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Program

* Priprava a hodnoceni PT#V/3/2022

Novinky v mikrobiologii vody

* Transpozice nove smernice EU o pitne
vode, Legionella

* Nove normy
« R2A agar /TBX, shift i na pseudomonady?
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Priprava PT #V/3/2022

Vzorek A — organotrofni mikroorganismy

» Pocty kolonii pri 36°C a 22°C

« V lonskem pramen Vaclavka, Praha 4 — letos neslo a
dalsi se ukazaly jako ne uplné vhodne

« TUV SZU ... nizké poéty/velky pocet laboratofi ©

202 PK22  PK36
KTJ/ml KTJ/ml

21.3. TUV szU 50 36
21.3. TUV Jahodova 61 36
21.3. studanka Chitussiho 22 8
30.3. TUV szU 128 178
30.3. TUV Jahodova 4 50
30.3. studanka Chitussiho 45 1




Vzorek Ba C
— Indikatory fekalniho znecisteni

« Povrchova voda o rizném stupni fekalniho znecisténi (Vitava 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 (potencialni patogeny)

 Vzorek D — uméle pripraveny vzorek. Bakterialni kmeny
(Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa izolované v
ramci feSeni vyzkumnych projektt a ovéfené metodou MALDI TOF )
byly 24 hodin pfi (36 £ 2)°C kultivovany na neselektivnim meédiu
(tryptdzovy agar s kvasniCnym extraktem). Poté byla na zakladé
opakovaneho testovani pripravena suspenze o vhodné denzite.
Prislusny objem této suspenze byl dale pfidan do 5 litr odstate
pitné vody (pfedem otestované na obsah volného chloru 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 — Prirozeny vzorek teplé vody. V breznu 2021 bylo
provedeno o overeni potencialniho zdroje vody, coz je tepla uzitkova
voda (SZU, mistnost 111). Vzorek byl odebran po dvouminutovém
odtocCeni do sterilni 10 litrové nadoby. Po zchladnuti na laboratorni
teplotu byla ovérena absence volneho chloru a vzorek byl
zhomogenizovan a za staleého michani ihned rozplnén. (
@
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PT -#V/3/2022 - 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, ktera mohla byt pfi zohlednéni dalSich
faktoru rozSifena.

 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.

« Z-score je interpretovano nasledujicim zplisobem: |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 laboratofe vztazena na cilovou
hodnotu smérodatné odchylky.

* Pro ukazatele ze vztaznou hodnotou nizSi nez 15 bylo pouZzito Poissonovo rozdéleni
(P99).

Kontrolni vzorky ze SZU byly vyuZity pouze k potvrzeni homogenity a stability vzorku
(vysledky jsou uvedeny ve zpravé (tab.1). Nebyly vyuZity ke stanoveni vztazné hodgoty,
kromé koliformnich bakterii dle CSN 757837.




Organotrofni mikroorganismy

Transport vzorku
Vhodné redéni

Temperace vzorku

Vztazna Meze Uspésnost
16 laboratofi t d L
aboratofi temperace do 5
30 minut © PK 22°C | 6,3 | 1-12 | 88,5%

3-4 laboratore 2 hodiny PK 36°C 13,4 5-23 92 %
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Indikatory fekalniho znecisténi

Vztazna Meze Uspésnost
hodnota
KB (TC) &sn 757837 227,6 73-380 88,9%
KB (TC) ésneniso 168,1 73-264 82,6 %
9308-1 (CCA)
KB (TC) ¢sneniso 150 95-206 100 %
9308-2 (MPN)
ECOLI é&sneniso 30,4 20-41 95,7 %
9308-1
ECOLI ésneniso 28,6 17-40 100 %
9308-2 (MPN)
ECOLI ¢&sn 757835 21,5 11-32 92,9 %




Indikatory fekalniho znecisteni Il

Vztazna Meze Uspésnost
hodnota
FC (TKB) ¢sn 42 16-68 100 %

757835

Enterokoky 10,5 3-19 96,1 %




Koliformni bakterie

e Pri stanoveni koliformnich bakterii na CCA nebyl typ agaru (vyrobce)
pri hodnoceni zohlednovan zejména proto, ze ne vsichni Ucastnici
tento udaj uvedli. 8 firem (6* Merck, 6* Trios, 3* Himedia)

e Objem zpracovanych vzorkd (3* pocitano z 10 ml! ®, ale celkové
Zlepseni © )

e Temperace vzorku? Vztazna hodnota 168,1 KTJ/100 ml , promér
laboratori s dlouhou temperaci 493 KTJ/100 ml (z toho 3 nad
vztaznou hodnotou) :




Stanoveni koliformnich bakterii
na Endo agaru

« Tato metoda je urCena vyhradnée pro stanoveni
koliformnich bakterii v nedezmﬂkovqnych vodach.

. 7 f’“"u

« Aktualni vyuziti?
* Malo laboratori
(9 a z toho 3 vysledky z 1(

« NENIV ZADNE LEGISLATIV




Termotolerantni koliformni bakterie a E. coli:

* Nebyly vyznamné problémy — dostatecne selektivni
metody

* Vysledky E. coli celkem srovnatelne ruznymi metodami —
CSN 757835 nizsi — problém se statistikou — EC
prerusta koliformnimi na CCA

* O techto ukazatelich bude jesté zminka v dalsi Casti
prezentace)




Intestinalni enterokoky
* Male pocty
» Konfirmace 2 hodiny — doporucuje se asi
kvuli selektivité

* Pozor na falesné kmeny
(koupani) o




Klostridia (C. perfringens)

Vztazna Meze Uspésnost
hodnota
CP - ¢sSNENISO 29,2 21-38 90 %
14189
CP - wyhl 26 13-39 88,2%
252/2004 Sb.
Sifricitany redukujici 26.9 27-47 91.6 %
anaeroby ’ ’
(klostridia)

C.




Clostridium perfringens
— jesté o0 ném uslySime ©
* Osud vyznamnost ukazatele se bude
muset doresit (viz dale)

« VV PT/V/3/2022 pouze 10 ucastniku

4:5 Sifin vers. Himedia (1 neuved|)
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Patogenni bakterie

Vztazna Meze Uspésnost
hodnota
P. aeruginosa 188 103-272 100%
S. aureus 160 25-295 93,8%
Legionella 70,9 44-98 100 %
spp.




Patogenni bakterie

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

Legionely nejcastéji dodan primérny vysledek (8*, maximalni hodnota 3*). AT nebylo
treba (malo doprovodné mikroflory, na 10 ml vyrostlo méné legionel nez po prepoctu
nizkych Cile z pfimého vysevu - LOGICKY). Pouze 1 laboratof uvedla vyhradné
hodnoty prepoctené z 1 ml (nejvyssSi hodnota)




Nejistoty stanoveni

V pripade, Ze je vysledek nad mezi stanovitelnosti (min 10 KTJ, lépe
15, nekdy dokonce 30 KTJ) by méela byt uvedena nejistota stanoveni
(povinnost pfi interpretaci vysledkd)

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

Uvedené nejistoty stanoveni lze vyuzit predevSim pri hodnoceni Uspésnych
Ci netspésnych vysledkd jednotlivymi tcastniky.

Celkem uvedlo udaje o nejistotach 21 ucastniku tj. (78 %). ve vsak nutno pripustit, ze
na protokolu nebylo uvedeno hodnoceni vysledku resp. porovnani s limitem. Prevazna vétsSina laboratori
(81 %) uvadeéla relativni nejistotu (v %), nejistotu méreni, jako rozmezi
spravnych hodnot uvedly 4 laboratofe (u vSech ukazatell). Nejistotu v
pripadé nizkych hodnot (pod mezi stanovitelnosti) zohlednilo 9 laboratofi
(necelych 43 %).

Rozmezi vsech uvedenych relativnich nejistot bylo 15 - 53 %; nutno
konstatovat, ze nejistoty v mikrobiologii vody pod 20 % jsou nerealistické a
neodpovidaji rozlozeni mikroorganismu (¢astic) ve vzorku. Jeden ucastnik u
jednoho ukazatele uvedl k vysledku 1 KTJ/10 ml nejistotu stanoveni <1-2 %.




Mozné chyby pri OR

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

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

Spravné jednotky
Spravne vyplneny protokol
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Hodnoceni vysledku

Vysledky neprecenovat, ale ani nepodcenovat

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

Pri hodnoceni vyuzit nejistoty vysledku (vlastni).

DulezZité jsou trendy vysledku (opakované hodnoty
,nad“, nebo ,pod” vztaZznou hodnotou), rozliSit mozné
chyby systémove a nesystemove, identifikace
rusivych vlivu.

Logicka spravnost vysledkd.

SzU




Novinky v mikrobiologii vody

* Transpozice DWD - pokracuje
(pripominkova rizeni)

Clostridium perfringens, somaticke kolifagy
- Vic se asl nedotkne

Enterokoky v kracenem rozboru
* Nové metody — R2A agar, TBX




Clostridium perfringens

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

 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 provadeét eliminacni krok (tepelna
inaktivace bunék).

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

ProcC je problem mCP?

* Produktivita média musi byt vétsi nez 50 % (EN ISO 11133)

« CSN EN ISO 17994 — stanoveni ekvivalence metod, studii poslat do

EMEGu a tam se musi schvalit
SZU

I/
- /I
I/
I/
I/
i



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. - upravuje zakon
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 ur€en jeho
biologicky druh.

Legionely se za uCelem dodrzovani vySe uvedené hodnoty deteku;i
metodou dle CSN EN ISO 11731.

Pro ucely overovaciho monitorovani zaloZzeného na posouzeni
rizik a na doplneni kultivacnich metod lze 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

« Bakteriofagy jsou nepatogenni viry, které infikuji bakterialni bunky.
« Kolifagy jsou podskupinou bakteriofagu se specifickym nazvem, nebot
napadaji prave druh E. coli.

« Somatické kolifagy se bézné vyskytuji ve stfevnim traktu Clovéka a
teplokrevnych zvirat, ale v nizSim poCtu nez napfr. E. coli nebo intestinalni
enterokoky. Zdaji byt velmi dobrym ukazatelem uéinnosti procesu
upravy, Cisténi a desinfekce vod (upravny vod, Cistirny odpadnich vod).

NEJSOU VHODNYM INDIKATOREM FEKALNIHO ZNECISTENI!




Smernice Evropskeho parlamentu a RADY (EU) 2020/2184
ze dne 16. prosince 2020 o jakosti vody urcené k lidske
spotrebe (prepracované zneéni)

Priloha Il, Cast A:

 Somatické kolifagy - indikator provozniho monitoringu.

» Jejich stanoveni by mélo byt provadéno v ramci posouzeni a fizeni rizik — a
to v souvislosti s proverenim schopnosti dané technologie eliminovat
enterické viry.

« Jako referencni hodnota v surové vodeé je stanoveno 50 PTJ/100 ml.

Tento ukazatel se objevi nejen v novelizované vyhlasce €. 428/2001 Sb. (jako
dal$i ukazatel surové vody), ale také v novelizované vyhlasce ¢. 252/2004 Sb.
(jako novy a jediny ukazatel se stanovenou referencni hodnotou).

 wSZU




Metody stanoveni

Kultivacni metoda — plakova titrace

Jednotky: PTI(U) (plakotvorné jednotky (units)) nebo PFP (plague forming
particles) v definovaném objemu vzorku

Hostitelsky kmen Citlivost Nevyhody
CSN EN ISO 10705-2 E. colikmen C (pro 1 PFU per ml Pro 100 ml vzorku je
(2000) malo znecisténé nezbytna koncentrace

prirodni vody), E. coli dle CSN ISO 10705-3

kmen CS (WGS5 -pro
zneCisténé vody)

USEPA 1601-1 E. colikmen CN-13 1 PFU/100 ml Validovano pouze pro
(2001) - podzemni vody
USEPA 1602 (2001) E. coli kmenCN-13

1 PFU /100 ml Dtto




Metodicke aspekty

e Ocekavany nizky vyskyt ve vodach,
- nutnost koncentrace (vyteznost 19-70 %)

e Referencni hodnota 50 PFU/100 ml

- pro hodnoceni ucinnosti jejich
eliminace velmi nizka, protoze snizeni z 50 PFU na 0 PFU

predstavuje ,,>98 %"......

o Stabilita vzorkii: somatické kolifagy Ize stanovit do 48
hodin po odbéru pripadné Ize vzorek zamrazit
s glycerolem (objemovych 10 %).




Zkusenosti z jinych zemi (EU)

Aktualni problem vsech evropskych zemi

Literarni udaje existuji — je malo systematickych
zkusenosti ze surové vody,

4 zeme (Belgie, Madarsko, Slovenska republika
a Portugalsko) ze 14 zemi, které dodaly
informace, nemely na podzim 2021 zadnou
zkusenost se stanovenim somatickych kolifagu.
Prevazna veétsina zemi postupne testuje/zavadi
metodu dle CSN EN ISO 10750-2.




Kolika zdroju surové vody se to muze tykat?

« QOdborna literatura (viz prispévek ve sborniku konference
Pitna voda 2022 v Tabore): faktory ovlivaujici jejich
vyskyt jsou zakal (prutok) a typ hospodareni v povodi,
podobny vzorec vyskytu ma

E. coll.

Tj. privalove deste, jarni tani apod.

V Ceské republice by si tato problematika uréité zaslouZila
podrobnéjsi vyzkum (studii). Vysledky by pote mohly
pomoci pfi tvorbé monitorovacich plana.

C.
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PocCty zdroju surové vody (podzemni voda), které ve své
maximalni hodnote E. coli prekrocily v letech 2018-2020
hranici 50 KTJ/100 ml (databaze CHMU)

Podzemni voda Povrchova voda

2018 2019 2020 2018 2019 2020
Celkem 2648 2852 2759 Celkem 121 122 124
Pocet zdrojii 23 28 53 Pocet zdrojii co 38 40 40
co prekrocily prekrocily 50
50 KT31/100 KT3/100 ml u .
ml u E. coli coli
% 0,910 % 1,002 % 2,166 % % 31 % 33 % 35 %




Co je treba:

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?

Provést vybér relevantnich lokalit odbéru surovych vod, kterych se bude
stanoveni somatickych kolifagl tykat (zranitelné zdroje s fekalnim
znecisteénim, i obcasnym).

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

Zavést (alespon v pilotnich) laboratorich stanoveni somatickych kolifagl a
ziskat s tim praktické zkuSenosti. Zajistit mezilaboratorni porovnani.

Na zaklade zkusenosti stanovit parametry vyse uvedenych metod, vytéznost
pri koncentraci, apod.

Urcit objemy vzork( surovych a pitnych vod, které bude tfeba zpracovavat
(zohlednit vytéznost koncentracnich metod a zaroven pozadavky na

verifikaci eliminace virovych castic).
SZU
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Primarni
kultivace

neselektivni
agar 36 °C4 h

TBX36°C4h

Sekundarni
kultivace

TBX 44 °C
TBX 36 °C

TBX 44 °C

TBX 44 °C
Colilert 18
36 °C

Méstska Seda Seda
fontana voda1 voda 2

40 70 2 200
130 60 prerostlé

170 90/ 30 1600

130 80 2400
120 82 5475

EN ISO 9308-47?

Pseudomonas
aeruginosa???

Destova

voda 1

6
15

21

21
9

Destova
voda 2

88
110

129

121
135,4




Navrh - vyuZiti R2A agaru

Navrh ISO 13647

Kultivovatelné mikroorganismy na R2A
mediu

Kultivace 7 dni pri 22°C

Vyuzitelné pro kontrolu upravy vody

 wSZU




a A WO N -

Predb&zné vysledky

Vodovodni voda

TYA (22°C)
23

N = =

R2A

75
15

30
10

Ozivena voda (Aqua
purificata/ rybniky)

500
400

300

%
C.




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 zacCatecniky I pokrocilé

. pocCitame s pozdejSim podzimnim terminem

PROSBA O VYPLNENI ZPETNE VAZBY!

Zajimavosti z praxe
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