BaudiSova D.

Metody analyz
koupacich vod v Ceske
republice



Hlavni problémy  ¥&

V Ceské republice bylo v roce 2011 evidovano 264 pfirodnich
koupacich vod, z toho 183 koupacich mist, které byly reportovany
Evropskeé komisi. Tyto mista v roce analyzovalo a do IS PiVo
dodavalo vysledky 24 |laboratofi ze vSech rezorta.

K mikrobiologickym analyzam je mozné pouzit nékolik ruznych
metod, vysledky nejsou srovnatelné, nekdy se lisi i vysledky na
ruznych meédiich. Neni dofeSena metoda dle EN ISO 9308-1 (pro
mozne pouziti povrchovych vodach), a navic se nyni reviduje.

Nové se do IS PiVo dodavaji vysledky E. coli (proto s tim nejsou
velké zkusenosti).

Nejsou udaje o vyskytu patogennich bakterii v koupacich vodach,
jejich korelaci s indikatory fekalniho znecisténi a o pripadném
hygienickém riziku.

DalSi probléemy — nejistoty vysledku, doba transportu a ,skladovani’
vzorku do pocatku zpracovani, apod.

Musi se pripravit metodicky pokyn (technické doporuceni), které
bude konkretizovat metody mikrobiologické analyzy koupacich vod.



Vyhlagka 238/2011 Sb.

Strevni enterokoky — metody dle norem
7899-1 a 7899-2

Escherichia coli — metody podle norem
9308-1 a 9308-3

Prokazani rovnocennosti jiné nez referencni metody se provedel dle
CSN EN ISO 17994 (Kritéria pro zjisténi ekvivalence dvou
mikrobiologickych metod). Limit odchylky je uveden 10 %.



Postup reseni projektu VOV
TA 01020675 TGM
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« Zjisteni soucasne situace, ohledne pouzivanych
metod (dotaznikova akce v lonskem roce)
« Zhodnoceni vyhod a nevyhod stavajicich metod

* Vysledky analyz na pilotnich profilech v roce
2011

Otava Vojnikov
Vitava-Orlik Radava

Berounka — Cernosice
Seberak (Praha 4)






Stanoveni E. coli

CSN 75 78 35 - mFC agar, kultivace pifi
44°C, GLR test

CSN EN ISO 9308-1 — tergitolové
medium, preockovani laktoza pozitivnich
kolonii, OXI test, indol test, pfipadne GLR
test

CSN EN 1SO 9308-3 - mikrotitragni
desticky
Colilert Quanti Tray — komercni metoda



Stanoveni E. coli dle CSN 757835

* Viceméné tradicni, v
laboratorich pouzivana,
uvedlo ji 29 % laboratofi,
nékteri vSak misto mFC
pouzivaji Endo agar.
Vysledky OR davaji
vynikajici vysledky

* Vhodna pro povrchové a
odpadni vody — vysoce
selektivni, bohuzel méneé
citliva




Metody MPN — obé na principu GLR testu v
tekutém prostredi

CSN EN ISO 9308-3 Colilert Quanti-tray
» Mikrotitracni destiCky  Dosud neni normalizovano (
. Vysoka mez detekce a ani uvedeno ve vyhlasce),

= 15 ktj/100 ml, sice nizka norma EN IS0 9308-2 je

hodnota, ale nelze statisticky porad v procesu pripominek

zpracovavat * Prestoze se jedna o
komercni metodu, stanoveni
E. coli je dostatecne citlivé i
specifické

« 29 % laboratori ma s touto
metodou zkusenosti.

« | pres urcitou propagaci se u
nas neujalo, zadna laborator
nepouziva.



Stanoveni E. coli dle CSN EN 1SO 9308-1

Tuto metodu pouziva (uvedlo) 53
% laboratori

Problemy jsou s doprovodnou
mikroflorou a s preockovanim
kolonii. Neni dostateCne
specifikovano pouziti GLR testu.

V tuto chvili se reviduje, pouziti
CCM agaru situaci s doprovodnou
mikroflorou spiSe zhorsi
(nepredpoklada se pro povrchové
vody), nicméné E. coli je tam
relativné dobre odecitatelna

Rapid E. coli agar ziskal AFNOR
validaci jako alternativni meédium.
Zkusenost s timto médium uvedly
2 laboratore.




Otava- Vitava-Orlik, | Berounka - Seberak
Vojnikov Radava Cernosice
CSN 757835 429 2,3 216,5 12,6
EN ISO 9308-1| 1173 (3 %) 8,2 (0,5 %) 897 (2 %) 38 (1 %)
-TTC
EN ISO 9308-1| 779 (5,29 %) | 3,9 (0,6 %) 462 (2 %) 22,8 (0,22 %)
CCM
Rapid 2 E. 837 (13 %) 4 (2 %) 607 (10 %) 17 (2 %)
coli agar
Colilert 913 7,6 734 32
Quanti Tray
EN ISO 9308-3 951,2 méné 15 797 12,9 = méné

15
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Stanoveni enterokoku

« CSN EN ISO 7899-1= miniaturizovana
metoda na mikrotitracni desticky, aktivita
beta-D-glukosidazy v prostredi nalidixové
kyseliny

« CSN EN ISO 7899-2 = kultivace na

Slanetz —Bartley agaru, konfirmace na
ZluC eskulinovem agaru

 Enterolert - komercni metoda



Stanoveni enterokok( dle CSN
EN ISO 7899-2

Vsichni pouzivaiji, ale
ruzna media (Himedia 38
%, Oxoid 9,5 %, Trios 14
%, Merck 28 %, Biorad
9,5 % - konec)

Ruzné vysledky na
ruznych meédiich Slanetz-
Bartley

Absence katalazového
testu

Vysledky pfi OR velmi
dobre




CSN EN ISO 7899-1

 Miniaturizovana metoda na mikrotitracnich
destickach
* Vysoka mez detekce

= 15 ktj/100 ml, sice nizka hodnota, ale nelze

statisticky zpracovavat

| pres urcitou propagaci se u nas neujalo,
zadna laborator nepouziva.



Enterolert

Ruzné typy Enterolertu, my jsme zkouseli
Enterolert E

Dosud ne zcela uspokojive vysledky
Podezrelé (falesne pozitivni??) vysledky v
urcitem obdobi vegetacni sezony u
stojatych vod

Zadna laboratof nepouziva



Otava- Vitava-Orlik, | Berounka - Seberak
Vojnikov Radava Cesrnosice
EN ISO 178 Méné 15 137 17
7/899-1
EN ISO 108 (87 %) 5,84 (81 %) 94 (92 %) 22 (98 %)
7/899-2
SB type B
EN ISO 279 (53 %) 20 (76 %) 126 (51 %) 33 (37 %)
7/899-2
SB type H
Enterolert 129 9,9 63 56
E Quanti

Tray
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|dentifikace enterokoku

Kmeny intestinalnich enterokoku z profilu Vitava-Orlik-
Radava byly dale identifikovany do druht mikrotestem
Streptotest32 (Erba, Lachema).

Celkem bylo identifikovano vice nez 80 kmenu z obou
mediich. NejCasteji identifikovanym druhem byly
Enterococcus casseliflavus/ gallinarum a E. mundti.
Druhy E. faecalis/faecium byly zachyceny minimalne.

V tomto pripade nebyl zaznamenan vyznamny rozdil ve
vysledcich na obou mediich.

V pristim roce chceme pokracCovat s identifikaci
enterokoku na vice fekalné znecisténém profilu (Otava-
Vojnikov nebo Berounka-Cernosice



Dalsi problémy

* Odber a skladovani vzorku (max 24 hodin,
80 % laboratori zpracovava vzorky v den
odberu, tj. max do 6 hodin po odbeéru)

* Nejistoty vysledku — mez detekce,
presnost stanoveni = je treba dodrzet
minimalni pocet cilovych kolonii, coz je u
n&kterych metod problém (zejména CSN
EN ISO 9308-1)



Vliv doby skladovani vzorku na
vysledky
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Vv srazek na mikrobia
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Stanoveni patogenu

Termotolerantni Campylobacter
Listeria monocytogenes

E. coli O157 (neuspéli jsme)
Salmonely — vzdy negativni v 1 000 ml

Somatickeé kolifagy — nejedna se o
patogen, ale o virovy indikator fekalniho
znecisteni



Termotolerantni Campylobacter

« Termotolerantni druhy rodu
Campylobacter jsou jedny z mala
bakterii, u kterych jsou v soucasné
dobé popsany epidemie z vodniho
prostredi ve vyspélém svété. Jednim
z davodu je nizka infekéni davka
Cloveka — stacCi stovky bakterialnich
bunék.

« Stanoveni na CCDA agaru v
mikroerofilni atmosfére, konfirmace
oxidazou a katalazou, mikroskopicky s
fazovym kontrastem a metodou
fluorescencni in situ hybridizace- FISH
se sondou 5'-GCC CTA AGC GTC CTT
CCA-3' (specificka pro 4 hlavni
temotolerantni druhy C. jejuni, C. coli,
C. lari, C. upsaliensis)




V profilu Orlik- Radava nebyl Campylobacter detekovan ani jednou,
v rybniku Seberak byl detekovan pouze v jednom z odbéri a to

v poctu 22 ktj/100 ml, proto vysla prumérna hodnota 2,44 ktj/100
ml). V fiCnich profilech byl Campylobacter bézné detekovan,
prumérna hodnota v profilu Otava- Vojnikov byla 20,65 ktj/100 ml a
v profilu Berounka — Cernosice to bylo 17,64 ktj/100 ml.

Byla testovana korelace mezi indikatory fekalniho znecisténi a
kampylobakterem. Nelze jednoznacné konstatovat, ze by Slo o
vyznamnou korelaci. V pfipadé hodnoceni vSech vysledkl (véetné
t&ch nizkych z profilli Seberak a Radava) byl korelaéni koeficient pro
Campylobacter a E. coli R?=0,51157 a pro Campylobacter a
enterokoky R?=0,1626. LepSi vysledky byly dosazeny samostatné
pro profil Otava-Vojnikov, kdy byl korelacni koeficient pro
Campylobacter a E. coli R?=0,626 a pro Campylobacter a
enterokoky R2=0,5326. Naopak vyrazné horsi vysledky byly
zaznamenany pro profil Berounka - CernoS$ice kdy byl korelaéni
koeficient pro Campylobacter a E. coli R?=0,0375 a pro
Campylobacter a enterokoky R?=0,0157.



Salmonella spp.
» Byla stanovena pouze dvakrat, a to
v objemech 1000 ml metodou dle CSN
1ISO 19250. VSechny zachyty byly
negativni.
* V letosnim roce chceme zkusit zachyt
tampony podle Moreové




Listeria monocytogenes

« Byla stanovena ve 100 ml
vzorku na ALOA agaru,

s konfirmaci na Rapid L-
Mono agaru. VsSechny
vysledky byly negativni.

* V letosnim roce chceme
pridat pomnozeni ve
Fraserove mediu a zachyt
metodou tamponu podle
Moreove




Somatické kolifagy

Somatické kolifagy byly stanoveny plakovou titraci na hostitelskych
kmenech E. coli K17 a B39. Byly zachyceny velmi nizké pocty,
prumérné hodnoty (vzhledem Castému vysledku 0 ptj/ml byl pouzit
aritmeticky prmér) Vojnikov 39 ptj/100ml, Radava 56 ptj/100 ml,
Cernosice 33 ptj/100 ml, Seberak 156 ptj/100 ml.

Vysledky jsou srovnatelné s dalSimi literarnimi udaji (Santiago-
Rodriguez et al., 2010, Water Research 44 (16): 4716-4725). Za
zminku stoji, ze relativné vice somatickych kolifagu bylo detekovano
v profilech méné fekalné znegisténych (Radava, Seberak), coz
potvrzuje odliSny vyskyt ,virovych® indikatort oproti bakterialnim
indikatoram fekalniho znedisténi.



Priprava na prakticke ukazky

novejsich mikrobiologickych
metod



Chromocult coliformen agar (CCM,
Merck)

Kultivace 24 hodin pfi 37°C.

Dulezity je oxi test (ale pro koliformni bakterie ne
pro E. coli), protoze aeromonady tam zejmeéna v
leété vyborne rostou.Podle nasich zkusenosti Ize

provést na membranovéem filtru.

Koliformni bakterie jsou ruzové (pink, lila), E.
coli fialové (violet)

E. coli se pocita do koliformnich bakterii
Doprovodna mikroflora jsou bezbarvé kolonie



CCM — priklad




Rapid 2 E. coli agar (Biorad)

Kultivace 24 hodin pri 37°C.

Koliformni bakterie jsou tyrkysove, E. coll
modrofialove

E. coli se pocita do koliformnich bakterii

Doprovodna mikroflora jsou bezbarve
kolonie. Vice selektivhi nez CCM



Rapid 2 E. coli agar — priklad




Metoda mikrotitracnich desticek

* Pro E. coli a enterokoky, stejny princip, lisi
se médiem a enzymem (GLR, GUD)

» Existuji komercne vyrabene desticky se
susenym substratem v kazdé jamce,
ockovani optimalne 8 kanalovou pipetou

» Jeden vzorek se vyockuje do 96 jamek, 2
redeni a spocitaji se pozitivni
(fluorescence). Z tabulek se spocita MPN.



| desticky — priklad
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Mikrotitracni desticky —
vyhodnoceni (priklad)

G WA K R A PRI I L0 37 LT L) P AY 1S5
2P U L)
5764 77 32 186
5/64 42 207
/64 51 228
2 62 250
5/64 271
/64 83 292
5/64 94 312
/64 Q4 42 208
6764 109 52 230
6/ 64 125 62 251
6/64 141 73 27
&/64 156 84 293
&/64 172 04 314
6/64 188 106 335
7/64 0/32 110 52 231
7/64 1/32 126 42 252
7/64 2/32 142 73 273
7/64 3/32 158 84 295
7/64 4/32 174 95 315
7/64 5/32 189 107 337
7/64 6/32 205 118 358
8/64 0/32 127 &3 253
8/64 1/32 143 74 75
8/64 2/32 159 85 294
B/64 3/32 175 96 N7
8/64 4/32 191 108 329
8/64 3/32 207 119 350

8/64 6/32 223 131 38!



Colilert a Enterolert Quanti-Tray

« Colilert pro koliformni a E. coli (zejména pro E. coli) je
|épe propracovan a lépe vyhovuje. Pro oba testy existuji
mezinarodni srovnavaci studie (pro Enterolert E z roku
2008; jedna laborator byla vyfazena kvuli vyznamné
vysSim vysledkum).

« Komercni metoda — suseny substrat, kalibrovana
lahviCka, plato s jamkami, zatavovaCka — jednoducha a
rychla manipulace

« Spocitaji se pozitivni jamky a vyhodnoti se vysledek z
tabulky.



Colilert — priklad




Colilert vyhodnoceni
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Dekuji za pozornost

A preji uspesnou koupaci sezonu!
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