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Vzorek A — organotrofni mlkroorganlsmy
» Pocty kolonii pri 36°C a 22°C

* V loniskem roce opakované nizky pocCet (Poissonovo
rozdeleni)

« Hledani jiného zdroje / pramen Topolka, Praha 4
. Tepla uzitkova voda v SZU (odto&eni optimalizovano na

2 minuty, kontrola volného chléru zchlazenl’
homogenizace) - Orgnovomi miaworgnim - oo (€l

19.3.




VzorekBaC
— Indikatory fekalniho znecisteni

Povrchova voda o ruzném stupni fekalniho znecisténi (Vltava Podbaba,
Vitava Sedlec). Vyznamné zmény fekalniho znecisténi v tydnu pred PT
(sucho a nasledné zmény prutoku v dolni Vitaveé).

Problém soucasného stanoveni koliformnich bakterii a E. coli (dostatek E.
coli, pferostlé filtry). Vhodnost prepocCtu na 10 ml? Zmény v rozlozeni
ukazateli? POZOR na nabidku PT v roce 2020!




Vzorek D a E (patogeny)

Vzorek D — uméle pfipraveny vzorek. Bakterialni kmeny (Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa) byly 24 hodin pfi (36 = 2)°C kultivovany na neselektivnhim
meédiu (tryptézovy agar s kvasnicnym extraktem). Poté byla na zakladée
opakovaného testovani pfipravena suspenze o vhodné denzité. Prislusny objem této
suspenze byl dale pfidan do 5 litri odstaté pitné vody (pfedem otestované na obsah
volného chloru a pocet kolonii pfi 22°C a 36°C) ve sterilni nadobé a vSe bylo
dukladné zhomogenizovano a za stalého michani ihned rozplnéno.

Vzorek E - pfirodni vzorek teplé vody (shodny se vzorkem A): V bfeznu 2019 bylo
provedeno o ové&feni potencialniho zdroje vody, coZ je tepla uZitkova voda (SZU,
mistnost 111). Vzorek byl 8.4.2019 odebran po dvouminutovém odtocCeni do sterilni
10 litrové nadoby. Po zchladnuti na laboratorni teplotu byla ovéfena absence volného
chléru a vzorek byl zhomogenizovan a za stalého michani ihned rozpinén.

Legionelly pfiprava PT (KTJ/10 ml)

; 193, 26.3. 24, (’.




PT - #V/3/2019 - vyhodnoceni

Pro stanoveni vztaznych hodnot u ukazatelt pouzity vysledky vSech zucastnénych
laboratofi. Vztazna hodnota byla vypocitana jako robustni primér z vysledkui vSech
zucCastnénych laboratofi.

Hodnota cilové smérodatné odchylky (o) byla stanovena jako robustni smérodatna
odchylka souboru vysledkl vSech ucastniku, kterda mohla byt pfi zohlednéni dalSich
faktoru rozSifena.

Nasledné pak kazdému vysledku laboratofe (X) bylo pfifazeno z-score vypoctené
podle vztahu: z=(X—-x)/ 0, kde je x vztazna hodnota a o cilova smérodatna
odchylka.

Z-score je interpretovano nasledujicim zpusobem: |z|<2 jako uspokojive, 2<|z|<3 jako
sporné a |z|>3 jako neuspokojivé. Z-score charakterizuje presnost dat produkovanych
laboratofi a je definovano jako systematicka chyba laboratore vztazena na cilovou
hodnotu smérodatné odchylky.

Kontrolni vzorky ze SZU byly vyuZity pouze k potvrzeni homogenity a stability vzork(
(vysledky jsou uvedeny ve zprave (tab.1). Nebyly vyuZity ke stanoveni vztazné hodnoty.




Organotrofni mikroorganismy

Narostlé kolonie byly
drobné a bylo nutné je
pocitat pod lupou

S boCnim osvétlenim.

V pfipadé pochyb, zda-li
se opravdu jedna o
kolonii bakterii, je vhodneé
overeni pod
mikroskopem.

Vzhledem k tomu, ze se
jednalo o vzorek teplé
vody, byly pocty kolonii
pri 22°C nizSi nez pocCty
kolonii pri 36°C.

Vztazna |Meze Uspésnost
hodnota
Pk 22C 1 20 7-33 94 %
PK'36C | 336 |8,4-58,8 | 76,5%




Indikatory fekalniho znecisténi

Vztazna Meze Uspésnost
hodnota
KB (TC) é&sn 757837 254 147 - 361 71,5 %
KB (TC) ¢sneniso 186,6 65,4 -307,8 | 100 %
9308-1 (CCA)
KB (TC) ¢sneEniso 254,6 | 1553-353,8 | 100 %
9308-2 (Colilert)254,6
ECOLI ésneniso 9,3 4,7-13,9 93 %
9308-1 (CCA)
ECOLI ¢ésneniso 7,67 2,54-12,8 100 %
9308-1 (Colilert)
FC (TK B) 13,8 4 2-23,4 75 %
ENTEROKOKY 10,7 5-16.4

93 % ?




Koliformni bakterie

Stanoveni koliformnich bakterii na Endo agaru. Tato metoda je urCena vyhradné pro
stanoveni koliformnich bakterii v nedezinfikovanych vodach. (Aktualni vyuziti?)
Vztaznd hodnota byla vypoctena jako robustni préimér z udajl ucastnikl, ktefi
pracovali s vhodnym fedénim (tj. doporucenym rozmezim poctd kolonii na detektoru
(v tomto pripadé membranovy filtr) dle CSN EN ISO 8199, 8.2.5.1. NP). Zejména
membranovy filtr s vysokym obsahem doprovodné mikroflory vysledky stanoveni
koliformnich bakterii vyznamné podhodnocuije.

Pri stanoveni koliformnich bakterii na CCA nebyl typ agaru (vyrobce) pri hodnoceni
zohlednovan zejména proto, Ze ne vsichni Ucastnici tento udaj uvedli. Jedna laborator
uvedla pouziti YEA agar (Xebiotics), coz musi byt omyl (jedna se o agar s
kvasnicnym extraktem). Hodnota TC i £. coli byla viceméné ,stredni".

Pri stanoveni koliformnich bakterii metodou Colilert® 18 - Quanti Tray se vysledek
udava jako ,nejpravdépodobnéjsi pocet" koliformnich bakterii (MPN). Vztazna
hodnota byla vypoctena jako robustni primér z udajl uUcastnikll, ktefi dodali
kvantitativni vysledek. Vysledek > 200,5 byl uznan jako spravny, nebot’ v Pokynech k
provedeni PT/V - 3/ 2019 — mikrobiologicky rozbor vody bylo doporucovano pouze
jedno redéni (10 ml). Je vsSak nutno upozornit na fakt, ze pro Quanti-Tray (51
komd@rek) plati rozsah koncentraci pouze 1 az 200 organismd{ ve 100 ml, zatimco pro
Quanti-Tray/2000 (96 komdlrek) je rozsah koncentraci pouze od 1 do 2 419
organismU ve 100 ml vzorku. Toto je treba pri volbach redéni zohledriovat.

'SZU




Koliformni bakterie na Endo agaru

v sb | wysledek (KT1/10 ml)|z-score | -4
741 &4 1.5
= 992 180 -1.39
ks 859 150 -1,20
= 1326 270 0.30
ks 1275 28D 0,43
ks 442 296 0.79
1305 1000 13.99 |
poi=t lzbortof® 7 vztainé hodnota: 254 KT1/10 mi
z toho whowuje: & vztaing ocdchylla: £42%
z toho newyhowvuje: 2 interval spEvnych hodnot: 147,4 - 360,86 KT1/10 mi
¥-wywhowuje, 7-spoms, | - nevyhowie L




Termotolerantni koliformni bakterie a E. coli:

 Pri stanoveni E. coli na CCA nebyl typ agaru (vyrobce)
pri hodnoceni zohlednovan zejména proto, ze ne vsichni
ucastnici tento udaj uvedli. Jedna laborator uved|a
vysledek E. coli ,mezi termotolerantnimi koliformnimi
bakteriemi za pomoci MUG). Hodnota vsak byla
vicemeéne ,stredni”.

.V pritim roce tento ukazatel ,,E. coli dle CSN 757835¢
zfejme zaradime. R

SZU ]
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Intestinalni enterokoky

» 12 laboratofi (85 %) uvedlo vyrobce. Vysledky jsou pomérné
vyrovnaneé (Himedia 2%, Trios 3*, Rapid Enterococcus agar 1%,
Sigma Aldrich 1*, Merck 3*, Oxoid 2%).

» Rapid Entrococcus agar je chromogenni medium, zalozené na
jiném principu nez CSN EN ISO 7899-2. Tato laboratoi ziskala
vysledky, které se nevesly do rozmezi spravnych hodnot (vyssi).

enterokoky - firmy




Klostridia (C. perfringens)

Vztazna Meze Uspésnost
hodnota
CP - €¢SNENISO 33,4 22,2 - 44 6 80 %
14189
CP - wvyhl. 21,6 3-399 100 9%

252/2004 Sb.
Siric¢itany redukujici 88,5 43.4 — 133,6 83,3 %

anaeroby
(klostridia)




C. perfringens

« Velmi malo Géastnikd na metodu dle CSN EN ISO
14189. Po implementaci Smérnice EU na pitnou vodu do
ceske legislativy jiz nebude alternativni metoda, ani
,oddechovy Cas”. Pro nas je to sice ,nova norma, ale
1ISO 14189 je z roku 2013 a letos probiha jiz revize. Toz
uvidime ......

* ,Nove Cinidlo® na kyselou fosfatazu (némecka firma
SIFIN, zvlast pufr a zvlast 6 ampuli s chemikaliemi, cena
3000 KC za 6 ampuli, dodava Eurex Medica). Pry to
funguje | na primokultury.




Vztazna Meze Uspésnost
hodnota
P. aeruginosa 3769 | 1458-5879 | 100 %
S. aureus 1514 | 1332-1695 | 87 5 0y
Legionella 73,2 31,5-114,9 88.9 %

spp.




Patogenni bakterie

« Na rozdil od bakterii Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus nebyla pfi
pripravé vzorkl na stanoveni Legionella spp. pouzita Cista kultura (sbirkovy kmen),
ale pfirozena kontaminace teplé vody (SZU, budova 5, mistnost 111). V leto$nim
roce v8ak byl nedostatek doprovodné mikrofiéry ®.

« Povinna kontrola médii (BCYE, BCYE-cys, BCYE +ATB, GVPC) na legionely podle
CSN EN ISO 11731 jiz od lofiského roku! Pozor, pfedepsané kmeny legionel je nutno
skladovat v "'mrazaku® Inikoliv v lednici!

——

WASGaza gy

1 2 3
4 . 5 l 6




Nejistoty stanoveni

V pripadg, ze je vysledek nad mezi stanovitelnosti (min 10 KTJ, Iépe
15, nekdy dokonce 30 KTJ) by méla byt uvedena nejistota stanoveni
(povinnost pri interpretaci vysledki)

Pro stanoveni vztazné hodnoty a intervalu spravnych hodnot nebyly
nejistoty stanoveni brany v uvahu.

Celkem uvedlo Udaje o nejistotach 14 Gcastnik( tj (70 %). Naprosta
vetsina uvadéla relativni nejistotu (v %). Nejistotu v pripadé nizkych
hodnot (pod mezi stanovitelnosti) zohlednilo (napr. neuvedlo, nebo
uvedlo jako SirSi rozmezi hodnot) 55 % ucastnikd.

Vétsina nejistot (93 %) u hodnot nad mezi stanovitelnosti byla
uvedena jako relativni nejistota (tj. v procentech).

Rozmezi uvedené relativni nejistoty bylo 20 - 61 %; primeérna
relativni nejistota byla 34 %.




Mozné chyby pri OR

Dodrzovat teplotu pfi transportu vzorku 2-8°C.
Pozor na teplotu lednic (chladicich brasen)!
Dodrzovat urCenou dobu zpracovani!

Dodrzovat predepsane postupy — slozeni medii
apod. Lze si samozrejme overit | svoje media, ale
bez zaruky.

Spravné jednotky
Spravne vyplneny protokol

Stra

: f,;."flsz U L




Hodnoceni vysledku

Vysledky neprecenovat, ale ani nepodcenovat

Vysledky probrat (zpéetna vazba), zhodnotit moznée
chyby (vertikalni audit vzorku), provest o tom
zaznam, mit k dispozici v pracovnich listech vSechna
primarni data.

Pri hodnoceni vyuzit nejistoty vysledku (vilastni).

DulezZité jsou trendy vysledku (opakované hodnoty
nad nebo pod vztaznou hodnotou), rozlisit mozné
chyby systémove a nesystemove, identifikace
rusivych vlivu.

Logicka spravnost vysledku.




Novinky v mikrobiologii vody

* Revize smernice EU o pitné vode

* Nove (resp. aktualizovane normy):
predevsim CSN EN [SO 8199

e Zavadéni hodnoceni rizik v laboratorich
mikrobiologie vody




Revize Smeérnice o pitné vode
(verze leden 2019; jeSté se muze zménit)

Annex | - Cast A: Mikrobiologické parametry
« Enterokoky
E. coli
Cast C: Indikatory
» Clostridium perfringens vcetné spor (pouze pfi ovlivnéni povrchovymi
vodami)
« Koliformni bakterie
» Pocty kolonii pfi 22°C (bez abnormalnich zmén)
« Somatické kolifagy — neni dorfeSené (indikator upravy vody, v surové vode?,
limit? metoda? )
Cast D: Parametry pro rizikovou analyzu domovnich rozvody

,Legionela” (jedna se tedy o nam znamy ukazatel ,Legionela species®) a ma

limitni hodnotu <1000 CFU/I s nasledujici poznamkou: ,This parametric value is
not set as a health target, but as a trigger value that can determine risk assessment and
remedial action. Such actions could be considered even below the parametric value, e.g.
in case of infections and outbreaks. In these cases the source of infection should be
confirmed and the species to which it belongs should be identified.”

@
e




CSN EN ISO 8199 - Kvalita vod - Obecné pozadavky a navod pro stanoveni mikroorganism kultivacnimi metodami
Vase cena s DPH

Vase cena bez DPH

Oznaceni normy: CSN EN ISO 8199
Tridici znak: 757810

Katalogové Cislo: 507696

Vydano: 1.6.2019

Pocet stran: o6

Norma je vydana v
Ceském jazyce (popf. ve
slovenském jazyce
pouze u norem
vydanych pred rokem
1993)

Prevzeti:

Informace o normeé

Strucny popis normy — anotace
€SN EN ISO 8199

CSN EN ISO 8199 Tento dokument specifikuje pozadavky a popisuje navody na pracovni postupy spolecné pro vsechny metody
mikrobiologickych vysetfeni vody, zejména pro pFipravu vzorkd, kultivacnich médii, pistrojd a laboratorniho skla, pokud v pfislusné
normé neni uvedeno jinak. Je zde také popsana fada rliznych zplsob( pro detekci a stanoveni poCtu mikroorganismd a kritéria pro
volbu vhodného postupu. Tento dokument je uréen hlavné pro bakterie, kvasinky a plisné, ale nékteré aspekty jsou pouzitelné také
pro bakteriofagy, viry a parazity. Nezahrnuje postupy, které nejsou zaloZeny na kultivaci mikroorganismd, napfiklad metody
polymeréazové fetézové reakce (polymerase chain reaction, PCR).



Novinky — obecneée

Byly doplnény kapitoly obsahuijici terminy a definice, metody detekce (kvalitativni
metody), vykonnostni charakteristiky a fizeni analytické kvality (AQC)

Clanky tykajici se pfipravy kultivaénich médii a ziedovacich roztokt a QC byly
aktualizovany v souladu s ISO 11133 a presunuty do nové prilohy D.

Clanek tykajici se obecného navodu pro vypodet vysledkd pro metody na pevnych
kultivacnich médiich byl aktualizovan v souladu se zménami v ISO
7218:2007/Amd.1:2013[9], na které byly zaloZeny pfislusné kapitoly a Clanky v
druném vydani. Byly vSak provedeny upravy, které zohlednuji postupy v mikrobiologii
vody (napf. membranovou filtraci) a dovoluji jina fedéni nez desetinasobné fedéni.
Byla doplnéna pfiloha B, ktera poskytuje navod pro konfidenéni intervaly pfi pocitani
ve specialnich pfipadech, vztahujici se k aktualizaci clanku o obecném navodu pro
vypocet vysledku pro metody na pevnych kultivacnich médiich;

Byla doplnéna pfiloha C, ktera popisuje vypocty pro dvé Petriho misky na fedéni,
vztahujici se k aktualizaci ¢lanku o obecném navodu pro vypocet vysledkl pro
metody na pevnych kultivaCnich meédiich;

Byl rozSifen €lanek tykajici se stanoveni po¢tu mikroorganismu s pouzitim tekutych
kultivaénich médii a zahrnuje dalSi pokyny pro pouziti pocitacovych programu pro
MPN. Drivéjsi priloha B obsahujici tabulky MPN byla vypusténa.




Konkretni priklady

Zmeéna tolerance objemuU a hmotnosti na (+/-2) %; 5 % je povoleno pouze v
pripadé, ze je prokazano, ze to nevadi
Nova kapitola sterilizace a dekontaminace

Odbér vzorkt podle CSN EN ISO 19458 — zmifiovan specialné pridavek
neutralizacniho dinidla do vzorkovnic

Uvedena moznost jiného nez desetinasobného rfedéni

Stéry

Roztopené a zchlazené médium muze byt o teploté 44-47°C ®
Moznost oCkovani na povrch média 0,1 ml az 0,5 ml ©

Maximalni pocCet kolonii (cilovych a necilovych) na membranovém filtru 80
©

Dodany jsou konfidencni intervaly pro stanoveni pocCtu s jednou miskou na
redéni, pripadné s malymi pocty (priloha B4)

_____________________________ ¢

=




Zavadéni a hodnoceni rizik v

mikrobiologicke laboratori

« Pozadavek ,nové“ normy CSN EN ISO 17025: 2018
 Nemelo by to byt zalezitosti pouze vedeni laboratore

Kapitoly normy, které ,,rizika“ zminuiji:
4.1. Nestrannost

7.10. Neshodna prace

8.5. Opatreni k zohledneni rizik a prilezitosti
8.6. Zlepsovani

8.7. Napravna opatreni

8.9. Prezkoumavani systemu managementu

................. ALE Ize vyuzit mnohem sireji

. ‘:"SZ U :




Vlastni proces analyzy a rizeni rizik

* |dentifikace rizika

« Hodnoceni rizika (zavaznost a vyskyt) - Ize vyuzit rGzné matice

napf. éSN EN 15975-2, R —— T
nebo FMEA, apod.). ke —Pﬂ—
2

Ajisté

B pravdépodobné 1 2
C méné 1 2
pravdépodobné

D 1 1 2
nepravdépodobné

E vzacné 1 1 1

3

2

2

Pro vyznamna rizika je nutne pripravit napravna opatreni (a nastaven
limitu). Nasleduje kontrola plnéni naprav a pravidelné pfezkoumavani

rizik

Pozn. Rada ,kontrol“ miiZe byt snizena nebo eliminovéna po procesu

analyzy rizik




Vhodnée oblasti pro analyzu a rizeni rizik v
mikrobiologicke laboratori

6.2. Pracovnici (Skoleni, samostudium, validace/verifikace metod)
6.3. Prostory a podminky prostredi (seznam a Cetnost kontrol)

6.4. Vybaveni (pocet vzorku vers. dostateéné vybaveni, problémy,
napr. ,teplotni mapa v termostatu nebo v lednici®)

6.5. Metrologicka navaznost (pozadavky na kalibraci méfidel —
relevantni presnosti apod.)

6.6. Externé poskytované produkty a sluzby (hodnoceni a vybér
dodavatell)

7.2. VVybér, verifikace a validace metod (existuji samoziejmé i
problémoveé metody)

7.7. Zajistovani platnosti vysledku (ucast v PT, duplicitni vzorky,
referencni kmeny)

7.8. Uvadéni vysledku (systémy kontrol prepisu apod., nejistoty)(




Nejvetsi ,,problemy“ v nasich
mikrobiologickych laboratorich

Prostfedi a jeho monitoring (zejména nedostate¢né vyhodnocovani
vysledkU, v nékterych pfipadech Ize kontroly vyznamné zredukovat)

NedostateCneé zarazovani duplicitnich a slepych stanoveni (vede k mensi
kontrole platnosti vysledku)

ReferenCni materialy (expirace, nespravneé pouzivani pracovnich kultur
apod.)

Produktivita médii (v nekterych pripadech jsou i ,normovana“ — napf. mFCa
MCP; nedostatecné kontrolovana)

Devitalizace mikroorganismu ve vzorku a v prubéhu analyzy (velké
laboratofe se svozy nedodrzuji dobu zpracovani vysledkl, nerovhomérné
rozlozeni teploty v lednicich a termostatech, apod.)

Nespravny nebo nedostateCny vybeér kolonii pro konfirmaci
Smysluplnost a pfehlednost zaznamu

. “,:‘."/sz U :




Dva mozné pristupy

Analyza procesu

* Prezkoumani nabidek a smluv

« PFijem vzorku

« Zachazeni se vzorkem (viastni
analyza: sem patfi viceméné
kontaminace, falesné vysledky,
Spatna kultivace apod.)

« Platnost vysledku (kontroly,
vhodny material, pristroje apod.)

Analyza zdroju

 Pracovnici

* Vzorky

» Prostredi

« Zkousky

o Zarizeni, méfidla
« Software

: ‘:"SZ U :




Aljisté

P Il kl ady (ale napf. i jiné metody, Kadava 2019, modifikovana metoda FMEA)

pravdépodobné

- s NNN
- N NN ®

Polozka Zdroj Vyskyt Nasledky Vysledek Opatieni 727
Inasledek

Kontaminace Nevhodné Jisté Stredni 3 Navrh na investici —

vzorku béhem prostredi laminarni box, pfed

analyzy laboratore kazdou praci

desinfekce prostredi
(v€etné UV), omezit

pohyb osob
Kontaminace Nepravdépodobne Nevyznamne 1 NENI , vzhledem k
lednic pilotnim vysledkud neni

tfeba pravidelna
kontrola kontaminace
lednic (stér, spad)

Kontaminace Vzacné Malé 1 NENI , vzhledem k

termostatu pilotnim vysledkud neni
tfeba pravidelna
kontrola kontaminace
termostatu (stér, spad)

Nevhodné Kontaminace Jisté Stiedni 3 Navrh na investici —
prostiedi vzorku béhem laminarni box, pfed
analyzy kaZdou praci

desinfekce prostiedi
(v€etné UV), omezit
pohyb osob

V tomto pfipadé by potencialni kontaminace lednic a termostatl patfila do kapitoly zafizeni

NN W oW W



Nabidka nasi spoluprace

Zajemce o mikrobiologické metody proskolime :
. v mensich skupinach max 6 lidi

. soucasti skoleni je prakticka Cast

. pro zacCatecniky I pokrocilé

. pocCitame s podzimnim terminem

Spoluprace v oblasti koliformnich bakterii na CCA agaru z
pitnych vod

Zajimavosti z praxe

: 11,:1."/52 U :




Dekuji za pozornos




