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Program

Priprava a hodnoceni PT#V/3/2024
« Pfiprava a vybér vzorku

« Hodnoceni vysledku

« Diskuse k jednotlivym ukazatelim

Novinky v mikrobiologii vody

« Zakon o ochrané verejného zdravi schvalen, nova vyhlaska vysla
« Nové normy/metody

« Testovani membranovych filtrd

« Enterokoky v pitnych vodach



Priprava PT #V/3/2024

Vzorek A — Organotrofni mikroorganismy

* Nenulové hodnoty

« Nechceme Bacillus a aktinomycety
Lokalita — park Na Jezerce, Praha 4

PK 22 PK 36

KTJ/ml KTJ/ml
18.03.2024 1350 210
09.04.2024 775 55
14.04.2024 1183 75




VzorekBaC
— indikatory fekalniho znecisteni

SZU

Povrchova voda o rlizném stupni fekalniho znecisténi (Vitava Sedlec).
Vysledky 3 dny pfed odbérem vzork( na PT 3 2024 (10.4.2024):

TC CCA EC CCA Enterokoky

KTJ/10 ml KTJ/10 ml KTJ/10 ml KTJ/10 ml




Vzorek D (podminéné patogeny)

Vzorek D — uméle pripraveny vzorek. Bakterialni kmeny (Staphylococcus /SZU

aureus, Pseudomonas aeruginosa izolované z biokoupalist a ovérené
metodou MALDI TOF ) byly 24 hodin pfi (36 + 2)°C kultivovany na KA. Poté
byla na zaklade opakovaného testovani pripravena suspenze o vhodné
denzité. Prislusny objem této suspenze byl dale prfidan do 6 litrd
fyziologického roztoku z odstaté pitné vody (predem otestované na obsah
volného chloru a pH) ve steriini nadobé a vSe bylo dikladné
zhomogenizovano a za stalého michani ihned rozplnéno.

All
All ORPA1 Pseudomonas

(GRINGY)

Al12 Pseudomonas

(GRINGY)

B3

(GRINGY)




Vzorek E — legionely

SZU

Vzorek E — Prirozeny vzorek teple vody. V breznu a dubnu 2024 bylo
provedeno oveéreni potencidlniho zdroje vody, coz je tepla uzitkova voda (v
panelovém domé v Praze 10 a v SZU, mistnost 111). Vzorek byl odebran po
dvouminutovem odtoceni do 2* 3 litrove nadoby. Po zchladnuti na
laboratorni teplotu byla overena absence volného chloru, vzorek byl smichan,

zhomogenizovan a za sta

eho michani ihned rozplnen.

KTJ/100 ml
szU 5.2. 3400
Jahodova|5.2. 4400
szU 18.3. 1800
Jahodova|18.3. 9600
szU 8.4. 1600
Jahodova |8.4. 3400
mix 14.4. 3570




SZU

PT - #V/3/2024 - 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.

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.,

PKoc | s | a0
PK3eC | 75 | 173

- Transport vzorku

- Vhodné redéni - letos nutné redéni u PK 22

- Temperace vzorku (3*0,5-1h, 4* vice nez 1 h),

z toho 2 nevyhovuijici (vysoké) vysledky)

. Teplota zalévani — dle CSN EN IS0 6222 (45+/-1)°C




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

259

278

326

40

48

32

Meze

113-404

153-403

228-423

27 -54

28 -68

11-52

3, vysledky

Pozn. Colilert 18 vers COLIKAT 4.
se nelisily, pozor na 100 ml!

Uspésnost

100 %
94 %
100 %
94 %
100 %

85 %



N

Indikatory fekalniho znecisteni Il

Vztazna
hodnota

T8 (O
Enterokoky

NAVRH 1SO 7899-3 Enterolert (IDEXX) — 7,4 MPN/10 ml
(ilustracni obrazek)




Klostridia (C. perfringens)

Vztazna Meze
hodnota
CP - 6SNEN 1SO 14189 24 12-36
CP - Vyhl. 252/2004 Sb. 15 3-27
Siricitany redukujici Nelze hodnotit
anaeroby
v iab  [visledek (KT2/10 ml)|zscore | -4 -3 2 -1 0 1 2 3 4
X [716 10.0 0.46| | | | '
¥ (397 77.0 N.78| | | |
¥ (1337 155.0 1.02| ! 1— ; ,

Uspésnost

100 %

100 %

pocet laboratof: 3
7 toho vyhovuje: 3
z toho nevyhovuje: 0

X-vvhovuig, ? - spornég, | - nevyhovuie

vztaina hodnota: 55 KT1/10 mi nejistota vztaing hodnoty: 61,5 KTJ/10 mi
vrtaina odchylka: 98,4KT 1/ 10ml
interval spravnych hodnot: -141,8 - 251,8 KT1/10 mi

SzU 300 KTJ/10 ml




C.,

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

CP dle CSN EN 1SO 14189: 5 Gastnikd
Vsichni uspeli

Clostridium perfringens

Vyrobce ¢inidla na kyselou fosfatazu : Himedia (uvedli 2), Sifin (uved! 1),2
neuvedli nic, proto dale nehodnoceno

12
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Podminene patogenni bakterie

Vztazna hodnota Meze Uspésnost
P. aeruginosa 76 46-106 80%
S. aureus 39 12-66 100%

Legionella spp. 231 150-312 100%




Stanoveni legionel

Uvedlo ucastnikl

Primérna hodnota 3

Maximalni (bez dalSich podrobnosti)

Maximalni na membranovém filtru v 10 ml 1 Géastnik (prerostlé, 155 nejn

Maximalni na GVPC (bez dalSich podrobnosti) 1

B4 Legionella Legionella

— ORL1 | pneumop | 02Xl | pneumop| OL.IX
) A) hila hila

BS Legionella Legionella

- 2 pneumop | .24 | pneumop 02.1
) A) hila hila

B6 Legionella Legionella

— 3 pneumop | 117 pneumop | 02111
(1) (A) hila hila

Vv v/

1ZSI

hodnota !)

15



C.,

Pseudalert (CSN EN ISO 16266 -2)

 Moznost zugastnit se v ramci
tohoto PT

* Nikdo nevyuzil

 Prdmeér nasich ziskanych hodnot
byl 49 MPN/100 ml (n=3)

» Moznost vyuziti pro balené vody ve
(vyhldska 252/2004 Sb. v platném
znéni) a asi i bazény (novela

hydrolyza 7 amino 4 methylkumarin Stavaj|C| VyhlaSky

aminopeptidazového substratu v selektivnim
médiu, (38 +/-2)°C

16



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.

17



2024

« Celkem uvedlo udaje o nejistotach 20 ucastniku tj. 87 %.

C.,

« Je také nutno pripustit, ze na protokolu nebylo uvedeno hodnoceni vysledku
resp. porovnani s limitem. V letosnim roce se ale take prakticky
nevyskytovaly vysledky pod mezi stanovitelnosti.

« VSechny laboratore uvadély alespon ve vétsine ukazatelu relativni
nejistotu (v %), i kdyz v nékterych pripadech znak % chybél, bylo to patrné.
Kombinaci obou uvedly tri laboratore.

« Rozmezi vsech uvedenych relativnich nejistot bylo 15 — 67 %; nutno
konstatovat, ze nejistoty v mikrobiologii vody pod 20 % jsou nerealisticke a
neodpovidaji rozlozeni mikroorganismu (¢astic) ve vzorku. V jednom
pripade byla uvedena i nejistota stanoveni 150 %, ale to bylo vztazeno k
hodnote 2 KTJ, tudiz zcela na miste.

18



Mozneé chyby pri OR

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

SZU

« Dodrzovat predepsané postupy — slozeni médii
apod.

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

« Spravné jednotky
« Spravne vyplneny protokol

19



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.

20



C.,

Novinky v mikrobiologii vody

 Nova vyhlaska, novela zakona 258/2000 Sb. plati od ledna 2024
 Clostridium perfringens, somatickeé kolifagy - vic se metodicky nedotkne
« Enterokoky v kraceném rozboru
Nové metody (normy)

CSN EN ISO 7704

Revize EN ISO 11133 (testovani médii)

21



Obecne prace v mikrobiologicke laboratori
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Rozpracované normy v ISO

SZU

ISO/AWI 7014 Water quality — General requirements for the determination of SARS-CoV-2 and its
variants in wastewater

ISO/DIS 7899-3 Water quality — Enumeration of intestinal enterococci — Part 3: Most probable
number method

ISO/CD 9308-4 Water quality — Enumeration of Escherichia coli and coliform bacteria — Part 4:
Membrane filtration method for Escherichia coli in water with high levels of background bacteria

ISO/CD 13647 Water quality — Enumeration of culturable microorganisms — Colony count by
spread plate inoculation on R2A medium

ISO/CD TS 16099 Water quality — Polymerase chain reaction (PCR) for the detection and
quantification of microorganisms and viruses — General requirements, quality assurance and
validation

ISO/AWI 25017-1 Water quality — Recovery and detection methods for Acinetobacter baumannii in
aquatic ecosystems —Part 1: Natural water, Part 2: Raw drinking water

23



Nova norma CSN EN ISO 7704

« Testovani membranovych filtrd
« Zavaznost (??)

« UCelnost pro laboratore (?)

* Analyza rizik?

Uz nyni vhodne pro specialni pripady:

« Zaskoleni pracovniku — prace s kulturami, presnost pripravy
kultur

« Qvéreni zachytu filtrd ve specialnich pripadech, napr. u legionel

24



SZU

Priklad Staphylococcus aureus

S. aureus 3953
BP Sarze VM945706040
TYA 4241817

znama koncentrace kmenu (11-15), fedéni -5, -6

BP TYA
MF PV MF PV
11.10. (-6) 50 64 56 49
11.10. (-5) 14 6 17 5

/8%

25
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SZU

Intestinalni enterokoky

« Jsou (mély by byt) soucasti i kraceného rozboru pitné vody

« Vice analyz — vice zachytu - Posilejte kmeny!

« Vroce 2022 UV vice nez 5000 obyv. celkem 4356 analyz a 15 zachytl
meéné nez 5000 obyv. celkem 9978 analyz a 222 zachytu

(srov. EC 12171 a 22545 analyz)

« CSN EN ISO 7899-2 E. faecalis, faecium, durans a hirae (2 hodiny
konfirmace)

» Enterolert DW: Enterococcus spp.

26



Aerococcus viridans

« PUOvodné do roku Streptococcus

« ahemolyticky

« Na KA nazelenalé kolonie

« Gaffkaemiae (onemocnéni ustfic)

e |zolovan z veterinarniho materialu

c7 .

27



Enterokoky nase prubézné vysledky z pitnych vogf;zv

Intestinalni enterokoky Dalsi druhy izolované z média SB
N=28 N=30

Po 2 hodindch na ZEA negativni (7 %) 4 ZEA pozitivni (13 %)
VSe pozitivni na Enterolertu DW 3 pozitivni na Enterolertu DW (10 %)
Druhy: Druhy

hirae (9), casselfilavus (8), Aerococcus viridans (28)

faecium (4) Lactobacillus plantarum (1) — ten

mundtii (2), durans (2), faecalis (2), byva vzdy ZEA +
Streptococcus infantarius (1)

a dalsi “mrtvolky” — nevyrostly ani nereagovaly

gallinarum (1)

28



Citlivost ruznych druhu enterokoku
k volnemu chloru

zbytek po 1 minuté pasobeni Cl 2 (0,15-0,17 mg/|)

SZU
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SZU

Clostridium perfringens

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

30
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SZU

Problematika legionel

Jesté pred zahdjenim novely si EK nechala zpracovat od Svétové zdravotnické organizace (WHO) studii,
ktere ukazatele by se mohly ze smérnice vypustit a které naopak by se meéli nove zaradit, resp. u kterych
ukazatelt by méla byt upravena limitni hodnota. WHO ve své zprave uvedla, ze v EU je ro¢né hlaseno
okolo 6 tisic pfipadud 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.

Drinking Water Parameter Cooperation Project. Support to the revision of Annex | Council Directive
98/83/EC on the Quality of Water Intended for Human Consumption (Drinking Water Directive).
Recommendations. WHO Euro, Bonn 2017, 240 s

31



Prioritni prostory — legionely (zakon 258/2000 Sb.
aktualni zneni: Hlava ll, dil 1,
§ 3d (2) - zodpovédny je provozovatel)

C.,

b) zafizeni socidlnich sluzeb, ve kterych jsou poskytovany pobytové sluzby,
nebo

a) zdravotnicka zafizeni, ve kterych je poskytovana lizkova péce,

¢) ubytovaci zafizeni podle § 21a s kapacitou nad 50 osob.

32



Jak provadet? /szv
Priloha ¢. 8 k vyhlasce ¢. 252/2004 Sb.: Postup vypracovani posouzeni a fizeni rizik vnitfniho
vodovodu a pripojky v prioritnich prostorech:

Tabulka 4. Seznam rizikovych faktort pro bakterie rodu Legionella v rozvodu teplé vody a jejich
hodnoceni: zpldsob a misto ohrevu, existence projektové dokumentace, material potrubi, izolace
potrubnich systémd, izolace potrubnich systému, mista se stagnujici vodou, regulace systému teplé
vody co do teploty, prutoku a tlaku, cirkulace teplé vody, dezinfekce teplé vody, teplotni rezim, zasobniky
a zpusob jejich odkalovani, stagnace vody v zasobnicich, moznost propojeni s jinym rozvodem vody,
nedostatecna udrzba systému, kontrola kvality vody, zafizeni generujici aerosol, vnimavost spotiebiteld

Tabulka 5. Zpusob stanoveni miry rizika pro pritomnost bakterii rodu Legionella

Pocet bodd / mira rizika

33
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Metody stanoveni legionel

Priloha €. 6 k vyhlasce ¢. 252/2004 Sb.

Pozadavky na analytické metody
A. Ukazatele, pro které jsou stanoveny metody rozboru

L. pneu mip
R S 4 506 K+

300

200 s

v 3 4 5 6

Legionella spp.  CSNEN ISO 11731 %) 500 ' N
e
e

100

") pro ucely ovéfovaciho monitorovani zalozeného na poso ‘ - -
pitnou vodou a na doplnéeni kultivacnich metod Ize pouzit i jiné metody, jako je norma ISO/ 1S 1200y,
rychlé kultivacni metody, nekultivacni metody a molekularni metody, zejména kvantitativni

polymerazova fetézova reakce (QPCR)

34



35

Slozita a komplexni je to problematika szu

« [egionella pneumophila vers. Legionella spp.

« Provozni monitoring domovnich rozvodud (technicky indikator) vers.
zdravotni riziko (minimalizace zdravotniho rizika)

 Legionella pneumophila sg. 1, skupina Pontiac
 Vsudypritomnost legionel vers. PREVENCE nadmerneho rozvoje
* Imunosuprimované osoby

« Nékdo to musi platit a nékdo to musi umét (tymova spoluprace, nejde jen o
analytiku)

35



Provozni monitorovaci program

Bakteriofagy jsou nepatogenni viry, ktere infikuji bakterialni bunky. SZU

Kolifagy jsou podskupinou bakteriofagu se specifickym nazvem, nebot napadaji prave druh E. coli.

Somaticke kolifagy se bézné vyskytuji ve strevnim traktu Cloveka a teplokrevnych zvirat, ale
v nizSim poctu nez napr. E. coli nebo intestinalni enterokoky. Zdaji byt velmi dobrym ukazatelem
ucinnosti procesuU Upravy, Cisténi a desinfekce vod (Upravny vod, Cistirny odpadnich vod).

NEJSOU VHODNYM INDIKATOREM FEKALNIHO ZNECISTENI!

Uz se zavadi!

36



Nabidka nasi spoluprace <z

Zajemce o mikrobiologické metody proskolime:
v mensich skupinach max 6 lidi
soucasti skoleni je prakticka cast
pro zacatecniky i pokrocilé
pocCitame s pozdnim podzimnim/zimnim terminem

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

Mezilaboratorni porovnani metody ATP

37
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SZU

Dekuji za pozornost

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