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Program

Priprava a hodnoceni PT#V/3/2025
« Pfiprava a vybér vzorku

« Hodnoceni vysledku

« Diskuse k jednotlivym ukazatelim

Novinky v mikrobiologii vody

« Nové normy zatim (od minulého seminare) nejsou (schvaleny)
- Validace mikrobiologickych metod a nejistoty stanoveni

« Kontrola kvality membranovych filtr(

« Intestinalni enterokoky, E. coli



Priprava PT #V/3/2025

Vzorek A — Organotrofni mikroorganismy

« Nenulové hodnoty

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

PK22  PK36
. 2025 KTJ/ml  KT)/mi
Jezerka 25.03.2025 1130 410

Jezerka 30.04.2025 1170 112




VzorekBaC
— indikatory fekalniho znecisteni

Povrchova voda o rizném stupni fekalniho znecisténi- rozhodovani ze tri lokalit

KOLI EC ENT FC Clostr
| a0 KTJ/10 mi[KTJ/10 ml_ [KTJ/10 mI|KTJ/20 mI[KT)/20 ml
Boti¢ jez (U Lipy) 07.01.2025 328 114

Boti¢jez (U Lipy) 20.01.2025 235 41

Boti¢ jez (U Lipy) 25.03.2025(>100 50 17 41 10
Vitava Sedlec 26.03.2025|>100 1 1 13[41
Rokytka Hrdlofezy 26.03.2025|>100 10 21 8 14
Boti¢jez (U Lipy) 30.03.2025 303 21 21

Rokytka Hrdlofezy 30.03.2025 2 9




Vzorek D (podminéné patogeny)
Vzorek D — uméle pripraveny vzorek. Bakterialni kmeny

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 vhodne
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 sterilni

nadobé a vSe bylo dukladné

zhomogenizovano a za stalého michani ihned rozplnéeno.
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Vzorek E — legionely

Vzorek E — Prirozeny vzorek teple vody. V breznu a dubnu 2024 bylo
provedeno ovéreni potencialniho zdroje vody, coz je tepla uzitkova voda (v
panelovém domé v Praze 10). Vzorek byl odebran po dvouminutovém
odtoceni do 2* 3 litrové nadoby. Po zchladnuti na laboratorni teplotu byla
overena absence volného chloru, vzorek byl smichan, zhomogenizovan a za

staleho michani ihned rozplnen. 8 | oris |eomon | 02l | rmemon| o1

(++) (A) hila hila

Legionella Legionella

WT GVPC 0,5 ml [WT BCYE 0,5 ml =E 2 pneumop | 1.24 | pneumop | 02.

[ 2025] KTJ KTJ = VTR s
Jahodova|20.1. 12 17| gy | [Proumen [ Preumen
Jahodova(24.3. 9
szU 24.3. 35

Jahodovda|30.3. 3 7
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PT - #V/3/2025 - vyhodnoceni

Pro stanoveni vztaznych hodnot u ukazatell pouzity vétSinou vysledky vSech zucastnénych laboratofri.
Vztazna hodnota byla vypocitana jako robustni primeér z vysledkl vSech zucastnénych laboratori.

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)
/ 0, kde je x vztazna hodnota a o cilova smérodatna odchylka.

V pripadech, kdy byla vztazna hodnota velmi nizka, rovna nebo mensi nez 10 (a nejednalo se o metodu
nejpravdépodobnéjsiho poctu), bylo pro meze pro spravné hodnoty pouzito Poissonovo rozdéleni (99%
hladina vyznamnosti). Pro vypocet byla vyuzita funkce POISSON z programu MS Excel. Vztazna odchylka
pak byla vypocitana jako polovina rozdilu mezi vztaznou hodnotou a spodni, resp. horni hranici intervalu.
Z-score je vtomto pripadé uvedeno pro grafické znazornéni vysledku.

Z-score je interpretovano nasledujicim zplsobem: |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 smérodatné odchylky.

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



C..

Organotrofni mikroorganismy

PK 22°C 1384 664-2103
oK 36°C

- Transport vzorku

-+ Vhodné redéni - letos nutné, u fedéni u PK 22 az 100%, vice paralelnich
stanoveni u 36°C a spravne pocitani z nej!

- Temperace vzorku (3* vice nez hodina, ale vyznamnyvelky vliv nebyl
zaznamenan)

- Teplota zalévani — dle CSN EN I1SO 6222 (45 +/- 1)°C



1(-) Actinomyces timonensis CCUG 44999
CCUG 1.21 1654

N

Actinomyces spp., 36°C

10



Indikatory fekalniho znecisteni

Vztazna Meze Uspésnost

hodnota
KB (TC) CSN 757837 211 47-376 100 %
KB (TC) CSN EN ISO 9308-1 182 73-291 81 %
KB (TC) CSN EN ISO 9308-2 208 170-245 100 %
ECOLI CSN EN ISO 9308-1 22 9-35 96 %
ECOLI CSN EN ISO 9308-2 17 10-25 100 %
ECOLI CSN 757835 16 7-26 95 %

Pozn. Colilert 18 vers COLIKAT 6:2, vysledky
se neliSily







N

Indikatory fekalniho znecisteni Il

Vztazna

hodnota
TKB (FC)
Enterokoky

L]




Klostridia (C. perfringens)

CP - CSNEN1SO 14189
CP - Vyhl. 252/2004 Sb.

Siricitany redukujici
anaeroby

Vztazna
hodnota

17

Meze

8-26
4-15
25-75

Uspésnost

100 %
75 %
86 %



¢

Clostridium perfringens szu

Osud vyznamnost ukazatele se bude muset doresit, mCP konci (jako
standardizovana metoda) — |ze pouzivat pro surové vody 4 ucastnici

CP dle CSN EN ISO 14189: 16 Ucastnikl © - vsichni uspéli

Vyrobce Cinidla na kyselou fosfatazu : Himedia (uvedli 10), Sifin (uvedlo 6),
dale nehodnoceno

Sificitany redukujici anaeroby — nutna zmena normy

15
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Podminene patogenni bakterie

Vztazna hodnota Meze Uspésnost
P. aeruginosa Nelze hodnotit
S. aureus 56 34-77 85 %

Legionella spp. 97 39-156 100 %




Y |lab vysledek (KT1/1ml) |z-score | -4
0275 Q.00 -3.33] i
0313 2.00 -3.210
n333 2200 -1.98 i '
0314 29,00 -1L535] i |
1172 50.00 -0.26] | |
1070 A0 -1.14 i '
09a0 5500 .05 | !
i3 G5_Mn Mn.n5 i |
0716 G500 0.73] ! '
0741 G3.00 0.85 i |
nag1 F0n naz |
0935 F2.00 109 i '
154 17000 4ns| | I
0526 192,00 5.47| | i

pocet [zboratofi: 14
NEHODMOCENO

vztazna hodnota: 54, 2KT1/1ml




Stanoveni legionel

Stanovilo ucastnikd 11
Uvedena prameérna hodnota 10*
Uvedena maximalni 1 (10 mI BCYE )

1 laborator zaznamenala (uvedla) rozdil mezi kyselym promytim a bez promyti, dalsi uvedla, ze nebyly
rozdily

19



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  uspésSnych ¢  neuspésnych  vysledk
jednotlivymi ucastniky.

20



2025

« Celkem uvedlo udaje o nejistotach 26 ucastniku tj. 84 %.

C.,

 Je takeé nutno pripustit, ze na protokolu nebylo uvedeno hodnoceni vysledku
resp. porovnani s limitem.

« VétSina laboratofi (19) uvadéla relativni nejistotu (v %), i kdyz v nékterych
pripadech znak % chybeél, bylo to patrné. 1 laborator uvedla ,hodnotu”, 3
laboratore uvedly konfidencni meze a tri laboratore kombinaci relativni
nejistoty a konfidencnich mezi.

« Rozmezi vsech uvedenych relativnich nejistot bylo 10 — 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.

21



Mozneé chyby pri OR

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

SZU

« Dodrzovat predepsanée postupy — slozeni médii
apod.

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

« Spravné jednotky
« Spravne vyplneny protokol

22
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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.

23
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Novinky v mikrobiologii vody

« Kvalimetrie 28: Validace metod a nejistoty stanoveni

« Kontrola membranovych filtrt dle CSN EN 7704

* Intestinalni enterokoky v pitnych vodach — dalsi analyzy
« Stanoveni E. coli v prirodnich koupacich vodach

24
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Akreditace a mikrobiologické laboratoie

Pokyn Eurachem

Eurachem
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Akreditace a mikrobiologické laboratofe

Picloseno 7. B. Magnussan, K. C. Tsimillis (cds.) Eurachem Guide: Accreditation for
Microbiological Laborstorics (3 ed. 2023). ISBN 978.91-519-6581-9.

Preklad: David Milde

P vakdad mid
amaiytkl meted pew dan

Prlosens 7 1. Cantwel (e lanks in Method Validation - Supplernen o Furachern
Guide The Fitness for Purpose of Analytical Methods (1% ed. 2019).

Doplnék Pokynu Eurachem Vhodnost

Pli studid validaci metod u formulace zpriv o validaci - Doplnék Pokynu
Eurachem Vhodnost analytickch metod pro dang aéel

d Reporting Method Validation Studies
Supplement 1o Eurachem Guide on the Fitness for Purpose of Analytical Methods (1% ed.

201

Preklad: Zbyntk Plzik

Editor: David Milde

Podékovini 7a finantai podporu patti UNMZ v rimei projektu PRM 2023 VIL623

Vydal Eurachem-CR, 2.5., Pasteurova 35441, 400 01 Usti nad
v fadé phiruéek KVALIMETRIE

ibem, jako 28, publikaci

Prni vydini, Usti nad Labem 2023

Copyright © Eurachem-CR 2023

ISBN 978-80-86322-17-9
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Navody na validaci metod

Obecne v mikrobiologii vody neni mnoho treba
Verifikace ale ano!
Nejdulezitejsi cinnost v mikrobiologické laboratori !

Nejistoty méreni — prevazna c¢ast vysledkd pod mezi stanovitelnosti:

Pozor na presné vysledky z jednorazovych pokusu aplikované na nevhodny
pracovni rozsah!

26



Vyber metod pro vhodny ucel

e (Cochceme sledovat?

« Co OPRAVDU chceme sledovat?

o Jsme vazani legislativou? 1

« Mikrobiologické metody jsou uzanéni (smluvené) a

normované (nejen ukazatel, ale i metoda resp. princip; pozor na
,ekvivalenci metod”)

27



Standardizované metody jsou validované

... Nebo se za to alespon povazuji

Ve, VeV /s

 Citlivost
« Specificnost
« Falesne pozitivni vysledky

« Falesne negativni vysledky

V mikrobiologii vody je velmi problematicka

« Produktivita »linearita“

« Selektivita

« Opakovatelnost

» Reprodukovatelnost

28



Verifikace metod v mikrobiologickych
laboratorich

Mysleno kontroly vedouci k pravidelné verifikaci pouzitych metod

« Kontrola Zivnych médii — produktivita, selektivita, specificnost
* Spolec¢né pocitani vysledku (paralelni odecty) — kontrola spornych vysledkd konfirmacnimi testy
« Opakovatelnost — v mikrobiologii vody ukazuje POUZE na intenzitu promichani vzorkd

« Reprodukovatelnost (vnitrolaboratorni) - podminky Ize spinit jen ¢astecné (stejna média, prostredi,
pristroje)

Podrobnosti viz Kvalimetrie 28, diskutabilni je pouzivani ,obohacenych vzorkl" zejména pro testovani
podilu falesné pozitivnich a negativnich vysledkd

29



DalSi dulezité charakteristiky mikrobiologickych q/;zu
metod

* Mez detekce resp. mez stanovitelnosti

» Mez detekce se dodnes diskutuje - 0 je cislo!

» legislativni predpisy napr. vyhlaska MZ 252/2004 Sb. pozaduje zpracovat u nékterych
mikrobiologickych ukazatelt 100 ml s vysledkem , 0,

« Mez stanovitelnosti — odviji se od poctu vyrostlych kolonii na detektoru (Petriho misky),

Obvykle 15 — 20 KTJ na detektoru

30



Distribuce mikroorganismu ve vodé

31



Priklad konfidencnich mezi
Poissonova rozdeleni a relativni
smerodatne odchylky

SZU

P-0,95 1 2 3 4 5

Poissonovo 0,0-5,6 0,2-7.2 0,6 - 8,8 1,1-10,2 1,6 -11,7
rozdéleni

Relativni 140 % 132 % 128 % 108 % 107 %

smeérodatna
odchylka

32



Nejistoty stanoveni mikrobiologickych ukazatel

Nejistota méreni je parametr pridruzeny k vysledku méreni, ktery predstavuje rozsah hodnot které Ize
dlvodné prisoudit mérené velicine (Kvalimetrie 28)

« Musi byt pravdivé / realisticke
« Musi zahrnovat specifika mikrobiologickych stanoveni a zaroven konkrétni kriticka uskali metod (y)

« Musi byt pravidelné ovérovang, zejmeéna pri zmene relevantnich podminek

« Vlegislativé mikrobiologie vody nejsou zahrnovany pro hodnoceni vysledku

Smysl maji nejistoty pouze u vysledk( nad mezi stanovitelnosti (pfevazna éast vysledki pod mezi
stanovitelnosti)

33
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Stanoveni nejistot — dva uvadené pristupy

Per partes (hlavni slozky co prispivaji k nejistoté - tj. distribuce ¢astic, technické kroky, konfirmace,
matrice) a zaCit u 25 %

Celostni pfistup (celkovy rozptyl, mira variability) nizké vysledky — Iépe se prakticky déla (vhodné pro
potraviny, nikoliv pro vodu) — Pozor na presné vysledky z jednorazovych pokust aplikované na
nevhodny pracovni rozsah!

. ———

pocty kolonii

U 36°C KTJ/ml 45%

pocty kolonii

pFi 22°C KTJ/ml 205 63 6 1 23%

34



Kvalimetrie 28: Priloha C — Uvadeni
konfidencnich intervalu

Velmi vhodny parametr, ale nezameénovat

s @™ D | © Dorucens posta| Posta | WebMal X [B 028-fin-web.pdf x  +

- o x
C  (© Soubor | CifUsers/danabaudisova/Documents/2024/QAQC/Q28-fin-web,pdf ) @ o= % o
© cb (@ Prijaté [1/2824] - m... 53 Nastaveni ' espisprod [ espisikol [Y IntranetSZ0 (@) Mail s20 200 % A v X
= A as - + @ || & [z10]| ®) | B Q | @ B, @ "
(@ Tento soubor ma omezena opravnani. Je mozné, Ze nemste pristup k nékterym funkcim. Zobrazit opravnéni X
38
[
. . . 1z v
Akreditace a mikrobiologické laboratoie Pokyn Eurachem

Pfiloha C = Uvadéni konfidenénich intervalul

C1 Ucel

Hlavnim u¢elem této prilohy je struéné piedstavit vypocet asymetrickych konfidenénich intervald pro
mikrobiologické metody. Hlavnimi odkazy jsou ISO 29201 [26] a ISO 8199 [51] pro vodné matrice,
ISO 19036 [34] pro potravinové matrice a G108 pro obé matrice [60]. Pokud je rozsifena nejistota vyssi nez
3040 %, doporucuje se uvést asymetricke konfidenéni intervaly namisto pouhého uvedeni rozsifené nejistoty
pro vysledek odecitani v % nebo log jednotkach. Konfiden¢ni interval vysledka bude pro zakaznika

informativnéjsi nez pouhé uvedeni vysledku s nejistotou, napf. 50 KTJ & 42 % lze také uvést jako 50 [33, 76]
KTJ, kde 33-76 je asymetricky konfiden¢ni interval pro vysledek 50 KTJ.

% ' - 16:39
H £ Hiedat 0 y - Odkazy @ 12°C Sunetno  ~ T Qi

15.10.2024
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Norma CSN EN ISO 7704

« Testovani membranovych filtrd
« Zavaznost (??)
« UCelnost pro laboratore (?)

Analyza rizik?
PocCty KTJ? Pouziti CRM?

Vhodné pro specialni pripady:
« Zaskoleni pracovniku — prace s kulturami, presnost pripravy kultur

36



Doporuéeni technické komise pro CIA
(minimalni pozadavky)

e

1. Laborator je povinna otestovat dostatecny zachyt membranovych filtrd pro vSechny stanovované ukazatele
v rozsahu akreditace a pouZivand média postupem dle CSN EN ISO 7704.

2. Testy je tfeba opakovat v pripadé nastalych zmén (dodavatel membranovych filtr( ¢i kultivacnich médii, a
dale v pripadé jakychkoliv pozorovanych odchylek, opakované nizkych zachytl pfi zkouseni zpUsobilosti
apod.).

3. V pripadé, Ze vyrobce neni certifikovany podle normy ISO 9001, je tfeba otestovat kazdou Sarzi
membranovych filtra.

4. V pfipadé, ze laborato¥ kupuje filtry jiZ s certifikditem dle CSN EN I1SO 7704, dal$i testy provadét nemusi.

37



Priklad Staphylococcus aureus

S. aureus 3953

BP Sarze VM945706040

TYA 424181

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

BP
MF

11.10. (-6)

11.10. (-5)

PV
50
14
/8%

TYA

MF PV

64 56 49
6 17 5

SZU
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Intestinalni enterokoky q/;zu

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

Vice analyz — vice zachytl - Posilejte kmeny ©! .. vroce 2023 se jeste
neoprojevilo

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

Enterolert DW: Enterococcus spp.
Letos dokoncime — VB 2026(?)

C7 Aerococcus
() () S22 viridans -

39



Enterokoky nase prubézné vysledky z pitnych vogfézv

Intestinalni enterokoky
N=81

Po 2 hodinach na ZEA negativni (10
%)

97,5 % pozitivnich na Enterolertu DW
Druhy:

faecium 28, casseliflavus 18,

hirae 14, faecium 9, mundftii 6,

durans 4, gallinarum 2, moraviensis 1

Dalsi druhy izolované z média SB
N=40

6 ZEA pozitivni (15 %)

4 pozitivni na Enterolertu DW (10 %)
Druhy

Aerococcus viridans (37)

Lactobacillus plantarum (1) - ten byva vzdy
ZEA +

Streptococcus infantarius (1)

Carnaroibacteirum maltaromaticum (1)

a dalsi “mrtvolky” — nevyrostly ani nereagovaly

40



Citlivost ruznych druhu enterokoku
k volnému chloru

zbytek po 1 minuté pusobeni Cl 2 (0,15-0,17 mg/I)

0,35%
0,30%
0,25%
0,20%
0,15%
0,10%
0,05%

0,00%

ey 3

(d)

wniaey 3 I
SnAe[IasSEd '3

(d)oedy -3
(d) suepuia
SNJ2J20J20J43e

SUepuIA
SNJ3J3020.49Yy

mpunw -3

(d) s1eooey '3 -
si|edaey 3 .
(@ sueooe 3 [

(d) wnpaey-3 ]
(d)mpunw -3 [

SnAB|JI[2SSE '] -
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Stanoveni E. coli v prirodnich koupacich vodach Zézv

- Pripravuje se ENISO 9308-4 ve fazi validace metody

« TBXagar,4hpri36°Ca 21 hpri44°C, u sladkych vod pouze zmena
teploty

« Mezilaboratorni studie — v prvni fazi 20 laboratofi (reprodukovatelnost
metody, umélé vzorky)

« Druha faze — stabilita vzorkd — doba zpracovani zacina ted

« PTV3 2025 primér ze 3 vzorkd 24 KTJ/10 ml (ostatni metody : 22, 17,
16) -veslo by se do rozmezi spravnych hodnot

42






Reprodukovatelnost vysledku

.1
E. coli

E. coli +I:aE|t:k‘|gn::undL

Concentration in vials
Backgru::unda

(cfu/ml)

3
Background

vial A=G
vialB=H
vial C=E
vialD=F

2
0
1
0

ISO/DIS 9308-4
3534

220136

Spread plate TSA 44°C
1464 +173
0
2442 + 240
1201 +97

Spread plate TSA 44°C - 1ISQ/DIS
9308-4 targets®

1228 +170

0

1222+274

1201 +£97

1. Results from homogeneity test manufacturer (Biosisto BY) based on 20 vials

P

. Result obtained by subtracting the target counts from the total counts for each tested via

ISO/DIS 9308-4

3. Background flora contains high concentration E. cloacae WR3, low concentration K. pneumonize and P. shigelloides;

in our hands, E. cloacae WR3 does not grow on TBX at 44C, but it does on T5A; the other 2 species can grow on TBX as we

3a. RIVM data based on 4 vials, spiked water samples following ring trial protoco

3b. RIVM data based on 1 (37C) or 2 (43C) vials, spiked water samples

(n=4)" TBX 37°C (n=1)"
379+ 62 1722
0 0
401 +50 1408
386+ 49 1637
as T5A at 44C

TBX 43°C (n=1)"
1426
n.t.
1399
n.t.
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Nabidka nasi spoluprace o

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
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