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Technologicka agentura

UVOd - ‘ Ceské republiky

V letech 2011-2013 byl resen projekt Technologicke agentury
Ceske republiky TA 01020675 s nazvem

,Nové metodickeé pristupy pro kontrolu a hodnoceni
povrchovych vod ke koupani*

Cilem projektu byla verifikace ukazatelu hodnoceni kvality
povrchovych vod ke koupani, vyreseni kritickych bodu
metodik stanoveni mikrobiologickych a biologickych
ukazatelt a zhodnoceni vyskytu patogennich organismu.
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2013.

Pumann P., Duras J. (2013). Atlas makroskopickych jevu
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Mikrobiologické rozbory
povrchovych vod ke koupani

Technickeé doporucCeni vzniklo na zaklade naseho vyzkumu
na celkem 7 vice mikrobialné kontaminovanych pilotnich
profilech a dale na zakladé spoluprace s hydroanalytickymi
laboratoremi, provadeéjicimi analyzy koupacich vod
(dotaznikove Setfeni, mimoradny okruzni rozbor apod.)
Technické doporuceni vydal Sweco- Hydroprojekt a.s.

Tam je i k dispozici na objednani (cena do 100 K¢)

Proslo dukladnym pfipominkovym fizenim

Kromé metodik stanoveni indikatorovych mikroorganismu
jsou tam shrnuty metody stanoveni vyznamnych
patogennich mikroorganismu

Vysledky byly pouzity do novely Vyhlasky €. 238/2011 Sb.
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Vyhlaska €. 238/2011 Sb. v

TGM
V soucCasne dobe je zpracovan navrh novely, ten prosel }
pripominkovym fizenim a byl predan Legislativni rade viady Ceske
republiky. UCinnost této vyhlasky se ocekava v Cervnu 2014,

Zmeny v novele vyhlasky, tvkajici se primo mikrobiologickych
ukazatelll jsou:

« Jako referenCni metoda je pridan test Colilert Quanti-Tray
(IDEXX)

» Je sjednocen nazev ukazatele intestinalni enterokoky

* Nejsou uvedena procenta povolenych odchylek pfi testu
ekvivalence referencnich metod (bude rfeseno primo v revizi

normy - pro environmentalni vzorky bude povolena vyssi
odchylka)



Escherichia coli

gramnegativni tyCinka o velikosti 1 um z Celedi
Enterobacteriaceae, fakultativhe anaerobni, cytochromoxidaza
negativni, fermentuje laktozu a roste pfi 44 C. Z dalSich

. D Ll

enzymu [B-D-glukuronidazy a pozitivni indol test.

E. coli zije jako komensal ve strevnim traktu Cloveka a
teplokrevnych zivoCichu

ve vodé se nerozmnozuje, pouze hyne (alochtonni
mikroorganismus, ubyva principem ,samocisténi® , z prvnich
diagnostickych znaku se ztraci termotolerance.

JE NEJVYZNAMNEJSIM INDIKATOREM FEKALNIHO
ZNECISTENI
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Metody stanoveni E. coli v

koupacich vodach

« CSN EN ISO 9308-1 — tergitolové médium,
preoCkovani laktoza pozitivnich kolonii, OXI
test, indol test, pripadne GLR test, dnes v
revizi, prechod na chromogenni media

» 1SO 9308-2 (Colilert Quanti Tray), bude EN
nasledn& CSN EN (jests letos?) —
komercni metoda

» CSN EN I1SO 9308-3 - mikrotitraéni desticky,
| komercné dodavané

—]
g
<



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

Metoda je zaloZzena na membranoveé filtraci vzorka a
kultivaci na selektivné diagnostickém médiu ,laktézovy TTC
agar s tergitolem®. Kmeny, které fermentuji laktézu (mezi
néz patfi i E. coli), se pfeoCkuji na neselektivni médium a
dale se konfirmuji indol testem pfi zvySené teplote 42 C,
popfipadé testem na B-D-glukuronidazu (nepovinné).
Tuto metodu pouziva (uvedlo) 53 % laboratofi

Problémy jsou s doprovodnou mikroflérou a s
preoCkovanim kolonii. Neni dostateCné specifikovano
pouziti GLR testu.

V tuto chvili se reviduje, pouziti chromogenniho agaru CCM
situaci s doprovodnou mikroflérou spisSe zhorsi
(nepredpoklada se pro povrchové vody), nicméné E. coli je
tam relativhe dobfe odecitatelna

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




Chromogenni médium CCA

» Je zaloZeno na piimém pritkazu enzymatickych
aktivit B—D-galaktosidazy
a B-D-glukuronidazy s vyuzitim chromogennich
substrati a E. coli se odecita ihned po kultivaci
bez dalSich konfirmacnich testf.

» Neni vhodna pro stanoveni E. coli v povrchovych
vodach, protoze dochazi k velkému rozvoji
doprovodné mikroflory, stejné jako na laktézovem
TTC agaru s tergitolem.

* Pokud bude dokoncena a vydana revize normy EN
ISO 9308-1, situace se navic zkomplikuje
legislativné, nebot’ v pfedmétu navrhu normy je
uvedeno, Ze norma neni vhodna pro stanoveni E.
coli v povrchovych vodach, a tim se vlastné norma
EN I1SO 9308-1 dostane do rozporu
se smérnici 2006/7/ES, ktera na ni odkazuje jako
na referen¢ni metodu.




Chromogenni medium Rapid 2
E. coll

« Ke stanoveni E. coli by bylo
moZno vyuzit také medium Rapid
2 E. coli agar (fy. Biorad) pokud
by se prokazala jako vhodna pro
stanoveni E. coli v povrchovych
vodach a pokud by byla
prokazana ekvivalence
s referencni metodou.

e M¢édium ziskalo francouzskou
validaci AFNOR jako alternativu
k laktozovému TTC agaru
s tergitolem pro dezinfikovanou |
nedezinfikovanou pitnou vodu
(AFNOR, 2011)




E. coli v koupacich vodach na
ruznych mediich




Vyskyt E. coli mezi doprovodnou

mikroflorou

cilovych kolonii

Chromocult Rapid 2 E. coli Laktézovy TTC
E. coli Coliformen agar agar agar s Tergitolem
7
Vodni | cilové kolonie KTJ/100 ml
toky aritmeticky prameér 643 806 1515
% cilové kolonie
aritmeticky pramér ) 12 3
% cilové kolonie
median 3 10 3
% vzorkl s 210 %
cilovych kolonii 13 51 2
Rybnik | cilové kolonie KTJ/100 mli
a VN aritmeticky pramér 84 130 389
% cilové kolonie
aritmeticky pramér 1 3 4
% cilové kolonie
median <1% 1 1
% vzorka s 210 %
0 3 7




Metody MPN — obé na principu aktivity 3-D-
glukuronidazy v tekutém prostredi

CSN EN ISO 9308-3
« Mikrotitracni destiCky
 Vysoka mez detekce

= 15 ktj/100 ml, sice nizka

hodnota, ale nelze statisticky

zpracovavat

» | pres urcitou propagaci se u
nas neujalo, zadna laborator
nepouziva.
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1ISO 9308- 2

 Plati norma ISO 9308-2

 Prestoze se jednao
komercni metodu, stanoveni
E. coli je dostatecne citlivé i
specifické

* 29 % laboratori ma s touto
metodou zkusenosti.
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Testy ekvivalence metod MPN ¥(;le

P11 testovani vzorku koupacich vod t€émito dvéma metodami (2
laboratofe) a hodnoceni vysledkil podle normy CSN EN ISO 17994
byla pi1 diferenci

2L = 20 % nalezena shoda metod:

(x, =-14,95, a x,, = 6,5; pro odchylku 20 % plati, ze

—20% <x, < OaO<xH£+20%)

Pro porovnani byl pouZit soubor 115 paralelnich analyz (byly
vyfazeny hodnoty < 15 s ohledem na mez detekce u CSN EN ISO
9308-3). 4500
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Zaver
* Metoda dle ISO 9308-2 (Colilert Quanti-
Tray) byla zhodnocena jako nejvhodnejsi

pro stanoveni E. coli v koupacich vodach
(mez detekce, specifichost, citlivost)

* Byla prokazana jeji ekvivalence na urovni
20 % s referencni metodou dle CSN EN
1ISO 9308-3

» Je zarazena v novele vyhlasky jako
alternativni metoda pro stanoveni E. coli v
koupacich vodach



Vysledky stanoveni E. coli ruznymi ypy

metodami (prumer vysledku z TGM
koupaci sezony, 2011, n=12)
Otava- Vitava-Orlik, |Berounka - Seberak
Vojnikov Radava Cernosice
EN ISO 9308-1 1173 8,2 897 38
- TTC
EN ISO 9308-1 779 3,9 462 22,8
CCM
Rapid 2 E. 837 4 607 17
coli agar
Colilert 913 7,6 734 32
Quanti Tray
EN ISO 9308-3 951,2 meéné 15 797 12,9 = méné

15




Grampozitivni koky, vétSinou usporadané do fetizku, ¢asto tvofici
diplokoky, s antigenovou skupinou D a negativni katalazou. Maji
schopnost mnozit se v rozmezi teploty 10 - 45 °C, rostou i pfi
pomeérne vysokych koncentracich soli (6,5% chloridu sodné¢ho) a
pi1 hodnoté pH 9,1. Toleruji az 40 % zluci v prostiedi. Podle
soucasneho taxonomického systému patii do rodu Enterococcus
(rod zahrnuje vice nez 30 druhil) a Streptococcus

Vyskytuji se ve streve teplokrevnych Zivocichti a ¢lovéka, néktere
druhy se mnohou v pfirod¢ 1 pomnoZzovat.

Jsou dalSim indikatorem fekalniho znecisteni, pru vyznamnée
vySSim poctu intestinalnich enteorkoku nez E. coli Ize usuzovat
na fekalni znecisténi zivo€icného puvodu



Prezivani enterokoku v
povrchovych vodach

(E. faecalis, Lhotsky potok) - nebyly nalezeny vyznamné
rozdily mezi druhy, ale ovlivnéno ozivenim tokda.
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Metody stanoveni VOV
enterokoku v koupacich

vodach

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 E Quanti-Tray, alternativa Colilertu, ale
neni normovana, ani doporucena



Stanoveni enterokokt dle CSN
EN ISO 7899-2

Stanovuji se membranovou filtraci na %
selektivné diagnostickém médiu s azidem
sodnym a TTC (SB médium) jako
presumptivni intestinalni enterokoky a
konfirmuji se na zlu¢-aeskulin-azidovéem
agaru.

Vsichni pouZzivaji, ale rizna média
(Himedia 38 %, Oxoid 9,5 %, Trios 14 %,
Merck 28 %, Biorad 9,5 %)

Ruzné vysledky na riznych médiich
Slanetz- Bartley

Absence katalazového testu v normé

Vysledky pfi OR velmi dobré




Procentualni zastoupeni konfirmovanych
intestinalnich enterokoku na SB meédiu ruzné

provenience a podil katalaza pozitivnich

kmenu
Pocet Konfirmované | Katalaza Katalaza % vzorku
vzorku enterokoky pozitivni pozitivni s katalaz
(%) kmeny kmeny a
maximum pramér (%) | pozitivni
(%) mi kmeny
SB 101 60 60 4 13
Himedia
SB 65 72 0 0 0
Merck
SB 36 89 0 0 0
Biorad
SB Trios 29 91 0) 0) 0)




Katalazovy test

Provedeni katalazového testu: Kolonie preockované na
neselektivni agar se zakapou cerstvé pripravenym 10%
peroxidem vodiku. Katalazova reakce se projevi Suménim, tj.
tvorbou bublinek. Kolonie, které neSumi, jsou intestinalni
enterokoky.

V pripadé testovani koupacich vod je tfeba ovérovat selektivitu
média, a pokud se vyskytuje vyssi pocet presumptivnich
enterokokl, je vhodné ovérit konfirmované kolonie jeste
katalazovym testem. Tento test byl soucasti starSiho vydani
normy CSN ISO 7899-2 pro stanoveni fekalnich streptokokd,
platné do roku 2001. Pokud je konfirmovanych kolonii méné nez
70 %, doporucuje se katalazovy test provadét vzdy. Vzhledem
K pozadavku vyhlasky ¢. 238/2011 Sbh. na predani vysledku do tfi
dnti od odbéru vzorki je vSak nutno vzorky zpracovavat v den
odbéru.



Druhové slozeni enterokoku Yuv

Vzhledem k tomu, Ze se koupaci vody v naprosté vétSin€ pripadi nenachazeji
pod piimym zdrojem fekalni kontaminace, odpovida tomu 1 druhoveé sloZeni
enterokokil

Kmeny byly testovany mikrotestem Streptotest 32 (Erba Lachema) profily
vice 1 mén¢ fekdlné kontaminovang)

Bylo zjisténo, ze v koupacich vodach, a to 1 ve vice fekalné zneciSténych
profilech, se mezi konfirmovanymi enterokoky vyskytovalo relativné malo
kmenti druht Enterococcus faecalis a E. faecium, ale nejvétsi podil tvoril
druh E. casseliflavus.

Pravé prvni dva uveden¢ druhy predstavuji indikatory fekalni humanni,
popfipadé¢ i animalni kontaminace, zatimco E. casseliflavus reprezentuje
nefekalni druhy z rostlinného materialu.




CSN EN ISO 7899-1

« Metoda MPN zalozena na aktivite enzymu f3-
D-glukosidazy v prostredi kyseliny
nalidixové; miniaturizovana metoda na
mikrotitraénich desti¢kach (jako CSN EN ISO

9308-3 pro E. coli)

 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 Quanti-tray

Ruzné typy Enterolertu, Pro koupaci vody je deklarovan jako
nejvhodneéjsi typ Enterolert E, zatimco chromogenni Enterolert DW
je urCen predevsim pro pitnou vodu

Opét zalozen na aktivité enzymu B-D-glukosidazy v selektivnim
prostredi

Dosud ne zcela uspokojive vysledky, ani neni normovane
Podezrelé (faleSné pozitivni??) vysledky v urCitém obdobi vegetacni
sezdny u stojatych vod. Tato faleSna pozitivita muze byt zplsobena
urCitou aktivitou B-D-glukosidazy, kterou produkuji i nékteré rasy.
Zrejme nedochazi k dostatecCné inhibici aktivity ras selektivnim
mediem.

ZAadna laborator tento test dosud nepouziva



Enterolert E Quanti-Tray




Zachyt enterokoku v jednotlivych

profilech a koupacich sezonach

(prumeér)
SB SB SB SB CSN EN | Enterolert
HiMedia| Merck | Biorad | Trios | ISO 7899-1 E

Vojnikov 2011 548 - 201 - 268 329
Vojnikov 2012 543 424 - 290 - 243
Radava 2011 12 - 12 - 27 16
Radava 2012 24 19 - 22 - 12
Cernogice 2011 | 205 - 154 - 230 145
Cernogice 2012 | 198 138 - 109 - 64
Cernosice 2013 | 346 299 - - 398 229
Seberak 2011 177 - 128 - 242 162
Seberak 2012 124 42 - 27 - 40
Seberak 2013 136 128 - - 173 150




Testy ekvivalence medii Slanetz-Bartley vUv

« Byla testovana rovnocennost vysledkl stanoveni intestinalnich
enterokoku ziskanych na mediich od ruznych vyrobcu, ktera odpovidaji
recepture uvedené v CSN EN ISO 7899-2.

« Dulezité je pfipomenout, Ze se nejedna o jinou metodu stanoveni, ale o
pouziti jinych selektivhé-diagnostickych médii, vyhovujicich prislusné
recepture dané normy.

- Srovnani vysledk(l vySetifeni intestinalnich enterokok(i podle CSN EN
ISO 7899-2 na SB médiu od fy. Merck a fy. HiMedia ukazuje
jednoznacnou odliSnost na urovni zvoleného limitu 2L 10 % i 20 %.
Aby metody nebyly hodnoceny jako odlisne, bylo by treba zvolit limit az
95 %.

« Podobné vysla i odliSnost metod, resp. médii SB agaru od fy. Merck a
fy. Trios s vysledkem ,odlisné” pfi limitu 2L 10 % i 20 %. NeodlisSné by
byly az pfi zvoleném limitu 2L = 30 %.



Testy ekvivalence metod MPN  IGM
dle 1SO 17994

Pro soubor 95 paralelnich analyz Enterolertem E a metodou
mikrotitraCnich desticek podle 7899-1 (byly vyfazeny hodnoty
<15 s ohledem na mez detekce u CSN EN ISO 7899-1

a vzorky prekracujici horni rozsah stanoveni Enterolertu E) nebyla
pti diferenci 2L = 20 % nalezena shoda (ekvivalence) metod (x, =
-15,9, a Xy = 26,6; pozadavek normy

CSN ISO 17994 je —20 % < x, <0 a 0 < x,, < +20 %).

Korela¢ni koeficient R? byl 0,45 a smérnice regresni piimky y =
0,76.



28 7 25 VUV
Zaver TOM

* Pro stanoveni intestinalnich enterokoku jsou vhodné
obe referencni metody uvadene vyhlaskou €. 238/2011
Shb., tedy CSN EN ISO 7899-1 a CSN EN ISO 7899-2.

« U metody podle CSN EN ISO 7899-2 vsak byly
zaznamenany znacneé rozdily pri pouziti média podle
Slanetze a Bartleyové od ruznych vyrobcu.

 Vzhledem k témto rozdilum je vhodné vénovat
pozornost selektivite pouzivaného meédia podle
Slanetze a Bartleyové. DoporuCuje se provadét test na
katalazu, | kdyz tento test jiz neni soucasti normy, a to
zejmena Vv pripadech, kdy je zaznamenan vysSi pomer
presumptivnich a konfirmovanych enterokoku.



Hodnoceni vysledku
mikrobiologickych analyz

Pfi hodnoceni vysledku je nutné brat v potaz nasledujici
skuteCnosti :

1.

koW

Vybér vhodnych metod, vCetné pouziti vSech nutnych
konfirmacnich testu

Nestabilitu vzorkl a nemoznost opakovat stanoveni
Vliv srazek

Vzajemné vztahy jednotlivych ukazatelu

Nejistoty vysledku



Nejistoty vysledku e

Nejistoty vysledkl kvantitativnich mikrobiologickych rozboru se
pohybuji okolo 40 %, plati to vSak pouze v pfipadé, ze na vlastnim
detektoru (napf. Petriho miska) je spocCitano minimalné 10 cilovych
(konfirmovanych) kolonii pfi maximalnim poctu 100 kolonii.

U nékterych metod (viz stanoveni E. coli dle CSN EN I1SO 9308-1)
mohou byt nejistoty i vysSSi.

U statistickych tabulek pro miniaturizované metody dle norem CSN EN
ISO 9308-3 a 7899-1 jsou uvedeny konfidenéni meze pro jednotlivé
hodnoty. Napfriklad pfi nizSich hodnotach do 60 MPN/100 ml jsou
vysledky jesté velmi nepresné, napf. 45 = 14 az 141, u vySSich hodnot
se situace jiz zlepsuje napr. 453 = 304 az 674. Podobné vysledky se
daji Cekat u systému Quanti-Tray®, kde se pracuje s velmi podobnym
mnozstvim podvzorku.



VUV
Technologicka agentura
Ceské republiky TGM

— — ht*tp;llwww.vuv.cz/index.php’?id:1114&L:O
&tx_odprojectinfo[uid]=13&cHash=fa4e49f
278

Dekuji za pozornost

O5 let
1919-2014

’ 71 Vyzkumny ustav vodohospodarsky T. G. Masaryka, v.v.i.
VYZKUMNY USTAV , .
> - P ka 2582 1 Prah +420 220 197 111 . Vuv.
VODOHOSPODARSKY odbabska 2582/30, 160 00 Praha 6 | +420 220 19 | info@vuv.cz, www.vuv.cz,

Pobocka Brno | Mojmirovo namésti 16, 612 00 Brno-Kralovo Pole | +420 541 126 311 | info_brno@vuv.cz,
T.G. MASARYKA Pobocéka Ostrava | Macharova 5, 702 00 Ostrava | +420 595 134 800 | info_ostrava@vuv.cz




