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Program

Priprava a hodnoceni PT#V/3/2023
« Pfiprava a vybér vzorku

« Hodnoceni vysledku

« Diskuse k jednotlivym ukazatelim

Novinky v mikrobiologii vody

« Zd&kon o ochrané vefejného zdravi schvalen, na vyhlasce se finiSuje

« Nové normy/metody



Priprava PT #V/3/2023

Vzorek A — Organotrofni mikroorganismy

|l
I

« Nenulové hodnoty
« Nechceme Bacillus a aktinomycety

Nova lokalita — park Na Jezerce, Praha 4




VzorekBaC

— indikatory fekalniho znecisteni 57U

Povrchova voda o rizném stupni fekalniho znecisténi (Vitava Sedlec). Vyznamné
zmeény fekalniho znecisténi v tydnu pred PT

Vysledky 3 dny pred odbérem vzork( na PT 32023 (15.3.):

TC CCA EC CCA Enterokoky

KTJ/10 ml KTJ/10 ml KTJ/10 ml KTJ/10 ml KTJ/10 ml
w0 | o | s | m | n




Vzorek D a E (podminéné patogeny)

Vzorek D — uméle pripraveny vzorek. Bakteridlni kmeny (Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa izolované v ramci reseni vyzkumnych
projektd a overené metodou MALDI TOF ) byly 24 hodin pfi (36 £ 2)°C
kultivovany na neselektivnim médiu (tryptézovy agar s kvasnicnym
extraktem). Poté byla na zakladé opakovaného testovani pripravena
suspenze o vhodneé denzité. Prislusny objem této suspenze byl dale
pridan do 5 litr( odstaté pitné vody (predem otestované na obsah
volného chloru a pocet kolonii pfi 22°C a 36°C) ve sterilni nadobé a vse
bylo dikladné zhomogenizovano a za stalého michani ihned rozplnéno.

SZU

Vzorek E — Prirozeny vzorek teplé vody. V breznu 2023 bylo provedeno
ovéfeni potencidlniho zdroje vody, coz je tepla uzitkova voda (SZU,
mistnost 111). Vzorek byl odebran po dvouminutovém odtoceni

do sterilni 10 litrové nadoby. Po zchladnuti na laboratorni teplotu byla
oveérena absence volného chloru a vzorek byl zhomogenizovan a za
staleho michani ihned rozplnen.



SZU

PT - #V/3/2023 - vyhodnoceni

Pro stanoveni vztaznych hodnot u ukazatel( pouzity vysledky vSech zucastnénych laboratori. Vztazna
hodnota byla vypocitana jako robustni prameér z vysledkl vSech zucastnénych laboratofi.

Hodnota cilové smérodatné odchylky (o) byla stanovena jako robustni smérodatna odchylka souboru
vysledk( vSech UcastnikU, ktera mohla byt pri zohlednéni dalSich faktortd rozsirena.

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

Z-score je interpretovano nasledujicim zplasobem: |z|<2 jako uspokojivé, 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 smerodatné odchylky.

Pro ukazatele ze vztaznou hodnotou nizsi nez 10 bylo pouzito Poissonovo rozdéleni (P99).

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



Organotrofni mikroorganismy

C.,
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» Transport vzorku
- Vhodné redeni
- Temperace vzorku




Indikatory fekalniho znecisteni

KB (TC) CSN 757837
KB (TC) CSN EN 1SO 9308-1

KB (TC) CSN EN 1SO 9308-2

ECOLI CSN EN ISO 9308-1
ECOLI CSN EN ISO 9308-2

ECOLI CSN 757835

Vztazna
hodnota

Meze

2-11
Nehodnoceno
2-12
0-6
0-6

0-6

Uspésnost

100 %

100 %
91 %
100 %

100 %



Koliformni bakterie dle CSN EN 1SO 9308-1

vV [lab vysledek KT1/10ml) |z-score | -4 -3 -2 1 3 4
¥ [502 3.0 0.78] ! | | i
¥ (442 5.0 0.68| | | | ;
¥ A4 L. -1.67 i ' ' i
X |1326 50 -0.68| | | | ;
¥ 938 2.0 0.48] | | | ;
¥ 741 15.0 0.17| | | | ;
¥ |526 24.0 0.28| | - - i
¥ [1071 .0 n.5e| i ! ! i
¥ 267 32.0 0.69| | | | !
¥ |768 37.0 0.24| | | §
? |280 65.0 2.36] | . . :

vztaZna hodnota: 18,4KT1/10ml
vztaina odchylka: £215%

Toto je pocet kolonii v 10 ml, splnujicich definici pro koliformni bakterie (po 24 hodinach B-D-galaktozidaza pozitivni, oxidaza
negativni). Po ponechani vzorku v lednici na dalsi analyzy po dobu jednoho tydne zlstalo ,Cervenych®, tj. D-galaktozidaza
pozitivnich pouze 14 koloni.



Koliformni bakterie

Problematicky vzorek
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Indikatory fekalniho znecisteni Il

Vztazna
hodnota
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Klostridia (C. perfringens)

Vztazna Meze Uspésnost
hodnota

CP - CSNEN1S0 14189 27 11-43 100 %

CP - Vyhl. 252/2004 Sb. 12 6-19 80 %

Siricitany redukujici Nehodnoceno - pouze 1 ucastnik!

anaeroby




Clostridium perfringens

C.,

Osud vyznamnost ukazatele se bude muset doresit (viz dale) , mCP konci
(jako standardizovana metoda)

CP dle CSN EN ISO 14189: 8 Uc¢astnik(
Vsichni uspeli

Vyrobce Cinidla na kyselou fosfatazu : 3* SIFIN, 3* Himedia, 1* Biovendor
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Podminene patogenni bakterie

Vztazna hodnota Meze Uspésnost
P. aeruginosa 707 78-1337 100 %
S. aureus 704 528-881 100%
Legionella spp. 0 0-6 100%

(15.3. 240 KTJ/10 ml)




Nejistoty stanoveni

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

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

Uvedené nejistoty stanoveni lze vyuzit predevsim pri
hodnoceni  uspésnych ¢  neudspésnych  vysledk
jednotlivymi ucastniky.
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2023

SZU

Celkem uvedlo Udaje o nejistotach 11 Gcastniky tj. pouze 58 %.

Je vsak nutno pripustit, ze na protokolu nebylo uvedeno hodnoceni vysledku resp. porovnani
S limitem.

VétsSina laboratori (73 %) uvadéla relativni nejistotu (v %), nejistotu méreni, jako rozmezi spravnych
hodnot uvedla 1 laborator (u vSech ukazatelll). Kombinaci obou uvedly tfi laboratore (vétSinou z
dAvodd nékterych vysledkl pod mezi stanovitelnosti — coz je spravné).

Nejistotu v pripadé nizkych hodnot (pod mezi stanovitelnosti) zohlednily laboratore (36 %).

Rozmezi vSech uvedenych relativnich nejistot bylo 15 — 150 %; nutno konstatovat, ze nejistoty
v mikrobiologii vody pod 20 % jsou nerealistické a neodpovidaji rozlozeni mikroorganismt (&astic) ve
vzorku.

17



Mozneé chyby pri OR

« Dodrzovat teplotu pri transportu vzorku 2-8°C.
« Pozor na teplotu lednic (chladicich brasen)!
« Dodrzovat urcenou dobu zpracovanil

. %odriovat predepsane postupy — slozeni medii
apod.

» Lze sisamozrejme overit i svoje media, ale bez
zaruky.

« Spravné jednotky
« Spravne vyplneny protokol

SZU
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SZU

Hodnoceni vysledku

« Vysledky neprecenovat, ale ani nepodcenovat
« VVysledky probrat (zpétna vazba), zhodnotit mozné
chyby (vertikalni audit vzorku), provést o tom zaznam,

mit k dispozici v pracovnich listech vSechna primarni
data.

» Pfi hodnoceni vyuzit nejistoty vysledku (vlastni).

» DUlezité jsou trendy vysledkl (opakované hodnoty
,nad”, nebo ,pod” vztaznou hodnotou), rozlisit mozné
chyby systéemove a nesystémove, identifikace rusivych
vlivu.

* Logicka spravnost vysledku.

19



C..

Novinky v mikrobiologii vody

Ve VvV /s Ve

258/2000 Sb. podepsana
 Clostridium perfringens, somatické kolifagy - vic se metodicky nedotkne
« Enterokoky v kraceném rozboru
Nové metody (normy)

R2A agar (navrh ISO 13647)
TBX (navrh ISO 9308-4)
Enterolert (navrh ISO 7899-3),

Pseudalert EN ISO 16266-2 schvaleno, pristi rok PT3(??)
balene vody

- pouze pitné a

20



SZU

Intestinalni enterokoky

« Budou soucastii kraceného rozboru pitné vody

« Vice analyz — vice zachytl - Posilejte kmeny!

« Vroce 2021 UV vice nez 5000 obyv. celkem 4377 analyz a 5 zachytd
meéné nez 5000 obyv. celkem 9605 analyz a 170 zachytu

(srov. EC 12273 a 21867 analyz)
« CSN EN ISO 7899-2 E. faecalis, faecium, durans a hirae (2 hodiny konfirmace)

» Enterolert DW Enterococcus spp.

cr §

21



Enterolert DW (ISO 7899-3)

B-D-glukosidaza v selektivnim prostredi,
(41 +/-0,5)°C

NEW)
Enterolert-DW

Accurately detects enterococci
in drinking water in 24 hours

-

B e ey geey
] :

~— r—~] Sy By g o
] |38

"7\"f‘ o -
008085

. - —

Enterolert-DW delivers confidence
in enterococci detection:

Now DWI Approved

as Colilert-18
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Pseudalert (EN ISO 16266 -2)

hydrolyza 7 amino 4 methylkumarin aminopeptidazového
substratu v selektivnim médiu , (38 +/-2)°C

23



Clostridium perfringens szu

C. perfringens se bude stanovat metodou dle CSN EN ISO 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 zavadéjici, 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 pripadé, ze to vyplyne z posouzeni rizik.

Proc¢ je problém mCP? Produktivita média musi byt vétSi nez 50 % (EN ISO 11133),
nizsi hodnoty

Clanek v dohledné dobé (??)

24



Ukazatele relevantni pro posouzeni rizik

domovniho rozvodného systému

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

SZU

Bakterie rodu Legionella nebyly dosud ve smernici uvedeny. V ceské
legislative 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 clenské staty EU; muze se jednat napr. o
zdravotnicka zarizeni, véznice, domovy pro seniory, vzdelavaci zarizeni,
budovy s ubytovaci kapacitou, sportovni a rekreacni zarizeni apod. -
upravuje zakon

25



Pro bakterie rodu Legionella (Legionella spp.) je stanovena hodnota
100 KTJ/ 100 ml

Napravna opatreni lze zvazovat i v pripade, ze této hodnoty ukazatele neni
dosazeno, napriklad v pripade 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 uvedenée hodnoty detekuji
metodou dle CSN EN ISO 11731.

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




Provozni monitorovaci program

Bakteriofagy jsou nepatogenni viry, ktere infikuji bakterialni bunky. SZU

Kolifagy jsou podskupinou bakteriofagu se specifickym nazvem, nebot napadaji pravé
druh E. col.

Somaticke kolifagy se bézné vyskytuji ve strevnim traktu Cloveka a teplokrevnych
zvirat, ale v nizSim pocCtu nez napr. E. coli nebo intestinalni enterokoky. Zdaji byt velmi

dobrym ukazatelem udinnosti procesu Upravy, Cisténi a desinfekce vod (Upravny vod,
Cistirny odpadnich vod).

NEJSOU VHODNYM INDIKATOREM FEKALNIHO ZNECISTENI!

Uz se pomalu zavadi!

27



Co je treba - (Metodicky pokyn):

SZU

UrCit realistické pozadavky na dostatecnou redukci (4 /log,,?, 6 log,,?) malych
(vC. virovych) castic v procesu Upravy pitné vody. Kdo to urci? Kde to bude
uvedeno/jak to bude zavazné?

eProvést vybér relevantnich lokalit odbéru surovych vod, kterych se bude
stanoveni somatickych kolifagd tykat (zranitelné zdroje s fekalnim znecisténim,
i obCasnym).

eUrcit, s jakou minimalni Cetnosti se bude tato verifikace provadét (v pripade,
ze bude pro danou lokalitu relevantni).

e Na zakladé zkusSenosti stanovit parametry vySe uvedenych metod, vytéznost
pri koncentraci, apod.

eUrcit objemy vzorkd surovych a pitnych vod, které bude treba zpracovavat
(zohlednit vytéznost koncentracnich metod a zaroven pozadavky na verifikaci
eliminace virovych castic).

28
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Nabidka nasi spoluprace
Zajemce o mikrobiologické metody proskolime:
v mensich skupinach max 6 lidi
soucasti skoleni je prakticka cast
pro zacatecniky i pokrocilé
pocitame s pozdejsim podzimnim terminem

PROSBA O VYPLNENI ZPETNE VAZBY!
PROSBA o enterokoky z pitné vody
Zajimavosti z praxe

29
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SZU

Dekuji za pozornost

i
dana.baudisova@szu.cz +420 226 708 575
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