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ANOTACE

Tato bakalarska prace se zabyva vyuzitim biosenzorti na bazi bakteriofagh pro detekci
patogennich mikroorganismi v odpadni vodé¢. V kontextu klimatickych zmén a potieby
zajisténi bezpecného opétovného vyuziti vody je dulezité, aby voda spliiovala jak fyzikalni, tak
chemické a biologické/mikrobiologické ukazatele. Z mikrobiologickych pozadavki je to mimo

jiné 1 nepfitomnost patogennich mikroorganisma.

KLICOVA SLOVA

biosenzor, bakteriofag, odpadni vody, patogenni bakterie

TITLE

Bacteriophage-Based Biosensors for Detection of Pathogenic Microbes in Waste Water

ANNOTATION

This bachelor's thesis focuses on the use of bacteriophage-based biosensors for the detection of
pathogenic microorganisms in treated wastewater. In the context of climate change and the need
for safe water reuse, it is important that the water meets physical, chemical, and
biological/microbiological limits. Microbiological requirements include, among other limits,

the absence of pathogenic microorganisms.
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UvVOD

V poslednich desetiletich celi svétova populace rostoucim vyzvam v oblasti zajisténi dostatku
pitné a uzitkové vody. Zmény klimatu, ¢astéjsi vyskyt sucha, riist populace a zvysujici se naroky
na zemédélskou produkci vedou k narGstajicimu tlaku na vodni zdroje. V této souvislosti
nabyva na vyznamu strategie recyklace odpadnich vod, zejména pro ucely zavlazovani. Tato
cesta vSak s sebou nese i mozna rizika. Zejména mikrobidlni kontaminaci, kterd mize ohrozit
jak vetejné zdravi, tak 1 environmentalni stabilitu. Patogenni mikroorganismy, bézné ptitomné
v komunélnich 1 nemocni¢nich odpadnich vodach, mohou byt pfi nedostatecném ciSténi
ptevedeny do prostiedi a potravinového fetézce. Detekce teéchto organismil, jako je Escherichia
coli, Salmonella spp., Campylobacter spp. ¢i Legionella pneumophila, je proto zasadni pro

rozhodovani o mikrobiologické bezpecnosti recyklované vody.

Dosud pouzivané metody mikrobiologické analyzy, zejména kultivacni, molekularné
biologické nebo imunochemické, jsou sice ucinné, ale Casto naro¢né na c¢as, personal
1 vybaveni. V poslednich letech se proto pozornost vyzkumu obraci k biosenzorim, které
ptedstavuji rychlou a citlivou alternativu. Zvlastni misto mezi nimi zaujimaji bakteriofagové
biosenzory, které vyuzivaji prirozenou schopnost fagii selektivné napadat konkrétni bakterialni
druhy. Diky tomu umoziiuji velmi pfesnou detekci i v komplexnich matricich, jako jsou odpadni
vody. V kombinaci s pokro¢ilymi materidly (napf. kovové-organickymi nosi¢i ¢i
elektrochemickymi platformami) 1ze dosdhnout vysoké citlivosti, rychlosti odezvy a moznosti

terénniho nasazeni.

Cilem této bakalafské prace je predstavit moZnosti vyuziti bakteriofagovych biosenzorh
v oblasti detekce patogennich mikroorganismi ve vycisténé odpadni vod¢, s diirazem na jejich
roli v ochran¢ vetejného zdravi a zajisténi bezpecnosti pii opétovném vyuziti vody. Prace
rovnéz zohlediiuje aktualni stav evropské 1 Ceské legislativy tykajici se kvality recyklované
vody, rizik spojenych s nemocni¢nimi odpadnimi vodami a diskutuje potencial té€chto nastroji

v ramci moderniho vodniho hospodaistvi.
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1. Biosenzory

Biosenzory nachazeji vyuziti v mnoha odvétvich moderni doby. Pouzivaji se v medicing,
piikladem mize byt glukometr, v potravinafstvi se vyuzivaji k detekci patogennich
mikroorganismu a slouZi tak ke kontrole kvality potravin, v oblasti biotechnologii se uplatiiuji
pti sledovani biochemickych procest a jejich mozného zdokonalovéani. V neposledni fadé se
zacaly ¢im dal vice uplatiiovat v oblasti ekologie, kde jsou vyuzivany ke kontrole Cistoty

a kvality vod 1 ovzdusi (Chadha et al., 2022).

Jedna se o analyticka zafizeni, ktera deteku;ji specifické latky nebo biologické procesy pomoci
detek¢niho systému s pouzitim transduktoru, ktery pfevadi biologicky signal na méfitelny
elektricky signal. Ten je Casto preferovan pro snadnou analyzu, zpracovani a prenos dat, a proto
je u vétsiny systému cilem ho ziskat bud’ pfimo, nebo po sekundarnim pievodu. Tento signal je

nasledné méten detektorem a vyhodnocen (Singh et al., 2021).

Jako zéakladni cCasti biosenzoru se povazuji: bioreceptor (biorekognicni Cast), pfevodnik
a sestava elektroniky vyhodnocujici signaly (Singh et al., 2022). Tyto jednotlivé komponenty

biosenzoru a jejich propojeni je vidét na Obrazku 1.

analyt — bioreceptor — prevodnik — elektronika vyhodnocujici signily — zobrazeni signilu
telni sekrety
, i
-
I analyty
bioreceptory ~ - .
enzymy : -
it ./zm\ | )
nukleove kyseliny sestava elektroniky
biomimetické p!*e\- oduiky zesilovace
piezoelektricke
elektrochemické procesory
op tlc%s:e L moduly pro pfenos dat
kalorimetricke

Obrazek 1: Schéma vyhodnocovani vzorkii s pouZitim biosenzoru (upraveno dle Polat et al., 2022)
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1.1. Popis jednotlivych ¢asti biosenzoru

Biorekognitivni prvek neboli bioreceptor je Cast biosenzoru, kterda méa schopnost specificky
interagovat se stanovovanymi latkami v analytickém vzorku (Chadha et al., 2022). Dle tohoto
prvku se nasledné voli i transduktor tak, aby dokazal zachytit zmény vyvolané po vazb¢ analytu

prave s touto ¢asti biosenzoru, kterd je pevné adherovéana na povrch transduktoru.

Jako biorekognitivni prvek se nejcastéji pouzivaji enzymy, které katalyzuji preménu substratu
na produkt za vytvoreni méfitelného signalu nebo protilatky, které se specificky vazou na
epitopy cilovych molekul. Tato vazba se Casto znaci pomoci znacek (napi. fluorescencnich).
Dale lze vyuzit nukleové kyseliny, diky schopnosti komplementarity bazi se sekvencemi cilové
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) nebo ribonukleové kyseliny (RNA). Dalsimi moznostmi
jsou proteiny, zivé bunky, aptamery (Chambers et al., 2008), a v neposledni tadé také
bakteriofagy, kdy mlze byt vazba na detekovanou bakteridlni buitkku znacena ptimo, nebo se

vyuziva schopnosti faga napadat a nicit struktury (Al-Hindi et al., 2022).

Dalsi ¢asti je prevodnik, jehoZ typ, ktery bude pro dané analytické vySetfeni pouzit, zavisi na
mnoha faktorech. Zalezi ptedevSim na typu pouzité biologické komponenty, a jejim piipadném
znaceni a vlastnim mechanismu pfemény vzniklého signélu na signal elektricky (Polat et al.,
2022). Cidlem transduktoru miize byt elektroda, optické vlakno, fotodetektory, krystaly

a mnoho dalSich. Do mista ¢idla se nasledné aplikuji vzorky pfipravené k analyze.

Soucasti sestavy elektroniky je 1 prvek zesilujici signaly, procesor, ktery nasledné tyto signaly
zpracuje podle zavedenych algoritmi, pfevodniky signalti, pro pievod mezi riznymi formami
a obsahuje také komunika¢ni moduly pro pfenos dat do externiho zafizeni pro interpretaci

vysledkt (Malhotra et al., 2017).
1.2. Mechanismus fungovani

Specificky biologicky materidl (bioreceptor) musi byt nejdfive imobilizovan bézné
pouzivanymi metodami (Tetyana et al., 2020), jako jsou napftiklad fyzikalni zachyceni, kdy je
materidl ukotven v polymerni nebo gelové matrici a membranové zachyceni, kdy je matrici
polopropustna membrana. Casté je také vyuZiti kovalentnich i nekovalentnich vazeb (Malhotra

et al., 2017; Martinkova a kol., 2017).

Tento krok fixace na urcity povrch nebo zabudovani do urcité matrice je velice dulezité pro
stabilitu biologického materialu, aby nedo$lo k jeho odplaveni nebo znehodnoceni béhem

interakce s analytem. Diky tomuto kroku Ize také méteni opakovat, nebot’” biologicky material
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zUstava na svém misté a neni nutné jej pii kazdém pouziti znovu ptidavat. Dochézi také ke
zlepseni a vétsi spolehlivosti detekce, protoze nedochazi k rusivému pohybu piebytecnych
soucasti analytu, které by mohly ovliviiovat signal. Jako hlavni diivod tohoto kroku je potieba
uvést integraci s transduktorem, aby mohly zmény vyvolané interakci s analytem (napf.
uvolnéni elektronti nebo iontll) byt pievedeny na elektricky signal, musi byt biologicky material

v tésném kontaktu (Malhotra et al., 2017).

Nasleduje krok interakce s analytem obsahujicim stanovovanou latku, jejiz obsah chceme
mefit. Tato latka nebo biologicky material (bakterie) se vazi na imobilizovanou biologickou
komponentu, coz vede k chemické nebo biochemické reakci. Transduktor nasledné prevede tyto
vyvolané zmény na méfitelné elektrické signaly (Tetyana et al., 2020). Ty mohou mit podobu
proudu nebo napéti. Pokud vznikd proud, musi byt pfeveden na napéti pomoci opera¢niho
zesilovace. Vysledné napéti byva velmi slabé a Casto rusené Sumem, proto je dale zesileno
a filtrovano. Tim se signal zpfesni a stabilizuje, aby mohl odpovidat skutecné koncentraci

detekované latky (Bhatia ef al., 2024; Tetyana et al., 2020).

V poslednim kroku dochazi k zesileni a naslednému méfeni signalu a jeho vyhodnoceni (viz

obrazek 2; Malhotra et al., 2017).

[ bioreceptor ]-f-—{ analyt ]
¢

Vazany ana

=

chemicka reakce

oAb

elektricky signal

meéfeni

-

Obrazek 2: Postup vzniku méritelného signalu (upraveno dle Malhotra et al., 2017)

1.3. Déleni biosenzoru

Biosenzory lze délit mnoha zplisoby, ale mezi nejbeznéji pouzivané patii déleni dle typu

zvoleného prevodniku a déleni dle pouzitého biologického materidlu.
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Podle biologické slozky lze senzory rozd¢lit na: biokatalytické, jejichz funkei je podpora nebo
urychleni chemické reakce (enzymové, bunécné) a afinitni, které detekuji specifické vazebné
interakce mezi analytem a senzorem (imunosenzory, receptory s DNA, protilatky) (Martinkova

a kol., 2017).

Dle typu ptevodniku lze biosenzory roztfidit na elektrochemické, kalorimetrické, optické

a piezoelektrické (Karami and Kazemi-Lomedasht, 2022).
1.3.1. Elektrochemické biosenzory

Tento typ miize byt dale roz¢lenén do Ctyf podskupin dle vyvolané zmény, na biosenzory
potenciometrické, kdy dochazi ke zméné potencidlu mezi pracovni a referenéni elektrodou bez
prichodu proudu; voltametrické, kdy je potencidl fizen a postupné se méni (naptiklad linearné
nebo pulsné) a vysledny proud vznikd redoxnimi reakcemi probihajicimi na povrchu elektrody
jako odpovéd’ na aplikovany potencial; ampérometrické, kdy vznika elektricky proud mezi

elektrodami a impedimetricky, kde je méfenou zménou zména impedance (Singh et al., 2021).

1.3.2. Kalorimetrické biosenzory

Jsou zaloZzeny na méfeni teplotnich zmén vyvolanych chemickymi nebo biochemickymi
reakcemi analytu a biosenzoru. MlZe dochéazet jak k uvolnéni tepelné energie, tak k jejimu
spotfebovani. Pomoci termistorti jsou tepelné zmény prevedeny na elektricky signal.

PouzZivaji se k monitorovani metabolickych procest, detekci enzymovych reakci (napf.

v glukometru) nebo pii analyze potravin (Polat et al., 2022).

1.3.3. Piezoelektrické biosenzory

Princip méfeni spociva ve zménach mechanickych vlastnosti na povrchu biosenzoru, které jsou
zpisobeny vazbou analytu a specifického biologického materidlu. Tyto mechanické zmény
hmotnosti, pruznosti nebo hustoty jsou pfevedeny na elektricky signdl pomoci

piezoelektrického efektu (Malhotra ef al., 2017).

1.3.4. Optické biosenzory

Tyto biosenzory pracuji na zakladé zmény optickych vlastnosti v zavislosti na reakci mezi

analytem a biosenzorickym prvkem. Mize dochazet ke zméné intenzity, vinové délky,
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fazovému posunu nebo tieba ke zmén¢ polarizace svétla. Na zdklad¢ téchto zmén se pouzije
opticky pfevodnik, ktery mize byt zalozen na mnoha principech.

Tento typ biosenzorii lze na zdkladé¢ pouzitého specifického typu optického pievodniku
klasifikovat do hlavnich skupin biosenzorti s pouzitim: optického vldkna, kruhového
rezonatoru, interferometru, optického vlnovodu, fotonickych krystali, fluorescence

a povrchové plazmonové rezonance (SPR) (Singh et al., 2023).
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2. Bakteriofagy

Jedna se o virovou castici, ktera je schopna napadat a nicit bakterialni bunky. Jejich vyskyt je
ubikvitarni, stejné tak, jako vyskyt jejich hostitelii. Fagy jsou jedni z nejrozsifenéjSich
mikroorganismu na svété. Hraji kliCovou roli v udrzeni rovnovahy bakteridlnich populaci ve
vSech prostredich, jako je voda, ptida, mikrobiom zvifat a lidi, ale maji také mnoho dalSich
funkci (Hussain et al.,2021). Zprosttedkovavaji mimo jiné horizontalni pfenos gent, coz hraje

zasadni roli v evoluci bakterii, ovliviiuji jejich virulenci a dalsi vlastnosti (Ktivak, 2021).

Tento styl pienosu genetické informace bakteriofagy se nazyva transdukce a mtize byt bud’
specializovand, nebo generalizovana. Do fagové kapsidy se dostane bakterialni DNA ptimo
béhem jeho reprodukce v hostitelské buiice. U specializované transdukce, bakteriofag integruje
svlj genom do bakteridlniho a nasledné pfi své excizi pojme €ast bakteridlniho genomu, ktery
nasledné muize po infekci dalSiho hostitele integrovat do jeho genomu a tim obménit jeho
genetickou vybavu. Naopak generalizovand transdukce probihd zcela nahodné, kdy si fag
b&hem svého Zivotniho cyklu zahrne do své kapsidy nahodné sekvence (Hurych a kol., 2021).
Pro tyto schopnosti jsou bakteriofagy hojné vyuzivany v genomovém inzenyrstvi nebo ve

fagové terapii.

Zakladni stavba je u vSech typti podobna, 1isi se predevsim ve velikosti (20-200 nm) a tvaru.
Genetickd informace virusu je obsaZzend v DNA nebo RNA. Oba typy nukleovych kyselin
mohou mit jednovldknovou i dvouvldknovou strukturu uloZenou v proteinové kapsid€. Ta
prechazi v kréek a nasledné bic¢ik a ma vétSinou tvar ikosaedru. Vespod se nachédzi hexagonialni
bazalni ploténka s hroty, které poméahaji k proniknuti fagti do hostitelské bunky. Pro ptichyceni
na urcité povrchové receptory vyskytujicich se na hostitelské buiice slouzi bicikovéa vldkna

(Vankova a kol., 2018).
2.1. Zivotni cyklus bakteriofagt

Fagy se dle svého zivotniho cyklu déli do dvou skupin, virulentni a temperované. Virulentni se
po napadeni svého hostitele zacnou mnozit a tim zptisobuji lyzu této bunky (Hurych a kol.,
2021). Tento lyticky zivotni cyklus za¢ind adsorpci faga na nékterou ze struktur bakteridlni
buniky (Obrazek 3). Fag néasledné penetruje svoji nukleovou kyselinu do cytoplazmy, kde je
zahajen proces replikace s vyuzitim DNA polymerazy bakterialni bunky. Nejprve vznikd rana
fagova mRNA, syntéza proteini kontrolujicich dalsi faze replikace a tzv. pozdnich bilkovin
faga, které hraji klicovou roli pfi tvorbé novych virovych ¢astic. Jakmile jsou vS§echny nezbytné
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komponenty nasyntetizovany, dojde k jejich sestaveni do kompletnich virionli, které¢ se
nasledné uvolni do okoli pomoci endolyzint, které rozrusi bakterialni buiiku. Uvolnéné viriony

poté mohou infikovat dalsi vnimavé buniky (Vaiikova a kol., 2018).
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Obrazek 3: Struktury vhodné pro adhezi bakteriofiga na bunécnou sténu (upraveno dle Hussain et al., 2021)

(4) Struktury a receptory bunécné steny gramnegativnich bakterii. (B) Receptory bunécné steny grampozitivnich bakterit

Temperované bakteriofagy s lyzogennim cyklem jsou ty, které se po infekci vnimavé bunky
integruji do jejiho genomu a replikuji se spole¢né s ni, ¢imZ jsou nukleové kyseliny faga
pfenaSeny do dcefinych buné€k (vertikalni pfenos). Jakmile je proces pferuSen vnéj$imi faktory,
jako je UV zafeni nebo stres, mize dojit k uvolnéni profaga (zména v lyticky cyklus), a ten se

tak stane virulentnim (Hurych a kol., 2021; Hussain ef al., 2021).

Oba tyto zivotni cykly jsou zobrazeny na Obrazku 4.
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Obrdzek 4: Zivotni cykly bakteriofagii (Varikovd a kol., 2018)

2.2. Taxonomie

Taxonomie bakteriofagli je dynamickd, s kazdym nové objevenym druhem nebo na zakladé
sekvenovani je nazvoslovi pravidelné aktualizovano prostiednictvim webovych stranek
Mezinarodniho vyboru pro taxonomii virti (ICTV). V nasledujicim textu jsou uvedeny nékteré
ptiklady bakteriofagii specifické pro bakterii Escherichia coli (E. coli) a jejich zatazeni do
pfislusného tadu ¢i Celedi. E. coli je povaZovana za indikator fekalniho znecisténi vod a je

jednim z nejvice rozsitenych patogennich mikroorganismi v odpadnich vodach.
2.2.1. Rad Caudovirales

Jednim z nejrozsitenéjSich a nejlépe prostudovanych fadit bakteriofagi je fad Caudovirales,
znamy také jako ,,ocasaté fagy*. Tento fad zahrnuje tfi hlavni ¢eledi Myoviridae, Siphoviridae
a Podoviridae. Nazvy Celedi 1 samotného fadu jsou odvozeny z feckych a latinskych slov, ktera
popisuji charakteristiky jejich ocast. (Lavigne et al., 2012). Tyto rozdily ve struktufe a stavbé

jsou patrné na Obrazku 5.
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Obrazek 5: Typicka stavba bakteriofagii z radu Caudovirales (Havrankova, 2020)

Do celedi Myoviridae patii bakteriofag T4, ktery je specificky pro E. coli. Je zndmy svou
slozitou strukturou. Slouzi jako model pro studium vird a genetickych procesii. Obsahuje
dvouvldknovou DNA, kterou vpravuje do hostitelské bakterie v lytickém cyklu. Fag T4 byl
klicovy pro vyzkum struktury a funkce DNA. Jeho jednoduchy cyklus replikace a jasné
definovana biologie pomohly védctiim porozumét zékladnim procestim, jako je replikace DNA,

transkripce a translace.

Do celedi Siphoviridae patii bakteriofag A, ktery rovnéZ napada gramnegativni bakterii E. coli.
Tento fag miZe volit mezi dvéma Zivotnimi styly — lytickym a lyzogennim. To fidi
mechanismus zndmy jako geneticky spinac¢. V lyzogennim rezimu se fagovy represor CI vaze
na specifické regulaéni sekvence (operatory) a timto zpisobem nejen potlacuje aktivitu
lytickych promotort, ale zaroven aktivuje promotor zodpovédny za udrzeni lyzogenniho stavu
(Lewis and Adhya, 2024). Naopak pro navozeni lytického cyklu funguje protein Cro, ktery
potlacuje expresi jiZz zminovaného lambdového represoru. Toto rozhodnuti zavisi na

podminkach prostiedi a hostitelské burice.

Mezi zastupce fagi z Celedi Podoviridae patii bakteriofag T7. Diky vyhodam, jako je maly
genom, dobfe prostudovana funk¢ni genomika, rychly Zivotni cyklus a vysoka stabilita, je fag

T7 Siroce vyuzivan v mnoha oblastech, vCetné biologie, mediciny a ekologie (Yu et al., 2022).
2.2.2. Celed Leviviridae

Celed Leviviridae zahmuje dva rody, Levivirus a Allolevirus (obsahuje del$i genom). Jedna se

o jednovldknové RNA bakteriofagy, které se vyskytuji po celém svéte, zejména ve splaScich,
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odpadnich vodach a ve vykalech lidi a zvifat. Nejsou pro cloveka Skodlivé. Kromé
enterobakterii mohou druhy celedi Leviviridae infikovat také bakterie z rodt Caulobacter,
Pseudomonas a Acinetobacter, ptipadné i mnoho dalsich gramnegativnich bakterii, pokud maji
na svém povrchu vhodné pili. RNA kolifagy jsou ¢asto pouzivany jako indikatory pro detekci
enterovirll v odpadnich a povrchovych vodéch, vzhledem k tomu, Ze E. coli je bézné pfitomna
ve vykalech, mlize jejich ptfitomnost naznacovat, ze voda byla kontaminovana fekaliemi, coz
muZe znamenat 1 pfitomnost dalSich patogennich mikroorganisma (van Duin and Olsthoorn,

2012).

Tyto bakteriofagy obsahuji jeden z nejmensich genomt, s délkou kolem 35004200 nukleotidt.
U vSech zastupcii této Celedi, u kterych je znam cely genom, se vyskytuji pouze Ctyfi geny

(Bollback and Huelsenbeck, 2000).

Mezi nejznaméjsi zastupce této Celedi patii MS2 fag, ktery napada piedevsim bakterii E. coli.
Ma ctyii geny, které koduji proteiny nezbytné pro jeho replikaci a tvorbu novych virionil
v hostitelské butice. Obsahuje gen, ktery kdduje protein pro obal viru (kapsidovy protein), déale
gen pro RNA-dependentni RNA polymerazu, a také dalsi proteiny, které jsou dulezité pro cely

proces infekce.

Jeho jednoduchy genom a vysoka mutaéni frekvence (10 bp/replikace), umoznila védciim
studovat, jak se RNA viry chovaji, jak mutuji a jak interaguji s hostitelskymi buiikami (Bollback
and Huelsenbeck, 2000).
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3. Fag jako biorekognitivni prvek biosenzoru

Historie pouzivani bakteriofagl ve védeckém odvétvi sahd jiz do zacatku 20. stoleti, jeste pred
objevenim antibiotik. Tehdy byly fagy v Evropé uzivany k boji proti nemocem jako byla
cholera a mor. Po objeveni antibiotik byl terapeuticky potencial bakteriofagii upozadén a byly
vyuzivany pouze k vyzkumu (Haq et al., 2012). V soucasnosti, kdy se zvySuje rezistence
bakterii na antibiotika, a zaroven se zvysuje pocet patogennich mikroorganismi v odpadnich

vodach, se tak bakteriofagy dostavaji opét do popiedi a nachazeji vyuziti 1 jako biosenzory.

Fagy mohou byt pouzity jako ucinné slozky biosenzorii, diky své specifit¢ na povrchové
struktury bakterii, na které jsou zacileny. Ocasy bakteriofagh obsahuji specifické proteiny,
pfedevs§im tzv. receptor-vazebné proteiny (RBPs), umisténé na koncich, které se vdzou na
specifické receptory na povrchu cilové bakterie. Rozhodujicim faktorem je predevsim rozdil ve
sloZzeni bunééné stény grampozitivnich a gramnegativnich bakterii a schopnosti bakteriofaga
lyzovat bunku, kdyZz prochazeji svym zivotnim cyklem, coz mtze byt vyuzito k detekci urcitych
signalt (Shivaram et al., 2023b). Fagy prochazejici lytickym Zivotnim cyklem jsou
preferovany, nebot’ piimo zplsobuji rychlou destrukci hostitele. Naopak lyzogenni
bakteriofagy nejsou pro detekci patogenti idedlni pravé z divodu neschopnosti dany

mikroorganismus piimo znicit (Sinha et al., 2018).

Mnoho bakteriofagh vSak patii mezi temperované, coz znamend, ze po infekci hostitelské
buiiky si mohou zvolit mezi lytickym a lyzogennim vyvojovym cyklem. I kdyz lyzogenie casto
poskytuje evolu¢ni vyhodu, nebot’ umoziiuje fdgové DNA pretrvavat v populaci bez destrukce
hostitele a mize tak probihat vertikalni pfenos, infikovana buiika ziistdva ohroZena superinfekci
jinymi fagovymi casticemi. Tyto superinfekéni fagy mohou byt homotypické (tizce piibuzné
profagu), mezotypické (sttedné piibuzné), nebo heterotypické (zcela odlisné). Za téchto
okolnosti musi temperované fagy vyvijet sofistikované regulacni mechanismy, které nejen
stabilizuji lyzogenni stav, ale zdroveil umoziiuji aktivni obranu proti superinfekci a obchazeni

obrannych systému jinych profagi v genomu hostitele (Mavrich ef al., 2019).

Jednim z téchto regulacnich mechanismu je schopnost pietrvavat v hostitelské populaci diky
tzv. homoimunité — jedna se o situaci, kdy bakterie obsahujici profag ziskava ochranu pted
napadenim jinymi lytickymi fagy (Shivaram et al., 2023b). Homoimunita je pro konstrukci
biosenzorti cenna, nebot’ zajiStuje specifitu detekce tim, ze brani opakovanému napadeni
infikované buiiky. UmozZiluje tedy piesnéjsi a stabiln€j$i méteni. Naptiklad kolifagy HK97 a A

sdileji homotypni imunitni systémy. KdyzZ je bakterie infikovana profagem A, ziskava imunitu
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proti superinfekci jak samotnym fagem A, tak i1 figem HKO97. Tento ochranny efekt
zprostfedkovava represorovy protein Cl, ktery rozpoznava regulacni sekvence odpovédné za
lyticky cyklus u obou fagii a inhibuje jejich aktivaci, ¢imz zabranuje pifechodu do lytického

cyklu (Mavrich et al., 2019).

Dalsi z alternativnich forem piezivani fagi je tzv. stav ptrechodného nosice (pseudolyzogenie),
kdy virus nevstupuje ani do lytického, ani do lyzogenniho cyklu. Tento stav je typicky pro
prostiedi s nizkou dostupnosti zivin a mtize byt prerusen, jakmile se zlepSi podminky, coz

umozni obnoveni lytického cyklu (Chevallereau et al., 2022).

Nové poznatky o téchto zivotnich cyklech fagl oteviraji moznosti jejich fizené¢ho vyuziti. Lze
aktivovat lyzogenni fagy pouze ve chvilich, kdy je potieba regulovat pfemnozené populace

cilovych bakterii, coz lze vyuzit pti detekci (Shivaram et al., 2023b).

Dalsi vyhodou pro pfesné monitorovani mikrobialnich spoleCenstvi je schopnost rozliSeni
mrtvych a zivotaschopnych bunék. To potvrzuje studie, kdy byl jako elektrochemicky
biosenzor pouzit modifikovany bakteriofag T4 s mikroelektrodou. Takto upraveny fag byl
schopen identifikovat s detekénim limitem 14 CFU/ml veskeré bakterialni buniky E. coli, v€etné

mrtvych (Xu et al., 2020).

Pro rychlou identifikaci bakterii maji biosenzory zalozené na bakteriofazich i mnoho dalSich
pozitivnich aspektli. Odolavaji teplotdm az 90-97 °C a zlstavaji stabilni v Sirokém rozsahu
organickych rozpoustédel a pH (3—14). Navic jsou bakteriofagy velice adaptabilni a schopni
vlastni replikace (Shivaram et al., 2023b). Na rozdil od bé€zné uzivanych a vice dostupnych
protilatek je také mnohem snazsi a levnégjsi je ve velkém mnozZstvi vyrabét. V neposledni fad¢
je dilezité zminit, Ze neinfikuji lidi, takZe jsou navic 1 bezpecné pro pouziti a Setrné k Zivotnimu

prostiedi (Sachdeva et al., 2024).

Prestoze bakteriofagy vykazuji znaény potencial vyuZiti v biosenzorech, soucasné technologie
stale vyZaduji vyrazna zlepSeni z hlediska citlivosti, selektivity a funk&nosti, neZ budou moci
byt komeréné vyuzity. Nové praktické rozpoznavaci prvky by pomohly zlepsit detekci

potifebnych parametrti, zejména ve vzorcich odpadnich vod.
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3.1. Izolace fagi

Pro praktické vyuziti fdgovych biosenzort je zasadni nejprve izolovat bakteriofagy cilené na
konkrétni patogenni kmeny. Tento krok umoziiuje navrhnout biosenzor schopny presné odlisit
patogenni bakterie od ostatnich slozek ve vzorku diky cilené vazb¢ fagt. Proto je kvuli jejich
uzké specificité¢ potieba peclivého zvazeni a vybéru pied implementaci biosenzorti nebo

fagovych terapeutickych fesSeni (Boeckaerts et al., 2021).

Vzhledem k tomu, Ze fagy samy o sob¢ nerozliSuji mezi patogennimi a nepatogennimi kmeny
bakterii t¢hoz druhu, je nezbytné mit zavedené specifické izolacni protokoly cilené pravé na
specifické patogenni kmeny. Po izolaci lze fadg vyuzit k vyvoji biosenzoru, ktery
prostiednictvim reportérského systému, jako je luciferaza, signalizuje ptitomnost cilové

bakterie (Runa et al., 2021).

Bakteriofagy vétSinou koexistuji v prostfedi spolecné se svymi hostiteli a pomahaji tak
regulovat bakterialni populace. Proces izolace probihd pomoci n€kolika krokii zahrnujicich
centrifugaci nebo dvoustupilovou filtraci. Nejprve je vzorek prefiltrovan ptes polymerovou
membranu s definovanou velikosti porti 0,45 um, coz umoziuje selektivni zachyt prokaryotnich
bun¢k a jinych castic nad urcitou velikostni hranici, zatimco mensi Céstice, jako jsou viry,
mohou membranou volné prochazet. Nasleduje filtrace skrz membranu o velikosti pora 0,22
um pro odstranéni zbylych bakterii anebo bakteridlnich spor. Cilem téchto krokl je ziskat
vzorek, ktery obsahuje co nejcistsi virovou suspenzi, kterou Ize déle dle potfeby docistit nebo
zakoncentrovat (Runa ef al., 2021). Postup extrakce bakteriofagové suspenze a jeji skladovani

je znazornéno na Obrazku 6.
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Obrazek 6: Postup ziskani bakteriofdgové suspenze (upraveno dle Runa et al., 2021)

24



Pti praci s komplexnimi matricemi, jako je aktivovany nebo anaerobni kal z ¢istiren odpadnich
vod, je Casto nutna prediprava, nebot’ fagy mohou byt vazadny na pevné ¢astice nebo uvéznény
ve strukturach jako jsou shluky Castic a biofilmy. Adsorpce fagi je ovlivnéna iontovym
prostiedim vzorku, a proto lze jejich desorpci podpofit zménou pH a iontové sily prostiredi.
Zménu podminek lze provést pouzitim pufrti nebo tenzidii, ¢asto v kombinaci s fyzikalnimi
metodami (Runa et al.,, 2021). Bez téchto krokii mize dojit k podhodnoceni skute¢né
koncentrace fagl ve vzorku a ziskani nereprezentativniho vzorku (Wu et al., 2017). Pro lepsi
pochopeni chovani fagii v téchto prostiedich a optimalizaci extrakce je potfebny dalsi vyzkum

zaméfeny na fyzikalné-chemické interakce mezi bakteriemi a fagy v kalu.

BéZnou praxi pfi samotné izolaci fagi je pouziti jednoho specifického bakteridlniho hostitele,
s nimZ je suspenze inkubovéna za Ucelem obohaceni — tedy zvySeni koncentrace fagovych
¢astic (Obrazek 7). Tento krok je klicovy zejména tehdy, kdyz je koncentrace fagh ve vzorku

nizkd (Hyman et al., 2019).

Nésledné lze vyuzit plakové testy pro zjiSténi hostitelské specificity. Plaky na agarovych
deskach mohou mit rizné morfologie, coz naznacuje ptitomnost vice fagovych typi. Proto se
jednotlivé plaky opakované pieoCkovavaji do cerstvé kultury hostitele, dokud nejsou na
deskéch ptitomné pouze morfologicky jednotné plaky. Tim se ziska morfologicky jednotna
a geneticky stabilni fagova kultura vhodna pro dalsi pouziti. (Runa et al., 2021; Shivaram et al.,

2023a).

Dtlezitou metodou pro charakterizaci a kvantifikaci faga je analyza jedno-fazové rlstové
kiivky, ktera se provadi nejcastéji metodou s dvojitou agarovou vrstvou. Spodni tuhd agarova
vrstva slouzi jako stabilni zdklad. Na tuto vrstvu se nalije smichana suspenze faga s mékkym
agarem a hostitelskymi bunikami. Petriho miska se nechd ztuhnout a néasledné se inkubuje.
Inkubace probihd pii 37 °C, coz zajiStuje pozitivni adsorpci fagovych castic na hostitele
(Khorshidtalab et al., 2022). Béhem riistu hostitelskych bakterii dochazi k lyze v mistech, kde
viry infikuji a ni¢i hostitelské bunky, vznikaji plaky (¢iré zony). Pomoci této techniky lze urcit
zakladni parametry infek¢niho cyklu fagi, jako je latentni perioda (doba od infekce po lyzu
bunky), doba uvoliiovani novych virionli a primérny pocet novych fagl uvolnénych po lyze
jedné buiky. Vysledny titr fagh se uvadi jako pocet plakotvornych jednotek na mililitr
(PFU/ml), vypocitany na zdkladé fedéni a objemu inokula. Pfed dalsi aplikaci musi byt fagova
kultura diikladné charakterizovana a standardizovana (Hyman et al., 2019; Shivaram et al,

2023a).
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Kromeé klasickych kultivacnich metod se nové uplatiiuji i moderni fluorescencni techniky, které
zvySuji rychlost a presnost detekce baktericidniho uc¢inku faga. Tato technika je zalozena na
pouziti resazurinu — fluorescencniho barviva pro méfeni viability bunék. Resazurin se
v pritomnosti Zivych bunék redukuje na riizovy resorufin, pficemz troven fluorescence (métena
pfi 530/590 nm) je pfimo umérna poctu zivych bakterii. Pokud fagy infikuji a lyzuji bakterie,
fluorescence klesa, coz umoziiuje rychlou a kvantitativni detekci fagové aktivity. Tato metoda
je navic pln¢ automatizovatelna a pouzitelnd v high-throughput formatu, coz z ni ¢ini cenny
nastroj jak ve vyzkumu, tak v primyslové praxi, zejména v kontextu boje proti antibiotické

rezistenci (Gilbert-Girard et al., 2020).

K findlni identifikaci morfologie jednotlivych fagh se bézn€ pouziva transmisni elektronova
mikroskopie. Diky negativnimu naboji suspenze fagii v roztoku kovovych soli jsou fagy na
tmavém pozadi jasn¢ viditelné, coz umoziuje presné urceni jejich tvaru a velikosti (Shivaram

et al., 2023a).

Izolace faga

fipovd predpoldédany plakova metoda
EovE )
suspm T 1zolovany fag
5} ’ - -
+ mlubace E—— .
i\ indukee profiga O O
Trojité pasizovini plaku se zfetelnou morfologii slou
ke ujiténi, Ze se izoluje pouze jeden figovy druh.
Kvantifikace fiaga lakovi metoda
izolovany  baktering
fig hostitel B
= koneéna
’ + koncentrace faga
- [PFU/ml]

Naotkovani kazdé Petriho misky postupné fedgmm figovvm
roztokem.

Obrazek 7:1zolace a kvantifikace fagi plakovou metodou (upraveno dle Runa et al., 2021)

3.1. Modifikace bakteriofagii

V poslednich letech doSlo k vyznamnému pokroku v oblasti modifikace bakteriofagh diky
vyuziti genetického a chemického inZenyrstvi. Tyto Gpravy mohou zahrnovat nahrazeni nebo
mutace gent, predevSim téch kodujicich vazebné proteiny, nebo vkladani cizich sekvenci do

neesencialnich oblasti genomu. Chemické inZenyrstvi se naproti tomu soustfedi na upravu
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fagovych oball — ty jsou chemicky propojovany s antibiotiky, antimikrobidlnimi peptidy, ionty
tézkych kovl nebo fototermickymi latkami. Tyto zasahy vyrazné rozsifuji spektrum bakterii,

které fagy dokazou napadnout, a zvysuji jejich u¢innost pii niceni patogenti (Guo et al., 2021).

Tato prehledova studie se zamétuje pravé na metody genetické a chemické modifikace fagh
a zaroven upozoriuje na soucasné piekdzky, které brani Sir§Simu vyuziti téchto technologii

Vv praxi.
3.1.1. Genetické modifikace

Genetické upravy fagi obvykle spocivaji v mutacich, nahraddch geni nebo vkladani
cizorodych genli pomoci molekularnich technik. Cilem téchto zasahi je bud’ rozsifit hostitelské
spektrum faga, nebo zvysit jeho antibakteridlni i¢inek. Mutace a genové ndhrady se Casto tykaji
genl, které koduji proteiny ocasniho vldkna — tedy struktury, které urcuji, jaké bakterie fag
rozpoznd a infikuje. Cizi geny se naopak vétSinou integruji do nefunkénich oblasti fagového

genomu, pfi¢emz jejich produkty mohou byt pro hostitelské bakterie smrtici (Guo et al., 2021).

Genetické inzenyrstvi otevielo cestu k vyvoji tzv. reportérovych fagh, tedy bakteriofagi
upravenych tak, aby slouzily k detekci specifickych bakterii. Tyto fagy mohou nést reportérové
geny (napfiklad /ux nebo lacZ), které jsou exprimovany pouze tehdy, pokud fag uspésné
infikuje cilovou bakterialni buniku. Vyslednd produkce bioluminiscence nebo jiného signalu
pak umoziuje rychlou a citlivou identifikaci pfitomnosti patogenu. Tato technologie tak

kombinuje ptfesnost virove infekce s vysokou citlivosti molekuldrni detekce (Meile et al., 2020).

K vyvoji téchto reportérovych fagli bylo popsano nékolik technik genetické modifikace:
technika rekombinace bakteriofaghh pomoci elektropotrované DNA (BRED), kdy se pomoci
elektroporace vpravuje DNA do hostitelskych bun€k napadenych bakteriofagem a nasledné se
vyuzivd rekombinace k upravé fagového genomu (Payaslian ef al, 2021) a homologni
rekombinace s vybérem pomoci klastrovanych pravidelné rozmisténych kratkych
palindromickych repetici s asociovanymi proteiny (CRISPR-Cas) (Mahler et al., 2023). Témito
a mnoha dal§imi zplisoby genetickych uprav vznikaji fagy, které jsou schopné detekovat

bakterie s vysokou citlivosti a specifitou.

Diky témto technikdm mohou byt do bakteriofagli vnaseny geny pro enzymy. Tyto pfistupy
vedly ke vzniku fagl nesoucich reportérové enzymy, jako je luciferaza (Nluc), jako v pfipadé
modifikovaného faga T7, ktery umoziuje detekovat méné nez 10 CFU/ml E. coli ve vzorku

pitné vody do tii hodin (Hinkley et al., 2018). Dalsi studie pojednava o vyvinuti upravené¢ho
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faga T7-ALP, ktery exprimuje alkalickou fosfatdzu (ALP) k detekci E. coli. Nadmérna exprese
této fosfatazy po infekci poskytuje vysoce citlivou fluorescencni detekci bakterii (Wisuthiphaet

etal.,2019).

Dalsi moznosti zvySeni u¢innosti bakteriofagovych biosenzorii za pomoci genetické modifikace
je zivotni cyklus bakteriofagii geneticky upravit tak, aby byl vyhradné lyticky. Dojde k tomu
odstranénim gent odpoveédnych za udrzeni profaga v genomu hostitele (napt. int, am, oac)

a nahrazenim reportérovymi sekvencemi, jako je luxCDABE (Kim et al., 2017).

Jiny smér vyzkumu se zaméfuje na multiplexni detekci, tedy souCasné rozpoznani vice
patogennich mikroorganismi. Byly navrzeny dualné¢ modifikované fagy, které dokazi detekovat
ruzné cilové bakterie, jako jsou E. coli O157:H7, Salmonella Typhimurium a Pseudomonas
aeruginosa, s detekénim limitem 10*> bunék/ml i1 za pfitomnosti jinych necilovych

mikroorganismt (Wu et al., 2021).

Kromé schopnosti detekovat planktonni bunky se soucasny vyzkum stale vice zaméfuje 1 na
bakteridlni formy odolné vii¢i béznym zdsahtim — predevsim biofilmy, které predstavuji zvlast
narocny cil. Biofilm pfedstavuje strukturalné slozity utvar, tvoteny buitkami obalenymi lepivou
matrici, slozenou pfevazné z extracelularnich polysacharidi, proteinli a DNA. Tato struktura
poskytuje bakteriim vysokou miru ochrany pied vnéj$imi vlivy, jako jsou antibiotika, oxida¢ni
stres, predace nebo napadeni fagem. V prostiedi, jako jsou nemocnice, vodovodni systémy ¢i
zdravotnické pomicky, se biofilmy béZzné¢ vyskytuji a jsou povaZovany za jeden z hlavnich

mechanismt bakteridlni rezistence (Guo ef al., 2021).

Tato skute¢nost vedla odborniky k hledani novych zptisobt, jak biofilmy narusit. Jednim
z prvnich uspéSnych piistupti bylo vyuziti enzymu DspB, ktery cilen¢ Stépi polysacharidy
stabilizujici biofilm. Studie ukazaly, Ze pouZiti tohoto enzymu vedlo k témét uplnému potlaceni
tvorby biofilmu u riznych druhti bakterii. Na zaklad¢ téchto poznatka byl vytvoien geneticky
upraveny fag T7DspB, jenz nese gen pro DspB a béhem infekce efektivné degraduje biofilm.
Ve srovnani s béznym fagem T7 vykdzal tento modifikovany fag pfiblizné stokrat vyssi
ucinnost pii redukci biofilmovych bakterii. Dal$i inovativni strategie, kterd navazuje na
predesly vyzkum se zamétuje na naruseni quorum sensing, coz je komunikacni systém bakterii,
ktery reguluje mimo jiné tvorbu biofilmi. Tento systém funguje prostfednictvim autoinduktord,
napiiklad acylhomoserin-laktoni (AHL), které se hromadi podle hustoty populace. Inhibici

téchto signald 1ze zasdhnout samotny zaklad bakterialni koordinace (Guo et al., 2021).
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Ve studii Pei ef al. (2014) byl vyvinut T7 fag nesouci gen pro enzym AiiA (laktondzu), ktery
rozklada AHL molekuly a tim ucinn¢ blokuje quorum sensing. Tento pfistup vedl k vyraznému
snizeni biofilmové aktivity u smiSenych kultur Pseudomonas aeruginosa a E. coli. Takovy fag

tedy predstavuje slibny nastroj v boji proti biofilmtim i odolnéj$im bakteridlnim komunitam.

Tyto prace ukazuji prakticky piinos fagové modifikace nejen pro detekci, ale i pro pfimou
kontrolu biofilmti v narocném prostiedi. Jinou strategii, jak vylepsit specificnost a dostupnost

bakteriofagl je rozsifovani hostitelského spektra fagii pomoci modifikace ocaskovych vlaken.

Aby mohl bakteriofag uspésné infikovat bakteriadlni bunku, musi se nejprve navazat na jeji
povrch. Tento klicovy krok je zavisly na vziajemném rozpoznani receptoru na povrchové
bakteridlni struktute a specifického vazebného proteinu na fagovém ocasu. Vzhledem k tomu,
ze vétsina fagli ma unikatni struktury vldken ocasu, je jejich ptirozeny hostitelsky rozsah ¢asto

velmi uzky (Guo et al., 2021).

Vyznamny prulom pfinesl vyzkum, pfi kterém byl nahrazen gen pro dlouhé vlaknité struktury
faga T2 genem z faga IP00S. Vysledkem byl hybridni fag, ktery si zachoval §tépici schopnosti
puvodniho T2, ale zaroven ziskal $irSi spektrum odpovidajici IPO08 (Mabhichi et al., 2009).
O par let pozdéji byl vytvoren rekombinovany fag T3/T7 kombinaci gent z obou fagii. Tento
hybrid dosahl lepsi schopnosti navdzat se na bakterie a dokéazal infikovat Sirs$i spektrum
hostitelli neZ pifodni fag (Lin ef al., 2012). Presto vSak i tyto vylepSené fagy nardZely na

schopnost bakterii rychle mutovat své receptorové proteiny, a tim se branit (Guo et al., 2021).
3.1.2. Chemicka modifikace

Chemické modifikace bakteriofagii pfedstavuje u¢innou metodu, jak zlepsit jejich navazani na
povrch senzort, cozZ je zasadni naptiklad u elektrochemickych biosenzort (Xu et al., 2019).
Na povrchu fagl se nachazi aminokyseliny s riznymi reaktivnimi funkénimi skupinami, jako
jsou karboxylové kyseliny, aminy, fenoly nebo thioly, které slouzi jako mozné cile pro
chemickou konjugaci. Usp&snost modifikace zavisi na tom, jak snadno jsou tyto skupiny
dostupné, jejich chemickych vlastnostech (pKa) a na prostiedi, ve kterém se reakce odehrava.
Nicméng, ptitomnost vice nukleofilnich skupin mize nékdy zpusobit nechténé vedlejsi reakce

nebo vznik smésnych produkti i pii optimalizovanych podminkach (Carmody ef al., 2021).

Pro vétsi kontrolu a specifitu modifikace se Casto vyuZivaji mén€ béZné aminokyseliny,
naptiklad cystein, nebo se do fagh zavadéji neptfirozené aminokyseliny. U obalenych fagi se

jako dal8i moZzny cil chemickych uprav nabizeji fosfolipidy v jejich lipidovém obalu. Podobné
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strategie byly UspéSné aplikovany u lidskych obalenych virt pomoci kultivace v geneticky
modifikovanych hostitelskych bunkéach, které zaclenuji specialni chemické slozky do virovych

membran, coz muze byt slibna cesta i pro bakteriofagy (Carmody et al., 2021).

K nejcastéji pouzivanym chemickym reakcim patii tvorba kovalentnich vazeb mezi
aminoskupinami (—-NH:) na povrchu fagl a karboxylovymi skupinami (—-COOH), které jsou
vytvoieny elektrochemickou oxidaci a nasledné aktivovany cinidly, jako jsou 1-ethyl-3-
(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid a  N-hydroxysulfosukcinimid. Dal§i moznosti
imobilizace zahrnuji vyuziti glutaraldehydu nebo samouspotfadanych monovrstev, které rovnéz
reaguji s aminoskupinami fagl. Pro zvyseni hustoty navazanych viri mohou byt pouzity latky
jako cystein, cysteamin nebo cukry, avSak pfili§ vysokd koncentrace téchto latek muize naopak

snizit uéinnost diky prekryvani vazebnych mist (Xu et al., 2019).

Je diileZité mit na paméti, Ze ptili§ rozsahld modifikace mlZe negativné ovlivnit strukturu faga
a jejich schopnost infikovat bakterie, coz by mohlo sniZit jejich funkénost v biosenzorech

(Carmody et al., 2021).

Vyuziti chemickych modifikaci tak nabizi perspektivni pfistup k vytvafeni stabilnéjSich
a citlivgjSich biosenzoril, zejména pii detekci rezistentnich bakterii, protoZze nové chemikalie,
které v ptirodé neexistovaly, mikroorganismy zatim neumi u¢inné rozpoznat a odolavat jim

(Guo et al., 2021).
3.1.3. Fagové koktejly

Smés dvou a vice fagh se nazyva fagovy koktejl. Pro GispéSnou aplikaci fagové terapie, bez
rozvinuti rezistence bakterii vii¢i jednomu fagu, je ve vétSin€ pripadii nutné navrhnout tuto smés
tak, aby byl jeji efekt synergicky nebo aditivni. Pokud jsou znamy mechanismy infekce
jednotlivymi fagy, mohou vyzkumnici zdmérné¢ kombinovat fagy s odliSnymi strategiemi

napadeni hostitele (Hegarty, 2025).

Zajimavy pfistup predstavuje studie, kterd vyuZila tzv. fdgovy trénink — techniku umoziujici
evolucni adaptaci fagii na rezistentni bakteridlni kmeny. Vysledkem byly varianty schopné
infikovat Pseudomonas aeruginosa s mutovanymi O-antigeny. Kombinaci téchto novée
adaptovanych fagi s piivodnimi vznikl fagovy koktejl, ktery si udrzel G¢innost po delsi dobu

a byl efektivni viic¢i SirSimu spektru klinickych izolat (Yang et al., 2020).

Vedle téchto aditivnich u¢inkt mohou byt fadgové koktejly navrzeny tak, aby se fagy navzajem

funkén€ dopliiovaly a vytvarely synergicky efekt (Hegarty, 2025). Naptiklad fag J8—65
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produkuje enzym kolanidazu, ktery rozklada slizovitou ochrannou vrstvu v biofilmu tvofeném
nékterymi kmeny E. coli, ¢imz umoziuje fagu T7 snadnéjsi pristup k receptoriim na bunécném
povrchu. Spolecna aplikace téchto dvou fagl tedy vede k vyrazné vyssi ucinnosti nez pouziti

kteréhokoli z nich samostatné (Schmerer ef al., 2014).

Nevhodné mohou byt fagové koktejly s mnoha bakteriofagy, které napadaji stejnou strukturu,

takovy ucinek je antagonisticky a je nutné se mu vyvarovat (Hegarty, 2025).

Vyvoj fagovych koktejlii uréenych k biologické kontrole bakterii se doposud opira piredevsim
o pristup typu pokus—omyl. V praxi to znamend, ze vyzkumnici testuji rizné kombinace fagl
piimo na cilové bakterie, aby zjistili, kterd z nich je nejucinnéjsi. Tento proces je vSak ¢asove
naro¢ny a technicky komplikovany, coz omezuje jeho vyuzitelnost zejména tam, kde je potieba
rychle reagovat na konkrétni bakterialni hrozbu. Z toho diivodu roste zajem o metody, které by
umoznily piedbézny vybér optimdlnich fidgovych kombinaci bez nutnosti rozsidhlého

laboratorniho testovani (Hegarty, 2025).

Jednim z nadéjnych feSeni jsou matematické modely, které umoznuji simulovat pribéh fagové
infekce a tim predpoveédét ucinnost konkrétnich koktejli jesté pred jejich praktickym
nasazenim. Modely zaloZzené na kinetice interakci mezi fdgem a hostitelskou bakterii
predstavuji dilezity doplnék ke klasickému experimentalnimu piistupu. Umoziuji vyzkumnym
skupindm simulovat dynamiku vztahu mezi fagem a hostitelskou bakterii a odhalit tak
informace, které by bylo jinak slozité ¢i zdlouhavé ziskat v laboratofi (Delattre ef al., 2022).
Jednou z prekazek Sir§iho vyuziti téchto modelil je vSak potfeba velkého mnoZstvi piesnych
vstupnich dat, jako jsou rychlost rstu bakterii, mnozstvi virionii uvolnénych z infikované
bakterie, délka infekéniho cyklu nebo mira infek¢nosti. Jejich ziskani vyZaduje experimentalni
méfteni, coZ omezuje rychlost a hodnoceni téchto modelll. Alternativnim pfistupem miiZze byt
pouziti pravdépodobnostnich modeld, jako je Poissonovo rozdéleni, nebo prediktivni algoritmy,
které pracuji s existujicimi daty o zndmych fag-hostitel interakcich. Tyto pfistupy sice zatim
nezahrnuji komplexnost redlného mikrobialniho prostredi, pfesto predstavuji vyznamny krok

k racionalnimu navrhu koktejlti s vyssi Sanci na uspéch (Hegarty, 2025).

S rozvojem sekvenacnich technologii, predev§im metagenomiky, vyrazné vzrostla schopnost
identifikovat nové fagy a lépe chépat jejich roli v mikrobidlnich spolecenstvech. Diky témto
metodam je dnes mozné sledovat vliv fagh nejen v klinickém, ale také v environmentalnim
kontextu, naptiklad ve vodnich zdrojich ¢i odpadnich vodéach. Sekvenace navic nabizi neptimé

moznosti predikce, jaké bakterie konkrétni fagy pravdépodobné infikuji, a to na zaklade
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genetickych znakl jako jsou podobnosti v sekvencich, pfitomnost CRISPR motivii nebo
kompozice kodont. Pfestoze jsou naklady na sekvenaci v poslednich letech nizsi, zistava jeji
SirS$i vyuziti v nékterych ptipadech stale limitovano cenou ¢i nedostatkem referencnich

databazi. Vétsina fagovych gent totiz dosud nema zndmou funkci (Hegarty, 2025).

Ptes pokrocilé metody ziistava vyvoj a praktické nasazeni fagovych koktejlt slozitou vyzvou
(Hegarty, 2025). Klicovym faktorem této narocnosti je komplexni povaha vztahu mezi
bakteriofagy a jejich hostiteli, ktera je i1 ptes intenzivni vyzkum dosud nedostatecné pochopena
(Chen et al.,2019; Hussain et al., 2023). I kdyz Ize z environmentalnich nebo klinickych vzorkt
izolovat desitky rlznych fagh, ve skuteCnosti se jen mald ¢ast z nich ukaze jako skutecné

vyuzitelna v praxi (Hoang et al., 2019).

Abychom mohli vytvaret bezpecné a Gcinné koktejly, je tieba zaméfit vyzkum nejen na Groven
jednotlivych fagt, ale také na Groven jejich kombinaci a SirSiho prostiedi, v némz pisobi (Chen

et al.,2019; Hussain et al., 2023).
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4. Kontaminace odpadnich vod patogennimi mikroorganismy

S rostoucim poctem obyvatel a zvySujici se spotfebou vody zacind byt ziejmé, ze tradi¢ni vodni
zdroje jiz nedokazi uspokojit dlouhodobé potieby spolecnosti. Opétovné vyuzivani odpadnich
vod se proto dnes jevi jako klicova strategie pro zajisténi udrzitelného hospodaieni s vodou,
zejména v dob¢, kdy klimatické zmény a rostouci spotieba zpiisobuji stile vyraznéjsi

nedostatek této zivotn¢ dilezité suroviny (Bonneta et al.,2022; Salgot and Folch, 2018).

Ptibyvajici epizody sucha v poslednim desetileti, jako naptiklad rozsahlé obdobi sucha mezi
lety 2014-2018 nebo 2020 ukazuji, ze i mirné klimatické pasmo stfedni Evropy bude muset
hledat alternativni zdroje zavlahové vody (Seres, 2022). Vzhledem k pfedpokladanému vyvoji
klimatickych podminek se ocekéava, ze po roce 2040 az 2060 bude zdvlaha zcela nezbytnou
soucasti zeméd€lské vyroby 1 v mirném podnebném pasu. S tim pravdépodobné souvisi
i nutnost zménit dosavadni skladbu péstovanych plodin, tradi¢ni obiloviny a druhy rostlin
s vy$§imi naroky na vlahu, jako jsou zelenina, ovoce ¢i chmel, budou muset byt nahrazeny za

ty méné zavlahové narocné (Puncochéi,2023).

Historicky vyvoj technologii ¢isténi odpadnich vod byl izce spjat s urbanizaci — jak se populace
koncentrovala do mést, rostly i ndroky na zajisténi hygieny a ochrany vetfejného zdravi. Dnes
vSak nejde jen o odvadéni a ¢isténi znecisténé vody, ale o jeji pfeménu na novy, vyuZitelny
zdroj. Vzhledem k nartistajicimu tlaku na omezené¢ vodni zdroje vyvstava potieba hledat
alternativni zplsoby, jak vyrovnat rostouci poptavku po vodé. Recyklace a op€tovné vyuziti
odpadnich vod tak nabyvaji na vyznamu nejen jako technické feSeni, ale 1 jako strategicky
nastroj pro zajiSténi dlouhodobé vodni bezpecnosti. Je vSak zadsadni, aby tyto vody byly
dostate¢né vycistény, protoze jinak mohou predstavovat vyznamné mikrobiologické riziko pro

lidské zdravi 1 Zivotni prostiedi (Bonneta ef al.,2022; Salgot and Folch, 2018).

Na rostouci potiebu efektivniho a bezpe¢ného vyuzivani vodnich zdrojii reaguje také legislativa
Evropské unie. Zéisadni pravni ramec v této oblasti predstavuje Natizeni Evropského
parlamentu a Rady (EU) 2020/741, které stanovuje minimalni pozadavky pro opétovné
vyuzivani méstské odpadni vody urcené zejména k zemedélskému zavlazovani. Jeho cilem je
podpotfit §irsi vyuzivani recyklované vody v praxi a zaroven zajistit vysokou uroven ochrany
vefejného zdravi a Zivotniho prostiedi. Natizeni vychazi z védecky ovétenych standardi
a mezindrodn¢ uznavanych postupli a piinasi jasn¢ definovana pravidla pro technickou i

hygienickou bezpecnost celého procesu.
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Jednou z klicovych soucasti tohoto natfizeni je plan fizeni rizik, ktery slouzi k systematickému
vyhodnoceni zdravotnich a environmentalnich hrozeb spojenych s opétovnym pouzitim vody.
Tento plan je povinny pro vSechny provozovatele zafizeni, jeZ se recyklaci vody zabyvaji,
a musi byt vypracovan ve spolupraci s prisluSnymi ufady a koncovymi uzivateli. Obsahuje
identifikaci potencidlnich rizik, navrh kontrolnich opatfeni a postupy pribézného monitoringu
v celém fetézci vyuzivani vody. Provozovatelé jsou odpovédni za kvalitu recyklované vody
a musi kontinualn¢ sledovat biologické, chemické i fyzikalni parametry, jako jsou naptiklad
koncentrace E. coli, suspendovanych castic nebo zbytkového chléru. Natizeni zéaroven
stanovuje pozadavky na frekvenci valida¢nich i provoznich méteni (Natfizeni Evropského

parlamentu a Rady (EU) 2020/741).

Dulezitym prvkem pravniho ramce je také klasifikace recyklované vody do ¢tyt kvalitativnich
tiid (oznacenych A—D) (Obrazek 8) podle typu zavlazovanych plodin a zptisobu aplikace vody.
Nejvyssi tfida A je vyzadovana pro plodiny konzumované za syrova, které ptichazeji do
ptimého kontaktu se zavlaZzovanou vodou, naptiklad listova zelenina nebo jahody. Naopak tfidy
B az D se vztahuji na méné rizikové aplikace, jako jsou technické plodiny, picniny nebo plodiny
uréené ke zpracovani. Kazda tfida ma presn¢ stanovené hygienické, mikrobiologické limity
a pozadavky na typ zavlazovani i systém monitorovani. Tato kategorizace umoziuje flexibilni,
ale zaroven bezpetné vyuzivani recyklované vody v zavislosti na jejim planovaném ucelu

(Naftizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2020/74; Puskacova a kol., 2024).

Pfestoze je pravni ramec detailn¢ propracovany, nafizeni zaroven upozoriiuje na zasadni bariéry
SirSi implementace téchto opatieni, predev§im na vysoké investicni naklady spojené
s modernizaci Cistiren odpadnich vod a na nedostatek ekonomickych motivaci pro zemédélce.
K ptekonani téchto prekazek dokument doporucuje zavedeni inovativnich ekonomickych
mechanisml, kter¢é by zohledilovaly nejen piimé naklady, ale také dlouhodobé
socioekonomické a ekologické piinosy opétovného vyuzivani vody (Nafizeni Evropského
parlamentu a Rady (EU) 2020/741). Kli¢ovym krokem vSak zlstdvd jeho dusledna
implementace na narodni trovni, v€etné¢ zavedeni ekonomickych stimulti, podpory vyzkumu
a transparentni komunikace smérem k vetejnosti. Tento pfistup je nezbytny, protoZe stejné jako
v celé Evropské unii, 1 u nés stale pretrvava nedostatek investic do modernizace Cistiren, chybi
finan¢ni motivace pro uzivatele vody, feseni otdzek odpovédnosti za kvalitu vody je stale

7w N

nedokoncené a spoleCenské bariéry brani Sir§Simu piijeti téchto opatfeni (Mannina et al., 2022).
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Zavéerem je tieba doplnit, ze ¢ast technickych pozadavk, které natizeni stanovuje, navazuje na
star§i smérnici 91/271/EHS, ktera tvoii zéklad evropské politiky v oblasti ¢isténi méstskych
odpadnich vod. Na rozdil od Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2020/741 se vSak
tato smérnice zaméfuje vyhradné¢ na vypousténi vycisténé vody do povrchovych tokt
a nezabyva se jejim opétovnym vyuzitim v obéhovém hospodatstvi (91/271/EHS, 1991). Obé
pravni normy se tak vzajemné¢ dopliuji, jedna tvoii zdklad pro tradicni hygienickd opatieni,

druha reaguje na nové vyzvy spojené s adaptaci na klimatické zmény.

Winmmalni  #ida kvality reevklovans | Kategone pledin (1) Matoda zavlaZovanl
odpadn: vody
A [iechny potravinarzks plodiny | Viechny metody zavlazovani.

konmumiovans za syrova, jejichs jadld &3et
j& v phimém keontakte : recvklovanou
odpadn!  wvodou, 2 kofemove plodiny
konzumovans za syTova.

B Potravinarzske plodiny konzumované za | Vieclmy metody zavlazovani.
svrova, Jejichs jedld £ist rosts nad zemi a
neni v piimém kentaktn : recvklovanoun
odpadni vodou, zpracovans potravinarsks
plediny 2 nepotravinarzké plodiny, viemé
plodin wréenich ke krmenl zvifat na
produkel mléka a maza.

C Potravinarsks plodimy konmumeovans za | Kapkove zavlafovani (1) nebo jma
zyrova, jejichs jedla Sdst roste nad zemi a | metoda zavlafovaml, pfl nif nedochiz k
nenl v prmem kentaktn s recvklovanou | primemu komtakin = jadlow cast plodmy.
odpadnl vodou, zpracovans potravinarzkes
plediny 2 nepotravimarzke plodiny, voema
plodin wréenich ke krmenl zvifat na
produkel mléka a maza.

D Technicks a snergeticks plodiny 2 plodiny | Vieclny metody zavlaZovani (¥3).

Z osIva.

Obrazek 8: Tridy kvality recyklované vody a prislusné kategorie plodin (Narizeni Evropského parlamentu a Rady (EU)
2020/741)

(') Pokud stejny druh zavlazované plodiny spadd do nékolika kategorii uvedenych v tabulce 1, pouziji se poZadavky
nejprisnéjsi kategorie.

(?) Kapkové zavlazovani (nazyvané také kapkova zavlaha) je systém mikrozaviahy, ktery dokaze dodavat kapky vody nebo
maly proud vody k rostlinam a zahrnuje vodu odkapdvajici na piidu nebo primo pod jeji povrch pri velmi malych rychlostech

(2-20 litrii za hodinu) ze systému plastovych trubek o malém primeéru vybavenych otvory, které se nazyvaji kapkovace.

(3) U metod zavlazovani napodobujicich dést je tireba vénovat zvidstni pozornost ochrané zdravi pracovnikii a osob v okoli.
Za timto ucelem se pouziji nalezita preventivni opatieni.

Dal§im mezinarodné uznavanym standardem je norma CSN ISO 16075-1 z roku 2021.
Poskytuje technicky navod pro planovani, navrh a provoz systémi vyuZzivajicich vyc¢iSténou
odpadni vodu, zejména v zemédélstvi. Norma zahrnuje specifikaci kvality vody, navrh
infrastruktury a doporuéeni pro fizeni environmentalnich i zdravotnich rizik (CSN ISO 16075-

1,2021).
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Otazkou bezpecného vyuzivani recyklované vody se vSak nezabyva pouze evropska legislativa.
Svétova zdravotnickd organizace (WHO) jiz v roce 2006 zvetejnila soubor doporuceni, ktery
slouzi jako ramec pro tvorbu narodnich ptredpisii a hygienickych standarda pii opétovném
vyuziti vody, a to se zvlaStnim dirazem na omezeni mikrobiologickych rizik (WHO, 2006).
Na tato doporuceni navdzala WHO v roce 2016 praktickym manudlem, ktery obsahuje
konkrétni ptiklady, modely fizeni rizik i voditka pro zavadéni recyklace odpadnich vod do praxe
v raznych podminkach (WHO, 2016; Sefes, 2022).

Tyto mezinarodni rdmce a technické standardy tak spolecné vytvareji zdkladni metodické

voditko pro bezpecné vyuzivani vycisténé odpadni vody, a to napfic legislativnimi systémy.

ZkuSenosti nékterych statl potvrzuji, Ze pii spravném technologickém a legislativnim nastaveni
muze byt recyklovana voda bezpecné a efektivné vyuzivana. Izrael je v tomto ohledu svétovym

lidrem — recykluje vice nez 85 % komundlnich odpadnich vod (Reznik, et al., 2017).

Podobny piistup uplatiiuje i Spanélsko, kde klimatické podminky dlouhodobé vyzaduji
alternativni pfistupy k hospodateni s vodou — bez zavlazovacich systému zde totiz zeméd¢lci
nemaji redlnou Sanci udrzet produkéni vynosy plodin na ekonomicky pfijatelné wrovni
(Puncochar, 2023). Naptiklad ve Valencii byla zavedena kombinace ozonizace, UV dezinfekce
a biologickych filtraci, kterd umoznuje bezpecné pouzivat recyklovanou vodu pro méstskou
zelen, golfova hiisté a zeméd¢€lstvi. Vyznamnou roli zde hraje také aktivni podpora ze strany

statu a vlad regionli (Jodar-Abellan et al., 2019).

Obavy z opétovného vyuzivani vyc€isténé vody jsou CcCasto spojeny s otazkou jeji
mikrobiologické bezpecnosti a spolehlivosti dezinfek¢nich procesi. Jako vystrahy slouzi
ptipady, kdy dezinfekce vody selhala i v béZznych systémech zdsobovani pitnou vodou. Jednim
z nejznamé&jSich je tragickd udalost v kanadském mést€¢ Walkerton z roku 2000, kdy
nedostate¢né davkovani chloru a selhani monitoringu vedly ke kontaminaci vetejného
vodovodu bakterii E. coli O157:H7. Tato kontaminace zptisobila smrt sedmi lidi a vice neZ dva

tisice ptipadl otravy vodou (Frigon et al., 2013).

Ackoliv se nejednalo o recyklovanou vodu, tento piipad jasn€¢ dokladd, Ze pouhé formalni
splnéni hygienickych pozadavka nemusi byt dostate¢né, pokud chybi funkcéni systém kontroly
avalidace. V kontextu opétovného vyuziti vody to znamena, ze jakékoliv nediislednost v ¢isténi
a dezinfekci mlze predstavovat zdvazné riziko — a voda by v takovém piipadé nemohla byt

povazovana za bezpecnou ani pro Ucely zavlahy, natoz pro piimou spotiebu.
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To, Ze ani moderni dezinfekéni postupy nejsou vzdy stoprocentné U€inné, potvrzuji i zjisténi
z prostfedi evropskych nemocnic. Rizika vyskytu oportunné patogennich mikroorganismi, jako
jsou zastupci rodu Aeromonas nebo Acinetobacter, byla prokazana i v né¢kolika evropskych
nemocnicich. Jejich pfetrvavani v odpadnich vodach i po chloraci Ize pficist rezistenci téchto
mikroorganismt k dezinfekénim prostiedkiim, jako je chlor, ptipadné jejich opakovanému
vystaveni chlorové dezinfekci jesté pied vstupem do samotného Cisticiho procesu (Shivaram et

al., 2023b).

Aby se podobnym selhdnim piedeslo, je klicové je piedev§im zavedeni viceuroviiového
systému ochrany, kombinujiciho ucinné technologie, duisledné monitorovani a spravnou
regulaci. Kombinace technologii, jako jsou membranovy bioreaktor (MBR), ozonizace, vyuZiti
UV zareni, chlorova dezinfekce, reverzni osmoéza, ¢i nanofiltrace (Puskacova a kol., 2023)
poskytuji vysokou miru spolehlivosti a umoziuji prizptisobit ¢isténi konkrétnimu ucelu pouziti
vody, at’ uz jde o zemé&délstvi, méstské sluzby nebo primysl (Bonneta ef al.,2022; Sramkova,

2013).

4.1. Priklady patogennich bakterii kontaminujicich odpadni vody a
vyuziti fagi k jejich detekei

Mikrobialni kvalita recyklované vody je jednim z hlavnich kli¢ovych faktort, ktery urcuje, zda
a jak muze byt vycisténa voda bezpecné znovu pouzita. Zakladni mikrobiologické ukazatele,
jako E. coli, Enterococcus ssp., Salmonella spp., Campylobacter ssp., Klebsiella pneumoniae
nebo Legionella pneumophila, slouzi jako indikatory potencialniho zdravotniho rizika. Jejich
pfitomnost ve vyc€isténé vod¢é miiZze byt disledkem nedostatecné dezinfekce, technologickych
poruch, osidleni vnitfnich povrchii zafizeni biofilmy nebo rostouci rezistence patogennich

mikroorganismi k béznym dezinfekénim prostfedkiim (Folorunso, 2025).

Pii pouziti takto kontaminované vody k zavlaze polnich plodin miiZze nasledné dojit k pfenosu
patogent na povrch rostlin, které se konzumuji v syrovém stavu. Tento pfenos se navic mize
prohloubit béhem distribuce, naptiklad pti skladovani v chladicich fetézcich, kde nizsi teploty
sice zpomaluji rist mikroorganismli, ale ziroven prodluzuji jejich pfezivani

v kontaminovanych potravinach (WHO, 2006).

Tyto skutecnosti podtrhuji dtilezitost spolehlivych a citlivych metod k monitorovani
mikrobialni kontaminace, které by umoznily v€asnou detekci a zabranily Sifeni infekci v celém

fetézci zpracovani vody 1 potravin. BéZna sanitace, zalozend naptiklad na chloraci, pfitom
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nemusi byt vzdy dostatecné U€innd, zejména proti mikroorganismim s pfirozenou nebo

ziskanou rezistenci.

Na tuto problematiku se zaméfila i studie, jejimz cilem bylo posoudit, jak riizné technologie
CisSténi ovliviuji pritomnost mikrobiologické kontaminace v odpadnich vodach, a zarovei
zhodnotit potencidlni rizika spojena s jejich opétovnym vyuzitim. Vyzkum probihal s ohledem
na platné Natizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2020/741 o minimalnich pozadavcich

na opétovné vyuzivani vody (Bonetta et al., 2022).

Byly sledovany kmeny E. coli produkujici shiga toxiny (STEC) a termotolerantni druhy rodu
Campylobacter. Prikaz byl proveden nejdifive s predpomnozenim vzorku a poté pomoci
polymerazové fetézové reakce (PCR). Patogeny jako Salmonella spp. a Legionella spp. byly
detekovany jak klasickymi kultivaénimi metodami, tak molekularnimi pfistupy vcetné¢ PCR
a kvantitativni PCR. Soucasné bylo pomoci kultivace provadéno i kvantitativni hodnoceni
mikrobidlnich ukazatelli, pfedevSim stanoveni poctu E. coli, jako hlavniho indikatoru fekalni
kontaminace. Vysledky ukazaly, ze Cdistirny odpadnich vod vybavené membranovym
bioreaktorem dosahuji vyrazné lepsich vysledkt pti odstraiiovani mikroorganismi nez Cistirny,
které vyuzivaji pouze dezinfekci pomoci oxidu chlori¢itého (ClO2). Zavéry studie potvrzuji, ze
MBR technologie pfedstavuje vhodné feSeni pro aplikace, kde mé byt vycisténa odpadni voda
znovu vyuzita, napiiklad v zeméd¢€lstvi. Zaroven se vSak ukazuje, Ze v pfipad¢ vyuZivani vody
oSetten¢ pouze ClO> je tfeba zvySené opatrnosti, nebot’ v téchto vzorcich se 1 po dezinfekci
opakovang vyskytovaly mikroorganismy potencialné nebezpecné pro zdravi lidi (Bonetta ef al.,

2022).

Pravé zde se otevird prostor pro nové metody detekce, jako jsou biosenzory vyuzivajici
bakteriofagy, které by mohly v budoucnu predstavovat G¢innéjsi a specifické nastroje pro
sledovani mikrobidlni kvality vody v redlném case. Tato technologie, stile intenzivné&ji
testovana v laboratornim i poloprovoznim méfitku, by mohla nahradit ¢i doplnit tradi¢ni
kultivaéni postupy a vyrazné tak posilit kontrolu mikrobialni kvality vody a zvysit bezpecnost
celého systému jejiho opétovného vyuzivani. Tato technologie rovnéZz otevird nové moznosti
nejen v oblasti detekce, ale i jako potencidlni néstroj pro aktivni inaktivaci specifickych

patogend, ¢imz ziskava vyznam i v kontextu dezinfek¢nich strategii budoucnosti.

Ve snaze reagovat na vyse uvedena rizika a vyuzit potencial bakteriofagovych biosenzort, tato

pfehledova prace nabizi systematicky souhrn nejvyznamnéjSich patogennich bakterii
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pfitomnych v odpadnich vodach, které zéaroven piedstavuji vysoké riziko z hlediska

multirezistence, environmentalni perzistence a potencialniho dopadu na zdravi ¢lovéka.

U kazdého z téchto patogennich mikroorganismt je nésledné uveden jak jejich vyznam
v kontextu kontaminace vod, tak priklady sou¢asnych nebo navrhovanych metod jejich detekce

s vyuzitim bakteriofagl jako specifickych bioreceptort v biosenzorovych platformach.
4.1.1. Escherichia coli

Jedna se o gramnegativni, fakultativné anaerobni ty¢inkovitou bakterii, ktera patii do Celedi
Enterobacteriaceae. Ptirozené se vyskytuje ve stfevech lidi i dalSich teplokrevnych zivocicht,
kde plni dtlezitou roli pfi traveni a udrzovani mikrobialni rovnovahy (Allocati et al., 2013;
Hurych a kol., 2021). Diky svému vyluénému vyskytu ve stfevnim traktu je E. coli povazovana
za hlavni ukazatel fekalniho znecisténi vodniho prostfedi. Jeji zachyt ve vodé signalizuje
pritomnost vykali a tim i mozné riziko vyskytu jinych, potencidlné patogennich
mikroorganismi (WHO, 2006). Z tohoto divodu je na tento mikroorganismus v bakalaiské
praci kladen nejvétsi diraz, nebot’ pfedstavuje nejen klicovy bioindikator, ale také objekt

nejvét§iho mnozstvi studii zaméefenych na konkrétni vyuziti biosenzort k detekci této bakterie.

Vedle nepatogennich kment existuje i n€kolik patogennich variant, které mohou zpusobit
zavazna onemocnéni. Shiga toxin produkujici E. coli (STEC) produkuji toxiny ozna¢ované jako
shiga like toxiny. Tyto cytotoxiny naruSuji funkci stfevnich buné€k, vazbou na endotelie
infekce vést az k hemolyticko-uremickému syndromu, ktery postihuje ledviny a mtize byt Zivot
ohrozujici, zejména u déti a starSich osob. Infekce se miliZze pienaSet kontaminovanou vodou,
potravinami nebo pifimym kontaktem. Do této skupiny patii sérotyp O157:H7, ktery mimo jiné
zpusobil smrt nékolika osob, v jiz zminovaném piipadu v Kanadé. V roce 2023 také doslo
k ndkaze 13 déti timto sérotypem v americkém statu Utah. VySetfovani odhalilo, ze zdrojem
byla necisténa tlakoveé vedend méstskéa zadvlahova voda, ktera byla pouzivana k rekreaci a piti
(Osborn et al., 2024). Dalsi vyznamné kmeny zahrnuji enterotoxigenni E. coli (ETEC), jezZ tvoti
enterotoxiny odpovédné za tzv. cestovatelsky prijem, enteropatogenni E. coli (EPEC)
zpusobujici prijmy zejména u kojencu, enteroinvazivni E. coli (EIEC), které imituji infekce
zpusobené rodem Shigella, a enteroagregativni E. coli (EAEC), které jsou znamé schopnosti

ptilnout ke stievni sliznici a vyvolavat dlouhodobé perzistujici prijmy (Hurych a kol., 2021).

Vedle patogenity piedstavuje E. coli 1 vyznamny rezervodr genii antibiotické rezistence

(Allocati et al., 2013), které se v prostfedi odpadnich vod mohou §ifit mezi dalsi bakterie. Jeji
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perzistence ve vodnich systémech, odolnost vii¢i nékterym dezinfekénim postupiim a geneticka
variabilita ji ¢ini klicovym ukazatelem nejen hygienické kvality vody, ale i potencialniho rizika

vzniku infekci obtizn¢ 1é¢itelnych béznymi antibiotiky (Yu ef al., 2022).

V kombinaci s narstajici odolnosti ke klasickym dezinfekénim metoddm a schopnosti
pfetrvavat v biofilmech jde o vyznamny problém zejména v kontextu recyklace odpadnich vod

(Yu et al., 2022).

V n¢kolika neddvnych studiich byla pro tyto ucely uspésné testovana piitomnost fagove
specifickych biosenzorii zamétenych praveé na vybrané kmeny E. coli. Naptiklad Mann et al.
(2024) ve své studii predstavili inovativni biosenzor na bazi DNAzymu pro detekci E. coli
ve vzorcich vody a moci (Obrazek 9). Tento senzor vyuziva polyakrylamidovy hydrogel, ktery
je prokiizen DNAzymem citlivym na protein ECP1, specificky vylucovany bakteriemi E. coli.
V ptitomnosti tohoto proteinu dochdzi ke S$tépeni DNAzymu, coz zplsobi rozpad gelové
matrice a uvolnéni zlatych nanocéstic, které jsou vizualn¢ detekovatelné pouhym okem diky
zmeéné zbarveni. Aby byl zvySen signdl pfi nizkych koncentracich bakterii, autofi do systému
integrovali lyticky bakteriofag T7, ktery specificky napada bunky E. coli, zpisobuje jejich lyzi
a tim uvoliiuje vétsi mnozstvi cilového proteinu (ECP1). Tento postup vedl k vyznamnému
zlepeni citlivosti senzoru — zatimco bez fagii byl limit detekce (LOD) stanoven na 10* CFU/ml,
po piidani T7 fagi kles] LOD na pouhych 10' CFU/ml, a to bez prodlouZeni celkové doby
analyzy. Dulezité je, ze téchto vysledkli bylo dosazeno bez nutnosti laboratorniho vybaveni
nebo kultivace vzorkidi, coz zasadné zvysSuje pouzitelnost tohoto pfistupu v terénnich
podminkach nebo v domacim prostiedi. T7 fag byl pomnoZen na hostitelském kmeni E. coli
K12 BL21 a kvantifikovan pomoci plakové metody, coZ zajistilo dostate¢né mnozstvi aktivniho
fagového materidlu pro testy. Pro ovéfeni U€inku bakteriofdga na bakterii byly provedeny
kontrolni testy na DNAzymovych vzorcich s a bez pfitomnosti fagt. Vysledky ukézaly, ze pfi
koncentraci 108 CFU/ml bylo dosaZeno 82,92 % §tépeni v piitomnosti figa, zatimco bez ngj
pouze 45,86 %. Senzor byl testovan také na redlnych environmentalnich vzorcich — vodé
z jezera a cisterny, které byly kontaminovany nizkymi koncentracemi E. coli. Detekce byla
ispésna az do koncentrace 10! CFU/ml pro vodu z jezera a 10° CFU/ml u cisternové vody.
Kromé toho byl senzor tispésné aplikovan také na klinické vzorky moci od pacientl s infekcemi
mocovych cest zplisobenych E. coli, kde vykazoval 100% piesnost detekce, bez falesn¢
pozitivnich vysledkti u zdravych vzorkl. Tato prace tedy nejenze demonstruje moznost vysoce
citlivé a specifické detekce fekalni kontaminace pomoci E. coli ve vodnim prostredi, ale také

potvrzuje pralomovy potencidl integrace bakteriofagh do DNAzymovych biosenzorli jako
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prostiedku k zesileni signalu bez potieby technicky ndro¢né manipulace. Vysledky studie
naznacuji, ze princip bakteriofaigem indukované lyzy mtize byt univerzalné aplikovatelny i pro
jiné cilové bakterie a biosenzory, coZ otevira nové moznosti vyzkumu i praktické implementace

v oblasti bezpecného vyuzivani vody (Mann ef al., 2024).

NEKONTAMINOVANE KONTAMINOVANE

,.-\\ polyakrylamid == pligonuklectidové fragmenty
R cilovy protein q 1 balteriofiz
Av-nanotistice

Stépeni DNAzy

uvolnéni cilového proteinu Uvolnéni zlaté nanocastice

Obrazek 9: Schéma kolorimetrické platformy pro detekci E. coli (upraveno dle Mann et al., 2024)
a) chemicka struktura polymerni matrice s DNAzym-substratovym propojenim pomoci akridinové skupiny; (b) chovani

hydrogelové matrice v makro- a mikroméritku za pritomnosti a nepritomnosti kontaminace, (c) zamyslend funkce senzoru pri
detekci kontaminovaného vzorku

Podobné Sethi a Rathod (2024) piedstavili opticky biosenzor zalozeny na bakteriofagu
imobilizovaném na fotoluminiscencnim kovové-organickém nosi¢i. Tento systém dokazal
spolehlivé detekovat i velmi nizké koncentrace E. coli diky kombinaci vysoké vazebné afinity

a silného optického signalu (Sethi and Rathod, 2024).

Jiny pfistup k vyuziti bakteriofaghh v biosenzorech ptedstavuje jejich kombinace s iontove
selektivni elektrodou v potenciometrickém detekénim systému. Tento pfistup nevyzaduje zadné
chemické znaceni rozpoznévaciho prvku ani analytu, jde tedy o tzv. bezznackovou metodu,

ktera se odliSuje od béznych optickych nebo enzymatickych strategii.
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Konkrétné byl navrzen systém vyuZzivajici bakteriofag MS2 k selektivni detekci jeho hostitelské
bakterie E. coli H. Princip spo€iva v tom, ze vazba bakterie na povrch senzoru, kde jsou
navazané bakteriofagy, brani priichodu indikatorového iontu k membranéiontové selektivni
elektrody. Tento efekt zpomaluje ustdleni elektrochemického potencidlu, tzv. zpozdéna
Nernstova odezva, kterd slouzi jako méfitelny signal. Systém umoznuje detekci E. coli H
s limitem 100 CFU/ml. Vyhodou této metody je jednoduchost, vysoké selektivita a moznost
prizpisobeni. Tento pfistup tak nabizi novou cestu pro vyuziti potenciometrickych senzort

v biologické detekci bez nutnosti chemického znaceni (Wang et al., 2024).

Dalsim ptikladem je senzorovy systém vyuzivajici bakteriofag M13 jako biorekognitivni prvek.
M13 je nelyticky a stabilni fag, ktery selektivné rozpoznava kmeny E. coli nesouci F-pili. Jako
transdukéni prvek byl v tomto biosenzoru pouzit chemirezistor na bazi redukovaného oxidu
grafenu (rGO). Tento nanomaterial ma velky specificky povrch, ktery umoznuje efektivni
interakci s biologickymi molekulami a buiikami, a souCasn¢ zajiStuje vhodné elektronické
vlastnosti pro detekci. Mezi zlaté interdigitované elektrody byla nanesena tenka vrstva rGO,
kterd fungovala jako polovodicova senzorova plocha citlivd na zmény v chemickém okoli.
Vyvinuty senzor umoznil detekci E. coli s limitem detekce 45 CFU/ml, coz je srovnatelné
s bézné uzivanymi metodami na principu enzymové imunoanalyzy ¢i PCR. Dale vykazoval
vysokou selektivitu, nereagoval na pfitomnost jinych, necilovych bakterii, jako napf.
Pseudomonas chlororaphis. Pouziti tohoto biosenzoru bylo UspéSné demonstrovano

1 ve vzorcich simulované ti¢ni vody (Nakala ef al., 2021).

Inovativni pfistup vyuziti bakteriofadgovych biosenzorl pfedstavuje studie Quintela and Wu
(2020). Je zalozeny na tzv. sendviCové detekci, ktery se 1isi od bézné€ pouzivanych metod
s jednim typem bakteriofaga. Tento biosenzor je zaméten na detekci STEC kment a vyuziva
dvojici stejnych bakteriofagli. Jedny k zachyceni cilovych bun€k, druhé k jejich detekci.
Bakteriofagy byly chemicky upraveny pomoci biotinylace a imobilizovany na uhlikovou
elektrodu pokrytou streptavidinem. Diky tomu doslo k jejich orientovanému usazeni, které
umoznilo efektivni navazani zivych STEC buné¢k. Po jejich zachyceni byl pfidan druhy roztok
fagi, tentokrat znacCenych kienovou peroxiddazou a zlatymi nanocasticemi, coZ umoznilo

elektrochemickou detekei (Quintela and Wu, 2020).

Cely systém fungoval na principu amperometrického méfeni, které poskytovalo rychlé
vysledky (do 1 hodiny) a dosahovalo vysoké citlivosti, a to 1 ve slozitych vzorcich bez nutnosti

ptedchozi kultivace. Tento sendvi¢ovy biosenzor tedy predstavuje odlisny a v jistém smyslu
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1 pokrocilejsi piistup (zvySend selektivita), nez je bézné pouziti jednoho bakteriofaga jako

rozpoznavaciho prvku (Quintela and Wu, 2020).

Vyvoj bakteriofagovych biosenzort se uplatiiuje nejen v oblasti sledovani kvality odpadnich
vod, ale také v potravinafrstvi, kde se zaméfuje na detekci mikrobialni kontaminace potravin.
Ob¢ sféry spolu uzce souviseji, protoze potraviny mohou byt kontaminovany jiz pii péstovani,
naptiklad pii jiz zminovanych zavlahach znecisténou vodou. Z toho diivodu jsou technologie

vyuzitelné v jednom sektoru Casto vyuzitelné i sektoru druhém.

Tuto provazanost dokladd i studie zaméfend primarné na potraviny, konkrétné na vyvoj
prenosné detekcni platformy pro identifikaci E. coli v potravinovych vzorcich. Autoii vyuzili
geneticky upraveny bakteriofag T7, do jehoz genomu byl vlozen gen pro alkalickou fosfatazu.
Po infekci cilové bakterie doSlo prostfednictvim rozruSeni bakterii ke specifickému uvolnéni
enzymu ALP, ktery byl nasledné detekovan elektrochemicky. Detekéni mechanismus byl
zaloZen na defosforylaci nereaktivni latky 1-naftylfosfatu timto enzymem. Vznikla slou¢enina
1-naftol, je elektroaktivni a poskytuje stabilni a silny elektrochemicky signal, ktery je méfen
na uhlikové elektrod¢ elektrochemicky. Citlivost systému byla ovétovana jak v zivném médiu,
tak na infikovanych listech Spenatu. Zaroven byla hodnocena specifi¢nost biosenzoru vici
jinym b&znym patogennim bakteriim v potravindch, aby byla potvrzena jeho selektivita viici
E. coli (E1-Moghazy et al.,2022). Tento typ technologie tak ukazuje potencial nejen pro aplikaci
v oblasti bezpecnosti potravin, ale také v Sir§im kontextu pro monitorovani mikrobidlni kvality

vody vyuZivané pro zavlaZzovani ¢i recyklaci.
4.1.2. Salmonella spp.

Salmonella spp. jsou fakultativné anaerobni, gramnegativni, ty¢inkovité bakterie z Celedi
Enterobacteriaceae (Hurych a kol., 2021). Tento rod zahrnuje vice nez 2 500 sérovard, z nichz
mnohé jsou patogenni pro Clovéka 1 zvifata (Popa and Papa, 2021). Nejznamé&jsi jsou
Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhi, zplisobujici bfisni tyfus a S. enterica subsp.
enterica sérovar Enteritidis, zplisobujici prijmové onemocnéni, jehoz zdkladnimi projevy jsou
prijem bez pifimesi krve, bolest bficha, horecka a ojedinéle 1 zvraceni (Hurych a kol., 2021).
PtfenasSi se nejcastéji kontaminovanymi potravinami nebo vodou (Popa and Papa, 2021).

U nékterych pacientil, zejména u déti, star§ich osob a imunokompromitovanych jedinct, mize

24

Ve vodnim prostiedi se bakterie rodu Salmonella vyskytuji pomérné bézn¢, coz potvrzuje

epidemiologicka studie, kterd upozoriiuje na jejich pfitomnost nejen v surovych odpadnich
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vodach, ale 1 v odtoku z Cistirny odpadnich vod. Tyto bakterie se mohou dostavat do vodnich
zdrojii ptimo s fekaliemi infikovanych lidi nebo zvitat, nebo nepiimo skrze odtoky z kanalizace
a zeméd¢elské pidy. Zdrojem pak mohou byt nejen feky, jezera ¢i pobiezni vody, ale
1 kontaminovana podzemni voda. Sa/monella ma navic schopnost pfetrvavat v prostredi diky
kolonizaci povrchl a tvorbé biofilmi, coz déale zvySuje jeji ekologickou stabilitu a Sifeni

(Levantesi et al., 2012).

Praktickym ptikladem je specifickd detekce bakterii rodu Salmonella ve vzorcich jezerni vody.
V této praci byl vyvinut elektrochemicky biosenzor na bazi elektrochemické impedancni
spektroskopie, ktery vyuziva proteiny dlouhych vlaken ocasu (long tail fibre proteins, LTFPs)
bakteriofaga SEP37. Tyto proteiny byly ziskdny expresi genlit ORF99, ORF100 a ORF256
v E. coli pomoci plazmidu pETduetl. Na povrch zlaté elektrody byly vrstvené navazany zlaté
nanocastice, cysteamin a nasledné purifikované LTFPs, ¢imz vznikl detekéni povrch schopny

specifické vazby s bakteriemi (Liu et al., 2024).

Zachyceni cilové bakterie pomoci LTFPs na povrchu elektrody snizuje pocet mist pro pienos
elektront, ¢imz dochazi ke zméné impedancni odezvy senzoru. Tento biosenzor umoznil
detekci Salmonella ve vzorcich jezerni vody s detekénim limitem 9 CFU/ml. Vyhodou tohoto
systému je, Ze nevyuzivad cely bakteriofdg, ale pouze specifické receptorové proteiny, coz
prispiva ke stabilité a opakovatelnosti signalu, aniz by dochazelo k lyze bakterii. Tato metoda
tak pfedstavuje alternativni strategii k béznym fagovym biosenzoriim a rozSifuje moznosti

pouziti fagovych komponent v oblasti detekce patogent ve vodnim prostiedi (Liu et al., 2024).
4.1.3. Campylobacter spp.

Zastupci rodu Campylobacter jsou gramnegativni, spirdlovité aZz zakiivené bakterie
s charakteristickym pohybem (Silva et al., 2011). Patii mezi mikroaerofilni organismy a dokézi
prezit 1 velice nizké teploty. Nejcastéji se u lidi vyskytuji druhy Campylobacter jejuni
a Campylobacter coli, které jsou hlavnimi piivodci kampylobakteriozy, jedné z nejcastéjSich
bakteriadlnich gastroenteritid na svété. Onemocnéni se projevuje horeckou, kieCovitymi
bolestmi bficha a prijmem, Casto s piimési krve. Ve vyjimecnych ptipadech mize infekce
vyvolat autoimunitni komplikace, naptiklad Guillain-Barrého syndrom. Pfenos je nejCastcji

alimentarni cestou, tedy kontaminovanou potravou nebo vodou (Hurych a kol., 2021).

Vzhledem k nizké infek¢éni dédvce byla vyvinuta pokrocila biosenzorova platforma vyuZzivajici
receptorovy protein z bakteriofaga specifického pro C. jejuni (RBPP — receptor binding phage
protein), znamy jako FlaGrab. Tento protein, pochazejici z bakteriofaga NCTC 12673, vykazuje
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schopnost specificky se vazat na glykanové struktury ve flagelinovych podjednotkach biciku
C. jejuni, aniz by lyzoval bakteridlni buiiky. Tim se snizuje riziko falesné negativnich vysledkt

zpusobenych fagovou replikaci nebo lyzou (Suganthan et al., 2024).

Pro konstrukci biosenzoru byl pouzit elektrochemicky impedanéni piistup, pii kterém se
sledovaly zmény odporu pii navazani cilovych bakterii. Bioreceptor FlaGrab byl navazan
na uhlikovou sklenénou elektrodu pokrytou vicevrstvymi uhlikovymi nanotrubicemi, a to
za pomoci nosi¢e sukcinimidylesteru kyseliny 1-pyrenobutanoové (PBSE). Tato sloucenina
zajiStuje pevné a orientované uchyceni proteinu na uhlikovy povrch, pficemz zlstava
zachovana schopnost vazby na cilové bakterie. Po vystaveni riiznym koncentracim C. jejuni
(v rozsahu 10% az 10’ CFU/ml) doch4zelo k méfitelnym zménam impedanéni odezvy. S rostouci
koncentraci bakterii se zvySoval odpor pfenosu naboje, coz svédc¢ilo o Uuspésném navazani
bakterii na bioreceptor. Z téchto dat byla sestavena kalibracni kiivka, kterd ukdzala témér
line4rni zavislost v uvedeném rozsahu, pficemz limit detekce byl stanoven na 10° CFU/ml.
Oveéteni specifity biosenzoru probéhlo pomoci patogent Listeria monocytogenes a Salmonella
Typhimurium, proti nimZ senzor nevykazoval Zaddnou vyznamnou odezvu (Suganthan et al.,

2024).

Tato prace doklada potencidl pouziti izolovanych bakteriofadgovych proteinli (namisto celych
fagovych ¢astic) jako biorekognitivnich prvkli v biosenzorech. Kromé& vyssi stability vici
podminkam prosttedi, jako je pH a teplota, umoziuje jejich mens$i velikost vétsi hustotu
navazani na povrch senzoru, a tim 1 zvySeni citlivosti. Studie tak pfedstavuje vyznamny krok
smérem k vyvoji pfesnych, rychlych a nikladové efektivnich metod pro detekci C. jejuni

v potravinach i vodnim prostiedi (Suganthan et al., 2024).
4.1.4. Klebsiella pneumoniae

Tato gramnegativni ty€inkovitd opouzdfena bakterie, také z celedi Enterobacteriaceae,
je béZznym komenzalem v lidském stfevée, ale zaroven mize byt nebezpecnym oportunnim
patogenem. Casto je detekovana v odpadnich vodach, predev§im v nemocniénich,
a je povazovana za vyznamny indikator fekalni i nemocni¢ni kontaminace (Hurych a kol.,
2021). Vyskyt Klebsiella pneumoniae je obavany predevSim kvuli schopnosti rychle ziskavat
multirezistenci k antibiotikim (Wang et al., 2020), zejména diky produkci Sirokospektrych
B-laktaméz. Klebsiella pneumoniae zpusobujelnfikuje pfedev§im onemocnéni plic, mocového
traktu, zplsobuje infekce krevniho feciSté nebo ran. Je schopna pfezit ve vodnim prostiedi

a tvofit biofilmy, ¢cimZ odolava 1 béznym dezinfekénim postupim (Hurych a kol., 2021).
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I kdyz zatim neexistuje mnoho studii o vyuziti bakteriofagovych biosenzorti pro detekci
Klebsiella pneumoniae, jedna se o vysoce rizikovy patogen, zejména v nemocni¢nim prostredi,
kde je Castou pii¢inou nozokomialnich infekci. Jeho schopnost tvofit rezistentni biofilmy
a pretrvavat i ve znecisténych vodach, vcetné nemocni¢nich odpadnich vod, podtrhuje jeho

vyznam z hlediska vefejného zdravi (Mokeddem et al., 2025).

Nemocni¢ni odpadni vody piedstavuji zvlastni kategorii s vysokym mikrobiologickym
a chemickym zatizenim. Obsahuji nejen patogeny, ale i zbytky 1é¢iv, cytostatik ¢i antibiotik
(Khan et al., 2021). Ptesto vsak v rdmci Evropské unie neexistuje zavazna legislativa, ktera by
vyzadovala jejich samostatné pred¢isténi pred vypousténim do vetrejné kanalizace (Fremrova,
2020). Jak doklada technicka zprava Evropské komise, ve statech jako Slovinsko jsou tyto vody
casto vypoustény bez jakékoli pfedipravy piimo do méstskych Cistiren odpadnich vod, které
obvykle nejsou navrzeny pro eliminaci vysoce rezistentnich mikroorganismii nebo

farmaceutickych zbytkd (Gawlik et al., 2021).

V Ceské republice byla tato problematika dfive upravena normou CSN 75 6406 z roku 1996.
Na zékladé odborné reserse zadané SOVAK CR a zpracované Statnim zdravotnim Gstavem
v roce 2016 byla tato norma v roce 2020 revidovana. Nové znéni CSN 75 6406 stanovuje
doporucené technologické a provozni pozadavky na ptedc¢iSténi nemocni¢nich a obdobnych
odpadnich vod. Nicmén¢ tato norma je nadale nezdvazna a jeji aplikace zlistdvad dobrovolna,
zavisla na rozhodnuti konkrétnich zdravotnickych zatizeni ¢i jejich provozovatel (Fremrova,

2020).

V této souvislosti lze zminit studii, ktera se zaméfila na vyvoj papirového biosenzoru
vyuzivajiciho bakteriofagy pro detekci K. pneumoniae. Tento systém byl zaloZen
na orientované adsorpci fagovych castic na pozitivné nabitém povrchu, vytvoreném pomoci
chloridu poly(dimethyldiallylamonném), diky kterému doslo ke specifické vazbé fagii na cilové
bakterie. Detekce byla umoZnéna pomoci fluorescen¢né znacenych biopanning peptidil a byla
ovéfena 1 na realnych vzorcich. Citlivost systému umoznovala kvantifikaci bakterii v rozsahu
od 5 x 10? do 1 x 10® CFU/ml, coz potvrzuje jeho vysoky aplikacni potenciél i pro patogeny

s niz$i prevalenci v béZznych odpadnich vodach (Yang et al., 2025).
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5. Budoucnost detekce patogennich mikroorganismi fagovymi

bioreceptory

Bakteriofagové bioreceptory predstavuji idealni biorekognitivni prvky pro biosenzory urcené
k identifikaci bakterialnich patogent v klinickych vzorcich. Diky svym dulezitym vlastnostem
jsou bakteriofagy jednodussi a levnéjsi na produkci ve velkém méfitku nez protilatky, coz
z nich €ini finanéné vyhodnou platformu pro konstrukci biosenzort. Jednou z hlavnich vyzev
je v8ak vyuziti bakteriofagi se Sirokym spektrem hostitelii, coz mize vést k falesné¢ negativnim
vysledkiim. Aby se témto chybam ptedeslo, je nezbytné testovat biosenzory jak na specifické,
tak 1 nespecifické bakterie. Efektivnim feSenim miize byt pouziti tzv. fagovych koktejla

(Sachdeva et al., 2024).

Vedle spravného vybéru fagl je dalSim vyznamnym problémem vyvoje téchto biosenzorii
vytvofeni stabilniho chemického spojeni mezi povrchem senzoru a oblasti pfipojeni
bakteriofaga. Ackoliv je znamo, ze fagové proteiny lze chemicky ukotvit nebo fyzikalné
adsorbovat na rizné povrchy, vyzkum stabilni imobilizace bakteriofagi na rtiznych typech
materiald je stale v pocatecni fazi. Budouci vyvoj by se proto mél zaméfit nejen na optimalizaci
imobilizace, ale také na zesileni signdlu, vyuZiti nanostruktur pro pfesné uspofadani senzorii
a na vyvoj novych identifika¢nich platforem. Zasadni roli zde hraji geneticky modifikované
bakteriofagy, které umoziuji cilené ptizpisobeni povrchovych proteini a peptidii, ¢imz se

zvySuje ucinnost a flexibilita senzort (Sachdeva et al., 2024).

Dalsi perspektivou je integrace bakteriofagovych biosenzori s novymi biomolekulami
a nanostrukturami, jako jsou magnetické ¢astice, kovové nebo polymerni materidly ¢i kvantoveé
teCky. Tyto kombinace mohou vést ke vzniku inovativnich senzord. Ptestoze jsou vysledky
vyzkumu v oblasti bakteriofagové detekce slibné, je stale zapotiebi dal§iho vyvoje, ktery zvysi
jejich celkovou detekéni ucinnost. K dosazeni téchto cilli bude nezbytnd uzka interdisciplinarni
spoluprace mezi odborniky z oblasti inzenyrstvi, biotechnologie, biologie, fyziky, chemie,

molekularni biologie, mikrobiologie a biochemie (Hussain ef al., 2021; Sachdeva et al., 2024).

Pro efektivni vyuZiti biosenzorGi pro detekci mikroorganismi je vSak nezbytné hlubsi
porozuméni mikrobidlnim komunitdm a jejich interakcim. Moderni pfistupy, jako je
metagenomika a sekvenovani nové generace, umoziuji lepsi analyzu mikrobiomt a pfispivaji

k pochopeni jejich struktury a funkce (Shivaram ef al., 2023b).
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Tyto poznatky jsou zasadni také pro vyuziti bakteriofdgii jako biokontrolniho prostfedku
v Cistirnach odpadnich vod. V redlném prostiedi se vyskytuji slozité mikrobidlni komunity,
které mohou ovlivnit u¢innost fagové terapie. Proto je nezbytné podrobn¢ analyzovat parametry
konkrétni Cistirny a mikrobialni slozeni systému. Znalosti o genomové rozmanitosti virti jsou
zatim omezené a dopad fagl na bakterialni spolecenstva v Cistirnach zastava malo probadany.
Zvlastni pozornost je tieba vénovat riziku degradace prospesnych bakterii polyvalentnimi fagy.
Vzhledem k rozdilim v bakteridlni populaci mezi jednotlivymi cistirnami je nutné kazdé
prostiedi individualn€ zmapovat a sledovat ucinky téchto fagi na cely systém (Shivaram et al.,

2023a; Shivaram et al., 2023b).

Je dilezité dodat, ze veskeré dosavadni studie byly provadény v laboratornich podminkach,
nikoli pfimo v ¢istirnach odpadnich vod. Dlivodem jsou pravé nezndmé interakce, ptitomnost
mnohem komplexnéjSich bakteridlnich spolecenstvi a obtizna predvidatelnost redlného
provozniho prostiedi, které mize ovlivnit stabilitu i uc¢innost bakteriofagh (Shivaram et al.,

2023b).

Aplikace fagl v praxi ¢eli i dalSim vyzvam, naptiklad nepfedvidatelnym podminkam, které
mohou vést k inaktivaci fagli nebo k jejich nespecifické adsorpci. Dale je tifeba sledovat
mnozstvi fagih uvolnénych do prostredi. S timto cilem mohou vyrazné¢ pomoci technologie
strojového ufeni a umélé inteligence, které umozni predikovat interakce mezi fagem
a hostitelskou bakterii. Klicové je také rozvijet a sdilet databaze sekvenacnich dat. Existuje
databaze glykanovych struktur, ktera pomoci zpracovani ptirozeného jazyka poskytuje

informace o vazbach fagi a evolu¢nich vztazich mezi bakteriemi (Shivaram et al., 2023b).

Pro $irsi nasazeni fagové terapie v Cistirnach bude nezbytné vytvoftit poc¢itacové modely, které
predikuji dopad aplikace fagli na problémy, jako je nadmérny rist kalu, pénéni nebo tvorba
biofilmu. Tyto modely musi byt nejen precizné navrZeny, ale i ovéfeny v praxi. (Shivaram

et al.,2023a).
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ZAVER

Zajisténi mikrobiologické kvality odpadnich vod urcenych k opétovnému vyuziti je klicovym
faktorem pro udrzitelny rozvoj a ochranu vetejného zdravi. Jak ukazuje tato prace, biosenzory
zaloZzené na bakteriofazich maji potencidl stat se vyznamnym nastrojem pro monitorovani
patogennich organismu ve vyc€isténé vode. Jejich vysoka specificita, moznost pfimého nasazeni
v terénu a kompatibilita s riznymi analytickymi platformami z nich ¢ini technologii s Sirokym

aplikacnim potencialem.

Navzdory tomu, Ze vyzkum v této oblasti je zatim v pocatecni fazi, jiz nyni existuji slibné
vysledky pro detekci klicovych patogentl, jako jsou E. coli nebo Salmonella spp. Detekce
dalSich bakterii jako Klebsiella pneumoniae, Campylobacter spp. nebo Legionella
pneumophila, je rovnéz predmétem probihajiciho vyvoje. Soucasné je vSak nutné feSit
legislativni a technologické vyzvy, a to zejména v oblasti nemocnic¢nich odpadnich vod, jejichz
uprava dosud nepodléhéd povinné regulaci a predstavuje znacné riziko pro Sifeni rezistentnich

patogentl.

Vzhledem k probihajici klimatické krizi, tlaku na vodni zdroje a potitebé efektivniho vyuzivani
vody se da ocekavat, Ze poptdvka po rychlych, spolehlivych a ekonomicky dostupnych
metodach detekce bude dale nariistat. Bakteriofagové biosenzory maji potencial tuto mezeru
vyplnit a stat se dalezitym clankem v systému ochrany vodnich zdroji a bezpecnosti
opétovneho vyuzivani vody. Je proto Zadouci dalsi podpora vyzkumu, vyvoje i aplikace téchto

technologii v redlnych podminkach.
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