou-
Ziva pouze jeden marker, a to pfi praci s pfirodnimi vzorky nemusi byt vzdy
dostatecné. Pro spolehlivou druhovou identi kaci u pfirodnich vzork( by bylo
vyhodnéjsi pouzit kombinaci nékolika markert. Zarovei by bylo vhodné apliko-
vat poznatky ziskané z experiment( s Gistymi kulturami na pfirodni vzorky kou-
pacich vod, a to jak Gistych, tak fekalné znecisténych. Pro praxi by byly dlezité
i postupy umoznujici PCR ze smésného pfirodniho vzorku, tedy bez nutnosti
pfedkultivace na selektivnich médiich, aby se maximalné zkratila doba, za kte-
rou je znam vysledek.

Cilem tohoto pfispévku je pfehledné shrnout publikované molekularni mar-
kery proidenti kaci jak enterokokd, tak pfibuznych mikroorganism(, a zhodno-
tit jejich mozné pouziti v mikrobiologii vody pro rychlé zafazeni zastupct rodu
Enterococcus do druhd pii analyze piirodnich vzorkd.

CHARAKTERISTICKE ZNAKY ENTEROKOKU

Enterokoky jsou gram pozitivni, katalaza negativni koky uspofadané obvykle do
kratkych fetizk(. Jsou to chemoorganotrofové, jejichz hlavnim koncovym pro-
duktem pfi fermentaci cukrd je kyselina mlécna. Ackoliv fenotypické a bioche-
mickeé odliseni enterokoki od ostatnich bakterialnich druhi je sloZité, mezi hlavni
znaky tohoto rodu patfi pfitomnost D antigenu, tolerance k vy3sim teplotam (az
45 °C) i schopnost rdstu v pfitomnosti 6,5% NaCl. Pfi jejich identi kaci v labora-
tofi se pouZivaji selektivni média, na kterych jsou eliminovany ostatni bakterialni
druhy (napf. SB médium obsahuijici azid sodny pro potlaceni G- tycek).

Taxonomicky patfi mezi Enterococcacae a v soucasné dobé zahrnuje tento
rod 43 druh( [1]. Typickym zastupcem je E. faecalis. Enterokoky se pfirozené
vyskytuji v travicim traktu teplokrevnych Zivocichd véetné ¢lovéka i v travicim
traktu nékterych bezobratlych (korysi, Sneci) [2, 3] a byly izolovany i z povrcho-
vych sladkych i slanych vod, z plidy ¢i z rostlinné vegetace. Nékteré druhy (napf.
E. faecalis, E. faecium) jsou podminéné patogenni.

Piitomnost enterokokll ve vodé mdze mit rGzny pdvod: bud jsou pfiroze-
nou soucasti vodniho ekosystému a vyskytuji se tam volné, nebo mohou byt
asociovany s rostlinnou vegetaci (typicky E. mundtii, E. casseli avus) [4, 5], nebo
se zooplanktonem [6], pfipadné se mohou do vody dostat z pldy [7]. Dalsim
zdrojem mohou byt odpadni vody &i exkrementy Zivogichd, a to jak obratlovcd,
tak bezobratlych. Za typické intestinalni druhy jsou povazovany E. faecalis,
E. faecium, E. durans, E. hirae [8].

Jak je z vySe uvedeného vyctu patrné, ke spravné interpretaci zvysené hla-
diny enterokokd ve vodnim prostiedi by bylo vhodné znat jejich plvod.

Metody, které se pouzivajf k vystopovani plivodu urcitych organismd v pro-
stfedi, se souhrnné nazyvaji ,microbial source tracking” (MST). Principem téchto
metod je, Ze ur€ité druhy bakterifjsou asociovany s ur€itymi hostiteli ¢i prostfedim.
U enterokokd jsou napi. druhy E. faecalis, E. faecium povazovany za typické intes-
tinalni druhy (ackoliv byly izolovany i z jinych ekosystémd) a naopak E. munditii,
E. casseli avus jsou vé&tSinou spojeny s rostlinami [9, 10]. Jednou z metod MST je
PCR ampli kace urcitych (de novanych) Gsekd DNA (tzv. molekularnich mar-
kerQ), na jejichZ zakladé je mozné rozlisit enterokoky do jednotlivych druhd.
V tomto sméru existuje znaéné mnozstvi literatury tykajici se nejen enterokok,
ale i jinych rodd bakterii, a je mozné z toho pfi hledani vhodnych molekularnich
markerd vychazet.

MOLEKULARNI MARKERY PRO MST

Obecné charakteristika molekularnich markerd

Vhodny molekularni marker pro druhoveé rozlideni bakterii by mél splfiovat
nékolik kritérif:

L maél by byt Siroce rozsifen v genomech bakterii,
tj. ve v&tsiné bakterii by mél mit ortologni gen,

2. nadruhou stranu také musi obsahovat Gseky unikatni
pro dany druh bez moznych paralognich gend,

3. jejich velikosti musi byt dostate€né pro mozna porovnavani,
ale zéroven ne prilis dlouhé, aby se daly celé sekvenovat,

4. sekvence musi byt dostatecné reprezentativni, aby postihla
spolehlivé charakteristiku genomu daného druhu.
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Tabulka L Prehled diskutovanych molekularnich markerd
Table 1. Summary of discussed molecular markers

Gen

Produkt genu

Komentar

Reference

Kandidatni geny vzeslé ze studie Zeigler a kol.

vyhodnocen podle in silico analyz jako nejlepsi vhodny molekularni marker

Zeigler, D.R. 2003

recN recombinacni-opravny protein . — -
u enterokoku analyzovan v souvislosti s tvorbou bio Imu Frank, K.L. 2013
lig DNA ligaza Zeigler, D.R. 2003
dnaX podjednotka DNA polymerazy Il vhodny pro odli$eni druhd s redukovanym genomem Zeigler, D.R. 2004
neni ortologni gen u rodu Mycobacterium Zeigler, D.R. 2005
lyA serin hydroxymethyltransferase sita i i i igation- i cati
gly ydroxy Y pOUZIt.ﬁvljaKO probaoprl multlplnex Ilog]atlon,ereqdent p’)ro’be,ampll cation So-Young Kim a kol. 2016
na odliSeni 13 druhu patogenu zpusobujicich alimentéarni nakazy
cysS cysteine tRNA synthase Zeigler, D.R. 2005
thdF GTP-vézajici thiphene oxidaza pouZit pri LATE-PCR assay na detekci 17 bakteridlnich patogenu spojenych Z_elgler, D.R. 2006,
se sepsi Rice, L.M. a kol. 2013
) ) neni ortologni gen u rodu Chlamidia Zeigler, D.R. 2006
uvrC C podjednotka ABC excisazy — - -
podili se na rezistenci k UV Ozawa a kol. 1997
ruvB A podjednotka helikazy neni ortologni gen u druhu Bacillus antracis Zeigler, D.R. 2006

Geny primarniho metabolismu

rlizné ¢asti 16S rRNA k odlideni druht u Bacteroides

Bernhardt a Field 2000, Layton
a kol. 2006, Haughland 2010,

16STRNA  16S rRNA Mieszcin 2009
pfedevsim odliseni Enterococcus od jinych rodd
23SrRNA 23S rRNA domena V k odlideni E. faecalis od ostatnich druhl enterokoku Tsiodras, S. a kol. 2000
165-235 intergenova oblast mezi 165 a 23S rozlideni enterokokd do 3 skupin navrzenych Falklamem a Collinsem Tyrell a kol 199.7’
spacer Facklam a Collins 1989
WRNA —intergenova oblast mezi RNA — yixeni g druhis enterokoki Baele a kol. 2000
space geny
ddl D-ala: D-ala ligase odliseni 4 klinicky vyznamnych druhti Dutka-Malen 1995
speci cky primer pro odlideni E. faecalis Harwood  kol. 2004,
' Ozawa a kol. 2000
sodA superoxid dismutaza Mn zavisla odligeni 23 druhli enterokokd Jackson a kol. 2004,
Layton a kol. 2010
cpn60 chaperonin 60 odlideni 17 druht enterokokd Goh akol. 2000
atpA alfa podjednotka ATP syntazy odlideni vétsiny druhd enterokok Naser, S. a kol. 2005
RNA polymeraza alfa R o o i
rpoA podjednotka odlideni vétsiny druhu enterokokd, pouziti spolu s pheS Naser, S. a kol. 2005
pheS phenyl alanin tRNA syntaza odliseni vétsiny druhd enterokok(, pouziti spolu s rpoA Naser, S. a kol. 2005
tuf EF-Tu odliseni enterokok(l od vétsiny klinicky vyznamnych bakterii Ke, D. 1999

Faktory virulence a geny rezistence

esp povrchovy protein vyuZiti jako molekularniho markeru u enterokokt nejednoznaéné Shannon M. McQuaig a kol. 2006
asal povrchovy agreguijici protein vyuZiti jako molekularniho markeru u enterokokt nejednoznaéné Edyta Golinska a kol. 2013
gelA Zelatinaza vyuziti jako molekularniho markeru u enterokokd nejednoznacné Edyta Golinska a kol. 2013
vanA D-ala:D-lak ligaza
. . rezistence k vankomycinu, odliseni pfedevsim rezistentnich vs. citlivych Evers a kol. 1994,
vanB D-ala:D-lak ligaza e .
klinickych izolatu Navarro a Courvalin 1994
vanC D-ala:D-ser ligaza
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Markery diskutované v tomto pfispévku jsou shrnuty v tabulce 1 Zeigler
a kolektiv porovnavali ve své praci 44 bakteridlnich genomd, reprezentujicich
16 rodd, za icelem hledani takovych genovych oblasti, které by mohly byt pou-
Zity obecné na rozliseni bakterialnich druh(. Z celkovych analyz nakonec vyply-
nulo 8 rliznych gent (genovych oblasti), které spliiovaly vy$e uvedena kritéria
[L1]. Dana studie nezahrnovala genom enterokokd, avsak pracovala mimo jiné
s genomy 4 druh0 streptokokd, mezi néz se enterokoky plivodné fadily. Z navr-
Zenych 8 kandidatnich gend byly 4 (recN, glyA, thdF, uvrC) zkoumany i u entero-
kokd, a to bud v souvislosti s tvorbou bio Imu (recN), nebo resistence k UV (uvrC)
[L2, 13]. Geny glyA a thdF byly pouzity spolu s jinymi geny pro odliseni rliznych
bakterialnich patogend zplsobujicich alimentarni infekce [14, 15]. Ampli kace
recN byla poutzita i pro odlideni nékolika druh( streptokokd [16]. Tento gen se
tedy nabizi jako jeden z nékolika vhodnych kandidat( téZ k detekci enterokokd.

Skupiny genl vhodnych pro MST

GENY KODUJICI KOMPONENTY TRANSKRIPCNIHO
ATRANSLACNIHO APARATU

Geny, jejichz produkty se podili na expresi genetické informace, tedy na tran-
skripci a translaci, splfiuji podminku pfitomnosti ortologd (tj. ve véech mikroor-
ganismech, kde jsou pfitomné, plni stejnou funkci) a zaroven téz obsahuji Useky
speci cké pro dany druh. Proto také 16S a 23S rDNA byly mezi prvnimi kandi-
daty na molekularni markery pro MST. Pouzitim rdiznych oblasti 165 rDNA jako
biologického markeru se zabyvalo mnoho skupin, a to nejen u enterokokd [17],
ale v souvislosti s MST téZ u bakterii rodu Bacteroides [18, 19]. Bacteroides tvori
vyznamnou ¢&ast stfevni mikro dry teplokrevnych Zivodichl véetné Clovéka,
a proto o nich také bylo uvaZovéano jako o moznych alternativnich indikéto-
rech fekalniho znecisténi [20, 21]. Na rozdil od E. coli a intestinalnich enterokokd
jsou ale obtizné kultivovatelné. Jejich zastupci jsou druhoveé speci Cti pro urcité
hostitele [22], Eehoz by bylo moZné s vyhodou vyuzit pravé pro MST. Sekvenace
16S rRNA patfi stale mezi nejpouzivangjsi metody pro identi kaci druhd ente-
rokok(, pfestoze ma svoje limity pfi rozliseni blizce pfibuznych druhd, zejména
ze skupiny E. faecium [23].

Tsiodras s kolegy analyzoval sekvence genu 23S rDNA kédujiciho RNA velké
podjednotky bakterialniho ribozomu. Pouzili doménu V 23S rDNA pro odliSeni
E. faecalis od ostatnich druh( enterokokd [24].

Pozdsji si badatelé vsimli, Ze zatimco geny pro 16S a 23S rRNA jsou fyloge-
neticky velmi konzervované, intergenoveé oblasti vykazuji vétsi variabilitu a byly
by tedy pro odli$eni druhd vhodnégjsi. Na zakladé srovnani intergenové oblasti
mezi 23S a 16S rRNA Tyrell a kolektiv mobhli rozlisit enterokoky do tfi fylogenetic-
kych skupin (1, II, lll, navrzenych dfive Facklamem a Collinsem) [25, 26]. V ramci
skupiny Il bylo navic i mozné odlisit intestinalni druh E. faecium od typicky pfi-
rodniho druhu E. casseli avus a druhu E. mundtii. Vyhodou tohoto markeru je téz
fakt, Ze pro ampli kaci se pro viechny druhy pouziva jeden par primerd a jed-
notlivé druhy se lisi velikosti ampli kovaného Gseku (Useka).

Obdobné Baele a kolektiv pouZili intergenovou oblast mezi geny pro tRNA
k odliseni deviti druhli enterokokd [27]. Pfi téchto experimentech pouZili pri-
mery navrzené v krajnich konzervovanych oblastech tRNA gend, pro ampli kaci
oblasti mezi témito geny. To by mohlo umoznit vyuziti této strategie u mnoha
bakterialnich druhd, ¢emuz nasvédcuje fakt, Ze obdobna genova oblast byla
poufZita pro druhové rozliseni u streptokok( [28], Acinetobacter spp. [29], Listeria
spp. [30] a stafylokokd [31, 32].

Dalsim slibnym markerem je gen rpoA kodujici o podjednotku RNA polyme-
razy. Bylo ukazano, ze pfi poufZiti rpoA spolu s dalsim markerem — pheS (gen pro
fenylalanyl-tRNA syntazu) je mozné rozlisit 30 druhti enterokok( [33]. Gen rpoA
byl téZ mezi kandidatnimi geny navrzenymi Zeiglerem a kol. nicméné s mensim
skore nez vyse zminénych vybranych osm kandidatnich gent. Zda se vsak, ze
pro enterokoky by mohl byt na odliseni druhi spolehlivé pouZzit.
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Podobné Ize gen tuf kddujici elongaéni faktor Tu vyuzit pro odliSeni entero-
kokd od ostatnich klinicky vyznamnych bakterii [34]. Je tfeba ale podotknout,
Ze navrzené primery se vazaly téZ na sekvence ortolognich gend u nékolika
druhd Listeria spp. a zastupcd rodu Abiotrophia.

GENY KODUJICi DALSI PROTEINY PRIMARNIHO METABOLISMU
Poroznost je vénovana i gendim kodujicim proteiny primarniho metabolismu,
predevsim gentim ddl, sodA, atpA a cpn60.

Gen ddl kéduje D-ala:D-ala ligdzu nezbytnou pfi syntéze peptidoglykanu. Na
rozdil od ampli kace intergenovych oblasti, pfi pouZiti genu ddl, byla pouzita
pro rlizné druhy rdizna dvojice primerd. Vysledkem PCR byl potom bud speci-

cky namnoZzeny Usek DNA odpovidajici genu daného druhu, nebo zadny pro-
dukt. Nevyhodou této metody je, Ze v pfipadé vétsiho mnozstvi druhll zna-
mena identi kace timto zplsobem velké mnoZstvi jednotlivych PCR reakci,
Pouzitim ddl jako markeru bylo mozné rozlisit &tyfi druhy enterokokd (E. fagcium,
E. faecalis, E. gallinarum, E. casseli avus) [35]. Harwood a kolektiv pozdéji identi -
kovali ddI Gsek, ktery byl speci cky pro odliseni E. faecalis od ostatnich druhd.
Nicméné odliSeni druhého typického intestinalniho druhu E. faecium bylo
s timto markerem dost sloZité a ¢asto ani nekorelovalo s vysledky biochemic-
kych testd [36].

Na obdobném principu, tedy navrZeni dvojice primerl speci ckych pro
dany druh v rdmci jednoho genu navrhli Jackson a kolektiv 23 par(i primerd pro
ampli kaci genu sodA kédujici superoxiddismutazu zavislou na Mn [37]. Tyto
primery byly pak pouzity hromadné v celkem 7 PCR reakcich (multiplex PCR).
Layton a kolektiv navic optimalizovali pozici nékterych primerd, a tim zvysili
jejich druhovou speci tu [38].

Produktem genu atpA je alfa podjednotka ATP syntazy, tedy enzymu zodpo-
védného za syntézu ATP. Bylo zjiSténo, Ze timto markerem je mozné rozlisit vét-
sinu druht enterokokd. Pomoci atpA spolu s rpoA a pheS bylo mozné jesté zvy-
Sit spolehlivost druhového uréeni a navrhnout kombinaci této trojice markert
spolu s 165 rDNA jako vhodné geny pro typizaci enterokok( [33, 39].

Goh a kolektiv vyuZili degenerovanych primerd k odligeni 17 druhd entero-
kok{ na zékladé ampli kace genu pro chaperonin (cpn 60) [40].

GENY PRO FAKTORY VIRULENCE A ANTIBIOTICKE RESISTENCE
Je na misté se domnivat, Ze intestinalni druhy enterokok( se mohou od téch
volné v pfirodé Zzijicich druh( lisit produkci faktor( virulence véetné produkce
adhesind. Ackoliv se plivodné myslelo, Ze napf. povrchovy protein Esp s funkci
adhesinu je speci cky pro izolaty E. faecalis pochazejicich z intestinalniho traktu
Clovéka [41], pozdéji byl tento protein nalezen i u izolatl ze zvitat &i jinych pfi-
rodnich vzorkd [42, 43].

Pfitomnost gend pro jiné faktory virulence jako napf. pro povrchovy agregu-
jici protein (asa 1) & gen pro Zelatinazu (gel E) se liSila i u klinickych izolatd jed-
noho druhu [44]. Z tohoto divodu by mohlo byt pouZiti téchto gend jako mar-
kerd nejednoznacné.

Typicky pfirodni druhy enterokok( (E. casseli avus a E. gallinarum) jsou, na
rozdil od druh( izolovanych z klinickych vzork(, obecné citlivé k antibioti-
kGim. Geny rezistence se ¢asto pouzivaji jako markery pro odli$eni bakterial-
nich druhd i rezistentnich versus citlivych izolatl pfedevsim v humanni medi-
ciné. K nejvétsim soucasnym problémdm antibiotické rezistence u enterokokd
patfi rezistence k vankomycinu, ktery byl dlouho podavan pfi infekcich multire-
zistentnimi kmeny predevsim u hospodarskych zvifat. Vankomycin inhibibuje
syntézu peptidoglykanu, na jehoZ syntéze se mimo jinych podili téz vyse dis-
kutovana D-ala:D-ala ligaza (gen ddl). Geny, jejichZ produkty jsou zodpovédné
za rezistenci k vankomycinu, vanA, vanB, vanGl, a vanG2 jsou pfibuzné k ddl
[35, 45, 46]. Proti vankomycin rezistentnim enterokok(m se v souc¢asné dobgé
pouZiva antibiotikum linezolid inhibujici proteosyntézu. Na resistenci k lineso-
lidu se podili produkty gend cfr kddujici ribozom modi kujici enzymy a optrA,
jehoz produktem je ABC transporter [47]. Aviak poufZiti genl rezistence pro
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rozli$eni humannich a zvifecich druh ma svoje limity — geny rezistence se
mohou v populaci rychle §ifit horizontalnim pfenosem nebo spolu s transpo-
zicnimi elementy a jejich pfenos Uzce souvisi se selekénim tlakem v prostredi.
Navic izolaty enterokokd humanniho plvodu mohou vykazovat znaéné roz-
dily v citlivosti k antibiotiklim i v rdmci jednoho druhu a jednoho prostiedi.
Proto poutziti antibiotickych gend jako markerli ma pravdépodobné jen ome-
zené uplatnéni.

ZAVER

Prispévek shrnuje testované a publikované molekularni markery, které byly
nebo mohou byt pouZity pro druhové rozliseni enterokokl, coz by mélo
pomoci pfi charakterizaci jejich plvodu v koupacich vodach. Vétsina studif se
zabyva vzdy jednim vhodnym genem, ale to m@ze byt pfi analyze pfirodnich
navic znecisténych vzorkd nedostacujici. Pro spolehlivé zafazeni enterokokd
do druh( by bylo tedy lepsi pouzit kombinaci nékolika gentl véetné jednoho
rodoveé speci ckého obsahujiciho ¢ast 16S rRNA. Naser navrhl pouzit kombinaci
gend rpoA, pheS atpA a 16S rDNA pro typizaci enterokokd. Svoje vysledky viak
oveéroval na €istych kulturach. Bylo by tedy zajimavé pfenést tyto poznatky do
praxe a ovéfit je i na pfirodnich vzorcich koupacich vod. Kromé toho by z uve-
deného vy&tu mohl byt pro typizaci pouzit jesté néktery z gend navrzenych
Zeiglerem a kolektivem jako napf. gen recN pfipadné glyA nebo thdF. Pro tyto
se, Zze kromé kddujicich oblasti, jsou zajimavé i intergenové oblasti, jako napr.
oblasti mezi geny pro tRNA. Jejich vyhodou je moZnost pouZiti universalnich
primer( v konzervovanych oblastech i moznost srovnani s jinymi rody, u nichz
byl jiz tento pfistup pouzit.

Vyget zde prezentovanych kandidatd neni zdaleka tpiny a v literatufe exi-
stuje jeSté fada dalSich moznych genovych oblasti, které by bylo mozné pou-
Zit jako napf. dalsi geny kodujici proteiny primarniho metabolismu, nebo
naopak repetitivni nic-nekodujici sekvence. Nékteré nebyly uvedeny z praktic-
kého dlvodu, nebot se nehodily pro jednoznaéné odlideni plivodu znegisténi
nebo k nim neni v soucasné dobé dostatek dat (nebylo na né odkazano ve vice
studiich). Je zde vsak velky potencial dalsich moznych kandidatd.

Podékovani

Tento prispévek vznikl v ramci projektu TA CR TJ04000132 Vyuziti metod molekularni
biologie kidenti kaci zdrojti znegisténi v koupacich vodach.
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Enterococci, together with representatives of the species Escherichia coli, belong
to the so-called indicators of faecal pollution, which are used in the evaluation
of the microbiological quality of bathing waters. Their determination is gov-
erned by the Decree of the Ministry of Health No. 238/2011 Coll. and performed
by culture on selective agar media. It is known that not all types of enterococci
are of fecal origin and are therefore directly related to fecal water pollution. To
properly assess the quality of bathing water, it would be useful to know the ori-
gin of these bacteria. For tracing the origin of these microorganisms (so-called
microbial source tracking) the molecular biology methods can be used. Using
PCR method, di erent types of enterococci can be distinguished by ampli ca-
tion of molecular markers (ie speci ¢ parts of DNA). There are many publica-
tions dealing with this topic, however, in most studies, only one marker is ana-
lyzed for species di erentiation, and this may not always be su cient when
working with natural samples. For reliable species identi cation in natural sam-
ples, it would be more advantageous to use a combination of several markers.
At the same time, it would be appropriate to apply the knowledge gained from
experiments with pure cultures to natural samples of bathing water, both pure
and faecally polluted. For practice, it would be also important to use proce-
dures enabling PCR from a mixed natural sample, without the need for pre-cul-
tivation on selective media, in order to minimize the time for which the result
is known.

The aim of this paper is to summarize the published molecular markers
for the identi cation of both enterococci and related microorganisms, and to
evaluate their possible use in water microbiology for the rapid classi cation of
Enterococcus species into species during the analysis of natural samples.
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Zmena mikrobialniho sp

oleCenstvi

pri terciarnim Cistéeni odpadnich vod

ANDREA BENAKOVA, ELISKA VOBECKA, MARTIN PECENKA, JANA RIHOVA AMBROZOVA, JIRi WANNER

KliCova slova: dezinfekce — Escherichia coli — odpadni voda — opétovné vyuzivani — poloprovozni jednotka — terciarni ¢isténi — zavlahy

SOUHRN

Cilem pfispévku je prezentace dilgich vysledkd testovani terciarni technologie
pro recyklaci vyc€isténych méstskych vod tak, aby mohly byt vyuZity pro zavlahy
méstské zeleng, hfist' €i pro Cisténi ulic. Kvalita ziskané vody zavisi na oblasti
pouziti. Dlraz je kladen zejména na mikrobiologickou kvalitu ziskané vody,
nebot chemické ukazatele upravované odpadni vody nepfedstavuji vyznamné
riziko pfi vyuzivani vody pro nepitné Gcely. Byl potvrzen vyznam dezinfekéniho
stupné. Kvalita vody byla dostate¢né hygienicky zabezpecena i pfi skladovani.

UVvoD

Cilem pfispévku je prezentace dilgich vysledkd spole¢ného projektu Vysoké
Skoly chemicko-technologické v Praze, Fakulty technologie a ochrany prostfedi
a Prazskych vodovodd a kanalizaci, a. s., TA CR TH03030080 ,Recyklace odpad-
nich vod pro vyuziti ve vodnim hospodarstvi mést budoucnosti“. Projekt je
zameéfen na testovani vhodné kombinace vodarenskych a Cistirenskych tech-
nologif pro docisténi odtoku z méstské Cistirny odpadnich vod tak, aby byl svoji
kvalitou vhodny zejména pro vyuziti ve mésté. Ve méstech je vyuZzivdna pro
nepitné Ucely voda pitna. Navrhované technologie si kladou za cil nahradit
vyuzivani drahé pitné vody levnéjsi vodou recyklovanou a $etfit zasoby pod-
zemnich a povrchovych vod. V ramci testovani byly odzkouseny kombinace
bézné pouZzivanych technologii Upravy a €isténi vod jako koagulace, piskova I-
trace, membranova lItrace, Itrace pfes granulované aktivni uhli a hygienické
zabezpeceni (dezinfekce) chloraci a UV zafenim. Koagulace byla zafazena pro
odstranéni zbytkovych koncentraci organického znecisténi, separace po koa-
gulaci byla feSena piskovou ¢i membranovou Itraci. Membrénova Itrace je
sice draz$i na pofizeni a provoz, ale pfispiva ke zvyseni Gcinnosti hygienického
zabezpeceni upravované vody. Pro odstranéni mikropolutantt, napf. 1éCiv, pes-
ticidd apod. byla zafazena Itrace pfes granulované aktivni uhli.

Tabulka 1. PoZzadavky na kvalitu recyklované vody pro zavlahy podle [4, 5]
Table L. Requirements for the quality of recycled water for irrigation according to [4, 5]

Jako pfiklad terciarniho docisténi odpadnich vod a jejich vyuZiti v praxi Ize
uvést jizni Australii, kde byl v roce 1999 uveden do provozu projekt, ktery zahr-
nuje vyuziti sekundarniho Cisténi (priméarni sedimentace, zkrdpéne lItry a sta-
bilizaéni rybniky) nasledovaného terciarnim cisténim ( otace, Itrace a dezin-
fekce). Nasledny distribucni systém dodava ro¢né pres 20 mil. m® zavlahové
vody ro¢né. V australském Sydney bylo jiz v roce 2000 zasobeno 15 000 dom{
v nové reziden¢ni ¢tvrti denné 25 000 m® vody pro nepitné Gcely s vyuzitim
dudlniho distribuéniho systému. Cistirna odpadnich vod se zde sklada z pri-
marni sedimentace, biologického odstrafiovani dusiku a fosforu, koagulace, o-
kulace, usazovani, ltrace, dezinfekce chlorem a Gpravy hodnoty pH. Kanadské
City of Vernon ¢erpa svoji vy€isténou odpadni vodu do reservoaru, kde setrvava
témér cely rok, nez je dezin kovana chlorem a pouZivana pro zavlahy v zemé-
délstvi i v rekreaCnich oblastech. PFi rozSifovani zavlaZzované oblasti byla navic
uvedena do provozu Cistirna s biologickym odstrafiovanim nutrientl, Itraci,
UV zafenim a chloraci. V japonském Tokiu jiz od roku 1989 bézi projekt vyuziva-
jici vyc€isténou odpadni vodu pro splachovani toalet, tklid v komer&nich budo-
véach a hotelich a zalévani v okolnich parcich. Cisténi zahrnuje biologické &is-
ténf, chemickou koagulaci, Itraci, ozonizaci a chloraci. Primérné je tak denné
dodavano 2 372 m3vycisténé odpadni vody.

Z Evropy je mozné zminit Spanélsko, kde je ve mésté Portbou odpadni voda
CiSténa s vyuzitim koagulace, okulace, lItrace a dezinfekce UV zafenim i chlo-
rem. Kapacita systému je 15 m*h* a vycCisténa voda je vyuzivana pro méstské
nepitné Gcely, vEetné zavlazovani, €iSténi ulic a pozarni ochrany [1-3].

Realné moZnosti opétovného vyuZivani recyklovanych odpadnich vod
zavisi na vyvoji evropské a narodni legislativy. V kvétnu roku 2020 veslo v plat-
nost nafizeni Evropského parlamentu a rady (EU) 2020/741 o minimalnich poza-
davcich na opétovné vyuzivani vod, které reaguje na nedostatek vodnich
zdrojli, a podporuje tak vyuzivani recyklovanych odpadnich vod zejména pro
zavlahy v zemédélstvi, ale i v dalSich odvétvich [4]. Mezi dodate¢nymi para-
metry se rovnéz vyskytuji tézké kovy, pesticidy, IéCivé pfipravky, vedlejsi pro-
dukty dezinfekce, mikroplasty ¢i geny rezistence na antibiotika. V souvislosti

CSN [1] NaFizeni EU / [1
Trida | Trida Il Trida Il Trida A Trida B Trida C TridaD
Koliformni bakterie  KT¥/ml 100 1000 >1000 X X X X
Enterokoky KTd/ml 10 100 > 100 X X X X
Escherichia coli ¢islo/100 ml X X X <10 <100 <1000 <10 000
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s témito latkami vSak bude nutné vypracovat metodiku pro rizikovou analyzu
téchto latek pfi daném vyuziti recyklované odpadni vody. DalSim zavaznym
dokumentem v oblasti zemédglskych zéavlah je norma CSN 75 7143 Jakost vody
pro zavlahy, ktera je platna jiz od roku 1992 [5]. Oba tyto dokumenty jsou v pfi-
spévku vyuzity pro posouzeni mikrobialni kvality vody upravené ¢tyfmi vybra-
nymi technologickymi uspofadanimi. PoZzadavky na nami sledované ukazatele
podle téchto dvou dokumentd jsou uvedeny v tabulce L Pro vyuZiti recyklo-
vané vody v méstském vodnim hospodarstvi je dilleZita i norma CSN SO 20761
Opétovné vyuZiti vody v méstskych oblastech [6].

METODIKA

Poloprovozni jednotka

Pro terciarni docisténi odpadnich vod bylo na zakladé laboratorniho testovani
navrzeno poloprovozni zafizeni o kapacité 1 m*h* vyprodukované vody (viz obr. 1).
NavrZzené zafizeni kombinuje rlizné typy Itrace a dezinfekce pro hygienické
zabezpeceni vody a umozriuje ziskat produkt s rznou kvalitou podle zptsobu
vyuziti, Navrzena jednotka je testovana od zaff 2019 na Ustfedni Cistirné odpad-
nich vod Praha.

odpadni voda z prani, kanalizace

T

LAMELOVY PISKOVA MEMBRANOVA

g FILTRACE
| USAZOVAK FILTRACE FILTRACE | | presGAU AKUMULACE

Obr. 1. Schéma poloprovozniho zafizeni
Fig. 1. Schema of pilot plant

V tabulce 2 jsou de novany parametry dil¢ich technologii, které je mozné
provozovat v rliznych kombinacich. Do surové vody je mozné davkovat koagu-
lacni ¢inidlo, polymerni organicky okulant ¢i chlornan sodny pro predchloraci
vody. Nasleduje lamelové usazovaci nadrz, ve které dochazi k odstranéni sraZe-
nin vzniklych béhem procesu koagulace. Pro Itraci vody se v Gplném uspora-
déani jednda o piskovou lItraci, membranovou ltraci (ultra ltraci) a Itraci pres
granulované aktivni uhli (GAU), hygienické zabezpeceni UV lampou (UVAT001)
a chlornanem sodnym (postupné zkousené koncentrace chloru 3,5 a 4 mg:?).
Upravena voda je jimana do akumula¢ni nadrze (doba zdrzeni 90 minut). Na
vstupu a vystupu je kontinualné méren zakal, hodnota pH a teplota vody. Za
kazdym technologickym stupném jsou umisténa odbérova mista pro pra-
videlné vzorkovéani upravované vody. V predloZené praci jsou prezentovany
vysledky nasledujicich technologickych usporadani:

— usporadani A: koagulace — piskova Itrace — dezinfekce — akumulace,

— usporadani B: piskova Itrace — membrana — dezinfekce — akumulace,

— usporadani C: piskova Itrace — GAU — dezinfekce — akumulace,

— usporadani D: koagulace — piskova Itrace — membranova Itrace —
GAU - dezinfekce — akumulace.
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Tabulka 2. Charakterizace dil¢ich technologif poloprovozniho zafizeni
Table 2. Characterization of partial technologies of pilot unit

Technologie Parametr Hodnota
zrnitost podlozni vrstvy 1,6-4 mm
zrnitost naplné -2 mm
pratoc¢na rychlost I mdht
Piskova filtrace
Itracni cyklus 16 hodin
max. tlakova ztrata 6,2 bar
vySka Itracni naplné im
velikost vidken 0,8-1,2 mm
velikost pord 0,08 um
Membranova rezim out-in
filtrace priitoéna rychlost 1 méh
Itracni cyklus 15 min.
max. transmembranovy tlak 2,2 bar
typ uhli Filtrasorb F300
velikost Castic 8 x 30 mesh
koef. stejnozrnnosti 19
GAU filtrace
jodové Cislo min. 950 mg-g*
BET 950 m>g*
vyska ItraCni naplné Im

Mikrobiologické analyzy

Jako mikrobialni indikatory Gcinnosti terciarniho Cisténi odpadnich vod byly
zvoleny kultivovatelné mikroorganismy pfi 22 °C a 36 °C podle normy CSN EN
ISO 6222 [7] & psychro Ini a mezo Ini bakterie podle norem CSN 75 7842 [8]
a CSN 75 7841 [9]. Dale koliformni bakterie a Escherichia coli podle normy CSN EN
ISO 9308-2 [10], koliformni bakterie podle normy CSN 75 7837 [11], Escherichia coli
podle normy CSN 75 7835 [12], intestinalni enterokoky podle normy CSN EN 1SO
7899-2 [13] a Clostridium perfringens podle pfilohy €. 6 vyhlasky €. 252/2004 Sb.
[14]. ProtoZe byla na urgitou dobu uzaviena biologické laboratof UTVP VSCHT
Praha z dGivod( pandemie koronaviru a bylo zapotiebi zachovat kontinuitu sle-
dovani provozu poloprovozniho zafizeni, byly vzorky zpracovavany pracovis-
tém PVK, a. s., Laboratof pracovisté PVK, a. s, ma pro ndmi sledované ukaza-
tele mikrobialni kvality vody zavedené trochu jiné metody (na zakladé jinych
norem). V tomto pfipadé namisto kultivovatelnych mikroorganism( pfi 22 °C
a 36 °C byly stanovovany psychro Ini a mezo Ini bakterie (CSN 75 7842; CSN
75 7842), koliformni bakterie kultivatné na Endoagaru (CSN 75 7837) a E. coli na
m-FC médiu (CSN 75 7835).

Koliformni bakterie, Escherichia coli, intestinalni enterokoky, Clostridium perf-
ringens a kultivovatelné mikroorganismy jsou sledované mikrobiologické para-
metry v pitné vodé (dané vyhlaskou &. 252/2004 Sh.). Norma CSN 75 7143 Jakost
vody pro zavlahy predepisuje sledovani parametr( koliformni bakterie, fekalni
koliformni bakterie, intestinalni enterokoky, salmonely a somatické kolifagy [5].
Nafizeni EU 2020/741 o minimalnich pozadavcich na opétovné vyuzivani vod
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predepisuje pravidelné sledovani Escherichia coli a Clostridium perfringens pfi tes-
tovani Gc¢innosti nového zafizeni pro docisténi odpadni vody. V pfipadé moz-
nosti vzniku aerosoll rovnéz legionely [4]. Koliformni bakterie, Escherichia coli
aintestinalni enterokoky jsou indikatory fekalniho znecisténi. Clostridium perfrin-
gens je uvadén jako indikator pfitomnosti parazitickych prvokd Cryptosporidium
Ci Giardia a kultivovatelné mikroorganismy jsou indikatorem G¢innosti jednotli-
vych technologii [15].

V pfipadé kultivovatelnych mikroorganismt, psychro Inich a mezo Inich
bakterii byl ockovan objem 1 ml fedéného Ci nefedéného vzorku (titr fedéni
byl vzdy zvoleny podle stupné mikrobialniho znecisténi vzorku vody, napf.
10" az 10%). Pro ostatni mikrobialni ukazatele (koliformni bakterie, E. coli, intes-
tin&lni enterokoky a C. perfringens) byl pouZit objem 0, 1, 10 a 100 ml nefedé-
ného vzorku (volba objemu nefedéného vzorku se fidila stupném mikrobiél-
niho znecisténi).

Mikrobiologické analyzy byly provadény s etnosti 1x tydné. Pro lepsi pfe-
hlednost uvadime sledované mikrobiologické parametry v tabulce 3.

Tabulka 3. Sledované mikrobiologické parametry
Table 3. Monitored microbial parameters

Zkratka
Vv textu

Parametr Norma

Kultivovatelné

mikroorganismy CSN EN ISO 6222 Kumi 22 °C, 36 °C

pri °C, °C
Psychrofilni bakterie  CSN 757842 PB
Mezofilni bakterie CSN 75 7841 MB

. . . CSN EN 1SO 9308-2 .
Koliformni bakterie SN 75 7837 Koli

.. . CSN EN ISO 9308-2 .

Escherichia coli ESN 75 7835 E. coli
Intestinalni SN EN 1SO 7899-2 Ent
enterokoky
Clostridium vyhlaska ¢. 252/2004 Sb., cp
perfringens pril. €. 6

Tabulka 4. Mikrobiélni kvalita vstupni odpadni vody
Table 4. Microbial quality of incoming wastewater entering the pilot plant

VYSLEDKY A DISKUSE

Kvalita vstupni odpadni vody

Z pohledu fyzikalné-chemickych parametrl, vyc¢isténa odpadni voda, ktera
byla déale terciarné dogistovana, vyhovuje mezinarodnim standardim pro opé-
tovné vyuzivani vody a jejich snizovani nebylo pfedmétem néavrhu polopro-
vozni jednotky. | tak Ize fici, Ze pfi zafazeni technologickych stupiid piskova

Itrace, membranova lItrace a lItrace pfes GAU dochazelo ke snizeni o0 28 %
v pfipadé organického znecisténi charakterizované parametrem chemickéa spo-
tfeba kysliku (CHSK, ), amoniakalni dusik byl odstranén z cca 28 %, koncentrace
celkového fosforu byla snizena v prdimeéru o 46 % a koncentrace orthofosfore¢-
nanového fosforu o 40 %. Po zafazeni sorpEniho stupné analyzy prokazaly, ze
GAU sniZuje obsah organického znecisténi vody. Oproti uspofadani bez sorp¢-
niho stupné doslo k odstranéni tohoto typu znecisténi o 72 %.

Vstupni odpadni voda obsahuje vysoké pocty mikroorganismd (tabulka 4),
coz by znamenalo zdravotni riziko pfi jejim vyuzivani, proto je ddraz kladen na
mikrobiologickou kvalitu vystupni odpadni vody po terciarni Uprave. V tabulce 4
jsou primérna data mikrobialnich ukazateld za obdobi 10/19-11/20. Z hodnot
je patrné, ze mikrobialni kvalita vstupni odpadni vody je kolisava. Koliformni
bakterie byly nejcastgji pfitomny v fadech 10° MPN/100 ml, resp. KTJ/100 ml,
E. coli v Ffadech 10 ¢i 10° MPN/100 ml, intestinalni enterokoky 10* KTJ/100 ml,
Clostridium perfringens v Fadech 10°KTJ/100 ml, psychro Ini bakterie v fadech
10%¢i 10° KTI/ml, mezo Ini bakterie v fadech 10* KTJ/ml, kultivovatelné mikroor-
ganismy pfi 22 °C v fadech 10° KTJ/ml a kultivovatelné mikroorganismy pfi 36 °C
v fadech 10° KTJ/ml. Ukazatel E. coli pfedstavoval primérné 19 % z celkového
poctu zastoupenych koliformnich bakterii. Nebyl prokdzan vyznamny vliv ro¢-
niho obdobi na mikrobialni kvalitu vstupni odpadni vody.

Usporadani koagulace — piskova filtrace —
dezinfekce — akumulace (usporadani A)

V tabulce 5 jsou uvedeny primérné hodnoty mikrobialnich parametr z jed-
notlivych stupiid daného usporadani. V tabulce 6 jsou zaznamenany Gginnosti
odstranéni sledovanych mikroorganism( v jednotlivych stupnich technologic-
kého usporadani. Z tabulky 5 je patrné, Zze koagulace nema zasadni vliv na elimi-
naci mikrobialniho znecisténi. PoCty koliformnich bakteri, E. coli a kultivovatel-
nych mikroorganism0 pfi 22 °C byly zvy3eny. Po piskové Itraci doslo ke snizeni

Jednotka Primér Median Minimum Maximum
Koliformni bakterie (CSN EN ISO -) MPN/100 ml 553 315 387 300 24000 2419 600
Koliformni bakterie (CSN ) KTJ/100 ml 169 969 142 500 46 000 420000
E. coli MPN/100 ml 151 235 101 700 3000 1203 300
Enterokoky KTJ/100 ml 30 385 18 050 2000 550 000
Clostridium perfringens KTJ/100 ml 5626 2450 500 40000
Psychrofilni bakterie KTI/ml 79 875 98 000 7000 129 000
Mezofilni bakterie KTI/ml 56 778 56 000 8000 107 000
Kultivovatelné mikroorganismy  °C KTd/ml 256 211 180 000 21800 1090 000
Kultivovatelné mikroorganismy  °C KTd/ml 183 167 159 000 5400 970 000
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Tabulka 5. Mikrobialni kvalita v jednotlivych stupnich uspofadani A
Table 5. Microbial quality in individual stages of arrangement A

VTEIZ 2021/ 1

Koli E. coli Ent CP Kumi  °C Kumi  °C
(MPN/ ml) (MPN/ ml) (KT ml) (KT ml) (KTJ/ml) (KTI/ml)
Vstup 173830 36 587 9807 2633 73833 56 800
Koagulace 196 180 76 840 8447 2550 84733 39533
Piskovy filtr 128 829 19 995 6 310 537 40 800 14 243
Dezinfekce 0 0 0 45 1939 240
Akumulace 0 0 1 28 82 47
Tabulka 6. Uginnost odstranéni mikroorganism( v jednotlivych stupnich uspofadani A
Table 6.E ciency of microorganisms removal in individual stages of arrangement A
Koli (%) E. coli (%) Ent (%) CP (%) Kumi  °C (%) Kumi  °C (%)
Koagulace -13 -110 14 3 -15 30
Piskovy filtr 26 45 36 80 45 75
Dezinfekce 100 100 100 98 97 cca 100
Akumulace 100 100 100 99 cca 100 cca 100

Pozn.: Porovnéno vZdy s pocty ve vstupni vodg.

poctd vsech sledovanych mikroorganism(, ale pouze u ukazatele Clostridium
perfringens bylo toto sniZeni o jeden fad (80% Ucinnost ve srovnani se vstupem).
Za dezinfekeni stupném byly se 100% ucinnosti odstranény koliformni bakte-
rie, E. coli a intestinalni enterokoky, a dale Clostridium perfringens a kultivovatelné
mikroorganismy s tcinnosti vyssi nez 97 %. Akumulace kvalitu vody nezhorsila,
naopak doslo k dalsimu mirnému snizeni po¢th Clostridium perfringens a kulti-
vovatelnych mikroorganismd. Voda po dezinfekci a akumulaci splitovala kritéria
pro zavlahové vody tfidy I. podle CSN 75 7143 [5] v ukazatelich koliformni bakte-
rie a enterokoky a kritéria pro recyklaci vod tfidy A podle nafizeni EU 2020/741 [4]
v ukazateli E. coli. Na obr. 2 jsou vyobrazeny statistické charakteristiky pro E. coli
podle normy CSN EN ISO 9308-2 (lit. 10, tfi mé&Feni). U piskového Itru je hodnota
medianu a maxima pfiblizné shodna.
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100 000

MPN/100 ml

80 000
60 000
40000
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®
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koagulace piskovy filtr

Préimér m m Median

Obr. 2. Statistické charakteristiky pro E. coli, uspofadani A
Fig. 2. Statistical characteristics for E. coli, arrangement A

surova voda dezinfekce akumulace

Usporadani piskova filtrace — membrana —
dezinfekce — akumulace (uspofadéani B)

V tabulce 7 jsou uvedeny primérné hodnoty mikrobialnich parametr( z jed-
notlivych stupniti daného uspofadani. V tabulce 8 jsou zaznamenany G&innosti
odstranéni sledovanych mikroorganism( v jednotlivych stupnich technologic-
kého uspofadani. Z tabulky 7 je patrné, Ze piskova Itrace sniZila pocty vSech
mikroorganismé, maximalné vsak o jeden Fad u poctd E. coli podle CSN EN
ISO 9308-2, koliformnich bakterii podle CSN 75 7837 a psychro Inich bakterii.
Nejvétsi i€innost odstranéni na piskovém Itru byla zaznamenana u psychro-

Inich bakterii (79 %), nejmensi pak u koliformnich bakterii podle CSN 75 7837,
Zafazeni membranové Itrace vyznamné vylepsilo G¢innost eliminace zejména

°
I .
I Y 1 1
surova voda piskovy filtr membrana dezinfekce akumulace
2o N

Obr. 3. Statistické charakteristiky pro E. coli, usporadani B
Fig. 3. Statistical characteristics for E. coli, arrangement B
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Tabulka 7. Mikrobialni kvalita v jednotlivych stupnich usporadani B
Table 7. Microbial quality in individual stages of arrangement B

Koli (MPN/ ml) E. coli (MPN/ ml)  Koli (KTJ/ ml) Ent (KT)/ ml) CP (KTJ/ ml)

Vstup 726 250 166 650 130 833 25450 1900
Piskovy filtr 327 700 99 550 93733 10 595 1150
Membrana 0 0 2 77 1121
Dezinfekce 0 0 1 2 0
Akumulace 3 0 1 1 1

Tabulka 7. Mikrobialni kvalita v jednotlivych stupnich usporadani B — pokracovani

Table 7. Microbial quality in individual stages of arrangement B — continuation

PB (KTJ/ml) MB (KTJ/ml) Kumi  °C (KTJ/ml) Kumi  °C (KTJ/ml)

Vstup 19 000 34500 326 500 381000
Piskovy filtr 4000 10 750 140 000 109 500
Membréna 20 401 890 1640
Dezinfekce 0 3 386 106
Akumulace 0 2 92 198

Tabulka 8. Uginnost odstranéni mikroorganismd v jednotlivych stupnich uspofadani B

Table 8.E ciency of microorganisms removal in individual stages of arrangement B

Koli (%) Koli (%) E.coli(%) Ent(%) CP(%) PB(%) MB (%) Kumi °C(%) Kumi °C (%)

Piskovy filtr 55 28 40 58 39 79 69 57 71
Membréana 100 cca 100 cca 100 99,7 41 999 99 99,7 99,6
Dezinfekce 100 cca 100 cca 100 cca 100 100 100 cca 100 99,9 cca 100
Akumulace cca 100 cca 100 cca 100 cca 100 99 100 cca 100 cca 100 999

Pozn.: Porovnano vzdy s potty ve vstupni vode, Koli 1 hodnoty podle metody CSN EN 1SO 9308-2 [11], Koli 2 hodnoty podle metody CSN 75 7837 [12].

v ukazatelich koliformni bakterie a E. coli, které byly snizeny na nulové ¢i téméf
nulové hodnoty. RovnéZ s velkou Ucinnosti byly odstranény intestinalni entero-
koky (99,7 % ve srovnani se vstupem), psychro Ini a mezo Ini bakterie (vice jak
99 % ve srovnani se vstupem) a déle kultivovatelné mikroorganismy pfi 22 °C
a 36 °C (vice nez 99 % ve srovnani se vstupem). Ukazatel Clostridium perfrin-
gens byl eliminovan pouze s 41% U¢innosti za membranou. Dezinfekéni krok pak
eliminoval Clostridium perfringens na nulové hodnoty, které byly mirné zvyseny
béhem akumulace. Celkova G€innost odstranéni Clostridium perfringens vSak
zlistala na vysokych hodnotach 99 %. Kritéria pro zavlahové vody tfidy I. podle
CSN 75 7143 [5] v ukazatelich koliformni bakterie a enterokoky a kritéria pro recy-
klaci vod tfidy A podle nafizeni EU 2020/741 [4] v ukazateli E. coli byla jiz spInéna
po membranové ltraci. Na obr. 3 jsou vyobrazeny statistické charakteristiky pro
E. coli podle normy CSN EN 1SO 9308-2 [10]. Medi&n neni uveden, protoZe jsou
prezentovéna data ze dvou hodnot.
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Usporadani piskova filtrace — GAU —
dezinfekce — akumulace (usporadani C)

V tabulce 9 jsou uvedeny prlimérné hodnoty mikrobialnich parametrt z jed-
notlivych stupit daného usporadani. V tabulce 10 jsou zaznamenany Géinnosti
odstranéni sledovanych mikroorganism( v jednotlivych stupnich technologic-
kého usporadani. Z tabulky 9 je patrné, Ze piskova lItrace sniZila poCty vSech
sledovanych mikrobiologickych ukazatel(, avsak pouze u enterokokd a E. coli
podle normy CSN 75 7835 doslo ke snizeni o fad (G&innost 49 %, resp. 80 %).
Psychro Ini a mezo Ini bakterie byly na piskovém Itru odstranény s vice nez
50% ucinnosti. Filtrace pfes granulované aktivni uhli dale kvalitu vody vylep-
Sila. Rédové zmény byly zaznamenany u poctu koliformnich bakterif (Ginnost
82 % ve srovnani se vstupem) a psychro Inich bakterii (G¢innost 91 % ve srov-
nani se vstupem). K vyznamnému snizeni po¢tl vsech sledovanych mikroorga-
nism0{ doslo aZ po dezinfekci. Po akumulaci doslo k navyseni poétu psychro-

Inich bakterii, avéak G¢innost odstranéni zlstava na hodnotach vyssich nez
99 %. Voda po dezinfekci a akumulaci splfiovala kritéria pro zavlahové vody



Tabulka 9. Mikrobialni kvalita v jednotlivych stupnich uspofadani C
Table 9. Microbial quality in individual stages of arrangement C

VTEIZ 2021/ 1

Koli (KTJ/ ml) E. coli (KTY/ ml) Ent (KTJ/ ml) PB (KTJ/ml) MB (KTJ/ml)
Vstup 180 000 34067 11 917 81 000 50 000
Piskovy filtr 120 000 6983 6083 26 833 21 467
GAU 32 167 8 687 3287 6973 12 190
Dezinfekce 0 0 0 0 1
Akumulace 1 1 0 281 6
60 000 ’ 7 e v 7 . . o .
Piskova Itrace sniZila pocty sledovanych mikroorganismu kromé ukazatele
50 000 ¢ E. coli. S nejvétsi Gcinnosti byly odstranény koliformni bakterie (G€innost 60 %
= ve srovnani se vstupem). Filtrace pies membranu zpUsobila vyznamné snizeni
g 0000 . sledovanych mikroorganismd. Uginnost jejich eliminace byla téméf 100 % (ve
2 20000 srovnani se vstupem).
< GAU zpUsobilo mirné navyseni téméf vsech mikroorganismd. Dezinfekce
20000 snizila poGty koliformnich bakterif, E. coli, intestinalnich enterokok( a Clostridium
. ° perfringens na nulové hodnoty. Kultivovatelné mikroorganismy pfi 22 °C a 36 °C
10000 snizily pocty na jednotky KTJ/ml. Stejné kvalita vody byla udrzena i béhem aku-
0 - . . L mulace. Voda spliiovala kritéria pro zavlahové vody tfidy I. podle CSN 75 7143
surova voda piskovy filtr GAU dezinfekce akumulace v ukazatelich koliformni bakterie a intestinalni enterokoky a kritéria pro recy-

3 3
Obr. 4. Statistické charakteristiky pro E. coli, uspofadani C
Fig. 4. Statistical characteristics for E. coli, arrangement C

tfidy . podle CSN 75 7143 [5] v ukazatelich koliformni bakterie a intestinalni ente-
rokoky a kritéria pro recyklaci vod tfidy A podle nafizeni EU 2020/741 [4] v uka-
zateli E. coli. Na obr. 4 jsou vyobrazeny statistické charakteristiky pro E. coli podle
metody CSN 75 7835 (lit. 12, p&t méfeni).

Usporadani koagulace — piskova filtrace — membranova
filtrace — GAU — dezinfekce — akumulace (usporadani D)

V tabulce 1 jsou uvedeny prdmérné hodnoty mikrobialnich parametrd z jed-
notlivych stupit daného uspofadani. V tabulce 12 jsou zaznamenany G&innosti
odstranéni sledovanych mikroorganismd v jednotlivych stupnich technologic-
kého usporadani. Opét bylo potvrzeno, Ze koagulace se vyznamné nepodili
na eliminaci sledovanych mikroorganismd. Zvyseny byly pocty intestinalnich
enterokokd, Clostridium perfringens a kultivovatelnych mikroorganismi pfi 22 °C.

Tabulka 10. Uginnost odstranéni mikroorganismd v jednotlivych stupnich uspofadani C

Table 10.E ciency of microorganisms removal in individual stages of arrangement C

klaci vod tfidy A podle nafizeni EU 2020/741 [4] v ukazateli E. coli jiZ po mem-
branové lItraci. Po lItraci pfes GAU byly zvySeny pocty intestinalnich entero-
kokd, voda prestala spliiovat v tomto ukazateli kritéria pro vodu kvality tidy I.
podle CSN 75 7143 [5]. Dezinfekce viak nasledné sniZila po&ty mikroorganismi
na kvalitu pitné vody, kterou si udrZela rovnéz béhem akumulace. Na obr. 5 jsou
vyobrazeny statistické charakteristiky pro E. coli podle normy CSN EN ISO 9308-2
(lit. 10, Etyfi méfeni).

Porovnani prezentovanych technologii

Koagulace neméla vyznamny vliv na odstranéni sledovanych mikroorganismd.
Koagulacni stupei byl fesen zplsobem tzv. in-line koagulace (jednostupiiové
koagulace) s davkovanim 10x fedéného koagulac¢niho preparatu a pouze rych-
lym promichanim Cinidla. Tato technologie dlouhodobé nevykazuje vysokou
Gcinnost na eliminaci mikrobialniho znecisténi. Soubézny odbér bodovych
vzorkl natoku a vody po koagulaci (tento vzorek je navic odebiran az po urcité
dobé zdrZeni v lamelovém usazovéku) je pravdépodobnou pficinou zjisténych
zdpornych hodnot odstranéni mikrobialniho znecisténi. Rodriguez-Chueca
a kolektiv [16] studovali vliv kombinace koagulace, okulace a Fentonovy

Koli (%) E. coli (%) Ent (%) PB (%) MB (%)
Piskovy filtr 33 80 49 67 57
GAU 82 75 72 91 76
Dezinfekce 100 100 100 100 cca 100
Akumulace cca 100 cca 100 100 99,7 cca 100

Pozn.. Porovnano vzdy s poCty ve vstupni vodg.
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Tabulka 11. Mikrobialni kvalita v jednotlivych stupnich usporfadani D
Table 11 Microbial quality in individual stages of arrangement D

Koli E. coli Ent CP Kumi  °C Kumi  °C
(MPN/ ml) (MPN/ ml) (KT ml) (KTI/ ml) (KTJ/ml) (KTJ/ml)
Vstup 597 963 83250 29 400 16 125 357 500 171 500
Koagulace 281238 52 963 62 250 25500 502 250 163 750
Piskova filtrace 238702 63478 28 250 12 670 289 250 160 875
Membrana 3 2 8 1 2193 927
GAU 16 2 167 4 2864 652
Dezinfekce 0 0 0 0 5 10
Akumulace 0 0 0 0 1 2
Tabulka 12. U¢innost odstrangni mikroorganism(i v jednotlivych stupnich uspofadani D
Table 12.E ciency of microorganisms removal in individual stages of arrangement D
Koli (%) E. coli (%) Ent (%) CP (%) Kumi  °C (%) Kumi °C (%)
Koagulace 53 36 -112 -58 -40 5
Piskova filtrace 60 24 4 21 19 6
Membrana cca 100 cca 100 cca 100 cca 100 cca 100 99
GAU cca 100 cca 100 99 cca 100 cca 100 99
Dezinfekce 100 100 100 100 cca 100 cca 100
Akumulace 100 100 100 100 cca 100 cca 100
Pozn.: Porovnano vzdy s poCty ve vstupni vodg.
160000 Piskova Itrace vzdy snizovala potty sledovanych mikroorganismei, ale
140 000 e maximalné o jeden fad. Vyjimkou je E. coli, kterd v jednom pfipadé zvysila
120000 ¢ pocCty po piskové Itraci pfiblizné o 20 %, ale koliformni bakterie své pocty
° nezvysily. Uginnosti eliminace mikroorganismd se nejcastéji drzely pod 50 %.
E 100 000 Vojtéchovska Sramkova a kolektiv ve studii [17] dosahovali G&innosti pro elimi-
< 80000 - naci koliformnich bakterii, E. coli, intestinalnich enterokok{ a kultivovatelnych
§ mikroorganism( pfi 22 °C pres 90 % za pouZiti piskové Itrace s napini o jem-
60000 néjsf zrnitosti 0,5-1 mm. B&hem laboratorniho testovani piskové Itrace jsme se
40000 v naSem projektu potykali se zhorSenou kvalitou vody za piskovou Itraci prav-
20000 dépodobné diky nezddoucimu strhavani mikrobiéalniho bio Imu [18]. Tento jev
se nam v poloprovoznim uspofadani podafilo eliminovat.
O " wrova  koagulace  piskovy  membrana  GAU  dezinfekce akumulace Zafazeni membranové Itrace za piskovou Itraci dosahovalo G€innosti
voda filtr odstranéni viech mikroorganismd vice nez 99 %, voda spliiovala vzdy jiz za

£ [ [

Obr. 5. Statistické charakteristiky pro E. coli, uspofadani D
Fig. 5. Statistical characteristics for E. coli, arrangement D

reakce na pocty bakterii druhl Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa
a Escherichia coli. BEhem koagulace (Fe*, 15 mg-l") doslo ke snizeni poctli véech
bakterii druh@ Enterococcus faecalis a Pseudomonas aeruginosa o 1,5 logaritmické
jednotky, ale pocet bakterii E. coli byl snizen pouze o 0,5 logaritmické jednotky.
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membranovou Itraci nejpfisnéjsi kritéria podle nafizeni EU 2020/741 [4] a v jed-
nom pfipadé i podle CSN 75 7143 [5].

GAU za membrénovou lItraci zhorSilo kvalitu zejména v ukazateli intesti-
nalni enterokoky. Pfesto by tato voda mohla byt vyuzita pro zemédélské zavlahy
podle nafizeni EU 2020/741 [4].

Ve vSech prezentovanych technologiich byla potvrzena nutnost zafazeni
hygienického stupné pro maximalni eliminaci mikrobialnich parametrd, coz je
v souladu se studii Vojtéchovské Sramkové a kol. [17], ktera potvrdila 100% Gg&in-
nost odstranéni E. coli, koliformnich bakterii a intestinalnich enterokokd za o-
taci, piskovym Itrema Itrem s Filtralite az po dezinfekci UV zafenim. V8echny



technologie po dezinfekci splfiovaly pozadavky pro zavlahové vody tfidy I.
podle CSN 75 7143 [5] v ukazatelich koliformni bakterie a enterokoky a kritéria
pro recyklaci vod tfidy A podle nafizeni EU 2020/741 [4]. V pfipadé usporadani
koagulace — piskova Itrace — membranova Itrace — GAU — dezinfekce — aku-
mulace byly dokonce po dezinfekci spinény pozadavky na kvalitu pitné vody.
V pfipadé uspofadani ltrace — membrana — dezinfekce — akumulace a uspofra-
dani koagulace — piskova Itrace — membrénova Itrace — GAU — dezinfekce —
akumulace byla nejpfisnéjsi kritéria pro E. coli podle nafizeni EU 2020/741 [4]
splnéna jiz za membranou. Membrana v rozsifeném uspofadani eliminovala
rovnéZ enterokoky na hodnoty spliujici kritéria pro zavlahové vody tfidy .
podle CSN 75 7143 [5]. Podobnych vysledkd doséhli rovnéz Hendricks a Pool [19],
ktefi detekovali za membranou pfi terciarnim ¢isténi odpadni vody pocty E. coli
niz8i nez 1 KTJ ve 100 ml.

Vysoké kvalita vody byla rovnéz udrzena i béhem akumulace. Obecné Ize kon-
statovat, Ze akumulace neméla na zhor3eni kvality ziskané vody vyznamny vliv.

ZAVER

Cilem studie byla prezentace dilgich vysledk( projektu TA CR TH03030080
Recyklace odpadnich vod pro vyuZziti ve vodnim hospodarstvi mést budouc-
nosti. Na zakladé vysledkl laboratornich testd byla navrzena kontejnerova
pilotni jednotka pro terciarni docisténi biologicky vycisténé odpadni vody
s mnoznosti kombinace Itracnich a dezinfek¢nich technologii. V pfispévku
byla prezentovana &tyfi technologicka usporadani zahrnuijici réizné kombinace
koagulace, piskové Itrace, Itrace pfes GAU a membranové ltrace vetné dez-
infekce UV zafenim a chloraci. Kvalita vody béhem akumulace nebyla vyznamné
negativné ovlivnéna. | pfi nejjednodussim uspofadani koagulace — piskova |-
trace bylo po dezinfekci dosazeno mikrobialni kvality vody vhodné pro zavlahy
¢i pro vodni hospodafrstvi ve méstech, pokud nebude dochazet k tvorbé aero-
solli, nebot v rdmci pfispévku nebyly sledovany pocty legionel. O zafazeni

GAU, membranové lItrace Ci jejich kombinace budou rozhodovat dalsi pfis-
néjsi pozadavky na chemickou kvalitu ziskané recyklované vody.
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CHANGE OF MICROBIAL COMMUNITY
IN TERTIARY WASTEWATER TREATMENT

BENAKOVA, A.; VOBECKA, E.; PECENKA, M;
RIHOVA AMBROZOVA, J.; WANNER, J.

Department of Water Technology and Environmental Engineering,
University of Chemistry and Technology, Prague

Keywords: disinfection — Escherichia coli — wastewater —
reuse — pilot plant — tertiary treatment — irrigation

The aim of this contribution is the presentation of partial results of testing ter-
tiary technology for recycling of treated urban wastewater. The obtain water
will be used for watering of greenery, playgrounds, or for street cleaning. The
quality of the treated water depends on the purpose of the use. Emphasis is
placed especially on the microbiological quality of the obtained water because
the chemical parameters of treated wastewater do not pose a signi cant risk
when are using for non-drinking purposes. The importance of the disinfection
step was con rmed. The water quality was su ciently hygienically ensured
even during storage.
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PETR PUMANN
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SOUHRN

V ¢lanku je ukéazéano, jak se revize metodické normy CSN 75 7713 pro stanoveni
abiosestonu ve vodé z prosince 2015 a snizeni limitni hodnoty z 10 % na 5 %
v novele vyhlasky ¢. 252/2004 Sh. z dubna 2018 promitly do vysledkd stanoveni
abiosestonu v provoznich laboratofich. V ramci program( zkouseni zpdsobi-
losti pofadanych kazdoro¢né v letech 2011 az 2020 Statnim zdravotnim Ustavem
byly vysledky tfi kol z péti pfed revizi CSN 75 7713 zna¢né nadhodnoceny pi
srovnani se stanovenim abiosestonu pomoci analyzy obrazu. U vzorkd v dalsich
péti kolech programu pofadanych po revizi normy k tak vyznamnému nadhod-
noceni jiz nedochézelo. Vysledky rutinnich kontrol pitné vody za obdobi 2012
az 2019 (ulozené v databazi IS PiVo) v dobé platnosti plivodni metodické normy
byly statisticky vyznamné vys$si nez vysledky po revizi. Byl také pozorovan stati-
sticky vyznamny pokles v zastoupeni vysledkd prekradujicich 5 % v obdobi po
novelizaci vyhlasky ¢. 252/2004 Sh. (0,07 % vysledkd) ve srovnani s obdobimi
pred novelizaci, tj. po revizi metodické normy (0,35 %) i pfed ni (0,92 %).

UVOD

V pitné vodé se kromé mikroskopickych organismt mohou vyskytovat i riizné
(vétSinou nezivé) Castice, které se fadi do ukazatele abioseston. Jedné se napf.
o produkty metabolismu Zelezitych bakterii, zbytky schranek réznych orga-
nismd (fas, prvokl, koryst, hmyzu), pylova zrna, zbytky rostlinnych pletiv,
detritus, produkty koroze, krystaly uhli¢itanu vapenatého nebo pddni és-
tice. Ukazatel abioseston se podle vyhlasky €. 252/2004 Sb., kterd v sou€asnosti
urCuje pozadavky na kvalitu pitné vody, musi kromé textové informace o jeho
sloZzeni obsahovat také kvanti kaci vyjadfenou jako pokryvnost zorného pole
mikroskopu v kom(rce Cyrus | po padesatinasobném zahusténi,

V legislativé CR (resp. byvalého Ceskoslovenska) se abioseston jako ,kvanti-
tativni* ukazatel s limitem 10 % pokryvnosti zorného pole poprvé objevil v roce
1991 v CSN 75 7111 Pitna voda [1]. V dobé platnosti vyhlasky & 376/2000 Sb. od
ledna 2001 do dubna 2004 ze seznamu sledovanych ukazateld sice vypadl, ale
pfi dalsi zméné legislativy byl do néj jiz zminénou vyhlaskou ¢. 252/2004 Sb. zase
navracen. Dlvodem ke znovuzarazeni nebyla jeho nepostradatelnost pro hod-
noceni kvality vody, ale pfedevsim minimalni pracnost stanoveni, pokud se pro-
vadi spole¢né se stanovenim poétu mikroskopickych organism0 [2]. Je otazka,
zda si nékdo v pracovni skuping (vEetné autora tohoto €lanku), v niz byla zména
mikroskopickych ukazatelll pfed novelizaci diskutovana, uvédomoval, Ze metoda
podle CSN 75 7713 z roku 1998 [3] je pro vzorky s vétsim mnoZstvim abiosestonu
obtizné reprodukovatelna. Kazdopadné jiz v roce 2007 byly popsany zasadni
vyhrady nejen k pouzivané metodé (pfedevsim k nevhodnym odhadovym tabu-
lim), ale také k nastaveni limitni hodnoty ve vyhlasce (limitni hodnota 10 % pro
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) na vysledky

—vyhlaSkac. 7/ Sh.

abioseston fadové neodpovida limitni hodnoté 5 NTU pro zékal) [4]. V roce 2010
bylo rozhodnuto o pfipravé revize metodické normy CSN 75 7713 z roku 1998 [5].
Revidovana norma byla vydana az koncem roku 2015 [6]. Obsahovala nové odha-
dové tabule, jejichz vhodnost byla ovéfena ve tiech sériich pokusl s G¢astniky
determinagnich kurzd [7, 8]. Poté, co byl revidovanou normou CSN 75 7713 upra-
ven metodicky postup, mohlo byt pfistoupeno také ke snizeni limitni hodnoty
ve vyhlasce €. 252/2004 Sh. z 10 % na 5 % [9]. K této zméné doslo v dubnu roku
2018 (vyhlaskou €. 70/2018 Sh., ktera pfinesla pfedevsim zmeény tykajici se rizikové
analyzy), ¢imz byly Gpravy navrZené v roce 2007 [4] v zasadé dokonceny. Zda mél
tento vice nez desetileti trvajici proces néjaky prakticky dopad, tj. zda se zmény
odrazily ve vysledcich provoznich laboratofi, je naplni tohoto ¢lanku.

METODY

Prvnim zdrojem dat pro srovnani vysledk( pfed a po revizi CSN 75 7713 byl
soubor vysledk( z programu zkouseni zpdsobilosti (PZZ) Mikroskopicky roz-
bor pitné a surové (povrchové) vody, ktery pofada kazdorocné Statni zdra-
votni Gstav (SZU). Do zpracovani byla zahrnuta data za roky 2011 az 2020 (tedy
pét let podle plivodni normy CSN 75 7713 a pét let po jejf revizi). V uvedeném
obdobi dodalo vysledky pro ukazatel abioseston odhadem podle CSN 75 7713
mezi 14 a 21 UCastniky (tabulka 1). Do zpracovani byly zahrnuty také vysledky
ziskané pomoci analyzy obrazu (metoda nebyla pfedepsana, ale jednalo se
vzdy o postup ramcové popsany v prispévku z roku 2007 [4]). Analyzou obrazu
vzorky zpracovavala jen mensina (ro¢né 3 az 6) Gcastnikl (tabulka 1).

Druhym zdrojem dat byla databaze IS PiVo, kterou spravuji pracovnici
Statniho zdravotniho Gstavu. Do IS PiVo jsou zasilany vysledky rutinnich kontrol
pitné vody z vefejnych vodovodd podle platné legislativy. VyuZita byla data za
obdobi leden 2012 az zacatek prosince 2019. Toto obdobi bylo rozdéleno na tfi
nestejné dlouhé ¢asti:

— pred revizi metodické normy CSN 75 7713 (L. 1. 2012-30. 11. 2015),
— po revizi CSN 75 7713 (1. 12. 2015-26. 4. 2018),
— po revizi CSN 75 7713 a zaroven po snizeni limitu v novele

vyhlasky €. 252/2004 Sh. z 10 % na 5 % (27. 4. 2018-2. 12. 2019).

V IS PiVo se nachazi za uvedené obdobi vice nez 126 000 vysledkl stanoveni
abiosestonu. Za stejné obdobi jako u abiosestonu byla zpracovana také data
pro zékal.

K porovnanijednotlivych obdobi u dat z IS PiVo byl pouZit KruskalCv-Wallistv
test s ndslednym tzv. mnohonasobnym porovndvanim (po dvaojicich), pfi némz
se p-hodnoty koriguiji (,zpfisnuji“), aby se zohlednilo, Zze kazda ze skupin vstu-
puje do porovnani nékolikrat. Dale byl v jednotlivych obdobich srovnavan
pocet prekroceni hodnoty 5 % pokryvnosti abiosestonem pomoci Fisherova
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Tabulka 1. Poget Gcastnikd (N), aritmeticky prlimér, median a popis prevladajici slozeni abiosestonu v jednotlivych kolech PZZ
Table L. Number of participants (N), arithmetic mean, median and description of abioseston in particular rounds of PTs

Odhadem Analyzou obrazu

Rok Popis sloZeni vzorku

N pramér median N pramér median
2011 21 777 750 4 3,25 321 srazeniny Fe malé a stfedni velikosti (desitky pm)
2012 17 533 5,00 5 176 1,89 srazeniny Fe malé a stfedni velikosti (desitky pm)
2013 20 6,84 6,50 4 4,96 416 prevladaly svétlé Castice (krystaly) stfedni velikosti
2014 20 9,50 9,00 6 8,94 9,60 Gallionella — jednotlivé i velké shluky (stovky pm)
2015 21 9,28 9,00 5 318 3,20 srazeniny Fe malé a stfedni velikosti (desitky pm)
2016 17 497 500 4 346 3,38 srazeniny Fe hlavné stfedni velikosti (desitky pm)
2017 14 6,15 6,25 4 6,01 5,76 Gallionella — jednotlivé
2018 16 8,94 925 5 971 9,00 srazeniny Fe pfedevsim stfedni velikosti (desitky pm)
2019 14 477 475 5 3,39 3,57 srazeniny Mn malé a stfedni velikosti (desitky pm)
2020 16 11,0 10,75 3 7,62 721 srazeniny Fe malé az velké velikosti (> 100 um)

exaktniho testu s naslednym mnohonasobnym porovnanim s Bonferroniho
korekci. Ke statistické analyze byl pouZit software Stata. Zpracovani dat a dalsi
analyzy byly provedeny v MS Excel.

VYSLEDKY A DISKUSE

Vzorky pro stanoveni abiosestonu v ramci PZZ pofadanych SZU se kazdorocné
lisi jak mnoZstvim pfitomného abiosestonu, tak jeho slozenim. Neni tak témér
mozné jen prosté srovnani vysledk(i pred revizi metodické normy CSN 75 7713
a po ni. K posouzeni zmén byly proto vyuzity také vysledky abiosestonu sta-
noveného pomoci analyzy obrazu. Tato metoda je jednak vyrazné méné sub-
jektivni nez stanoveni odhadem podle CSN 75 7713, ale pfedevsim z(gastnéné
laboratofe (pravdépodobné) pouzivaly po celé obdobi stejnou metodu, takze
Ize vysledek ziskany analyzou obrazu povazovat za referenéni hodnotu, ke které
je mozné vysledky pomoci odhadu vztahovat. Také tato metoda ma viak rdizné
nedostatky a i v ni hraje dojem analytika svou roli. Problematicky je také mno-
hem mensi pocet laboratofi, které dodaly vysledek.

Srovnani vysledk(l obou metod v deseti kolech PZZ je patrné z obr. 1
a tabulky 1. Témér ve viech pfipadech je stfedni hodnota (median, aritmeticky
prlmér) u stanoveni analyzou obrazu nizsi nez u stanoveni odhadem. Vyjimku
predstavovaly roky 2014 (median) a 2018 (prmeér). Vyrazny rozdil je predevsim
v letech 2012 a 2015. Ddvod, pro¢ v letech 2013 a 2014 rozdil nebyl tak velky,
Ize hledat pfedevsim ve velikosti ¢astic. V pokusech s Gcastniky determinac-
nich kurzi dochazelo pfi vyuziti odhadovych tabuli z pGvodni CSN 75 7713
z roku 1998 k vyraznému nadhodnocovani vysledk( predevsim u vzorkd s vel-
kym mnozstvim malych ¢astic [7]. U €astic stfednich a velkych nebylo pouziti
plvodni normy natolik problematické [7]. Ve vzorcich z let 2012 a 2015 byly pravé
malé Castice hojné zastoupeny (tabulka 1). V roce 2014 byly pfitomny stopky
Zelezité bakterie rodu Gallionella, které jsou také relativné malé a navic prota-
7ené. V nékterych predchozich kolech PZZ (mimo zkoumané obdobi) zpdsobo-
valy také vyrazné nadhodnoceni vysledk (napf. v roce 2007 [10]). V roce 2014 se
vSak kromé jednotlivych stopek bakterii rodu Gallionella vyskytovaly také jejich
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Obr. 1. Vysledky abiosestonu (odhadem podle CSN 75 7713 a analyzou obrazu) v PZZ
poradanych SZU v obdobi 2011-2020; stfed krabicovych grafli pro stanoveni odhadem
pfedstavuje median, okraje krabicek 25. a 75. percentil; ¢arky na konci Gsecek (vous()
vyznaduji nejvyssi a nejnizsi hodnotu; vysledky analyzou obrazu jsou kvdli nizkému
poétu G&astnikd zobrazeny jako median (vétsi cerveny kruh) a vysledky jednotlivych
G&astnikd (malé Gervené kruhy)

Fig. 1. Abioseston results (estimation according to the CSN 75 7713 and image analysis)

in the PTs organised by the National Institute of Public Health between 2011-2020;

the central line of the box-plots shows the median of the results (by estimation according
to the CSN 75 771), the ends the 25th and 75th percentile and the whiskers the highest and
lowest values; results by image analysis are shown (due to low numbers of participants)
as the median (bigger red circle) and individual participant values (small red circles)

Abioseston (%)
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shluky velké aZ stovky um. U takto velkych ¢astic bylo pravdépodobné pfi vyu-
7iti odhadovych tabuli z pivodni CSN 75 7713 spi$e podhodnoceni vysledk [7],
coz efekt malych ¢astic zfejmé vykompenzovalo. Celkovy vysledek stanoveni
odhadem se tak od vysledku stanoveni analyzou obrazu témér nelisil. Ackoliv
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Obr. 2. Ukazky abiosestonu u podobnych vzork( (z PZZ) prfed a po revizi metodické
normy; pomoci analyzy obrazu bylo v obou kolech zjisténo zhruba stejné mnozstvi
abiosestonu (mirné pes 3 %), pomoci odhadu podle CSN 75 7713 byly ziskany vyrazné
odlisné vysledky (v roce 2015 pred revizi vice nez 9 %, v roce 2019 po revizi normy pouze
necelych 5 %)
Fig. 2. Examples of abioseston from two similar samples (from PTs) before and after the
revision of the methodical standard; approximately equal amount of abioseston was
found in both rounds by image analysis, di erent results were obtained by estimation
according to the CSN 75 7713 (in 2015 before the revision more than 9%, in 2019 after
standard revision slightly less than 5%)

maji vysledky nékterych kol PZZ po revizi CSN 75 7713 daleko do idealniho stavu
(pFfedevsim kola v letech 2016, 2019, 2020), neobjevovaly se v nich tak velké roz-
dily mezi stanovenim abiosestonu odhadem a analyzou obrazu, jako tomu bylo
pred revizi metodické normy. To Ize dobfe demonstrovat na vzorcich z let 2015
a 2019, které si byly velmi podobné jak slozenim abiosestonu, tak jeho mnoz-
stvim (obr. 2). Zatimco vysledky ziskané analyzou obrazu v obou letech byly
srovnatelné (tabulka 1), vysledky odhadem pokryvnosti podle ptvodni CSN
75 7713 z roku 1998 byly témér dvojnasobné (vice nez 9 % v roce 2015, necelych
5% v roce 2019).

Vysledky rutinnich rozbor( pitné vody z vefejnych vodovodt ulozenych v data-
bézi IS PiVo ukazuji na vliv revidované normy jesté zfetelngji neZ vysledky PZZ.
Obdobi pred revizi CSN 75 7713 vykazuje pfi pouziti Kruskalova-Wallisova testu
s naslednym mnohonasobnym porovnavanim statisticky vyznamné vyssi
vysledky neZz obé obdobi po revizi (p < 0,001). Rozdily Ize dobfe pozorovat na
obr. 3B i v tabulce 2. Nejvétsi pfesun vysledk( probéhl mezi kategoriemi 3 %
a < 1%, coz znamena, Zze podle plvodnich odhadovych tabuli byly nadhod-
nocovany i vysledky na této relativné nizké Grovni. Pro¢ byl pfesun z kategorie
3 % vyssi nez z kategorie 2 %, je zfejmé dano tim, Ze plvodni norma obsaho-
vala pouze tabule pro 1, 3,510, 20 a 40 %. Misto vysledku 2 %, pro ktery nebyla
odhadova tabule, laboratofe v mnoha pfipadech ur€ily vysledek jako 3 %.
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Obr. 3. A. Rozdéleni vysledk (v procentech) stanoveni abiosestonu ve vefejnych vodo-
vodech v obdobi mezi lednem 2012 a za¢atkem prosince 2019 pro tfi zkoumana obdob;
B. Stejny graf jako 3A s jinym méfitkem na ose y obr. 3A, pfi kterém jsou Iépe vidét zmény
v okoli 5 a 10 % v jednotlivych obdobich

Fig. 3. A. Abioseston results distribution (in %) from public water supply between
January 2012 and beginning of December 2019 for three explored periods; B. The same
chartasin 3Awith adi erent scale in the y-axis, where changes near 5 and 10% of abio-
sestone are clearly apparent
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Tomu odpovida i mirné vyssi zastoupeni vysledkd 3 % ve srovnani s 2 % (obr. 3A,
tabulka 2), i kdyZ ve skute€nosti nelze takové rozdéleni dat u tohoto ukazatele
predpokladat. Zvyseni Eetnosti vysledkd je mozné pozorovat i pro 5a 10 %. V pfi-
padé 5 a 10 % se vSak projevuje i dalsi efekt, kterym je obecna tendence prefero-
vat ,(pll)kulata“ &isla. Proto ziejmé vysledek 4 % je mnohem méné gasty nez 5 %
(i kdyZ z rozdéleni dat je evidentni, Ze by to tak byt ve skute¢nosti nemélo) nejen
v obdobi pred revizi normy, ale i po ni, a to presto, Ze nové tabule jsou pfipra-
veny v intervalu od 1 do 12 % pro kaZzdé celé procento.

Vliv sniZeni limitu v dubnu 2018 na vysledky abiosestonu v rutinnich rozborech
pitné vody, jenZ byl testovan jako rozdil obdobi po revizi CSN 75 7713 do noveli-
zace vyhlasky €. 252/2004 Sb. v dubnu 2018 a obdobi od novelizace po zacatek
prosince 2019, pfi pouZiti Kruskalova-Wallisova testu s naslednym mnohonasob-
nym porovnavanim, nebyl prokazan. Pii srovnani zastoupeni vysledkl vyssich
nez 5% pomoci Fisherova exaktniho testu s naslednym mnohonasobnym porov-
nanim s Bonferroniho korekci v3ak statisticky vyznamny rozdil mezi vSéemi porov-
navanymi obdobimi zjistén byl (p < 0,001). Tento rozdil je dobfe patrny na obr. 3
a v tabulce 2.V intervalu 6 aZ 10 % bylo pfed novelizaci necelych 0,4 %, po novelizaci
jen necelych 01 % vSech hodnot. V absolutnich Cislech se jedna o nékolik desitek
vysledk(i roéng, které pred novelizaci splfiovaly limit a po ni by uZz byly nad nim.

Tabulka 2. Prlimérny roéni pocet vzork( a relativni &etnost (v %) pro vysledky abiosestonu z vefejnych vodovodd v databazi IS PiVo od ledna 2012 do zacatku prosince 2019
Table 2. Annual average of number of samples and relative frequency (%) for abioseston results in public supply in the IS PiVo database between January 2012 and the beginning

of December 2019
Abioseston (%)
Vzorky  Obdobi 2
= >
pred revizi CSN 12 752 1370 1417 96 288 18 30 30 5 50 15 16 070
N/rok po revizi CSN 14 008 1212 1050 37 165 9 12 12 1 22 2 16 529
po zméné limitu 12 461 1211 841 39 104 0 2 2 1 4 2 14 667
pred revizi CSN 794 8,52 8,82 0,59 179 011 019 019 0,03 0,31 0,09 100
% po revizi CSN 84,7 733 6,35 0,22 1,00 0,06 0,08 0,07 0,01 013 0,01 100
po zméné limitu 850 8,25 574 0,26 071 0,00 0,01 0,01 0,00 0,03 0,01 100
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Jejich absenci v obdobi po novelizaci Ize vykladat r(izné — zlep$enim stavu vody
(ndpravna opatfeni provedena pfi nevyhovujicim vysledku), selekci reportova-
nych vysledk( (z vétsiho mnozstvi vysledk jsou do IS PiVo poslany jen ty leps) ¢i
jiz na Urovni analytika, ktery (at uz védome ¢i podvédomé) se rozhodne pro limit
neprekracujici vysledek.

Pii intepretaci vysledkl je tfeba mit na paméti rovnéz to, ze ob& zmény
v dokumentech (tedy revize CSN 75 7713 v roce 2015 a novelizace vyhlagky
€. 252/2004 Sh. z roku 2018) maiji sice jasné uréené datum ucinnosti, ale Ze ve
skute€nosti se nejednalo o ostry pfedél ze dne na den. O tom, Ze jsou staré
odhadové tabule Spatné a Ze se pfipravuji nové, fada laboratofi védéla pfedem
(pfinejmensim tam, kde se jejich pracovnici G¢astnili pokusd s novymi tabulemi
v ramci kurzd [7, 8)), takZe jejich vysledky uz mohly byt ovlivnény pfed datem
Géinnosti. Navic i k plivodnim tabulim mohly laboratore pfistupovat s védo-
mim, Ze vysledky ziskané s jejich pomoci jsou obvykle nadhodnocené. Na nic
takového vSak data z IS PiVo neukazuji. Pfi srovnani dat z roku 2015 s pfedcha-
zejicimi lety neni patrny zadny rozdil. V Gvahu pfipada i opacny efekt, tedy ze
ihned s nastupem Gc€innosti revidované normy (tedy po L 12. 2015) nezacaly
vSechny laboratofe pracovat s novymi tabulemi. Pfi srovnani vysledk( z let 2016
a 2017 v3ak nebyl patrny Zadny rozdil.

Samozfejmé neni ani mozné pfedem vylou€it moznost, Ze zjisténé zmény
ve vysledcich abiosestonu byly zplsobeny néjakym jinym faktorem nez zmé-
nou metodické normy (napf. klesajicim poc¢tem nerozpusténych ¢astic ve verej-
nych vodovodech). Provedli jsme proto i srovnani s daty pro z&kal (ukazuje také
na mnozstvi ve vodé pfitomnych &astic) za stejné obdobi. Zadné rozdily jako
u vysledki abiosestonu viak patrné nebyly.

ZAVER

Vysledky PZZ, které kazdoro&né porada SzU, i vysledky z rutinnich rozbor(
z vefejnych vodovod( ukazuji na to, Ze se pouziti revidované metodické
normy CSN 75 7713 z konce roku 2015 v praxi zfetelné projevilo. Ubyla znaéna
¢ast vysokych hodnot, coz byly pravdépodobné vétSinou vyrazné nadhodno-
cené vysledky, za které mohly predevsim $patné odhadové tabule v plvodni
normé. Celkové se presunulo zhruba 5 % vysledk z vyssich hodnot do kate-
gorie < 1 %. SniZeni limitni hodnoty z 10 % na 5 % Ize ve vysledcich rutinnich
rozbor( z vefejnych vodovod( také pozorovat. Do budoucna by bylo vhodné
uvazovat o dalSim snizeni limitu ve vyhlasce ¢. 252/2004 Sbh., protoze i stavaji-
cich 5 % je pomérné vysoka hodnota (vzhledem k limitu pro zakal). V této sou-
vislosti je vhodné pfipomenout, Ze pdvodni navrh pied zafazenim abiosestonu
do legislativy (CSN 75 7111) [1] byl 3 %. Zvy$en na 10 % byl a7 v ramci pfipominko-
vych fizeni pfedevsim z metodickych ddvodd [L1].
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It is shown in the article, how the revision of the Czech methodical standard
for abioseston analysis in water CSN 75 7713 from December 2015 and the low-
ering of the limit value for abioseston in the Decree No. 252/2004 Coll. (drink-
ing water quality) from 10 to 5% in uenced results of routine laboratories.
The results of three rounds (from ve) of the pro ciency testing programmes
organised annually between 2011 and 2020 by the National Institute of Public
Health before the revision of CSN 75 7713 were overestimated substantially in
comparison with the abioseston results obtained by image analysis. There
were not such overestimations within the rounds after the standard revision.
The results of routine drinking water monitoring (stored in the IS PiVo data-
base) from the period 2012-2019, when the original methodical standard was
valid, were signi cantly higher than the results after revision. The statistically
signi cant decrease of results higher than 5% in the period after the Decree
No. 252/2004 Coll. amendment (0.07% of results higher than 5%) comparing the
periods before the amendment, i.e,, after the revision of the methodical stan-
dard (0.35%) and before this revision (0.92%).
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Vyuziti metod dalkového prizkumu Zemé
pro monitoring stavu koupacich mist
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SOUHRN

Ministerstvo zdravotnictvi ve spolupréaci s dalSimi dot€enymi organy sestavuje
kazdoro¢né Seznam pfirodnich koupalist na povrchovych vodéach, ve kterych
nabizi sluzbu koupéani provozovatel, a dalSich povrchovych vod ke koupani.
Ten je sestavovan na zékladé dlouhodobého monitoringu provadéného kraj-
skymi hygienickymi stanicemi, a to vyhradné in situ na bézi kalendarnich let.
Vzhledem k tomu, Ze je tento zplsob monitoringu nejen ¢asové, ale i nanéné
narocny, vznika tedy pfirozené potfeba tyto naroky minimalizovat.

V soucasnosti probihajici projekt VyuZiti metod dalkového priizkumu Zemg pro
monitoring stavu a kvality koupacich mist v Ceské republice nabizi moznost nékteré
ukazatele potfebné pro tato hodnoceni monitorovat distanéné. Jeho cilem je
za pomoci modernich statistickych technik v kombinaci s vyuzitim GIS nastrojt
nalézt a popsat vzajemny vztah mezi daty ziskanymi pfi terénnich Setfenich
a satelitnimi daty. Prostiednictvim svych vystupd tak mGze nabidnout krajskym
hygienickym stanicim nastroj nejen pro stanoveni bézné hodnocenych ukaza-
tell, ale i pro identi kaci moznych novych koupacich mist. Diky vytvofenym
¢asovym fadam mize zaroven slouzit jako podklad pro hodnoceni koupaci
sezony.

V pfedlozeném pfispévku jsou prezentovany zejména postupy pouzité pro
dosazeni stanovenych cild. Na &trnacti modelovych lokalitaich probéhly dvé
etapy terénnich Setfeni s navazujicimi laboratornimi pracemi. Zaroven byly hle-
dany optimalni zplsoby zpracovani satelitnich dat vysokého prostorového roz-
liseni (Sentinel-2). Po zakladnim zpracovani multispektralniho obrazu bylo otes-
tovano 105 spektralnich indexd, pficemz byl potvrzen pocatecni pfedpoklad
silné korelace nékterych indext s hodnotami naméfenych ukazateld. Pro pre-
dikci hodnot sledovanych ukazateld byly vyuZity dvé modelovaci techniky, a to
Random Forests a Partial Least Squares regression, kterym byla satelitni data pred-
kladana jako vysvétlujici proménné.

UVvOoD

Koupaci vody

Za koupaci vody Ize povazovat veskeré vody, které jsou vyuZivany ke koupani
vét§Sim poCtem obyvatel. Lze je podrobnéji roz¢lenit na pfirodni a uméla kou-
palisté. Pro potfeby feSeného projektu jsou v Gvahu brana pouze koupali§té
pfirodni. Témi se podle § 6 odst. 1 zdkona €. 258/2000 Sb., o ochrané vefejného
zdravi, rozumi stavba povolena k Gcelu koupani nebo nadrz ke koupani, v nichz je
voda ke koupani obmériovana fizenym pfitokem a odtokem pitné vody nebo trvalym

pritokem a odtokem chemicky neupravované podzemni nebo povrchové vody, nebo
stavba povolena k Ucelu koupani vybavena systémem piirodniho zplsobu Cisténi
vody ke koupani, nebo povrchova voda, ve které nabizi sluzbu koupani provozovatel.

Problematika koupacich vod je legislativné ukotvena zejména ve vyse uve-
deném zakoné, ktery re ektuje nafizeni a pozadavky smérnice Evropského par-
lamentu a Rady 2006/7/ES ze dne 15. inora 2006, o Fizeni jakosti vod ke kou-
pani. Jsou zde mj. upravena prava a povinnosti fyzickych a pravnickych osob
v oblasti ochrany a podpory vefejného zdravi. Dale je zde de novana soustava
organd ochrany vefejného zdravi, véetné jejich pravomoci a plisobnosti [1, 2].
Daldim vyznamnym pfedpisem je vyhlaska €. 238/2011 Sb., o stanoveni hygie-
nickych poZzadavk( na koupalistg, sauny a hygienické limity pisku v piskovis-
tich venkovnich hracich ploch. Ta stanovuje zakladni pravidla pro monitoring
a posouzeni jakosti vody v pfirodnich koupaliStich a jeji klasi kaci, rovnéz urcuje
rozsah informovani vefejnosti o jakosti povrchovych vod ke koupani.

Pokud zvlastni provadéci pfedpis nestanovi jinak, je pfi odbéru vzorkd pro
zjitovani hodnot ukazateld jakosti vody (tabulka 1) postupovano podle nasle-
duijicich technickych norem:

— CSNEN IS0 5667-1 (75 7051) Jakost vod — Odbér vzork, &ést 1:
Navod a navrh programu odbéru vzorkd a pro zpdsoby odbéru vzorkd,
— CSNISO 5667-4,6 (75 7051) Jakost vod — Odbér vzorkd, East 4:
Pokyny pro odbér vzorkd z vodnich nadrz,
— CSN SO 5667-4,6 (75 7051) Jakost vod — Odbér vzorkd, Gast 6:
Navod pro odbér vzork( z fek a potok,
— CSNEN ISO 19458 (75 7801) Jakost vod — Odbér
vzorkd pro mikrobiologickou analyzu,
— €SN 75 7717 Jakost vod — Stanoveni planktonnich sinic [3, 4].

Cetnost odbér(i vzorkd a jejich rozlozeni po dobu koupaci sezony, véetné
mist odbérd v piipadé dalsich povrchovych vod ke koupani, je dana monitoro-
vacim kalendafem. Ten je vydavan pravidelné pfed zahajenim koupaci sezony
1. kvétna krajskou hygienickou stanici (KHS) jako opatfeni obecné povahy.
Koupaci sezona je pak zpravidla vymezena obdobim od 30. kvétna do 1. zafi,
nebo obdobim, béhem néhoz Ize ocekavat velky pocet koupajicich se osob [1].

Vyhlaska rovnéz stanovuje pravidla pro posuzovani a postupy pfi klasi kaci
jakosti koupacich vod [3, 4]. Pfirodni koupalisté a povrchové vody vyuZivané
ke koupani, u nichz je zakladnim pfedpokladem spinéni hygienickych limitd,
jsou zafazeny do Seznamu pfirodnich koupalist na povrchovych vodach, ve
kterych nabizi sluzbu koupani provozovatel, a dalSich povrchovych vod ke kou-
pani (dale jen seznam). Ten je kazdoro¢né sestavovan do 31 bfezna a po dobu
10 kalendafnich dnd zpfistupnén na Gfednich deskach Ministerstva zdravotnic-
tvi (MZd) a KHS, vEetné jejich tzemnich pracovist, vefejnosti k pfipominkam.
Po vyhodnoceni vSech uplatnénych pfipominek je upraveny seznam jesté pred
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Tabulka 1. Sledované ukazatele pro hodnoceni jakosti koupacich vod
Table 1. Monitored indicators for the assessment of bathing waters quality

Mikrobiologické ukazatele

pfiloha vyhlasky €. 1, sloupec A

intestinalni enterokoky [KTJ/100 ml]

Escherichia coli [KTJ/100 ml]

Sledovani vyskytu sinic

pfiloha vyhlasky ¢. 4, tab. ¢. 1a 2

prihlednost [m]

vodni kvét [stupen]

sinice — bunécny objem [bunky/ml], [mm?/I]

chlorofyl-a [ug/1]

vodni kvét [stupen]

mikroskopicky obraz (slovni popis)

Vizualni kontrola priloha vyhlasky ¢&. 5

zahajenim koupaci sezony znovu uvefejnén na Gfednich deskach a na portéalu
vefejné spravy [5]. Zaroven je seznam s uvedenim divodl jeho zmén oproti
pfedchozimu roku, pokud k nim doslo, pfedloZen Ministerstvem Zivotniho pro-
stfedi (MZP) Evropské komisi. Do 3L prosince kalendafniho roku po uplynuti
koupaci sezony MZP ve spolupraci s MZd zpracuje a predloZi zpravu o vysled-
cich monitorovani a posouzenti jakosti povrchovych vod uvedenych v seznamu
s popisem vyznamnych opatfeni, kterd byla pfijata pfisluSnymi organy k fizeni
jakosti vody ke koupani [1, 2.

Déalkovy prlizkum Zemé

Dalkovy priizkum Zemé (DPZ) je relativné moderni metoda ziskavani informaci
o0 objektech a jevech na zemském povrchu, pfiéemz musi byt splnéna zékladni
podminka, a to Ze pfenos informaci je zajiStén pomoci elektromagnetického
zafeni. To je ¢lenéno podle vinové délky do tzv. elektromagnetického spek-
tra, které je spojité a velmi rozsahlé, aviak pro potfeby DPZ je vyuzita pouze
jeho ¢ast (pasma viditelného zéfeni, infraCerveného zafeni a pasma mikro-
vInna). Za zakladni ¢lenéni metod DPZ by se dalo povaZovat rozdéleni na kon-
vencni a nekonvencni. Zatimco v pfipadé konvencnich metod jsou pofizovany
a zpracovavany fotogra cké snimky zachycené centralni projekci na fotogra-

cky material, nekonvenéni metody vyuzivaji registrace elektromagnetického
zéfeni pomoci snimacl. Pro Gcely tohoto vyzkumu byly vyuzivany vyhradné
produkty metod nekonvencnich, a to sniméani zemského povrchu pomoci dru-
Zicovych systémd.

Existuje nékolik d@vodd, pro¢ metody DPZ vyuzit, at uz v pfirodovédnych, €i
technickych oborech. Prvni nespornou vyhodou je aktualnost ziskanych infor-
maci, kterd vyrazné pred¢i informace pofizené metodami klasického pozem-
niho Setfeni. S tim je Gzce spjata dalsi vysoce cenéna vlastnost, opakovatelnost
pofizeni dat. To se tyka predevsim druzicovych systémd, které maji pevné sta-
novenou drahu obéhu. Diky tomu je umoznéno zachyceni ¢asové dynamiky
sledovanych jevl. Nelze opomenout ani rozsah zachyceného Gzemi v jednom
okamZiku (fadové nékolik desitek az stovek km?). Po provedeni geometrickych
aradiometrickych korekci, jejichz G€elem je odstranéni zkresleni dat, je zpravidla
ziskdn geometricky pfesny a standardizovany obraz. Ten umozfiuje nejen zjis-
téni pfesné polohy objektu zajmu, ale i stanoveni a porovnani ziskanych hodnot
registrovaného elektromagnetického zafeni [6]. Relativhé novou vyzvou pro
oblast DPZ jsou volné dostupné produkty Evropské kosmické agentury (ESA).
Ta v soucasné dobé zajistuje provoz Sesti typl druzicovych systém( (mise
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znecisténi odpady [stupen]

pfirodni znec€isténi [stupen]

Sentinel-6 zahajena 21. listopadu 2020) se zaméfenim na riizné slozky Zivotniho
prostfedi, diky kterym jsou napliovany cile programu Copernicus. Jeho hlav-
nim cilem je poskytovat informacni sluzby zaloZzené na DPZ, a umoznit tak sle-
dovani nejriizngjsich komponent Zivotniho prostiedi. Pro Gcely projektu byla
vyuZita data druzicového systému Sentinel-2. Hlavnim Ukolem této mise je pre-
devsim monitoring stavu lesti a zeméd@lstvi, avsak diky parametrdim vysled-
nych dat (prostorové rozliSeni, rozsah snimaného elektromagnetického spek-
tra a perioda snimani) jsou souc¢asné snimky druzic Sentinel-2 vysoce atraktivni
i pro jind odvétvi monitoringu zivotniho prostfedi [7].

Vyzkumny projekt Zéta Il TJ02000091 — Vyuziti metod dalkového priizkumu
Zemé pro monitoring stavu a kvality koupacich mist v Ceské republice je zaméFen
na nalezeni optimalnich metod pro hodnoceni ukazateld sledovanych na kou-
pacich vodach s vyuzitim satelitnich dat. Cilem feSeného projektu je pomoci
kombinace téchto dat s daty z pozemniho Setfeni identi kovat rozsah a inten-
zitu znecisténi vodnich ploch (pfedevsim zelenou organickou sloZkou) vyuZiva-
nych pro koupéni (napf. chlorofyl-a, mnoZstvi sinic a fas nebo zakal). Z&kladni
motivaci pro vyuziti informaci ziskanych metodami DPZ pro feSeni projektu je
skute€nost, Ze jiz v minulosti byla prokazana zavislost mezi projevy odrazivosti
a mnozstvim pevnych ¢astic ve vodnim prostfedi. V pfipadé fytoplanktonu
(mikroskopické sinice a fasy volné se vznasejici ve vodé) byly popsany zmény
v projevech odrazivosti pfi vyuZiti vinovych délek 0,5-0,75 um, tedy v Cerve-
ném a infraCerveném pasmu elektromagnetického spektra [8, 9]. Hlavnim oce-
kédvanym vyslednym produktem je nastroj ve formé webové mapové aplikace
pro zvyseni efektivity zejména KHS pfi ¢innostech souvisejicich s monitorin-
gem stavu koupacich vod a hodnocenim uplynulé koupaci sezony. Pfidanou
hodnotou by pak méla byt moznost ziskani nékterych parametrd jakosti kou-
pacich vod bez nutnosti pfimého kontaktu s nimi, a to i na lokalitach, které
nepodléhaji sou¢asnému monitoringu, a uceleny pfehled o heterogenité vod-
nich ploch a jejim vyvoji v Case.

METODIKA RESENI

Terénni Setfeni

Prvni etapa terénniho Seteni probéhla v obdobi mésicli ¢ervna az fijna 2019,
kdy byl pracovniky Statniho zdravotniho Gstavu (SZU) provadén pravidelny
odbér vzorkd vody na &trnacti modelovych lokalitich v Praze, Stfedoceském,



Pardubickém a Kralovehradeckém kraji (tabulka 2). Pfi vybéru modelovych loka-
lit bylo dbano na rozmanitost vodnich ploch z hlediska jejich velikosti, charak-
teru a oZiveni fytoplanktonem — v tomto pfipadé byla brana v Gvahu nejen
kvantita fytoplanktonu, ale i jeho predpokladané slozeni. Pfedbézny Casovy
harmonogram terénnich Setfeni byl vytvoren tak, aby korespondoval s dobou
pfeletu druzice. Letovy plan druZic Sentinel-2 je dostupny online [10] od listo-
padu 2015 ve formatu KML.

Pro kazdou modelovou lokalitu bylo zvoleno jedno hlavni odbérové
misto (H). U o cialné sledovanych vod bylo vétSinou totoZzné s monitorovanym
mistem odbéru provozovatele ¢i KHS. Na hlavnim odbérovém misté byly z hori-
zontu 0-30 cm (standardni odbér pro koupaci vody) Andélovou ty¢i odebirany
vzorky pro stanoveni chlorofylu-a, zékalu, uorometrické stanoveni fytoplank-
tonu a mikroskopicky rozbor. V souladu s postupem CSN 75 7717 byl vytvofen
smésny vzorek z nékolika diléich vzork( (zpravidla z péti) z okruhu nékolika
metrd, kde hloubka dosahovala minimalné 1 m. Pro utvofeni pfedstavy o pfi-
tomnosti a sloZeni vétsich zastupct fytoplanktonu (pfedevsim sinic) byl ode-
biran vzorek s pouzitim planktonni sité s oky o prméru 20 um. Odbéry vzorkd
z horizontu 0-10 cm (t&sné pod hladinou) byly vyuzity pro uorometrické sta-
noveni fytoplanktonu a zékalu. Soucasné byla stanovena prihlednost vody,
pfitomnost vodniho kvétu a dalSi pfimo pozorovatelné ukazatele kvality kou-
pacich vod a zméfena teplota v obou horizontech odbéru. Kromé odbérovych
mist (H) byl vytipovan i rlizny pocet vedlejSich odbérovych mist (O) — vétsi-
nou 2-4 podle plochy modelové lokality. Na téch byly vzorky odebirany pouze
z horizontu tésné pod hladinou. Odbéry byly provadény vstupem do vody,
z mola, v nékterych pfipadech z lodi.

Tabulka 2. Modelové lokality 2019
Table 2. Model sites 2019
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Laboratorni prace

Fluorescencnianalyzy, Itrace a extrakce vzorkd pro stanoveni chlorofylu-a byly
vzdy provadény po navratu do laboratofe v den odbéru. Ukazatele spjaté se
sinicemi a fasami byly mikroskopicky stanoveny metodou podle CSN 75 7717
a podle CSN 75 7712. Vzorky pro kvanti kaci byly konzervovéany v Lugolové
roztoku. Chlorofyl-a byl stanoven pomoci standardni metody CSN SO 10260.
Fluorescence fytoplanktonu byla méfena uorometrem AquaPen AP100, ktery
méfi odezvu vzorkl excitovanych pfi dvou vinovych délkach (450 a 620 nm).
Pro odebrané vzorky byla stanovena hodnota okamzité uorescence chloro-
fylu (Ft) po excitaci pfi obou vinovych délkach a OJIP kfivky (450 a 620 nm), ze
kterych, kromé& mnozstvi fytoplanktonu, Ize ziskat informace i o jeho fyziolo-
gickém stavu. Pro stanoveni zakalu byl vyuzivan turbidimetr HACH 2100P [4].

Zpracovani multispektralnino obrazu

Zpracovavana data pochéazela z mise Sentinel-2, ktera byla zahajena 23. ¢ervna 2015
vypusténim druzice Sentinel-2A do obéhu. Je vybavena senzorem MultiSpectral
Imager, ktery sniméa data ve 13 pasmech ve vysokém prostorovém rozliseni
(10-60 m). Za nejddleZitéjsi je povazovano pasmo viditelné (B2, B3, B4) a infra-
Cervené casti (B5, B6, B7, B8 a B8a) elektromagnetického spektra. Ostatni pasma
jsou ur€ena predevsim pro radiometrické korekce obrazu. Doba obéhu této
druZice je 10 dni, ve spolupraci se sesterskou druZici Sentinel-2B (vypusSténa do
obéhu 7. bfezna 2017) se vSak perioda snimani stejné lokality snizuje na polo-
vinu, v pfipadé rovnikovych oblasti dokonce az na tfi dny. V ramci jedné pofi-
zené scény je zachyceno 290 x 290 km zemského povrchu [11].

Pro zakladni pfedzpracovani obrazu bylo testovano nékolik softwarovych
prostfedi. Prvnim byl SNAP — ver. 6.0 vyvijeny spole¢nosti Brockmann Consult,
Array Systems Computing and C-S pro Ucely programu Copernicus.

Nazev lokality Typ lokality :)/I)gzs;a[:;d]m \L/J\S/ggﬁgr?]u [ Slozeni fytoplanktonu

Ocko pisnik 0l ne tenke vlaknité sinice, anorganicky zakal

Ovcary pisnik 017 ne koncem sezony vlaknité i kokalni sinice, vodni kvét
Probostska jezera pisnik 0,27 ano obrnénky rodu Ceratium

Opatovicky pisnik pisnik 0,31 ano velmi nizké oZiveni fytoplanktonem

Mélice pisnik ano fekalni kontaminace, nizké oziveni fytoplanktonem
Mélice (maly pisnik) pisnik 0% ne velmi nizké oZiveni fytoplanktonem

Eliska nadrz 0,02 ne stfedni oZiveni fytoplanktonem (spiSe fasy)
Marvanek nadrz 0,02 ne sinicové vodni kvéty Microcystis, Aphanizomenon
VyZlovka nadrz 0,20 ano koncem sezony vlaknité sinice (Planktothrix)
Hostivar nadrz 0,35 ano vlaknité sinice (Planktothrix a dalsi)

Sec nadrz 1,62 ano sinice (vodni kvéty), fekalni kontaminace

Rozko$ (horni) nadrz do 2018 silné vodni kvéty sinic (Microcystis)

Rozkos (dolni) nadrz 0% ano stfedni oZiveni fytoplanktonem (sinice i fasy)

Labe (Stara Boleslav) feka ne silné ozZiveni fytoplanktonem (fasy), anorganicky zékal
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Tento software je distribuovan pod licenci GPL (General Public Licence), je tedy
volné k dispozici. Jeho nevyhodou vsak je, Ze se stale vyviji, jecho moduly jsou
vyvijeny samostatné a velmi ¢asto se vyskytuji problémy s aplikaci v rliznych
operacnich systémech [12]. Dale byly jednotlivé kroky pfedzpracovani testo-
vany a provadény v komerénim softwaru Geomatica (PCI). Prvnim krokem bylo
pfevzorkovani jednotlivych pasem na stejné prostorové rozliseni 10 m. Tento
krok byl nezbytny pro dalsi pfedzpracovani obrazu. Nasledné byly provedeny
pro jednotlivé scény atmosférické korekce. Jedna se o nejkomplikovangjsi
formy opravy obrazu. Vlivem rozptylu, pohlcovani a také emisivity atmosféry
dochazi k modi kaci hodnot pixelu. Vseobecné je pro Gpravu hodnot pixeld
vyuZivano pfirodniho modelu a jeho aproximaci, s cilem zajistit, aby tyto hod-
noty co nejvice odpovidaly skute€nym odrazovym nebo zafivym vlastnostem
sledovaného objektu. Zaroveri zde byly vygenerovany tzv. masky mrakd, tedy
pixely oblacnosti, které byly z dalSich analyz vylouceny.

Vzhledem k tomu, Ze bylo ziskdno velké mnoZstvi dat, vznikla potfeba
(z diivod Gasové a vypocetni narocnosti) velikost ziskanych dat a ¢as nutny
k jejich zpracovani snizit. Prvnim krokem bylo tzv. mozaikovani dlazdic. Jedna
se 0 proces, pfi kterém v pfipadé, kdy sledované Gzemi je pokryto vice snimky,
je dosaZeno bezedvé a barevné vyrovnané mozaiky (nebudou zde patrné pre-
chody mezi jednotlivymi snimky). Kvalita vysledné mozaiky zavisi predevsim
na geometrické pfesnosti snimkd, velikosti jejich prekryvi a rozdilech ve zpd-
sobu jejich pofizeni. K mozaikovani byl vyuzit modul softwaru Geomatica,
Mosaic Tool, ve kterém bylo na z&kladé uZivatelskych recenzi vyuZito manualni
metody [13]. Diky tomuto procesu byl nasledné sniZzen pocet opakovani u dal-
Sich krokd digitalniho zpracovani snimku. Ke snizeni celkového objemu dat bylo
nutné vybrat z mozaiky pouze vodni plochy. Ty byly ziskany vybérem prvki
z vrstvy vodnich ploch ZABAGED?. Takto ziskané datové sady oCisténé o ,nepo-
tfebna data“ vstupovaly do dalSich analyz.

Tabulka 3. Ukazatele sledované v terénu
Table 3. Indicators monitored in terrain

Je patrné, Ze zdrojova satelitni data a manipulace s nimi pfedstavuji pomérné
velkou zatéZ pro pamét pracovni stanice a vysoké ¢asové naroky na ziskani
a zpracovani obrazovych dat. Pomérné zajimavou moZnost automatizace
nabizi R bali¢ek ,sen2r®, Pfi vyuziti nékterych jeho funkci Ize podle zadani poza-
dovanych parametr( ziskat vice snimkd najednou, provést na nich atmosfé-
rickou korekci (za vyuZiti nastroje Sen2Cor), vytvofit jejich mozaiky (po dnech
snimani), maskovani oblacnosti, ofez na pozadované vodni plochy a vypocet
spektralnich indexd v uZivatelsky piivétivém prostiedi [14].

TVORBA MODELU

Vlastni modelovéani hodnot ukazatel(i jakosti vody prostiednictvim satelitnich
dat probéhlo pomoci dvou modelovacich technik v prostfedi statistického
softwaru R [15], ktery je rovnéz distribuovan pod licenci GPL.

Random Forests (RF) je jednou z technik vyuZivajicich napf. klasi ka€nich
a regresnich stromt (CART). Jedna se o ansamblovou metodu uceni pro kla-
si kaci, predikci, méfeni vyznamnosti proménnych, méfeni efektu promén-
nych na predikci, shlukovani a detekci odlehlych hodnot. Spociva predevsim
v konstrukci velkého poctu rozhodovacich stromd, piicemz vysledna regresni
funkce je vazeny pramér regresnich funkci véech strom0. Pii konstrukci RF
jsou vyuZzivany binarni stromy, pfi jejichZ tvorbé se vstupni data déli na tes-
tovaci a trénovaci soubor. Souborem vstupnich dat, se kterym se zde pracuje,
je myslen ansambl bootstrapovych vybér(. Jedna se tedy o nahodné vybéry
s opakovanim vzniklé z pdvodniho vzorku pozorovanych dat. Tim Ize zajistit,
Ze i velmi malé soubory dat mohou byt rozdéleny na velky pocet testovacich
a trénovacich soubor(. Trénovaci soubory jsou pouZity pro konstrukci stromd.

Zkratka . .

ukazatele Slovni popis Jednotka
ALG.30 fasy pro standardni odbér pro koupaci vody (0-30 cm) jedinci/ml
CHA.30 chlorofyl-a pro standardni odbér pro koupaci vody (0-30 cm) pa/l
CYANBACCELL.30  sinice (bunky) pro standardni odbér pro koupaci vody (0-30 cm) bunky/mi
CYANBACVOL.30  sinice (objem) pro standardni odbér pro koupaci vody (0-30 cm) mm3/I|
FEOPIG.30 feopigmenty (buriky) pro standardni odbé&r pro koupaci vody (0-30 cm) pg/l
QJIP450.10 uorescence (kfivka OJIP ve vinové délce 450 nm) pro odbér tésné pod hladinou (0-10 cm) bezrozmérné
QJIP450.30 uorescence (kfivka OJIP ve vinové délce 450 nm) pro standardni odbér pro koupaci vody (0-30 cm) bezrozmérné
0JIP620.10 uorescence (kfivka OJIP ve vinové délce 620 nm) pro odbér tésné pod hladinou (0-10 cm) bezrozmérné
0JIP620.30 uorescence (kfivka OJIP ve vinové délce 620 nm) pro standardni odbér pro koupaci vody (0-30 cm) bezrozmérné
OJIPSUM 10 uorescence (soucet kfivek OJIP ve vinovych délkach 450 nm a 620 nm) pro odbér tésné pod hladinou (0-10 cm) bezrozmérné
OJIPSUM.30 uorescence (soucet kiivek OJIP ve vinovych délkach 450 nm a 620 nm) pro standardni odbé&r pro koupaci vody (0-30 cm)  bezrozmérné
TEMP10 teplota pro odbér tésné pod hladinou (0-10 cm) °C

TEMP.30 teplota pro standardni odbér pro koupaci vody (0-30 cm) °C

TURB.10 zakal pro odbér tésné pod hladinou (0-10 cm) NTU

TURB.30 zékal pro standardni odbér pro koupaci vody (0-30 cm) NTU
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Testovaci soubory, tedy pozorovani, ktera se do vybéru pro trénovani nedo-
stala, jsou vyuzity k odhadu chyby. Zakladnim algoritmem tvorby RF je:

vytvoreni bootstrapového podsouboru o velikosti N (trénovaci soubor),

1

2. vybér ndhodné podmnoziny prediktor( s pfedem
zvolenym poétem téchto prediktord,

3. vytvoreni stromu na bootstrapovém souboru pouze
pomoci této podmnoziny prediktord,

4,

stromem a urceni predikce,

zafazeni hodnot z testovaciho souboru vytvorenym

5. opakovani krokd 1-4 az do vytvoreni lesa s pozadovanym poctem strom [L6].

Volba optimalniho poétu prediktord ve druhém kroku algoritmu byla zajis-
téna postupem implementovanym v R balicku ,CAST", kde bylo vyuzito funkci
dalSich baligkd ,caret” a ,randomForest” [17-22]. Ostatni parametry byly pone-
chéany ve vychozim nastaveni. Pfiklad zkonstruovaného regresniho stromu
s nejmensim po&tem uzld pro ukazatel CHA.30 je znazornén na obr. L
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Obr. 1. Pfiklad regresniho stromu s nejmensim po¢tem uzlG pro ukazatel CHA.30
Fig. 1. An example of the chlorophyll-a indicator (30 cm depth) regression tree with the
smallest number of nodes
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Obr. 2. Korelaéni graf znazorfiujici vypocitané hodnoty Pearsonova korelaniho koe cientu a jejich statistické vyznamnosti na hladiné 0,001 pro méfené ukazatele a prediktory vstu-

pujici do jakéhokoliv RF modelu

Fig. 2. Correlation plot showing computed values of the Pearson correlation coe cient and their statistical signi cance at the 0.001 level for measured indicators and predictors

entering any of the RF models
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Obr. 3. Korela¢ni graf znazorniujici vypocitané hodnoty Spearmanova korelaéniho koe cientu a jejich statistické vyznamnosti na hladiné 0,001 pro méfené ukazatele a prediktory

vstupujici do jakéhokoliv RF modelu

Fig. 3. Correlation plot showing computed values of the Spearman correlation coe cient and their statistical signi cance at the 0.001 level for measured indicators and predictors

entering any of the RF model
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Obr. 4. Korela€ni grafy znazorfujici vypocitané hodnoty Pearsonova (vlevo) a Spearmanova (vpravo) korelaéniho koe cientu a jejich statistické vyznamnosti na hladiné 0,001 pro

mérené terénni ukazatele samotné

Fig. 4. Correlation plots showing computed values of the Pearson (left) and Spearman (right) correlation coe cients and their statistical signi cance at the 0.00! level for measured

terrain indicators themselves

Partial Least Square regression (PLSR) technika pro vytvoreni modelu a nasled-
nou predikci je v sou€asné dobé hojné vyuzivana nejen v pfirodnich védach,
ale napfiklad v ekonomii ¢i marketingu. Plvodné byla vyvinuta pro Gcely zpra-
covani chemickych dat a poprvé byla popsana statistikem H. Woldem [23].
Své uplatnéni naléza predevsim pfi posuzovani velkého mnozstvi moznych
korelaci a vysvétlujicich proménnych. Promitnutim mnoha proménnych do
vyrazné niz§iho poctu ortogonalnich latentnich proménnych redukuje jejich
dimenzi. Jinymi slovy, informaéni obsah prediktord pfenese do uméle vytvore-
nych vzajemné nekorelovanych proménnych, pfi zachovani maximalniho infor-
macniho rozsahu. Tyto proménné jsou néasledné optimalizovany pro aplikaci
vicerozmérné linearni regrese. PLSR se snazi pomoci latentnich proménnych
v prostoru matice prediktord popsat smér rozptylu v prostoru matice vysvét-
lovanych proménnych. Pfed samotnym modelovanim je ¢ast vstupnich dat
skryta. Kalibrace tedy probiha nasazenim modelu na data zndm4, zatimco vali-
dace modelu pomoci skryté ¢asti dat. Pfi vypoctech byla vyuZita kombinace
R balickd ,caret” a ,pls* [24]. Pro individualni vysvétlované proménné byly kon-
struovany modely s maximalnim poctem latentnich proménnych ziskavanych
z pGvodnich proménnych vysvétlujicich (tj. spektralnich indexd &i pasem).

Vykonnost nalnich modeld byla posouzena béznymi ,performance” sta-
tistikami, jako jsou napf. koe cient determinace (R?), symetricka stfedni abso-
lutni procentni chyba (SMAPE), stfedni ¢tvercova chyba (MSE) a odmocninova
stfedni ¢tvercova chyba (RMSE).

VYSLEDKY A DISKUSE

Na Ctrnacti modelovych lokalitdch (51 odbé&rovych mist) bylo v ramci prvni
etapy terénniho Setieni (v roce 2019) odebrano 218 vzorkd koupacich vod. Pro
kazdé odbérové misto byly stanoveny hodnoty 15 ukazatell (tabulka 3).
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Jednim z vyznamnych omezeni pfi vyuZiti optickych dat DPZ pro moni-
toring je oblagnost. Je tfeba poznamenat, Ze i kdyZ Cetnost terénnich Setfeni
byla vyrazné vyssi, nizka kvalita satelitnich dat z ddvodu nadmérné oblac-
nosti v nékolika dnech zpUsobila, Ze pro dal$i analyzy bylo relevantnich pouze
19 odbérovych dni v ramci koupaci sezony 2019.

Po skonceni prvni etapy byla terénnimi pracovniky pfedana data nejen
s hodnotami naméfenych ukazateld, ale i s lokalizaci odbé&rovych mist v sou-
fadnicovém systému WGS 84. Tato data byla je$té pfed vstupem do procesu
modelovani pfi standardizaci (napf. pfevod z dlouhého formatu tabulky na for-
mat $iroky) zbavena zjevnych chyb, které mohly byt zplsobeny Gastou kon-
verzi datovych typl v rdmci rliznych uZivatelskych prostiedi. Pro pozice se
zndmymi soufadnicemi bylo po transformaci na spolecny soufadnicovy sys-
tém z druZicovych dat (WGS 84/UTM zone 33N) pro budouci modely vypo-
¢teno 105 spektralnich index® a uréeny hodnoty odrazivosti 11 samostatnych
spektralnich pasem druzic Sentinel-2, tedy celkem 116 prediktord. Algoritmy
pro vypocet vhodnych spektralnich indexd byly sestaveny na zakladé formu-
laci uvedenych v databazi indexd vyuzitelnych v DPZ (IDB) dostupné online na
https://www.indexdatabase.de/. Pfi vybéru zdrojovych kombinaci spektral-
nich pasem byl pfedevsim bran ohled na uvedenou primarni aplikaci konkrét-
niho spektralniho indexu a na spektralni pAsma obsazena v kombinaci. Bylo
ZjiSténo, Ze ve zdrojové databazi IDB jsou uvedeny duplicitni kombinace spek-
tralnich pasem uvedené pod jinym nazvem nebo chybné uvedeny rovnice.
Duplicitni prediktory a kombinace s nestandardnimi ¢i chybg&jicimi hodnotami
byly odstranény, tedy byl redukovan pocet prediktord vstupujicich do modelu
na 104 (93 spektralnich index( a 11 samostatnych spektralnich pasem).

V pocéatecni fazi prediktivniho modelovani byly zkoumany vzajemné vztahy
mezi veli¢inami ziskanymi v terénu a prediktory reprezentovanymi vystupy
ze satelitnich dat. Pro tento Ucel byly vypocteny hodnoty korelaci prostfed-
nictvim Pearsonova koe cientu pro linearni vztahy a Spearmanova koe cientu



Tabulka 4. Celkova vykonnost modeld RF a PLSR méfena vybranymi statistikami
Table 4. Total performance of the RF and PLSR models measured by selected statistics
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R? SMAPE RMSE
RF PLSR RF PLSR RF PLSR
ALG.30 0,2 0,05 0,82 1,03 10 24399 11 14799
CHA.30 0,59 013 0,54 0,74 33,36 48,47
CYANBACCELL.30 0,26 0,07 132 146 697 731,24 784 006,77
CYANBACVOL.30 0,39 0,19 127 1,32 9,09 10,48
FEOPIG.30 0,43 0,04 0,68 0,84 10,06 13,03
QJIP450.10 0,61 012 0,45 071 484 544,69 723 564,01
0JIP450.30 04 0,16 0,58 0,62 541 691,78 641 248,93
0JIP620.10 0,65 013 0,49 0,82 865 358,57 1355 970,77
0JIP620.30 0,49 0,05 0,49 0,75 689 958,74 943 232,68
OJIPSUM.10 0,62 0,09 0,47 0,75 12036725 1864 32412
QJIPSUM.30 0,63 0,03 0,41 0,69 913 420,07 1471 812,86
TEMP10 0,69 0,26 0,07 011 2,09 323
TEMP.30 0,64 04 0,07 011 2,27 291
TURB.10 0,51 019 0,43 0,62 15,8 20,35
TURB.30 0,57 0,37 0,34 0,41 7,69 9,32
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Obr. 5. Vizualizace vyslednych rastril odhadd sledovanych ukazateld pro den 3. 6. 2019 vzniklych pomoci RF modelu za vyuziti satelitnich dat (lokalita Probostska jezera)
Fig. 5. Visualization of resulting raster layers of monitored indicators estimates for 3 June 2019 produced using the RF model fed by satellite data (Probostska lakes site)
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pro zahrnuti vztahl nelinearnich. Jejich statisticka vyznamnost byla sledovana
na hladinach 0,05, 001 a 0,001. U nékterych vysvétlujicich proménnych byla
zaznamenana pomeérné silna korelace (s absolutnimi hodnotami koe cientl
> 0,7) s ukazateli méfenymi v terénu. Pouze vysoké hodnoty korelacnich koe-

cientd vSak nejsou zarukou pro dosazeni relevantnich vysledkd modelovani.
Zéakladnim predpokladem je znalost kauzalnich vztah(. Proto byly pribézné
vysledky konzultovany v ramci fesitelského tymu s odborniky na jakost koupa-
cich vod. Na zékladé korelaci, s pfihlédnutim k jejich statistické vyznamnosti na
zvolené hlading, Ize tedy usuzovat o vztazich linernich i nelinearnich, na nichz
je mozné stavét dalsi analyzy.

Vysledky statistického hodnoceni vzajemnych vztahl mezi proménnymi
jsou zobrazeny pro hladinu 0,001 ve formé korelaénich grafi znazornénych na
obr. 2 a 3 (z dGvodu struénosti jen pro RF modely a prediktory do nich vstu-
puijici). Popisuji nejen vzajemné vztahy, ale jsou zaroven i vy¢tem spektralnich
pasem a jejich kombinaci, které vstoupily do vlastniho procesu modelovani
(v pfipadé PLSR modeld tvofily latentni proménné viechny prediktory). Zde je
patrné, ze v modelech jsou zahrnuty i vysvétlujici proménné, které statisticky
vyznamnou korelaci nevykazovaly, nebo byl jejich vstup do modelu zaloZzen
na nelinedrnim vztahu. Ty mély pfi nahodném vybéru, provadéném balickem
,CAST* zésadni vliv na vysvétleni méfenych ukazatel(l. Skute¢nost, Ze korelace
vzdy nemusi indikovat kauzalitu, potvrzuje i fakt, Ze nejvyssi Cetnost vstupu do
modell mély prediktory B1, ndb7b4, cri700, datt4, maccion, mnd680.

Z vyse zobrazenych korelacnich grafli rovnéz vyplyva, ze ukazatele chloro-
fyl-a a zékal vyznamné koreluji s pasmy o vinovych délkach 0,69-0,71 um a jejich
kombinacemi. Pdsma o vinovych délkach 0,5-0,6 um, na ktera byla zaméfena
studie provedené Jihogeskou univerzitou v Ceskych Budgjovicich [8, 9], v tomto
pfipadé nevykazovala vyznamnou zavislost. To si Ize vysvétlit zejména vy3si
heterogenitou nami zvolenych modelovych lokalit.

Pro prediktivni modelovani bylo vyuzito dvou modelovacich technik, jejichz
zakladni principy jsou popsany vyse. Celkem bylo zkonstruovano 30 modelli (tj. pro
15 ukazatel méfenych v ramci terénniho Setfeni a dvé modelovaci techniky).
Pro modelové lokality vzniklo celkem 570 rastrovych vrstev s hodnotami trans-
formovanymi do hodnot ukazatel sledovanych v terénu (tj. pro véech 19 moz-
nych dndi). Z hodnoceni jejich vykonnosti v tabulce 4 vyplyva, Ze vyrazné kvalitngj-
Sich vysledkd dosahuji modely konstruované pomoci RF, kde u vétsiny ukazateld
nabyva R? hodnot nad 0,5. Nejlepsich vysledkd dosahuje ukazatel teploty vody
v obou méfenych horizontech, rovnéz hodnoty kfivek OJIP (v obou vinovych dél-
kéach) a v odbérovém horizontu tésné pod hladinou. Podle ocekavani byly vysoko
hodnoceny i ukazatele chlorofyl-a a zakal, coZ koresponduije s vysledky studii [8, 9].
Modely pro predikci sinic nedosahuiji bohuzel uspokojivych vysledkd. To Ize pfitk-
nout nedostate¢nému zohlednéni sezonnosti a réiznych vyvojovych stadii sinic.

Odhady hodnot ukazateld, pro které se neosvéd¢il ani jeden z konstruo-
vanych modelll vyuzitych k transferu informace ze satelitnich dat do vysled-
nych rastrl, mohou rovnéz vychazet ze vztahl mezi ukazateli samotnymi, které
naznacuji korelacni grafy na obr. 4. Podminkou vsak je, ze ukazatel, ze kterého
bude potencialné mozné informaci prenést, bude dobfe vystizen vySe uvede-
nymi modely a zaroven bude vykazovat dobrou korelaci s ukazatelem, kterému
bude tfeba tuto informaci dodat. Pfi jejim hodnoceni je nezbytné nutné uve-
domit si pfi¢inné souvislosti. Z hodnot korela¢nich koe cientl je téZ mozno
posoudit vhodnost vyuziti linearniho, potazmo nelinearniho regresniho
modelu, pfip. nutnost veli¢iny transformovat tak, aby témto modellim coby
vstupy vyhovovaly.

Na obr.5 je zobrazeno viech 15 ukazateld pro jeden odbérovy den (konkrétné
3. 6.2019) na modelové lokalité Probostska jezera v Brandyse nad Labem. Jiz na
prvni pohled je patrné, Zze v mnoha pfipadech zde vznikaji na okrajich vodni
plochy nadhodnocené predikce. Jednd se pfevazné o zahrnuti okolni vegetace
do pixeld, které zasahuji do vodnich ploch. Tato systematicka chyba byla potla-
¢ena ofezem vstupni polygonové vrstvy s vodnimi plochami a posunem prvk(
v bodové vrstvé s odbérnymi misty.
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ZAVER

Monitoring a hodnoceni stavu a kvality koupacich vod jsou vyznamné nejen
pro pravidelny reporting pfislusnym institucim, ale i pro informovani vefejnosti
o stavu Zivotniho prostfedi. Doposud ziskané vysledky v ramci feSeného projektu
TJ02000091 - Vyuziti metod dalkového priizkumu Zemé pro monitoring stavu a kvality
koupacich mist v Ceské republice potvrzuji potateéni hypotézu o tom, Ze data zis-
kana pomoci metod dalkového priizkumu Zemé mohou pfedstavovat vyznam-
nou podporu a zefektivnéni téchto ¢innosti. V predlozeném ¢lanku byla nastinéna
nejen zakladni problematika koupacich vod a monitoringu jejich stavu, ale pfede-
v3im zde byly popsény dil¢i ¢innosti postupu, ktery Ize pouZit pro odhad pozado-
vanych ukazatel’ pomoci satelitnich snimkd, véetné jeho pfednosti a nedostatkdl.
Vzhledem k tomu, Ze v soucasné dobg projekt stale probiha, budou v priibéhu pis-
tiho roku jeho kompletni vysledky promitnuty do vystupt projektu v podobg tisté-
ného Atlasu koupacich mist a webové mapove aplikace provozované Vyzkumnym
Ustavem vodohospodéarskym T. G. Masaryka, v. v. i. Rovnéz budou zavérecné
vysledky i s postupy pro jejich dosazeni predstaveny na workshopu uréeném pre-
devsim pracovniklim krajskych hygienickych stanic a dotéenych ministerstev.

Podékovani

Autofi dékujf za nanéni podporu Technologické agentufe Ceské republiky. Prispévek
byl zpracovan s podporou projektu 2. vefejné soutéZze Programu aplikovaného
vyzkumu ZETA TJ02000091 — Vyuziti metod déalkového priizkumu Zemé pro monito-
ring stavu a kvality koupacich mist v Ceské republice (2019-2021).
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USE OF EARTH REMOTE SENSING
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The Ministry of Health in cooperation with other related bodies compiles, on
an annual basis, the List of outdoor bathing sites on surface waters where the bath-
ing service is 0 ered by the operator, and other surface waters used for bathing. It is
compiled based on the long-term monitoring, performed, exclusively as in-situ
measurements, by the regional hygiene stations. With respect to the fact that
this way of monitoring is not only time-consuming but also nancially demand-
ing, the need for minimizing these expenses naturally arises.

The currently running project Use of remote sensing methods for monitoring the
status and quality of bathing waters in the Czech Republic o ers possibilities of dis-
tant monitoring of some of these indicators necessary for such assessment. The
objective is to nd and describe the relationships between data obtained in
terrain and remote sensing data, by means of up-to-date statistical techniques
combined with the use of suitable GIS tools. The project outcomes may then
provide the regional hygiene stations with a tool bene cial not only from the
perspective of conducting the routine assessment of the parameters but also
from the perspective of identi cation of new bathing sites. In addition, thanks
to its time-series character, the produced material can serve as a basis for the
assessment of the bathing season.

In the present paper, the procedure leading to the ful llment of the
desired goals is mainly presented. Two stages of eld analysis were carried
out in 14 selected model sites, followed by laboratory works. In the meantime,
optimal ways of processing the satellite data with a huge spatial resolution
(Sentinel-2) were sought. After basic multispectral image processing, 105 spec-
tral indices were tested, while the initial assumption was con rmed regarding
the strong correlation between some of the indices and the values of mea-
sured parameters. For the prediction of these values using the satellite data,
two machine-learning techniques were employed, namely Random Forests and
Partial Least Squares regression.
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Statni zdravotni Gstav

= sarka.bobkova@szu.cz
WWW.SZU.CZ

RNDr. Sarka Bobkové, Ph.D, je zaméstnankyni Statniho zdravotniho Gstavu,
Oddéleni hygieny vody od roku 2019. Sv(ij doktorsky titul ziskala v roce 2010 na
Prirodovédecké fakulté UK v Praze a na Univerzité Pafiz-Jih ve Francii, v oboru
biologie, specializace mikrobiologie. Pracovala v Mikrobiologickém Ustavu
AV CR, kde se podilela na zékladnim vyzkumu v ramci feeni grantovych pro-
jektl. V soucasné dobé je zaméstnankyni Statniho zdravotniho Gstavu na pozici
pfirodovédny analytik-diagnostik. Podili se na mikrobiologickych analyzach
vody a je feSitelkou grantového projektu tykajiciho se vyuziti metod molekularni
biologie pro identi kaci zdrojdi znecisténi v koupacich vodach (projekt TA CR).
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Ing. Bc. Vaclava Mata3ovska je zaméstnankyni oddéleni GIS a kartogra e ve VUV
TGM, v. v. i, od roku 2018. V roce 2014 ukoncila magistersky obor Regionalni envi-
ronmentalni sprava na Fakulté Zivotniho prostiedi Ceské zemédélské univerzity
v Praze a v roce 2017 bakalafsky obor Geoinformatika na Hornicko-geologické
fakulté Vysoke Skoly barské — Technické univerzity Ostrava. V sou€asné dobé je
hlavni fesitelkou projektu Vyuziti metod dalkového prdizkumu Zemé pro moni-
toring stavu a kvality koupacich mist v Ceské republice (2019-2021). Zaméfuje
se na aplikace nekonvencnich metod dalkového priizkumu Zemé ve vodnim
hospodafstvi.

Ing. Bc. Vaclava Mat'asovska
VOV TGM, V. V. .

X vaclava.matasovska@vuv.cz
WWW.VUV.CZ

Mgr. Petr Pumann

Statni zdravotni Gstav

X petr.pumann@szu.cz
WWW.SZU.CZ
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Mgr. Petr Pumann od absolvovani magisterského studia na Pfirodovédecké
fakulté UK (obor Ochrana a tvorba Zivotniho prostfedi) v roce 1997 pracuje ve
Statnim zdravotnim Ustavu v Oddéleni hygieny vody a Narodnim referenénim
centru pro pitnou vodu jako hydrobiolog, kde se zabyva problematikou pfirod-
nich koupacich vod a metodickymi otazkami odbéru a rozboru pitnych a kou-
pacich vod. Podili se na pfipravé narodnich norem v oblasti biologického roz-
boru vod a dalsich metodickych predpist v této oblasti. Organizuje nékolik
programd mezilaboratorniho porovnavani a riizné vzdélavaci akce pro pracov-
niky provoznich laboratofi (napf. kurzy pro ur€ovani sinic a fas).

Ing. Jana Zuzakova
Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze

[T

X jana.zuzakova@vscht.cz
www.vscht.cz
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Ing. Jana Zuzékova v roce 2017 dokoncila magisterské studium v oboru
Technologie vody na Vysoké Skole chemicko-technologické v Praze, na které
dale navézala v ramci doktorského studijniho programu v Ustavu technologie
vody a prostfedi. Tématem disertacni prace jsou alternativni metody detekce
mikrobialni kontaminace vod. Od roku 2018 je technologem pitnych vod ve
spolec¢nosti Prazské vodovody a kanalizace, a. s., kde se mimo jiné podili na
feseni vyzkumnych projektl, napf. projektu s nazvem ,Vyvoj technologie pro
eliminaci vnosu mikropolutant(i a gen(i rezistence na antibiotika do Zivotniho
prostfedi a lidského organismu®,
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Rozhovor s mikrobiolozkou
RNDr. Danou Baudisovou, Ph.D.

Mikroorganismy jsou velmi vyznamnou a obdivuhodnou soucasti sys-
tému Zivé pfirody. Jejich vyznam je spojovan zejména s dopady na zdravi
lidi, tedy s IékaFskou mikrobiologii. Vyskytuji se vSak bez vyjimky ve
vSech slozkach prostfedi, v€etné vodniho, kde je jejich vyznam obecné
méneé znamy, nicméné velky.

Co Vas privedlo k této zajimavé védni discipling, kterou je mikrobiologie
vody? Co je na studiu mikroorganism@ ve vodéach zajimavého?

Na to, jak je mikrobiologie vody GZasny obor, jsem pfisla, jak uz to tak byva az
poté, co jsem se ji zacala pofadné zabyvat. Cesta k ni nebyla UpIné pfimocara.
Po maturité jsem stravila 10 mésicC jako pomocny laboratorni pracovnik v labo-
ratofi Prazskych vodaren, s. p., (dnes Prazské vodovody a kanalizace, a. s.), poté
jsem na Pfirodovédecké fakulté UK vystudovala obor Obecna biologie se speci-
alizaci Mikrobiologie a nastoupila do toxikologické laboratofe Fakultni nemoc-
nice 1 (dnes VFN) s poliklinikou. Zde jsem pracovala jako odborny pracovnik —
nelékar —azabyvala se pfedevsim toxiny hub arostlin. Po pétiletech jsem dostala
chut vratit se zpatky k mikrobiologii a ve Vyzkumném Ustavu vodohospodar-
ském zrovna nékoho do mikrobiologie hledali. Moje profesni zacatky ve VUV
TGM jsou spjaty pfedevsim s krasnou spolupraci s RNDr. Josefem Fuksou, CSc.,
RNDr. Ladislavem Havlem, CSc., a s Ivanou Benakovou, ktera trvala prakticky po
celou dobu mého plisobeni ve VUV TGM a za kterou moc dékuiji.
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Co je na studiu mikroorganism{ nejzajimavéjsi? Jak je znamo a jak se pise
v ucebnicich mikrobiologie, mikroorganismy jsou vSude, a tudiZ i ve vodé.
Problematika, kterou tento obor zahrnuje, je velmi Siroka, neni to jen prace
v laboratofi. Mikrobiolog vody se setka s mnoha aktivitami, od hledani zajima-
vych témat k fedeni, navrhl projektd, terénnich praci, pres laboratorni ¢innosti
aZ ke kone¢nému vyhodnoceni vysledk( a jejich publikaci, zkratka kazdy pra-
covni den byvé jiny.

Ve Vyzkumném Ustavu vodohospodarském jste stravila témér 25 let,
bé&hem nichz jste se v ramci vyzkumnych projektl setkala s velkym mnoz-
stvim odliSnych problematik v oblasti mikrobiologie vody. Zabyvala jste
se povrchovymi, odpadnimi i pitnymi vodami, a to jak z pohledu jejich
jakosti a vlivu na zivotni prostfedi a na zdravi, tak z pohledu jejich tech-
nologického vyuZiti v procesech ¢isténi vod.

Ktera problematika byla pro Vas nejzajimavéjsi jako cil vyzkumu a ktera
nejprinosné;jsi pro vyuziti v praxi?

Moje odborné zacatky na konci 90. let minulého stoleti jsou spjaty pfede-
v§im s ,Metodickym Fizenim laboratofi“ v souvislosti s pfechodem na nové
metody podle mezindrodnich norem (ISO, nasledné EN ISO) a s pfipravou

systému kvality v mikrobiologickych laboratofich. V tomto ohledu mé velmi
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obohatila i spoluprace s ASLAB, za coZ jsem velmi vdécna. Od roku 2003 jsme
se ve spolupréci s Odborem technologie vody a odpadd VUV TGM zagali syste-
maticky vénovat mikrobialnimu znecisténi odpadnich vod a jeho eliminaci, coz
bylo v té dobé u nés v zacatcich.

Pak pfisel vyzkumny zamér ,Vyzkum a ochrana hydrosféry — vyzkum vztah(
a procestl ve vodni slozce Zivotniho prostiedi, kde se mikrobiologicka pro-
blematika (dilem ve spolupraci s kolegynémi z pobocek Brno a Ostrava) fesila
v fadé oblasti (antropogenni znecisténi tokd, znegisténi vod pochazejici ze
zemédeélstvi, Cisténi odpadnich vod véetné extenzivnich zplsobd ¢isténi apod.).
V obdobi 20082011 byl zpracovéavan kol ,Dynamika mikrobialni kontaminace
Labe“, jehoz pfedmétem feSeni byl vyzkum zmén mikrobialni kontaminace
v povodi Olesky v souvislosti se zmé&nami pratokd. BohuZel se na tento vyzkum
nepodafilo navazat, coz mé dodnes mrzi, a je to Ukol pro moje nasledovniky.

0d roku 2013 jsem byla hlavni Fesitelkou nékolika projekt(i TA CR, tykajici se
metodickych problém0 pfi vysetiovani koupacich vod, vyzkumem vyznamu
asimilovatelného organického uhliku ve vodarenstvi a podilela jsem se na
feseni fady dalsich projektl, kde se mikrobiologie vody vyskytla. | z tohoto
vyCtu je vidét, jak je védni disciplina mikrobiologie vody Siroka.
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V roce 2000 jste navazala na dlouholetou praci RNDr. Jifiho Hauslera, DrSc.,
ktery kazdorotné organizoval vzdélavaci seminarfe v oblasti mikrobiolo-
gie vody. Od tohoto roku jste pod zastitou Ceskoslovenské mikrobiologické
spole¢nosti spolu se slovenskou kolegyni RNDr. Miloslavou ProkSovou, CSc.,
v pravidelném rezimu organizovala konference Mikrobiologie vody (od
roku 2012 Mikrobiologie vody a prostfedi).

Jak hodnotite tuto tradici odbornych setkani mikrobiologl se stejnym
zameérenim? Na kterou akci nejradéji vzpominate?

RNDr. Jifi Hausler, DrSc., byl dlouholety pracovnik VUV TGM, ktery odesel
v devadesatych letech. PfestoZe jsem se s nim ve VUV TGM nepotkala, méla
jsem moznost s nim spolupracovat pfi pfipravé fady Ceskych technickych
norem. Poznala jsem ho na své prvni konferenci Mikrobiologie vody v roce
1994 ve Staré Turé, kde jsem referovala prvni poznatky o mFC médiu (pozn.red..
selektivni kultivacni médium pro stanoveni termotolerantnich bakterii). Od té
doby se uskutecnilo 16 obdobnych velmi pfijemnych akci, ur€enych pro mikro-
biology vody, z nichZ pét jsem organizovala.

Tato odborna setkani mikrobiologl jsou vzdy skvéla. Nastésti se v nasem
oboru dafi udrzovat pratelskou, nikoliv nezdravé konkurenéni atmosféru, a byla
zde navazana fada skvélych spolupraci a troufdm si tvrdit, Ze i dlouholeta pra-
telstvi. Na kterou akci nejradéji vzpominam? To je stra$né tézka otazka, zazitkd
mame za ta léta opravdu hodné. Ale vzdycky mé samoziejmé potési, kdyz po
letech Gcastnici s Usmévem vzpominaji na mnou organizované akce (napf.
Bedfichov 2000 nebo Tupadly 2011), sou€asné musim fict, Ze jsem si vZdycky
moc uzila konference, které organizovala slovenska kolegyné RNDr. Miloslava
ProkSova, CSc.

Konferenci v lofiském roce bohuzel zhatila pandemie koronaviru, ale pevné
doufam, Ze se podafi tuto akci uskutecnit v nahradnim terminu v dubnu 2021,

V roce 2018 jste se rozhodla pro zménu a po témér 25 letech jste odeSla
z VUV TGM do Statniho zdravotniho Gstavu (SZU). Co Vas vedlo k tomuto
zdsadnimu rozhodnuti?

Ja to zase za tak zasadni rozhodnuti nepovazuiji, protoze jsem piné zlstala
u mikrobiologie vody a na fadu véci, které jsem Fesila ve VUV TGM, jsem ply-
nule navazala. Navic jsme s mnoha mymi soucasnymi kolegy jiz dfive fesili spo-
le€né projekty, takze jsem je znala, a viceméné jsem védeéla, do ¢eho jdu. Po
25 letech préace na jednom pracovisti jsem preci jen potfebovala zménu. Novou
vyzvu vénovat se tématu, které mé vzdy bavilo nejvice, tedy studiu hygienicky
vyznamnych mikroorganismd ve vodach, jsem s potésenim takika bez vahani
pfijala... svého rozhodnuti rozhodné nelituiji.

Jak ukazuje aktualni situace ve svéte, ktera zvysila povédomi o existenci
mikroorganism@, ma Vas obor velkou perspektivu. Cemu se aktualné
v SZU vénujete a jaké mate dalsi plany?

Na svém soucasném pracovisti — Oddéleni hygieny vody SZU — se zamé-
fuji mnohem vice na vodu, kterd je v pfimém kontaktu s lidmi — tedy na pitnou
a koupaci vodu. V sou€asné dobé feSime napf. zajimavy projekt, ktery se tyka
vyzkumu vyuZiti recyklované vody.

V prosinci 2020 vysla nova smérnice Evropského parlamentu a Rady (EU)
2020/2184 o jakosti vody urcené k lidské spotfebé (viz nas pfispévek v tomto
Casopise). Jeji implementace do praxe pfinasi fadu vyzev, na které se velmi
tésim.

RNDr. Hana Mlejnkové, Ph.D.
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Monitoring koronaviru SARS-CoV-
v odpadnich vodach — co nam dosud ukazal

a kam smeruje

Ve VUV TGM, v. v. i,, je od dubna 2020 provadén monitoring pfitomnosti koro-
naviru SARS-CoV-2 v odpadnich vodach. Metoda priikazu je obdobna jako u kli-
nickych vzorkd, tj. pomoci PCR je zjistovana piitomnost speci ckého fragmentu
virové RNA. Vyznamny rozdil je v naro¢nosti Gpravy vzorku odpadni vody, kdy
je z ni nutné separovat Cistou RNA s minimalizaci ztrat jejiho cilového mnoz-
stvi. Analyzy provadi virologicka laboratof Vyzkumného Ustavu veterinarniho
IékaFstvi (VUVel) v Brng, ktera ma s detekci virGi v odpadnich vodach dlouho-
leté zkuSenosti. Stejny monitoring na vybranych COV byl provadén v jarnim
obdobi spole¢nosti SOVAK, ktera zjisténa data poskytla do spole¢ného hodno-
ceni. Vyhodnoceni je provadéno ve spolupraci se Statnim zdravotnim Ustavem
(SzU), ktery ze zdravotnického sektoru zajistil Gdaje o poctech in kovanych
osob v monitorovanych oblastech. V prvnim kole monitoringu bylo odebrano
celkem 137 vzork{ natokd na 40 gistirnach odpadnich vod (COV) z celého Gzemi
CR. Pozitivni nalez speci ckého fragmentu viru SARS-CoV-2 byl zji§tén u 28 %
COV v 15 % vzorkd.

V soucasné dobé probiha vyhodnoceni jarniho kola odbérd s vyuzitim Gdajl
o0 podtech in kovanych osob v konkrétnich oblastech, které byly v priibéhu
monitoringu nedostupné. Data o osobach pozitivnich na SARS-CoV-2 jsou zis-
kéna z celostatniho systému ISIN (Informacni systém infekEnich nemoci). Data
do ISIN jsou vkladana z Krajskych hygienickych stanic. Ke gra ckému zobrazeni
epidemiologické situace bylo vyuzito datum prvnich pfiznak( a pfedpoklad, ze
Clovek je infekéni az 3 dny pred timto datem a nejvice viru vylu€uje do 10. dne
od prvnich pfiznakd. U nékterych osob vylu¢ovani probiha déle nez 10 dni, coz
je v grafech zobrazeno slabsi barvou. Délka se odviji od toho, zda je znamo
datum negativniho PCR testu, pokud ne, je fada ukon¢ena po 30 dnech. Pokud
osoba zemfela, fada konci datem amrti. Grafy zobrazuji vysledky monitoringu
odpadnich vod v konkrétnich datech.

Monitoring pokrauje podzimnim kolem odbérd vzorkd odpadnich vod,
aby byly ziskany informace z druhé viny epidemie, kdy jsou po€ty in kovanych
osob fadové vyssi nez v jarnim obdobi. Podil in kovanych osob na poc¢tu oby-
vatel napojenych na sledované COV se na jafe pohyboval kolem 01 %, v pod-
zimni ving je to cca 2 %.

Za UCelem zachyceni nastupu dal3i viny zvySeného vyskytu onemocnéni
COVID-19 byla ze 40 sledovanych COV vybréana jedna stfedné velka COV, na niz
je od dubna kontinualné provadén monitoring s frekvenci odbérd 1-2 tydny. Na
této COV byla pFitomnost virovych fragmentd v jarnim kole monitoringu pro-
kazana ve 3 z 8 odbérl. Zachyt odpovidal 3-25 evidovanym in kovanym oso-
bam z vice jak 20 000 napojenych obyvatel. V oblasti napojené na tuto COV bylo
v dobé prvniviny (do 7. 7. 2020) evidovano cca 60 in kovanych osob, tj. cca 0,3 %
napojenych obyvatel. V podzimni viné zde pocet in kovanych osob stoupl na
cca 2 % (> 400 osob). Pozitivni nalez virové RNA v odpadni vodé zde od jarni
viny nebyl zachycen. Pficinou mize byt rozdil v prib&hu nemaci v jarni a pod-
zimni ving, a tedy s moznym mensim mnoZzstvim virovych €astic, obsaZzenych
ve stolici nebo moci v lokalité s intenzivnim vyskytem v jarni viné.
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Dosavadni vysledky vyzkumu ndm potvrdily informace publikované, na
zaGatku pandemie, nizozemskymi vyzkumniky o vyskytu virovych fragmentd
viru SARS-CoV-2 v necisténych odpadnich vodach. Jak vyplyva z klinickych
studii, je jejich pravdépodobnym zdrojem travici a vyluCovaci systém ¢lovéka.
Téma pfitomnosti koronavirl ve stievech a mogi vak neni dosud dostate¢né
klinicky probadano, ale vyzkum intenzivné pokracuje. Vyznamny objev udélali
védci z Hubrechtova institutu v Utrechtu, ktefi vyzkumy na tkariovych kulturach
potvrdili, Ze viry SARS-CoV-2 mohou in kovat buriky stfev a mnofZit se v nich.
Timto poznatkem se vyznamné zvySuje vyznam monitoringu odpadnich vod
a studium mozné kontaminace vodniho prostiedi. Prikaz pfenosu fekalng-
-orélni cestou viak dosud prokazan nebyl. Zatim nejsou zndmy Udaje, zda se
v télnich exkretech vyskytuji fragmenty viru u vSech in kovanych osob nebo
zda zélezi na prdbéhu a symptomech, v jakém mnozstvi, po jak dlouhou dobu,
v které fazi nemoci a zda i u bezpfiznakovych jedincl. DlleZita je také konkrétni
imunitni odpovéd in kované osoby, ktera mlze probihat rliznymi mechanismy,
z nichZ nékteré mohou genom viru rozlozit az na nedetekovatelné fragmenty.
Lze tedy pfedpokladat, Ze neexistuje pfima Uméra mezi poctem in kovanych
osob a kontaminaci odpadnich vod virovymi fragmenty.

Vysledky prvni viny monitoringu pfinesly, diky celkové velmi nizkému poctu
in kovanych osob v CR v prvni viné epidemie, jedineéné vysledky, nebot
umoznily zachytit dolni mez detekce zvolené metody. Pozitivni nélez frag-
ment(i SARS-CoV-2 byl stanoven u COV, kde byly aktualné v dany den evido-
vany 1-3 in kované osoby z objemu odpadnich vod od 6 000 do 12 000 napo-
jenych obyvatel. Vzhledem k predpokladanému ¢asovému intervalu mezi
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Obr. 1. Pfiklad COV s negativnim nélezem viru SARS-CoV-2 v odpadni vodé a pozitivnim
vyskytem in kovanych osob



hlasenim infekce a potencialnim vylu¢ovanim vir(i do odpadnich vod, je zde
vhodnéjsi jako mozné maximum pouzit kumulativni idaj o po€tu in kovanych
osob v dané lokalité za celé jarni obdobi (do 7. 7. 2020). Také v tomto pfipadé byly
v odpadnich vodach zachyceny fragmenty virové RNA jiz od 3-5 in kovanych
0sob z objemu odpadnich vod od 6 000 do 80 000 napojenych obyvatel. Tato
velmi nizka ¢isla ukazuji na velmi vysokou citlivost metody. Pfi interpretaci dat je
nezbytné vzit v Gvahu dal3i zjisténa fakta a souvislosti, kter4 budou vyznamna
pfi navrhu systematického epidemiologického sledovani odpadnich vod.
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Obr. 2. Priklad COV s pozitivnim nalezem viru SARS-CoV-2 v odpadni vodé a negativnim
vyskytem in kovanych osob v dobé odbéru vzork(
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Obr. 3. Priklad COV s pozitivnim nalezem viru SARS-CoV-2 v odpadni vodé a pozitivnim
vyskytem in kovanych osob
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Prvnim faktem je zjiSténa absence viru v odpadnich vodéach v lokalitach, kde
byl evidovan vyskyt pozitivné testovanych osob (obr. 1). Pfi¢inou mdze byt velké
nafedéni odpadnich vod, tj. hledana €astice genomu nebyla do vzorku zachy-
cena v detekovatelném mnozstvi nebo stavu (doSlo napf. k degradaci RNA
pomoci enzymd $tépicich RNA jiz pfed odbérem nebo pfi transportu vzorku).
Dalsim ddvodem mUze byt fakt, Ze se virové Castice nedostaly do traviciho
nebo vyluovaciho systému in kovanych osob, jak bylo popsano vyse, nebo Ze
se v dobé& nemoci tyto osoby nevyskytovaly v misté, kde byly evidovany jako
in kované (pobyt v zaméstnani, v rekreacnich objektech apod.).

Druhym zajimavym faktem je pozitivni nalez virovych fragmentd v odpad-
nich vodéch v lokalitach, kde nebyly hlaSeny z4dné in kované osoby (obr. 2).
Tento pfipad Ize vysvétlit pfitomnosti neevidovanych in kovanych osob, tj. bud
bezpfiznakovych, nenahlasenych, nebo evidovanych v jiném misté nez sku-
tecné pobyvaly.
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MnoZstvi odpadni vody (m?) Pozitivni nalez ve vzorku

Obr. 4. Pocet napojenych obyvatel a mnozstvi odpadnich vod u sledovanych COV
s pozitivnim nélezem SARS-CoV-2

Pocet napojenych obyvatel

kde byly nalezeny pozitivni vzorky odpadnich vod a hlaSena pfitomnost pozi-
tivné testovanych osob (obr. 3). Pro spravnou interpretaci téchto vysledkd je
tfeba dirazné akceptovat rozdily mezi typy a charakterem ¢istiren odpadnich
vod, nebot ne viechny jsou vhodné pro epidemiologické prognozy. Cistirny
odpadnich vod se lisi pfedevsim mnozstvim odpadnich vod, které jsou na né
privadény; poCtem napojenych obyvatel; délkou a vétvenim kanalizacni sité
a ve Vétsiné piipadl zpracovanim kombinace komunalnich a primyslovych
odpadnich vod (obr. 4). U velkych COV je nutné brat jesté zfetel na napojovani
dil¢ich stok a odebirat vzorky z vice mist.

Na komplikovanou interpretaci vysledk(l monitoringu odpadnich vod, ze
stejnych dlvodd, upozornili i nizozemsti kolegové (https.//www.waternewseu-
rope.com/netherlands-covid-19-sewage-measurements-di  cult-to-interpret/),
ktefi jako prvni pfisli s mySlenkou vyuZiti odpadnich vod k epidemiologickému
monitoringu.
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Prvni kolo monitoringu odpadnich vod, provadéné v jarni viné epidemie
nemoci COVID-19, pfineslo fadu zajimavych vysledkd, které budou velmi cenné
a nezbytné pro dal3i préaci na tvorbé systému, jehoZ cilem bude v€asné zachy-
ceni varovného signélu nastupuijici epidemiologické situace v CR a lokalizace
rizikovych mist. Tento cil, spolu s optimalizaci metodiky detekce viru SARS-CoV-2
v odpadnich vodach, bude v letech 2021-2022 feSen v ramci projektu ,Vyuziti
monitoringu odpadnich vod jako néstroje v€asného varovéani pfed vznikem
epidemiologické situace®, ktery byl podporen ve 4. vefejné soutézi ,Programu
bezpec€nostniho vyzkumu Ceské republiky v letech 2015-2022* (BV lll/1-VS).

Hlavnimi vystupy projektu budou dvé metodiky: ,Metodika vyuZiti moni-
toringu rizikovych biologickych agens a biomarker(i v komunalnich odpad-
nich vodéach jako nastroje pro vcasné epidemiologické varovani“ a ,Metodika
detekce vybranych rizikovych mikrobiologickych agens pomoci PCR v odpad-
nich vodach*. Metodiky budou nabidnuty kompetentnim slozkam statu k vyu-
Ziti v praxi.
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