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Program

* Priprava a hodnoceni PT - #V/3/2021

Novinky v mikrobiologii vody
 Nova smernice EU o pitne vode
* Revize normy EN ISO 9308 -2
 Bude norma ISO 9308-4 ?



Priprava PT - #V/3/2021

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

* V lonskem a predlonskem roce tepla voda — drobne
kolonie, méne tradicni vysledky

« Hledani jiného zdroje / pramen Vaclavka, Praha 4
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VzorekBaC
— Indikatory fekalniho znecisteni

Povrchova voda o ruzném stupni fekalniho znecisténi (Vltava Podbaba,
Vitava Sedlec). Vyznamné zmény fekalniho znecisténi v tydnu pred PT

Problém soucasného stanoveni koliformnich bakterii a E. coli (dostatek E.
coli, prerostlé filtry). Vhodnost prepocCtu na 10 ml? Zmény v rozlozeni
ukazatelu?




Vzorek D a E (patogeny)

Vzorek D — uméle pfipraveny vzorek. Bakterialni kmeny (Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa izolované v ramci feSeni vyzkumnych projektt a ovérené
metodou MALDI TOF ) byly 24 hodin pfi (36 £ 2)°C kultivovany na neselektivnim
meédiu (tryptézovy agar s kvasnicnym extraktem). Poté byla na zakladé
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 chléru a pocCet kolonii pfi 22°C a 36°C) ve sterilni nadobé a vSe bylo
dukladné zhomogenizovano a za stalého michani ihned rozplnéno.

Vzorek E — Pfirozeny vzorek teplé vody. V bfeznu 2021 bylo provedeno o ovéreni
potencialniho zdroje vody, cozZ je tepla uzitkova voda (SZU, mistnost 111). Vzorek byl
odebran po dvouminutovém odtoCeni do sterilni 10 litrové nadoby. Po zchladnuti na
laboratorni teplotu byla ovéfena absence volného chloru a vzorek byl
zhomogenizovan a za stalého michani ihned rozplnén.




PT - #V/3/2021 - 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.

Pro ukazatele ze vztaznou hodnotou nizsi nez 15 bylo pouzito Poissonovo rozdéleni.

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

« Transport vzorku
* Vhodné redéeni
« Temperace vzorku

Vztazna Meze Uspésnost

SIS hodnota

; o ) 0
teplota vzorku - po PK 22°C | 687 288 85,7 %
vyndani z lednice 4,3°C, 1085
1 ml képnut ("teplou PK 36°C | 161 |68-255| 95 %
pipetou” do "teplé misky" -
ihned 18,3°C,

po 10 minutach 23,8°C
(laboratorni teplota)




Temperace vers. PK 22°C
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Indikatory fekalniho znecisténi

Vztazna Meze Uspésnost
hodnota
KB (TC) &SN 757837 Nelze spolehlivé vyhodnotit
KB (TC) ¢sneniso 86 14-157 90 %
9308-1 (CCA)
KB (TC) ¢sneniso 66 30-101 90 %
9308-2 (MPN)
ECOLI ¢sneniso 11,4 5-17 95 %
9308-1
ECOLI é&sneniso 11,3 6,4-16,11 100 %
9308-2 (MPN)
ECOLI ¢&sN 757835 10,7 5-17 100 %




Indikatory fekalniho znecisteni Il

Vztazna Meze Uspésnost
hodnota
FC (TKB) ¢sn 19,6 10-30 88,2%
757835
9,7 4-15 100 %

Enterokoky

C..
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Koliformni bakterie

Pfi stanoveni koliformnich bakterii na CCA nebyl typ agaru (vyrobce) pfi hodnoceni
zohlednovan zejména proto, Ze ne vSichni Ucastnici tento udaJ uvedli.
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Stanoveni koliformnich bakterii na Endo agaru. Tato metoda je urCena
vyhradné pro stanoveni koliformnich bakterii v nedezinfikovanych vodach.
(Aktualni vyuziti?). Neslo vyhodnotit - maly pocet uéastnl’rkﬂ?
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Termotolerantni koliformni bakterie a E. coli:

* Nebyly vyznamné problémy — dostatecne selektivni
metody

* Méné kolonii - Poissonovo rozdéleni

O techto ukazatelich bude jeste zminka v dalSi Castu
prezentace)




TC (n-19) c18 vers. c24
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Vzorek EC 1 8,6 22,8 6,43-16,11
Vzorek EC 2 15,8 12,2
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Intestinalni enterokoky

Firmy a enterokoky
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Klostridia (C. perfringens)

Vztazna Meze Uspésnost
hodnota
CP - ESNENISO 31,7 9-55 100 %
14189
CP - wvyhl. 23,4 15-32 100 9%
252/2004 Sb.
Sifricitany redukujici 37.8 14-62 100 %

anaeroby
(klostrldla)




C. perfringens

 Malo u&astnikt na metodu dle CSN EN ISO 14189. Po
iImplementaci Smernice EU na pitnou vodu do Ceskeé
legislativy jiz nebude alternativni metoda, ani
,oddechovy Cas”. Pro nas je to sice ,nova norma, ale
1ISO 14189 je z roku 2013!

Pouzita Cinidla

(kysela fosfataza)

Firmy a ¢inidlo na kysleou fosfatazu
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Patogenni bakterie

Vztazna Meze Uspésnost e
hodnota 2N

P. aeruginosa 2472 420-4523 100 %

4
S. aureus 18982 | 3227-34737 | 100 9%
Legionella 64 32-97 100 %
spp.

¢
 wSZU




Patogenni bakterie

Na rozdil od bakterii Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus nebyla pfi
pfipravé vzorkld na stanoveni Legionella spp. pouZzita Cista kultura (environmentalni
kmeny) ale pfirozena kontaminace teplé vody (SZU, budova 5, mistnost 111). V
poslednich letech vSak byva nedostatek doprovodné mikroflory.




Nejistoty stanoveni

V pripadg, ze je vysledek nad mezi stanovitelnosti (min 10 KTJ, lépe
15, nékdy dokonce 30 KTJ) by méla byt uvedena nejistota stanoveni
(povinnost pfi interpretaci vysledk()

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

Celkem uvedlo Udaje o nejistotach 20 Gcastnikl tj (87 %). Naprosta vétsina
uvadéla relativni nejistotu (v %), v nékterych dalSich pripadech Slo zrejmé
také o relativni nejistotu, ale v protokolu chybélo uvedeni ,%". Nejistotu
v pripadé nizkych hodnot (pod mezi stanovitelnosti) bylo mozné zohlednit
pouze v pripadech kdy bylo pouzito hodnoceni podle Poissonova rozdéleni;
toto vSak zohlednily pouze tri laboratore. Rozmezi vSech uvedenych
relativnich nejistot bylo 5 - 61 %; nutno konstatovat, Ze nejistoty
v mikrobiologii vody pod 20 % jsou nerealistické a neodpovidaji rozlozeni
mikroorganism{ (castic) ve vzorku.

Uvedené nejistoty stanoveni Ize vyuzit predevsim pri hodnoceni Uspésnych
Ci neuspésnych vysledkd jednotlivymi Ucastniky.




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

: ‘:"SZ U :




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

* Nova smernice EU o pitné vode
* Revize normy EN ISO 9308 -2
* Bude norma ISO 9308-4 ?
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V prosinci 2020 vysla kompletni novela smernice 98/83/ES
o jakosti vody urCené pro lidskou spotrebu jako
SMERNICE EVROPSKEHO PARLAMENTU A RADY (EU)
2020/2184 ze dne 16. prosince 2020 o jakosti vody
urcené k lidské spotfebé (pfepracované znéni; puvodni
smeérnici bylo v roce 2020 jiz 22 let)

e Zmény se dotknou jak provozovatel(, tak pracovnikd organli ochrany
verejného zdravi (KHS), ale i analytickych laboratofi.

e Povinné zavedeni pfistupu zalozeném na posouzeni a fizeni rizik systému
zasobovani vodou (v€etné oblasti povodi, ktera souvisi s mistem odbéru
jimani vody urcené k lidské spotrebé)

e Posouzeni rizik domovniho rozvodného systému
e Povinné zavedeni testovani materiall pro styk s pitnou vodou apod.
e Revize vSech ukazatell a jejich limitnich hodnot na zakladé novych

védeckych poznatkd.
C.

Dale pouze mikrobiologie!
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Minimalni pozadavky na hodnoty ukazatelu,
pouzivané k posouzeni jakosti vody urceneé k
lidské spotrebe

* E. coli aintestinalni enterokoky se povazuji
za ,,klicové ukazatele®.

« Cetnost jejich monitorovani nepodléhd moznosti
snizeni, a to ani na zakladé vysledku posouzeni
rizik systému zasobovani vodou.

 Jejich limitni hodnota je 0 KTJ ve 100 ml, ktera
bude v Ceske legislative zavedena jako NMH
(nejvyssi mezni hodnota), pro vodou stacenou
do lahvi nebo nadob je limit 0 KTJ/250 ml.




Metody stanoveni

* Pro stanoveni E. coli jsou ve smérvnici
pfedepsanvé zavazné metody dle CSN EN ISO
9308-1, a CSN EN ISO 9308-2

* Pro stanoveni intestinalnich enterokoku je
predepsana metoda dle CSN EN ISO 7899-2

* VsSechny tyto metody jsou v Ceskych
mikrobiologickych laboratorich bezne
pouzivane.

00000
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Indikatorove ukazatele

* Indikatorove ukazatele nemaji primy vliv na verejne
zdravi. Jsou vSak dulezitym nastrojem ke zjisténi, jak
funguji zarizeni pro vyrobu a distribuci pitné vody, a jsou
téz dulezitym prostredkem pro hodnoceni jakosti vody.

 Mohou pomoci odhalit nedostatky pri uprave ci distribuci
vody a hraji dulezitou ulohu z hlediska zvySovani a
zachovani duvéry spotrebitelu v jeji jakost.

« Z mikrobiologickych ukazatelu jsou indikatorové
ukazatele koliformni bakterie, pocCty kolonii pfi 22 °C a

Clostridium perfringens.




Koliformni bakterie
 Pro stanovegl’ koliformnich bakteriij§ou predepsany
metody dle CSN EN ISO 9308-1 a CSN EN ISO 9308-2,
tedy shodné jako pro stanoveni E. coli.
* Predepsana hodnota 0 KTJ/100 ml (pro vodu, staCenou

do lahvi nebo nadob 0 KTJ/250 ml) bude zrejmé
zavedena jako mezni hodnota.
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Pocty kolonii pfi 22 °C

Pro stanoveni poctu kolonii pfi 22 °C je pfedepsana jiz zavedena a
bézné pouzivana metoda dle CSN EN ISO 6222.

Jejich ,predepsana limitni hodnota® v 1 ml je stanovena jako ,bez
abnormalnich zmén*. | tento princip hodnoceni se jiz v Ceské
republice radu let pouziva.

Ve smérnici nejsou uvedeny pocty kolonii pfi 36 °C. To vSak neni
zmeéna, nevyskytovaly se pro nebalenou pithou vodu ani v puvodni
smérnici. Presto se ocekava, Ze tento ukazatel se bude u nas
pouzivat i nadale.

oo
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Clostridium perfringens

C. perfringens se bude stanovat metodou dle CSN EN I1SO 14189 (kultivace
C. perfringens na TSC agaru a konfirmace kyselou fosfatazou)

Pro C. perfringens je ve smérnici uvedena hodnota 0 KTJ/100 ml s tim, ze
se ma stanovovat ,vCetné spor®. Tento termin je vSak zavadgjici, spory se
totiz stanovuji vzdy. Znamena to, ze se budou stanovovat jak spory, tak
vegetativni bunky, tudiz se nebude provadét eliminacni krok (tepelna
inaktivace bunék).

C. perfringens se ma stanovovat v pfipadé, ze to vyplyne z posouzeni rizik.




Ukazatele relevantni pro posouzeni rizik
domovniho rozvodného systéemu

WHO ve své studii uvedla, Zze v EU je rocné hlaseno okolo 6 tisic
pripadu legioneldzy (s desetiprocentni smrtnosti), a i kdyz je toto
Cislo zfejmé znacné podhodnoceno, stale to stavi legionely na prvni
misto co do priCiny umrti na nemoci souvisejici s vodou.

Bakterie rodu Legionella nebyly dosud ve smeérnici uvedeny. V
ceske legislativeé jsou uvedeny od roku 2004.

Legionely jsou jednim z hlavnich ukazatelu pro posouzeni rizik v
domovnich systémech.

Prioritni budovy, na které se bude tato povinnost vztahovat, si urci
na zakladé subsidiarity samy ¢lenské staty EU; muze se jednat
napr. o zdravotnicka zarizeni, veznice, domovy pro seniory,
vzdelavaci zarizeni, budovy s ubytovaci kapacitou, sportovni a

rekreacni zarizeni apod.
SZU
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Pro bakterie rodu Legionella (Legionella spp.) je stanovena hodnota
1 000 KTJ/litr.

Napravna opatreni Ize zvazovat i v pfipade, Ze této hodnoty ukazatele
neni dosazeno, napriklad v pripadé prokazanych infekci a ohnisek nakaz.
V takovych pripadech by mél byt zdroj infekce potvrzen a urcen jeho
biologicky druh.

Legionely se za uCelem dodrzovani vySe uvedené hodnoty detekuiji
metodou dle CSN EN ISO 11731.

Pro ucely overovaciho monitorovani zalozeného na posouzeni
rizik a na doplnéni kultivaCnich metod Ize pouzit i jiné metody,
jako je norma ISO/TS 12869, rychlé kultivacni metody,
nekultivacni metody a molekularni metody, zejména kvantitativni
polymerazova retézova reakce (qPCR).

C..




Provozni monitorovaci program

Soucasti tohoto programu je také monitorovani somatickych
kolifagu, aby se kontrolovala u€innost procesu upravy, zamérenych
na mikrobiologickeé rizika.

Somatické kolifagy jsou bakterialni viry, napadaijici citlivé bunky E.
coli. Stanovuji se plakovou titraci, a mohou se pouzit metody dle
CSN EN [SO 10705-2 a CSN ISO 10705-3.

Tento ukazatel se ma sledovat, pokud to vyplyne z posouzeni rizik.
Je-li zjisténa pritomnost somatickych kolifagu v suroveé vodé v
koncentraci vétsi nez 50 PTJ/100 ml, mélo by se toto stanoveni
provést po dokoncCeni série kroku upravy vody, aby bylo mozno urdit
log hodnotu odstranéni prostrednictvim existujicich bariér a
posoudit, zda je riziko pruniku patogennich viru skrze upravu

dostatecnée pod kontrolou.




 Vysledky z analyz povrchové/odpadni vody (BaudiSova a Fuksa,
1997, BaudiSova 1998, Capkova a BaudiSova 2017) ukazaly, ze
somatické kolifagy vykazuji urCitou korelaci s E. coli, coz ale muze
byt u surové vody samozrejmeé jinak.

 Pro zaCatek jsme ze studia vysledku E. coli z databaze ,surova
voda“ (CHMU) wytipovali nase nejohrozengjsi zdroje. Maximalni
hodnoty E. coli vysSi nez 50 KTJ/100 ml vykazovalo 15 (27 %)
povrchovych a 5 (0.5 %) podzemnich zdroju v Ceské republice.

* Nejohrozengjsi se zdaji byt surove vody z podhorskych povrchovych
tokU a to predevsim v brzkém jarnim obdobi (zfejmé v souvislosti se
zvySenymi prutoky v obdobi tani snéhu).




Orientacni vysledky (E. coli a somatickeé kolifagy) z peti
toku, které se v blizkosti naSeho odbérového mista alespon
castecne pouzivaji jako surova voda. V dobe odberu
nebyly v zadné z lokalit zaznamenany zvySené prutoky.
Somatické kolifagy byly stanoveny pomoci hostitelského
kmene ATCC 13706, metodou od autorek Simkova,
MikloSovicova 1986 (upraveno), E. coli byla stanovena
metodou dle CSN EN I1SO 9308-2.
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Stanoveni somatickych kolifagu vyvolalo

radu otazek
* Nejsou s tim (zejmena u pitnych vod) zadne velke
zkusenosti ani u nas, ani v evropskych zemich.
 Metoda dle EN ISO 10705-2 neni dle smérnice povinna.
« Tato norma bude mozna v nejblizsi dobe revidovana.

e DalSi mozné metody, napr. USEPA 1602 (podporuje
resp. zkouma napr. Finsko).

« Otazky: ucinnost koncentrace vzorku — validacni studie
(napf. v ltalii zpracovavaji az 1 000 ml vzorku, aby se
dosahla dostatecna ucinnost.

ekvivalence metod (ISO vers. USEPA?)
dalsi moznosti (kit Bluephage apod.)

.......... Pracuje se na tom © <




Revize normy EN ISO 9308-2

* \yprsela doba platnosti patentu firmy IDEXX na Colilert
Quantitray — uvolnéni

* Vlozila se do toho nemecka firma XEBIOS Diagnostics
gmbh

(u nas zastoupena firmou CONSYGEN CZ) a vyrabi
COLIKat RAPID (alternativa Colilertu 18)

* Probeénhla validacni studie (i kdyz to nebylo potreba —
vyuzivaji presnou recepturu; (zatim) pouze mala plata

« Zmena normy EN ISO 9308-2 - jiz nebude zminovan
Colilert - jinak by se nemélo nic ménit




Xebios/ Consygen CZ
www.colikat.com ( xebios.de )

COLIKAT RAPID



http://www.colikat.com/

PT V3/2021

C18 Colikat 'mezePT

Vzorek TC 1 60,5 69,1 30-101
Vzorek TC 2 85,7 73,2

Vzorek TC 3 63,8 66,9
TClaborator 1172 71 61

Vzorek EC 1 8,6 12,2 6,43-16,11
Vzorek EC 2 15,8 16,9

Vzorek EC3 11,6 10,9

EClaborator 1172 10 10



Némecka studie

IWW Rheinisch-Westfalisches Institut fir Wasser Beratungs- und
Entwicklungsgesellschaft mbH MoritzstraRe 26 DE-45476 Milheim an der Ruhr
GERMANY

www.iww-online.de

* VVzorky pitné vody, obohacené (nikoliv Cistou kulturou)
» 12 laboratofri ze 3 zemi

e 670 vzorku pitné vody, 12 vzorku povrchové vody a 4 vzorky vody ke
koupani

,The conclusion that both methods equivalent as regards coliform
bacteria and the higher recovery of COLIKAT RAPID® for E. coli are
absolutely not affected by the verifica-tion of positive cultures in the
cavities by MALDI-TOF-MS. These verifications were carried out in case
of deviating MPN values of COLIKAT RAPID® in comparison to the refer-
ence method for the respective sample-pairs.”



EN ISO 9308-4 ? - E. coli v povrchovych
vodach (koupaci vody?)
* Problém: neni vhodna metoda (oficialni) k testovani E. coli v

povrchovych (koupacich) vodach

* TBX médium — chromogenni médium (pouze E. coli, ale i doprovodna
mikrofléra — bezbarva

* Propaguji Chorvati — more, Cista jezery .... Dbaji vice na citlivost, nez
na selektivitu ®

* Nase vysledky — zatim: verifikovano 10 kmen( na MALDI —TOF (100
% potvrzeno)

* PTV 3/2021 : TBX: E. coli10 ml 12 KTJ 5 ml 10 KTJ



Nabidka nasi spoluprace

Zajemce o mikrobiologické metody proskolime az bude
vhodna epidemiologicka situace:

. v mensich skupinach max 6 lidi

. soucasti skoleni je prakticka Cast

. pro zaCatecniky I pokrocilé

. pocCitame s pozdejSim podzimnim terminem

PROSBA O VYPLNENI ZPETNE VAZBY!

Zajimavosti z praxe




Dekuji za pozornost
a preji krasne leto




