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Predmluva

Nakladani s kaly z ¢istiren odpadnich vod véetné jejich aplikace
je zahrnuto v rdmci piedpisi Evropské unie do oblasti
odpadového hospodaistvi. Smérnice pro nakladani s kaly byla
zpracovana z mnoha hledisek pocinajici ochranou zdravi ¢lovéka
a zvirat pred nekontrolovanym pouzivanim kall aZ po vyhodnost
vyuziti kalu z agronomickych hledisek. Smérnice rady 86/278-
EEC z 12. 6. 1986 na ochranu Zivotniho prostfedi, zvlasté ptdy,
pii vyuzivani kali v zemédélstvi je zavazna pro vSechny Clenské
zemg s tim, Ze kazda ¢lenskd zemé& muze vydat ptisncjsi opatieni,
nez jsou obsazena ve smérnici rady. VéEtSina zemi EU pfijala
vlastni zabezpeceni z hlediska minimalizace rizika, a to jak z
hlediska obsahu Skodlivych latek, tak z hlediska mikrobiologické
kontaminace kali.

V roce 2001 prijala Ceska republika zakon &.185/2001 Sb., o
odpadech, ktery pln¢ zapracovava podminky Smérnice rady
86/278-EEC, tykajici se regulace aplikace kalti na zeméd¢lskou
pidu. Provadéci vyhlaska MZP CR ¢.382/2001 Sb., o
podminkach pouziti upravenych kalti na zemédélské pudé, ktera
byla vypracovana ve spoluprici MZe a MZ CR, stanovi
technické podminky pro pouziti kalt, limitni koncentrace
vybranych rizikovych latek v kalech a pidé vcetné
mikrobiologickych kriterii pro Cistirenské kaly.

Vyhlagka MZP ¢.382/2001 Sb., stanovi mikrobiologické kriteria
pro pouziti kalli na zemédélské ptid€ uvedena v ptiloze €. 4 této
vyhlasky na zdkladé pfipustného mnozstvi indikdtorovych
mikroorganismu (termotolerantni koliformni bakterie,
enterokoky a Salmonella sp). Vyhlaska stanovi v § 4 postupy
odbéru vzorkl kalti a piidy a metody jejich analyzy. Referen¢ni
metody pro odbéry vzork, analyzy a metody pro
mikrobiologicka stanoveni jsou uvedeny v priloze €. 6.

Metody pro stanoveni indikatorovych mikroorganismii byly
vypracovany v ramci feSeni ukolu VaV MZe CR EP &. 9346
,Hygienizace Cistirenskych kalt*“. Byly ovéfeny v laboratofich
SZU a v mezilaboratornich ovéfovacich zkouskach, kterych se
zucCastnily laboratofe hygienické sluzby, vyzkumnych pracovist
vysokych Skol a ustavli a téz privatni akreditované laboratore.
Seznam laboratofi, které se ucastnily mezilaboratornich
ovéfovacich zkousek je uveden v nésledujicim prehledu.



Prehled laboratori zicastnénych na mezilaboratornich
ovérovacich zkouskach

Zucastnéné laboratoie
MHS Brno
MéEHS Praha 10
KHS Brno
KHS Ceské Budéjovice
KHS Ostrava
KHS Usti nad Labem
OHS Jihlava
OHS Kladno
OHS Karvina
OHS Mlada Boleslav
OHS Strakonice
OHS Usti nad Orlici
OHS VySkov
Analyticka laboratof s. s r. o., Plzen
VSCHT Praha — fak. mikrobiol.
laborator
VUV T. G. Masaryka Praha
SZU Praha




1.0 UVOD

Postup stanoveni je urcen pro detekci indikatort mikrobiologické
kontaminace v odvodnénych hygienizovanych kalech z Cistiren
odpadnich vod v souladu s vyhlaskou ¢. 382/2001 Sb., o vyuziti
upravenych kalli na zemédélské pudé. Jako indikatory mikro-
biologické kontaminace odvodnénych hygienizovanych kalt pro
ucely tohoto postupu se rozumi bakterie rodu Salmonella sp.
(dale téz salmonela), termotolerantni koliformni bakterie a
enterokoky.

Postup je wuréen pro stanoveni indikatorti mikrobiologické
kontaminace v hygienizovanych kalech, tedy podrobenych
jakémukoli postupu, ktery snizuje pocet KTJ indikdtorovych
mikro-organismi na nejmensi miru a piedpoklada se, Ze
stanovovand mnozstvi budou nizkd a budou odpovidat
mnozstvim KTJ, ktera jsou uvazovana ve vyhlaSce o aplikaci
Cistirenskych kalti na zemédélskou pldu.

Postup stanoveni je rozd€len na ¢ast vSeobecnou a ¢ast specialni.
V prvni, vSeobecné casti, jsou popsany podminky stanoveni
platné pro viechny sledované indikatory. Cast specialni popisuje
konkrétni podminky stanoveni a detekce jednotlivych indikatort.



2.0. VSEOBECNA USTANOVENI

2.1. Pfredmét a vymezeni piisobnosti

Udelem tohoto postupu je poskytnout pokyny pro kvantitativni
stanoveni poc¢tl kolonie tvoficich jednotek (dale jen KTJ)
termotolerantnich  koliformnich bakterii a enterokokli a pro
detekci salmonel v odvodnénych upravenych (hygienizovanych)
kalech z cCistiren odpadnich vod (dale jen kaly).

Pifi analyze je tifeba dodrzet vSeobecnd ustanoveni pro
mikrobiologicka zkouSeni vcetné zasad piepravy a uchovani
vzorku.

2.2. Normativni a legislativni predpisy

2.2.1. Citované a souvisejici normativni piedpisy

CSN ISO 7667: 1994 Mikrobiologie. Standardni struktura metod
mikrobiologického zkouSeni

CSN EN ISO 6887-1:1999 Mikrobiologie potravin a krmiv.
Uprava analytickych vzorki, ptiprava vychozi suspenze a
desetinasobnych fedéni. Cast 1.

CSN ISO 7218:1998 Mikrobiologie pozivatin a krmiv —
Vseobecné pokyny pro mikrobiologické zkouSeni

CSN EN 25667-1:1995 Jakost vod — Odbér vzorkd — Cést 1:
Pokyny pro navrh programu odbéru vzorkl

CSN EN 25667-2:1999 Jakost vod — Odbér vzorkd — Cést 13:
Pokyny pro zplsoby odbéru vzorki kala z Cistiren a Gipraven vod

CSN ISO 8199:1994 Jakost vod — Obecné pokyny pro stanoveni
mikroorganismu kultivaénimi metodami



CSN ISO 9998:1995 Jakost vod — Kontrola a hodnoceni
mikrobiologickych kultivacnich médii pro stanoveni poctu
kolonii pouZzivanych pti zkouSeni jakosti vod

CSN ISO 4832:1995 Mikrobiologie — Vseobecné pokyny pro
stanoveni poc¢tu koliformnich bakterii. Technika poc¢itani kolonii

CSN P ENV ISO 111 33 —1:2000 Mikrobiologie pozivatin a
krmiv — VSeobecné pokyny pro piipravu a vyrobu kultiva¢nich
pud — cast 1: VSeobecné pokyny pro zabezpecovani jakosti pfi
ptipravé kultivac¢nich pud v laboratofi

CSN ISO 3696:1994 Jakost vody pro analytické ucely.
Specifikace a zkuSebni metody

CSN EN ISO 7899-2:2001 Jakost vod — Stanoveni intestinalnich
enterokokl, ¢ast 2: Metoda membranovych filtri

CSN-EN 12824:1999 Mikrobiologie potravin a krmiv —
Horizontalni metoda prikazu bakterii rodu Salmonella

CSN-1SO 10381-6:1998 Kvalita pidy — Odbér vzorki — &ast 6

CSN 83 0550 ¢&ast 3 — Fyzikalné-chemicky rozbor kali —
Stanoveni celkové suSiny, zbytku po Zihani a ztrata Zihanim

CSN 01 8003 Zasady pro bezpeénou praci v chemickych
laboratoftich

2.2.2. Citované a souvisejici legislativni predpisy

Zéakon €. 185/2001Sb., o odpadech
Vyhlaska ¢.382/2001 Sb., o podminkach pouZiti upravenych kalt
na zemédélské ptdé

2.3. Odbér vzorku a nakladani s nim pred vlastnim
stanovenim



2.3.1. Odbér, pieprava a uchovavani vzorku

Vzorky kalu se odeberou v souladu s vyhlaskou 382/2001 Sb., a
planu vzorkovani podle CSN EN 25667-1, 2 a 13. Vzorky Kkalu se
uchovavaji a prepravuji podle CSN-1SO 10381-6 Kvalita pidy —
Odbér vzorku — €ast 6 volné uzaviené ve sterilnich vzorkovnicich
pii teplot¢ do 5°C tak, aby nemohlo dojit k druhotné
kontaminaci.

2.3.2. Upravy vzorku

Vzorky odvodnénych hygienizovanych kalh musi byt
zpracovany nejdéle do 10 dnti po odbéru. K dosazeni homogenity
vzorku pred vlastnim stanovenim je nutno jej né€kolikrat protlacit
pies kovoveé sito o velikosti otvort 5 mm. Homogenizaci je nutno
provadét ruéné ve sterilnich rukavicich ve vymezeném prostoru.
Sito se po kazdém vzorku dikladné umyje, ususi a vydezinfikuje
piipravkem na bdazi alkoholu (napf. Sterilium, Cutasept a
podobné). Po oschnuti je mozno sito znovu pouzit.

2.3.2.1. SPECIFICKA PRI’PRAyA VYCHOZI SUSPENZE
PRO SPECIFICKY UPRAVENE KALY

Zasadité kaly (upravované vapnem)

V piipadé€, ze kaly jsou po chemické Upravé vapnem, je tieba
zajistit, aby pH pfi nafedéni roztoku pro vychozi suspenzi
nekleslo pod hodnotu 4,5 a nebylo vyssi nez pH = 7,0.

2.4. Kultivac¢ni pidy a ¢inidla

Aby byla zachovana standardnost vysledkli, pii pfipravé
kultivanich médii se zdsadné uzivaji bud’ slozky standardni
jakosti a chemikdlie s oznaenim pro analyzu nebo
dehydratovand kompletni kultivacni média. Pii pfipraveé
kompletnich kultivacnich médii je tfeba se fidit pokyny vyrobce.
Pokud nejsou kultivaéni média ihned pouzita, uchovavaji se pii
teploté¢ 5°C+/-3°C v temnu nejdéle 1 mésic, za podminek, které
zabrani zménam jejich sloZeni nebo jiného znehodnoceni. UZiva
se pouze destilovand voda nebo voda s ekvivalentni ¢istotou.



SloZeni a wuziti jednotlivych medii je v kapitolach stanoveni
jednotlivych indikatorh mikrobidlni kontaminace kalt. (viz CSN
EN ISO 1/1 33-1).

2.5. Postup zkousky

Schéma postupu a podminky stanoveni jsou uvedeny
v ptislusnych kapitolach pro jednotlivé indikatory.

2.6. Vyjadrovani vysledki
2.6.1. Vyjadieni vysledkii pro kvantitativni stanoveni

Pro stanoveni termotolerantnich koliformnich bakterii a
enterokokll plati nasledujici pravidla pro vypocet konecného
vysledku.

2.6.1.1. OBECNY PRIPAD

Pocet N termotolerantnich koliformnich bakterii a enterokoku na
gram vzorku se vypocte podle této rovnice:
>a

(nl +0,1 n2) d

kde Za je soucet kolonii spocitanych po identifikaci na
vSech vybranych plotnach
Ny pocet ploten pouzitych pro vypocet z prvniho
fedéni
n,  pocet ploten pouzitych pro vypocet z druhého
fedéni
d prvni pro vypocet pouzité fedéni
Vysledek se zaokrouhli tak, aby obsahoval pouze dvé¢ ¢islice
ruzné od nuly.



Vysledek se vyjadii jako pocet mikroorganismii na gram
vzorku a to jako ¢&islo 1,0 az 9,9 nasobené 10%, kde x je pfislusna
mocnina 10.

Priklad

Ptimy odecet mikroorganismii poskytl tyto vysledky:
- z prvniho fedéni pouzitého pro vypodet (10°): 66 a 80
kolonii
- z druhého feddni pouzitého pro vypocet (10%): 4 a 6
kolonii

Tyto pocty kolonii byly konfirmovany:

-z plotny se 66 koloniemi: 5 kolonii, z nichZ 4 vyhovély
stanovenym kriteriim, takze a=66

-z plotny s 80 koloniemi: 5 kolonii, z nichz 3 vyhovély
stanovenym kriteriim, takze a=48

-z plotny se 6 koloniemi: 5 kolonii, z nichz 4 vyhovély

stanovenym kriteriim, takze a=6
-z plotny s 4 koloniemi: vSechny 4 byly potvrzeny jako
hledané

mikroorganismy

Proto

RS —— = 56363
(np+01n)d (2+02)x10°  22x10°

Po zaokrouhleni vysSe uvedenym zpiisobem je vysledek 56
000 neboli 5,6 x 10* termotolerantnich koliformnich bakterii
(enterokoktl) v 1 gramu vzorku.

2.6.1.2. ODHAD NiZKYCH POCTU

Jestlize dvé misky ockované vychozi suspenzi obsahuji méné nez
15 charakteristickych kolonii, vypocita se aritmeticky pramér m z
kolonii spocitanych na obou plotnach.
Vysledek se vyjadri takto:

- odhadnuty pocet Ng termotolerantnich koliformnich
bakterii



Ne = m x d, kde d je faktor fedéni vychozi suspenze.

2.6.1.3. ZADNE CHARAKTERISTICKE BAKTERIE

Jestlize dvé misky oCkované vychozi suspenzi neobsahuji Zadné
charakteristické kolonie, vysledek se vyjadii takto:

- mén& nez 1 x d' mikroorganismi v gramu vzorku, kde d je
faktor fedéni vychozi suspenze

2.6.1.4. VZAJEMNA SHODA VYSLEDKU

Ze statistickych divodi kolisaji konfidencni meze pii technice
pocitani kolonii od £ 16 % do =+ 52 %. Pfi poctu kolonii na
plotné nizSim nez 15 udava konfiden¢ni meze tabulka v ISO
7218 Mikrobiologie pozivatin a krmiv - VSeobecné pokyny pro
mikrobiologické zkouseni (9.2.1.4.2). V praxi mohou byt zjiStény
1 vétsi odchylky, zejména mezi vysledky ziskanymi riznymi
pracovniky.

2.6.1.5. PREPOCET VYSLEDKU NA SUSINU MATRICE

Sugina se stanovi metodou podle CSN 83 05 50 &ast 3 —
Fyzikalné-chemicky rozbor kalii — Stanoveni celkové suSiny,
zbytku po Zihani a ztrata Zihanim.

2.6.2. Vyjadieni vysledkii pro kvalitativni stanoveni

V souladu s vysledky se uvede piitomnost nebo neptitomnost
bakterii rodu Salmonella sp. ve zkuSebnim vzorku o hmotnosti
50g matrice jako negativni nebo pozitivni nalez.

2.7. Protokol o zkouSce

V protokolu o zkouSce musi byt specifikovand uzitd metoda
zkouSeni a ziskané vysledky. RovnéZz zde musi byt uvedeny
vSechny okolnosti ¢1 podminky pracovniho postupu, které nejsou
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touto metodou specifikovany, nebo které jsou povazovany za
volitelné, a déale vSechny podrobnosti o udéalostech, které mohly
mit vliv na vysledky zkouseni.

Protokol o zkouSce musi obsahovat v§echny informace nezbytné
pro uplnou identifikaci vzorku.

2.8. Bezpecnost

Je tieba dodrzovat pravidla a pfedpisy pro praci
v mikrobiologické laboratoii CSN ISO 8199, bod 4 a CSN
018003 Zasady pro bezpe¢nou praci v chemickych laboratotich.

Z hlediska zdravi laboratornich pracovniki, vzhledem k povaze
matrice, je nezbytné, aby se zkousky ke stanoveni vyse vedenych
indikatori provadély vyhradné v laboratofich k tomu ucelu
vhodné vybavenych, fizenych zkuSenym mikrobiologem a za
podminky, Ze s veSkerymi inkubovanymi materialy se naklada s
velkou opatrnosti.

2.9. Zajisténi systému QA-QCK

Kontrola kvality stanoveni je realizovana naslednymi kroky:
2.9.1. Vnitini Kontrola

musi byt zajiStovana:

-kontrolou sterility Zivnych pad

-kontrolou kvality kultivaénich médii podle CSN ISO 8199:1994
Jakost vod — Obecné pokyny pro stanoveni mikroorganismi

kultivaénimi metodami
-kontrolou ¢istoty ovzdusi

10



-kontrolou sterility skla

-ke zji8téni presnosti vysledka provadénim duplicitnich vySetieni
téhoz vzorku.

-kontrolnim stanovenim s referenénim materialem

2.9.2. Vnejsi kontrola

Je realizovana ti¢asti v mezilaboratornich porovnavacich testech.

2.10. Likvidace odpadi

se provadi v souladu s provoznim fadem likvidace odpadd v
laboratofi, ktery je v souladu se zdkonem 185/2001Sb., o
odpadech.

11



3.0. STANOVENI JEDNOTLIVYCH INDIKATORU

3.1. Stanoveni termotolerantnich koliformnich bakterii

3.1.1 Terminy a definice
Pro tcely tohoto metodického pokynu plati definice:

Termotolerantni koliformni bakterie: gramnegativni tyCinky
netvofici spory z c¢eledi Enterobacteriaceae, s negativnim
cytochrom-oxidazovym testem, které tvofi za aerobnich
podminek kolonie béhem 24 hodin kultivace pfi teploté 44°C +/-
0,5°C na selektivnim diferenciacnim médiu s laktézou.

3.1.2. Podstata zkouSky

Ureny objem vychozi suspenze se ocfkuje na povrch
predsusené¢ho pevného kultivacniho prostfedi. Jako kultivaéni
prostiedi se pouziva mFC agar.

Stupent fedéni je tfeba volit tak, aby vysledny pocet kolonii na
jedné plotné byl 15 az 150 KTJ (kolonie tvotici jednotku). Za
stejnych podminek se desetinasobnym fedénim vychozi suspenze
inokuluji dalsi dvojice ploten. Pro kazdé tedéni se ockuji dvé
plotny.

Zpoctu typickych kolonii pro termotolerantni koliformni
bakterie se ziskd pocet KTJ v Igramu vzorku. Vysledky se
vyjadii pfepoctené na suSinu vzorku.

3.1.3. Zjist’ovani pritomnosti suspektnich kolonii

Po inkubaci se pocitaji jako termotolerantni koliformni bakterie
vSechny vyrostlé kolonie, které jsou tmaveé modré.

3.1.4. Konfirmace

POZNAMKA — Konfirmace se provadi v piipads, Ze vyrostlé
kolonie jsou ovlivnény naristem doprovodnych bakterii a
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nevykazuji typické modré zbarveni a nartist nebo, Ze pracovnik
provadéjici analyzu, povazuje doplnéni konfirmacnich testli za
nutné. Vybrané kolonie (alespoii 5) pro konfirmaci se preockuji
na Zivny agar (nebo jiny vhodny agar bez inhibi¢nich piisad) a po
24 hodinové¢ kultivaci se provede test na negativni pifitomnost
oxidazy.

3.1.5. Kultivacéni pudy a cinidla

3.15.1. MFC AGAR

SloZeni

tryptose nebo biosate 1009
proteose pepton €. 3 nebo polypepton 5,09
kvasnicny extrakt 300
chlorid sodny (NaCl) 5049
laktoza 1259
zlucové sole €. 3 nebo smés Zlucovych|1,59

soli

anilinova modr 01g
alkalicky roztok kyseliny rosolové 10 ml

agar 120g-150g*
voda do 1000 ml

*podle ztuZzovaci schopnosti agaru

Priprava

Ptredepsané slozky se postupné rozpusti v 1000 ml destilované
vody, ktera jiz obsahuje 10 ml alkalického roztoku kyseliny
rosolové. Potom se médium zahieje tésné pod bod varu a thned
se ochladi na teplotu 45°C — 55°C. Nesterilizuje se. Nakonec se
upravi hodnota pH na 7,4 +/- 0,2.

Ptipravené¢ médium se skladuje nejdéle 2 tydny pii teploté 4°C —
8°C tak, aby nedochazelo k jeho vysychani.

Doporu€uje se pouzivat komeréné dostupné dehydratované
médium.
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Alkalicky roztok Kkyseliny rosolové

roztok hydroxidu sodného (NaOH) o koncentraci 0,2|100 ml
mol/litr

kyselina rosolova 1049

Piiprava

Po dokonalém rozpusténi kyseliny rosolové v roztoku hydroxidu
sodného se roztok piefiltruje. Skladuje se ve tmé pii teploté 2°C
— 10°C nejdéle 2 tydny. Pokud se zméni barva roztoku z tmavé
cervené¢ na hnédou, nelze jej pouzit. Nesterilizuje se, kyselina
rosolova se pii vyssich teplotach rozklada.

3.1.5.2. ZIVNY AGAR

SloZeni

masovy extrakt 1049
pepton 109
chlorid sodny (NaCl) 500
agar 15,09
destilovana voda (doplnit do) 1000 ml
pH 7,2 a7 7,4
Piiprava

Jednotlivé slozky se postupné ptidavaji do vody. Zahtivaji se tak
dlouho, dokud se zcela nerozpusti. Hodnota pH se upravi
roztokem hydroxidu sodného o koncentraci 1 mol.I™ p¥iblizné na
7,2 az 7,4. Pak se kultiva¢ni prostiedi povati 10 minut, zfiltruje a
znovu se upravi pH tak, aby bylo v rozmezi 7,2 az 7,4. Sterilizuje
se v autoklavu za pretlaku 0,1 MPa po dobu 15 minut.

3.1.5.3. FOSFATOVY REDICIi ROZTOK

Slozeni fosfatového rediciho roztoku

dihydrogenfosfore¢nan draselny | 34,0 ¢
(KH,PO,)

destilovana voda (doplnit do) 1000 ml
pH 7,2%+0,5
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Roztok chloridu horec¢natého

chlorid hotfecnaty 38 ¢

destilovana voda (doplnit do) 1000 ml

Priprava fosfatového roztoku
V 500 ml destilované vody se rozpusti dihydrogenfosforecnan

draselny. Pak se upravi 1 ml roztoku hydroxidu sodného pH na
7,2 £ 0,5. Nakonec se roztok doplni na 1000 ml.

Piiprava roztoku chloridu hofecnatého

V 1000 ml se rozpusti chlorid hotecnaty.

Piiprava fosfatového pufru

Do 1000 ml destilované vody se ptfidd 1,25 ml fosfatového
roztoku a 5,0 ml roztoku chloridu hotfe¢natého.

Pted pouzitim se roztok plni do sklenénych nadob o objemu 250
az 500 ml a sterilizuje se v autokldvu za ptetlaku 0,1 MPa po
dobu 15 minut. Po vychladnuti se plni po 90 ml do sterilnich
reagencnich lahvicek. Pii plnéni je potfeba zachovat aseptické

podminky préace.

3.1.54. RINGERUV ROZTOK - CTVRTINOVA
KONCENTRACE

SloZeni

chlorid sodny (NaCl) 2,250

chlorid draselny (KCl) 0,105¢

chlorid vapenaty bezvody (CaCl,) 0,129

hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCO?3) 0,05¢

voda do 1000 ml

Priprava

Jednotlivé slozky se rozpusti ve vodé a roztok se doplni vodou na
1000ml.
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3.1.5.5. OXIDAZOVY TEST

Vyuzije se komeréné vyrdbéného piipravku OXI-test (napf.
Lachema Brno).

3.1.5.6. CINIDLO K PRUKAZU OXIDAZY

SloZeni

N, N,N’,N’-tetramethyl-p-fenylen-diamin| 1,0 g
dihydrochlorid

Voda 1000 ml
Priprava

Latka se rozpusti v chladné vod¢. Reagens se piipravuje tésné
pied pouzitim.

3.1.6. Priistroje a pomiicky

POZNAMKA - Pomticky pro jedno pouziti, pokud maji vhodnou
specifikaci, jsou piijatelnou ndhradou sklenénych pomicek.
3.1.6.1. PRISTROJ KE STERILIZACI HORKYM
VZDUCHEM (SUSARNA) MAJICi SCHOPNOST
UDRZET TEPLOTU NA 160°C AZ 180°C + 1°C

3.1.6.2. SKRIN K SUSENI NEBO SUSARNA S NUCENYM
OBEHEM VZDUCHU A S TEPLOTOU UDRZOVANOU
V ROZMEZI 37°C + 1°C AZ 55°C + 1°C

3.1.6.3. INKUBATOR S TEPLOTOU UDRZOVANOU NA
37°C £1°C

3.1.6.4. INKUBATOR S TEPLOTOU UDRZOVANOU NA
44°C £ 1°C

3.1.6.5. PRISTROJ K MERENI PH S PRESNOSTI NA + 0,1
JEDNOTKY PH PRI 25°C

3.1.6.6. KULTIVACNI BANKY NEBO LAHVE
POZNAMKA - Lze pouzivat banky nebo lahve opatiené
Sroubovacim uzavérem z netoxického kovu nebo plastu.
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3.1.6.7. ZKUMAVKY
3.1.6.8. ODMERNE VALCE

3.1.6.9. DF;LENE PIPETY JMENOVITEHO OBJEMU
10ML S DELENIM A JMENOVITEHO OBJEMU 1ML S
DELENIM PO 0,1ML

3.1.6.10. PETRIHO MISKY MALE (O PRUMERU 90MM
AZ 100MM) A NEBO VELKE (O PRUMERU 140MM)

3.1.6.11 KO’CHIoJV, 'HRNEC  NA ROZEHRATI
KULTIVACNICH MEDII

3.1.6.12. OCKOVACI KLICKY ZE SLITINY PLATINY A
IRIDIA NEBO ZE SLITINY NIKLU A CHROMU S
OCKEM O PRUMERU ASI 3MM NEBO JEDNORAZOVE
UMELOHMOTNE

3.1.6.13. HOMOGENIZATOR TYPU STOMACHER,
VORTEX NEBO VRTULKOVY MIXER

3.1.6.14. AUTOKLAYV (121 1°C)

3.1.7. Postup zkouSky
Viz Ptiloha ¢. 1

3.1.7.1. ZKUSEBNI VZOREK A VYCHOZIi SUSPENZE

K 10 g upraveného vzorku pudy pfidime 90 ml sterilniho
fosfatového zied'ovaciho roztoku a zhomogenizujeme ve
stomacheru po dobu 1 min. Nechame 5 min. ustat. Z vychozi

suspenze se pripravi série desetinasobného fedéni ve fosfatovém
roztoku (3.1.5.3.) nebo v Ringeroveé roztoku (3.1.5.4.).

3.1.7.2. INOKULACE, INKUBACE

Pipetujeme paralelné na dvé Petriho misky s m-FC agarem
3.1.5.1)) 2 x 0,2 ml zékladniho a prvniho dekadického fedéni, ev.
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dalsich vzdy dvou po sob¢ jdoucich dekadickych fedéni vzorku
(postup dle CSN ISO 6887 -1: Vieobecné pokyny pro piipravu
vychozi suspenze a desetinasobnych fedéni). Rozetieme sterilni
sklenénou ty¢inkou a po zaschnuti pii teplot¢ laboratote
umistime dnem vzhiiru v termostatu s teplotou 44 +/-0,5°C na
18-24 hod.

3.1.7.3. VYHODNOCENI

Vyberou se inkubované plotny obsahujici méné¢ nez 150
typickych kolonii o priméru 0,5 mm nebo vétsi. Z kazdé vybrané
misky se pocita laktosa pozitivni, tj. syt¢ modré, kolonie, ze
kterych se nahodné vybere 5 kolonii pro subkultivaci a
biochemickou konfirmaci. Dal§i ur€ovani se neprovadi v ptipadé,
ze vice neZ polovina povrchu plotny je pterostla. Je-li prerostla
mén¢ jak polovina povrchu, spocitaji se kolonie ve druhé ¢asti a
extrapoluje se tak, aby pocet odpovidal celému povrchu plotny.

3.1.7.4. KONFIRMACE

Vybér kolonii pro konfirmaci

Konfirmace se provadi podle 3.1.4. Pro konfirmaci se z kazdé
plotny vybere nejméné po péti koloniich.

Subkultivace

Typické kolonie z reprezentacniho vzorku se preockuji na povrch
zivného agaru (viz 3.1.5.2.).

Naockovane¢ misky se inkubuji pfi teploté 37°C = 0,5°C po dobu

18 az 24 hodin a z kazdé z inkubovanych ploten se vybere dobie
izolovana kolonie pro konfirmaci.
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3.1.7.5. BIOCHEMICKE KONFIRMACE
Oxidazova reakce

S pouzitim platino-iridiové klicky nebo dratu nebo sklenéné
tyCinky se odebere c¢ast kazdé dobie izolované kolonie a
nacarkuje se na filtratni papir zvlhéeny oxidazovym reagens
nebo na komeréné dostupny disk. Nikl-chromové klicka nebo
drat se nepouziva. Negativni reakce potvrzuje pfisluSnost ke
koliformnim termotolerantnim bakteriim.

3.1.8. Vyjadieni vysledkii

Obecny popis zpiisobu vyjadifovani vysledkil a stanoveni poctl
bakterii ve vzorku viz ISO 8199. Vysledek se uvede na 1g
vzorku vztazeno na suchou hmotnost (kapitola. 2. 6. tohoto
postupu).

3.1.8.1. OBECNY PRiPAD - (PRO POUZITI
KONFIRMACE)

Jestlize alespont 80 % z vybranych typickych kolonii je oxidaza
negativnich, je pocet termotolerantnich koliformnich bakterii tyz,
jako byl spocitan v odst. 3.1.7.3.

Ve vSech ostatnich ptfipadech se mnozstvi bakterii vypocita z
procentualniho podilu oxiddza negativnich z celkového poctu
kolonii vybranych podle 3.1.7.3.

3.1.9. Zabezpecovani jakosti

Zabezpecovani jakosti se provadi naplnénim boda v kapitole 2. 9.
tohoto metodického postupu.

Pro kontrolu zplsobilosti laboratofe prokazovat termotolerantni
koliformni bakterie touto metodou a s uzitim pid popsanych v
této metod¢ se jako referenéni material pouZivaji nésledujici
doporucené kmeny:
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Sbirkovy kmen CCM 3954 Escherichia coli
(Ceska sbirka mikroorganisma PfF MU Brno)

RM E.coli 500 (WR1) - Bilthoven - Holandsko

RM Enterobacter cloacae (WR3) - Bilthoven - Holandsko.

3. 1. 10. Charakteristiky metody

Pii ovéfovani metody v laboratotich SZU a mezilaboratornich
ovéfovacich zkouskich (MOZ) byly zjiStény nasledujici
vysledky pi1 podminkach danych uvedenym postupem.

Vzorky kontaminované pomoci RM

pro stanovované pocty > 750 KTJ na 1g kalu (> 1 az 15 KTJ na
miskach) byla shoda vysledkll stanoveni u 80% laboratoti

pro stanovovan¢ pocty > 750 KTJ na 1g kalu (> 1 az 15 KTJ na
miskach) byla shoda vysledkli stanoveni u 85% vysledkl
stanovenych v 1 laboratofi

z 33 vysledka analyz termotolerantnich koliformnich bakterii
provedenych béhem MOZ byl 1 faleSné¢ pozitivni vysledek, to
piedstavuje 3% zucCastnénych laboratoii

z 67 analyz provedenych jednou laboratoii byl jeden falesné
pozitivni vysledek

hrani¢ni hodnotu citlivosti pfedstavuje 2000 KTJ v 10g kalu (200
KTJ v 1g) pro 100% zucastnénych laboratoti

specialni studie opakovatelnosti v jedné laboratofi se dvémi
laborantkami pro 15000 KTJ v 10g kalu (>15KTJ na miskach,
1500KTJ v1g kalu) poskytla jako miru opakovatelnosti
(vyjadienou smeérodatnou odchylkou ptirozenych logaritml
pivodnich hodnot) hodnotu 0,456 nebo vyjadienou jako exp
(0,456) = 1,6
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Vzorky prirozené kontaminované

Ovéteni bylo provedeno 15 laboratofemi pro dva riizné kaly.
Mira reprodukovatelnosti metody (vyjadiena smérodatnou
odchylkou pfirozenych logaritmii pdvodnich hodnot) poskytla
hodnotu 1,22 nebo vyjadienou jako exp (1,22) = 3,4.

3.2. Stanoveni enterokoku

3.2.1 Terminy a definice
Pro tcely tohoto metodického pokynu plati definice:

Enterokoky: bakterie, které maji schopnost redukovat
2,3,5trifenyltetrazoliumchlorid na formazan a hydrolyzovat
eskulin pfi teplot¢ 44°C na médiich specifikovanych timto
postupem. Jsou grampozitivni, kataldzanegativnikokoidniho az
vejCitého tvaru, vétSinou tvofi fetizky a maji antigen D.

3.2.2. Podstata zkousky

Ureny objem vychozi suspenze se ockuje na povrch
pfedsuSeného pevného kultivaéniho prostiedi, ktery obsahuje
azid sodny (k  potlaceni rustu G-bakterii) a
2,3,5trifenyltetrazolium chlorid (ktery je redukovan na Cerveny
formazan, zpusobujici charakteristické zbarveni kolonii).
Vyrostlé kolonie jsou dale podrobeny konfirma¢nim testim (rlst
na zluc-eskulin azidovém agaru, katalatovy test, popt. pyr-test).
Stanovi se pocet KTJ/1 g suSiny vzorku.

3.2.3. Zjist' ovani piitomnosti suspektnich kolonii

Po inkubaci se pocitaji jako presumtivni enterokoky vSechny
vyrostlé kolonie, které jsou kastanové, Cervenohnédé, Cervené Ci
rizove zbarvené.

Stupen fedéni je tieba volit tak, aby vysledny pocet kolonii na
jedné plotné byl 15 az 150 KTJ (kolonie tvofici jednotku). Za
stejnych podminek se desetindsobnym fedénim vychozi suspenze
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inokuluji dalsi dvojice ploten. Pro kazdé tedéni se ockuji dvé
plotny.

3.2.4. Konfirmace

Vybrané kolonie (alespont 5) pro konfirmaci se pfeockuji na
konfirmacni kultivaéni medium zluc-aeskulin-azidovy agar a
plotny se inkubuji pfi 44°C po dobu 4 az 24 hodin. Enterokoky
rostou na tomto kultivaénim mediu a hydrolyzuji aeskulin.
Kone¢ny produkt hydrolyzy je 6, 7dihydroxikumarin, ktery
v kombinaci s Fe** jonty dava tfislové hnédou az &ernou
slouceninu, kterd difunduje do kultivaéniho media.

Dalsi vybrané kolonie (alesponi 5) pro konfirmaci se preockuji na
zivny agar a po 24 hodinové kultivaci se pro potvrzeni miize
provést test na pyrrolidonylpeptidazovou aktivitu, kterda je
charakteristickd pro vSechny druhy enterokokid. Pii pouziti
INTEST PYR TESTu se navlhéeny disk s nanesenou kolonii
presumtivnich enterokokli inkubuje (po dobu 2 minut) pfi
laboratorni teploté. Potom se pfida 1 kapka barevné vyvojky a pti
pozitivni reakci se disk zbarvi rizoveé.

Provede se test na katalazu.
Z poctu potvrzenych typickych kolonii pro enterokoky se ziska

pocet KTJ v 1g vzorku. Vysledky se vyjadii pfepoctené na suSinu
vzorku.

22



3.2.5. Kultivacni pudy a Cinidla

VYSTRAHA — Vsechna selektivni kultivaéni media popsana
V této Casti normy obsahuji azid sodny. Protoze tato latka je
vysoce toxicka a mutagenni, musi byt dodrzovana opatieni, aby
se zabranilo kontaktu s ni, pfedev§im inhalaci jemného aerosolu
béhem piipravy zkomeréné vyrabénych dehydratovanych
kompletnich kultiva¢nich medii. Kultiva¢ni media obsahujici
azid sodny nesmi byt sméSovana se silnymi anorganickymi
kyselinami, nebot’ mize byt produkovan siln€ toxicky azid
vodiku (HN3). Roztoky obsahujici azid sodny mohou také tvofit
explosivni slouceniny ve styku s kovovym potrubim, naptiklad
ve vylevce. Azid mize byt bezpecné rozlozen piidavkem
nasycen¢ho roztoku dusitanu.

3.25.1. M — ENTEROKOKOVY AGAR (SLANETZ -
BARTLEY)

viz CSN ISO 7899-2 Jakost vod — Stanoveni fekalnich
streptokokil, Cast 2: Metoda membranovych filtrti: 1984 nebo
komer¢né vyrabéna plida o stejném sloZeni

tryptose 20,0 g
kvasni¢ni extrakt 509

glukdza 2,09
Hydrogenfosfore¢nan draselny [4,0 g

(K2HPO,)

azid sodny (NaN3) 0,449

agar 80gazl18,0g™
voda do 1000,0 ml

*zavisi na viskozité agaru

3.2.5.2. ZLUC-ESKULIN-AZIDOVY AGAR

viz CSN ISO 7899-2 Jakost vod — Stanoveni fekalnich
streptokokti, Cast 2: Metoda membranovych filtri: 1984 nebo
komer¢né vyrabéna pliida o stejném slozeni

tryptone 17,0 g

pepton 300
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kvasni¢ni extrakt 5009
volské zlu¢ dehydratovana 10,0 g
chlorid sodny (NaCl) 5,09
eskulin 109

3.2.5.3. FOSFATOVY REDICi ROZTOK
SlozZeni fosfatového rediciho roztoku

dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,POy,) 34,09

destilovana voda (doplnit do) 1000 ml
pH 7,2+0,5
Roztok chloridu horeénatého

chlorid hotec¢naty 38¢
destilovana voda (doplnit do) 1000 ml

Priprava fosfatového roztoku
V 500 ml destilované vody se rozpusti dihydrogenfosforec¢nan

draselny. Pak se upravi 1 ml roztoku hydroxidu sodného pH na
7,2 £0,5. Nakonec se roztok doplni na 1000 ml.

Priprava roztoku chloridu horecnatého

V 1000 ml se rozpusti chlorid hotfecnaty.

Priprava fosfatového pufru

Do 1000 ml destilované vody se piida 1,25 ml fosfatového
roztoku a 5,0 ml roztoku chloridu hotfe¢natého.

Pted pouzitim se roztok plni do sklenénych nadob o objemu 250

az 500 ml a sterilizuje se v autokldvu za ptetlaku 0,1 MPa po
dobu 15 minut. Po vychladnuti se plni po 90 ml do sterilnich
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reagenCnich lahvi¢ek. Pfi plnéni je potfeba zachovat aseptické
podminky préce.

3.2.5.4 ZIVNY AGAR

SloZeni
masovy extrakt 1,09
pepton 109
chlorid sodny (NaCl) 5,0g
agar 15,09
destilovana voda (doplnit do) 1000 ml
pH 7,2az7,4

Priprava

Jednotlivé slozky se postupné pridavaji do vody. Zahtivaji se tak
dlouho, dokud se zcela nerozpusti. Hodnota pH se upravi
roztokem hydroxidu sodného o koncentraci 1 mol.I™ pfiblizné na
7,2 az 7,4. Pak se kultivaéni prostiedi povaii 10 minut, zfiltruje a
znovu se upravi pH tak, aby bylo v rozmezi 7,2 az 7,4. Sterilizuje
se v autoklavu za ptetlaku 0,1 MPa po dobu 15 minut.

3.2.5.5. PEROXID VODIKU

roztok 30g / 1000ml
3.25.6. PYR TEST

Komeréné vyrdbény test na pyrrolidonylpeptidazovou aktivitu
(napt. I TEST PYR TEST)
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3.2.6. Pristroje a pomiicky

POZNAMKA — Pomticky pro jedno pouZiti, pokud maji vhodnou
specifikaci, jsou piijatelnou ndhradou sklenénych pomtcek.

3.2.6.1. PIV{iSTROJV “KE  STERILIZACI HORKYM
VZDUCHEM (SUSARNA) MAJICI SCHOPNOST
UDRZET TEPLOTU NA 160 AZ 180°C + 1°C

3.2.6.2. SKRIN K SUSENI NEBO SUSARNA S NUCENYM
OBEHEM VZDUCHU A S TEPLOTOU UDRZOVANOU
V ROZMEZI 37°C + 1°C AZ 55°C + 1°C

3.2.6.3. INKUBATOR S TEPLOTOU UDRZOVANOU NA
37°C £1°C

3.2.6.4. INKUBATOR S TEPLOTOU UDRZOVANOU NA
44°C + 1°C

3.2.6.5. PRISTROJ K MERENI PH S PRESNOSTI NA + 0,1
JEDNOTKY PH PRI 25°C

3.2.6.6. KULTIVACNI BANKY NEBO LAHVE
POZNAMKA - Lze pouzivat batiky nebo lahve opatfené
Sroubovacim uzavérem z netoxického kovu nebo plastu.

3.2.6.7. ODMERNE VALCE

3.2.6.8. DELEN}{: PIPETY JMENOVITEHO OBJEMU
10ML S DELENIM A JMENOVITEHO OBJEMU 1ML S
DELENIM PO 0,1ML

3.2.6.9. PETRIHO MISKY MALE (O PRUMERU 90MM AZ
100MM) A/NEBO VELKE (O PRUMERU 140MM)

3.2.6.11. KOCHUV HRNEC NA ROZEHRATI
KULTIVACNICH MEDII

3.2.6.10. OCKOVACI KLICKY ZE SLITINY PLATINY A
IRIDIA NEBO ZE SLITINY NIKLU A CHROMU S
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OCKEM O PRUMERU ASI 3MM NEBO JEDNORAZOVE
UMELOHMOTNE

3.2.6.11. HOMOGENIZATOR TYPU STOMACHER,
VORTEX A NEBO VRTULKOVY MIXER

3.2.6.12. AUTOKLAYV (121°C £ 1°C)

3.2.7. Postup zkouSky
Viz Ptiloha ¢. 2

3.2.7.1. ZKUSEBNI VZOREK A VYCHOZI SUSPENZE

K 10 g upravené¢ho vzorku plidy ptiddme 90 ml sterilniho
fosfatového zifed'ovaciho roztoku a zhomogenizujeme pomoci
vybraného homogenizatoru dobu 1 min. Nechdme 5 min. ustat.
Z vychozi suspenze se pripravi série desetinasobného fedéni ve
fosfatovém roztoku (3.2.5.3.). Misto fosfatového pufru je mozno
pouzit Ringertv roztok (3.1.5.4.).

3.2.7.2. INOKULACE, INKUBACE

Pipetujeme paralelné na dvé Petriho misky s M-enterokokovym
agarem (3.2.5.1.) 2 x 0,2 ml vychozi suspenze a prvniho
dekadického fedéni, ev. dalSich vzdy dvou po sobé jdoucich
dekadickych fedéni vzorku (postup dle CSN ISO 6887 -1:
Vseobecné pokyny pro piipravu vychozi suspenze a
desetinasobnych fedéni). Rozetfeme sterilni sklenénou ty¢inkou a
po zaschnuti pii teploté laboratofe umistime dnem vzhiru
Vv termostatu. Inkubuji se nejprve 4 hod pti 37°C = 1°C. a potom
20 — 44 hod pii 44°C = 0,5°C.

3.2.7.3. VYHODNOCENI

Vyberou se inkubované plotny obsahujici méné nez 150
typickych kolonii. Z kazdé vybrané misky se pocitaji vSechny
narostlé kolonie dervené, kastanové nebo ruzoveé zbarvené.
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Pocitaji se kolonie zcela zbarvené 1 kolonie pouze se zbarvenym
sttedem. Piredpoklada se, Ze jsou to presumptivni enterokoky.

Nahodné se vybere 5 kolonii pro subkultivaci a biochemickou
konfirmaci. Dalsi ur€ovani se neprovadi v piipadé, Ze vice nez
polovina povrchu plotny je pierostld. Je-li pierostld méné jak
polovina povrchu, spocitaji se kolonie ve druhé casti a
extrapoluje se tak, aby pocet odpovidal celému povrchu plotny.

3.2.7.4. KONFIRMACE

Vybér kolonii pro konfirmaci
Pro konfirmaci se z kazdé plotny vybere nejméné po péti
koloniich povazovanych za typické nebo suspektni.

Subkultivace

Typické kolonie z reprezentatniho vzorku se pieockuji na
povrch zivného agaru (viz 3.2.5.2.).

Naockovane misky se inkubuji pfi teploté 37°C = 0,5°C po dobu
18 az 24 hodin a z kazdé z inkubovanych ploten se vybere dobie
1zolovand kolonie pro konfirmaci.

Potvrzujici test

Typicke kolonie z reprezentacniho vzorku se pteockuji na povrch
zlu¢-aeskulin-azidového agaru. Naockované misky se inkubuji
pti teploté 44°C + 0,5°C po dobu 4 — 24 h. Vyhodnocuji se
vSechny misky vykazujici tfislové hnédé az Cerné zabarveni
kolonii a/nebo kultiva¢niho média kolem kolonii.

Katalazovy test

Na kolonie narostlé na Zlu¢-aeskulin-azidovém agaru se kapne po
jedné kapce roztoku peroxidu vodiku. Tvorba bublin kysliku
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indikuje katalaza-pozitivni mikroorganismy. Za enterokoky se
povazuji pouze kataldza-negativni kolonie.

POZNAMKA — Na zlu¢-aeskulin-azidovém agaru mize dojit
Kk tvorbé faleSné pozitivni katalazové reakce. Aby se tato chyba
vyloucila, je tfeba test zopakovat na pieoCkované kultufe na
neselektivnim  kultivatnim mediu — zivny agar — Viz
subkultivace.

Test potvrzujici pyrrolidonylpeptidazovou aktivitu

POZNAMKA — provadi se v piipadé, Ze predchozi katalazovy
test a potvrzujici test na zlu¢-eskulinovém agaru nedavaji
jednozna¢né informace. Suspektivni kolonie se pifeockuji na
zivny agar a po 24 h. az 48 h. inkubace se podrobi testu na
pritomnost pyrrolido-nylpeptidazy.

Za enterokoky se povazuji kolonie vykazujici pozitivni reakce.
Kromé Zzivného agaru €. 2 lze pouzit jakykoliv agar bez

interferen¢nich a inhibi¢nich ptisad.

PouZzije se komeréné vyrdbény test a postupuje se dle nadvodu
vyrobce (napt. INTES PYR-test)

29



3.2.8. Vyjadieni vysledkii

Obecny popis zplsobu vyjadiovani vysledkil a stanoveni poctl
bakterii ve vzorku viz ISO 8199. Vysledek se uvede na 1g
vzorku vztazeno na suchou hmotnost (kapitola 2. 6. tohoto
postupu).

3.2.8.1. OBECNY PRIPAD

Jestlize alespon 80 % z vybranych typickych kolonii vykazuje
vlastnosti typické pro enterokoky ve smyslu tohoto postupu, je
pocet tyZ, jako byl spocitan v odst. 3.2.7.3.

Ve vSech ostatnich pfipadech se mnozstvi bakterii vypocita z
procentudlniho podilu z celkového poctu kolonii vybranych
podle 3.2.7.3.

3.2.9. Zabezpecovani jakosti

Zabezpecovani jakosti se provadi naplnénim boda v kapitole 2.9.
tohoto postupu.

Pro kontrolu zpusobilosti laboratoie prokazovat enterokoky
metodou a s uzitim pid popsanych v této metodé se doporucuje
jako referenc¢ni material sbirkovy kmen CCM 4224 Enterococcus
faecalis (Ceska sbirka mikroorganismi PfF MU Bro), RM
Ent.faecium WR 63 (Holandsko).

3.2.1. Charakteristiky metody
Pii ovéfovani metody v laboratofich SZU a mezilaboratornich

oveéfovacich zkouskach (MOZ) byly zjistény nésledujici
vysledky pfi podminkéach danych uvedenym postupem.
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Vzorky kontaminované pomoci RM

pro stanovované pocty >750 KTJ na 1g kalu (>1z 15 KTJ na
miskach) byla shoda vysledkt stanoveni u 78,6% laboratofi

pro stanovované pocty >750 KTJ na 1g kalu (>1z 15 KTJ na
miskach) byla shoda vysledkdi stanoveni u 85% vysledki
stanovenych v 1 laboratofi

z 33 vysledki analyz enterokokti provedenych béhem MOZ bylo
15% fale$né negativnich vysledki

z 67 analyz provedenych jednou laboratofi byl jeden faleSné
pozitivni vysledek

hrani¢ni hodnotu citlivosti predstavuje 2000 KTJ v 10g kalu (200
KTJ v 1g) pro100% zucastnénych laboratofi

specialni studie opakovatelnosti V jedné laboratoii se dvémi
laborant-kami pro 15000 KTJ v 10g kalu (>15 KTJ na miskach,
1500 KTJ v1g kalu) poskytla jako miru opakovatelnosti
(vyjadienou smérodatnou odchylkou pfirozenych logaritmi
pivodnich hodnot) hodnotu 0,795 nebo vyjadienou jako exp
(0,795) = 2,2.

Vzorky prirozené kontaminované

Ovéteni bylo provedeno 15 laboratofemi pro dva rizné kaly.
Mira reprodukovatelnosti metody (vyjadiena smérodatnou
odchylkou pfirozenych logaritmi pivodnich hodnot) poskytla
hodnotu 2,13 nebo vyjadienou jako exp (2,13) = 8,4.
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3.3. Detekce salmonel
3.3.1. Terminy a definice

Ugelem tohoto postupu je poskytnout pokyny pro detekci bakterii
rodu Salmonella sp.. Pii zkouseni provedeném podle této metody
je to urCeni pfitomnosti nebo nepiitomnosti téchto
mikroorganismi v konkrétnim vzorku kali z COV.

Tento postup plati pro kvalitativni stanoveni bakterii rodu
Salmonella sp. v odvodnénych hygienizovanych kalech z COV.
Pii analyze je tfeba dodrzet vSeobecna ustanoveni pro
mikrobiologicka zkouSeni v€etné zasad prepravy vzorku.

Pro ucely tohoto zkouseni jsou bakterie rodu Salmonella sp.
mikroorganismy, které vytvareji na tuhych selektivnich ptidach
typické kolonie a které vykazuji popsané biochemické a
sérologické vlastnosti.

3.3.2. Podstata zkousky

Prikaz bakterii rodu Salmonella sp. vyzaduje &étyfi po sobé
nasledujici stupné.

POZNAMKA - Bakterii rodu Salmonella sp. mohou byt
pfitomny v nizkych poctech a jsou Casto provazeny znaéné
vys§imi pocty jinych piislusnikli ¢eledi Enterobacteriaceae nebo
pfislusniki  jinych celedi. Proto je nezbytné selektivni
pomnozeni; kromé toho je nezbytné piedpomnozeni, které
umoziiuje prikaz Casto subletdlné¢ poskozenych bakterii rodu
Salmonella sp..

3.3.2.1. PREDPOMNOZENI V NESELEKTIVNI TEKUTE
PUDE

Do tlumivé peptonové vody (uzité rovnéz jako tedici roztok) se
inokuluje zkuSebni vzorek a inkubuje se pi1 37°C po dobu 16 hod
az 20 hod.
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3.3.2.2. PREDPOMNOZENI V SELEKTIVNICH
TEKUTYCH PUDACH

Kultura ziskand podle 3.3.2.1. se inokuluje do dvou tekutych
pud, a to do pidy podle Rappaporta a Vassiliadise s chloridem
hofecnatym a malachitovou zeleni a do plidy se seleniCitanem a
cystinem.

Pida podle Rappaporta a Vassiliadise s chloridem hofe¢natym a
malachitovou zeleni se inkubuje pti 41,5°C po dobu 24 h a po
dalSich 24 h, piida se seleni¢itanem a cystinem se inkubuje pii
37°C po dobu 24 h a dalSich 24 h.

3.3.2.3. VYOCKOVANI NA PEVNE PUDY A ZJISTOVANI
PRITOMNOSTI SUSPEKTNICH KOLONII

Kazda z kultur ziskanych podle 3.3.2.3. se vyockuje na dvé
pevné selektivni pady:

- agar s fenolovou Cerveni a briliantovou zeleni

- xyloso-lysin-deoxycholatovy agar
Inkubuje se pi1 37°C a po 24 h, a pokud je to nutn¢, rovnéz po 48
h, se zjistuje pritomnost kolonii, které jsou na zdkladé svych

znakl povazovany za suspektni kolonie bakterii rodu Salmonella

sp.
3.3.2.4. KONFIRMACE

Suspektni kolonie bakterii rodu Salmonella sp. ziskané
vyockovanim, jak je popsano v 3.3.2.3. se subkultivuji a
konfirmuji pomoci vhodnych biochemickych a sérologickych
testl.
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3.3.3. Kultivacni pudy a Cinidla

3.3.3.1. PUDA SE SELENICITANEM A CYSTINEM

ZAKLAD PUDY

Slozeni

trypton 5,09
laktoza 4,09

Hydrogenfosforecnan  disodny = dodekahydrat 10,09
(NagH PO4 12H20)

Hydrogenselenicitan sodny (NaHSeOs) 4,09
Voda 900ml
Priprava

Prvni tf1 slozky zékladu se rozpusti ve vodé¢ za varu po dobu 5
min. Po ochlazeni se pfida hydrogenseleni¢itan sodny.

Pokud je tfeba, upravi se pH tak, aby jeho hodnota ¢inila 7,0.

Roztok L-cystinu

SloZeni

L-cystin 0,1g
roztok hydroxidu sodného ¢(NaOH) = 1 mol/l 15ml
sterilni voda do kone¢ného objemu 100ml
Piiprava

Slozky se vnesou do sterilni odmérné banky.
Doplni se voda do 100ml.
Roztok se nesterilizuje.
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Roztok kvasni¢ného extraktu

SloZeni

kvasni¢ny extrakt ve formé praSku 1,59
sterilni voda 100ml
Piiprava

Kvasni¢ny extrakt se vnese do sterilni odmérné banky a doplni se
do 100ml vodou.

Sterilizuje se v autoklavu (6.1) pii 121°C po dobu 15 minut.

Kompletni ptida

SloZeni

zaklad 900ml
roztok L-cystinu 10ml
roztok kvas. extraktu 100ml
Priprava

Zaklad pudy a roztok kvasni¢ného extraktu se ochladi, asepticky
spoji a nakonec se asepticky ptida roztok L-cystinu.

Pokud je tfeba, upravi se pH tak, aby jeho hodnota ¢inila 7,0.
Pida se asepticky rozplni do sterilnich ban€k vhodného objemu
tak, aby se ziskaly jednotlivé davky potiebné pro zkousSeni.

Pida se pouzije v den ptipravy.
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3.3.3.2. XYLOZO-LYSIN-DEOXYCHOLATOVY AGAR

Zakladni roztok

SloZeni

D(+)xyloza 3,50
L(+)-Lyzin 5,09
deoxycholat sodny 2,59
kvasni¢ny extrakt 3,09
sacharoza 7,50
laktoza 7,50
chlorid sodny (NaCl) 5,09
thiosiran sodny (Na,S,03) 6,89
citrat Zelezity 0,8¢
agar 139
voda do 1000ml

Roztok fenolové Cervené

SloZeni

fenolova Cerven 0,49
voda do 100ml
Priprava

Fenolova Cervenn se za obcasného michani rozpusti v daném
objemu vody.

Kompletni pida
Piiprava

Veskere¢ slozky zakladniho roztoku se rozpusti v 11 vody, ptida se
20ml roztoku fenolové Cervené a za obCasného michani se
ptivede k varu. Po ochlazeni na 50°C se médium rozlije do
Petriho misek.

Neautoklavuje se.

V ptipad¢ potieby se pH upravi na 7,4 = 0,1.
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3.3.3.3. PUDA PRO NESELEKTIVNI PREDMNOZENI:
TLUMIVA PEPTONOVA VODA

SloZeni
pepton 10,0 g
chlorid sodny 500

hydrogenfosforecnan  disodny  dodekahydrat 9,09
(NagHPO4. 12H20)

dihydrogenfosforecnan draselny (KH,PQO,) 159
voda 1000 ml
Priprava

Slozky se rozpusti ve vod¢, a je-li tfeba, zahieji se. Pokud je
tieba, upravi se pH tak, aby se po sterilizaci jeho hodnota ¢inila
7,0. Pida se rozplni do ban€k vhodn¢ho objemu tak, aby se
ziskaly jednotlivée davky potfebné pro zkouSeni. Sterilizuje se
v autoklavu pii 121°C po dobu 20 minut.

3.3.34. PUDA S CHLORIDEM HORECNATYM A
MALACHITOVOU ZELENI PODLE RAPPAPORTA A
VASSILIADISE (DALE PUDA RYV)

Roztok A

SloZeni

trypton nebo s6jovy pepton 45¢g
chlorid sodny 8,09
dihydrogenfosfore¢nan draselny| 1,6 ¢
(KH2PO,)

voda 1000 mi
Priprava

Slozky se rozpusti ve vodé za zahtevu asi na 70°C. Roztok se
pripravuje v den ptipravy pudy RV.
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Roztok B

SloZeni

chlorid hotfe¢naty hexahydrat| 400,0 g
voda 1000 ml
Piiprava

Chlorid hotfecnaty se rozpusti ve vod€. Vzhledem k tomu, Ze tato
sloucenina je velmi hygroskopickd, doporucuje se rozpustit cely
obsah chloridu hotfe¢natého z nové otevieného baleni, a to podle
vySe uvedeného poméru. Napiiklad ke 250 g chloridu
hofecnatého se piida 625 ml vody, coZz poskytne roztok o
celkovém objemu 795 ml a o koncentraci asi 31,5 g
(MgCl,.6H,0) na 100 ml. Roztok se uchovava v lahvi z hnédého
skla pti pokojové teploté.

Roztok C

SloZeni

Stavelan malachitové zelené 0,49
voda 100 ml
Priprava

Stavelan malachitové zelené se rozpusti ve vodé a roztok se
uchovava v zasobni lahvi z hnédého skla pti pokojové teploté.

Kompletni puda

SloZeni

roztok A 1000 ml
roztok B 100 ml
roztok C 10 mi
Priprava

K 1000 ml roztoku A se piida 100 ml roztoku B a 10 ml roztoku
C, pH se upravi tak, aby po sterilizaci jeho hodnota byla 5,2.
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Pida se rozplni do zkumavek po 10 ml. Sterilizuje se v autoklavu
pii 115°C po dobu 15 minut. Pida se uchovava v lednici.

3.3.3.5. FYZIOLOGICKY ROZTOK

SloZeni

chlorid sodny 8,59
Voda 1000 ml
Piiprava

Chlorid sodny se rozpusti ve vodé¢, je-li tfeba, za zéhtevu.
V piipadé¢ potieby se pH upravi tak, aby jeho hodnota po
sterilizaci ¢inila 7,0. Roztok se rozplni do bané¢k tak, aby po
sterilizaci byl jeho objem 90-100 ml. Sterilizuje se v autoklavu
pii 121°C po dobu 20 minut.

3336. AGAR S FENOLOVOU CERVENI A
BRILIANTOVOU ZELENI (PODLE EDELA A
KAMPELMACHERA)

Zaklad pudy

SloZeni

masovy extrakt ve form¢ prasku 5,049
pepton 10,0 g
kvasnicny extrakt ve form¢ prasku 3,09
hydrogenfosforecnan disodny| 1,09
(Na,HPQO,)

dihydrogen fosfore¢nan sodny| 0,69
(NaH2P04)

agar 129g-18g™*
voda 900 ml

* v zavislosti na ztuzovaci schopnosti agaru
Priprava

Dehydratované slozky zakladu nebo kompletni dehydratovany
zaklad pldy se rozpusti ve vodég, a je-li tfeba, za zahtevu. Po
sterilizaci je hodnota pH 7,0. Zéklad pidy se rozplni do
zkumavek nebo ban€k vhodného objemu. Sterilizuje se
Vv autoklavu pii 121°C po dobu 15 minut.
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Roztok laktozy, sacharozy a fenolové Cervené

SloZeni

laktoza 10,0 g
sachardza 1009
fenolova Cerven 0,099
voda do konecného objemu 100 ml
Priprava

Slozky se vnesou do 50 ml vody v odmérné baiice a doplni se
vodou na 100 ml. Po dobu 20 minut se roztok zahtiva na vodni
lazni pt1 70°C. Potom se ochladi na 55°C +/- 1°C a bezprostiedné
poté se pouzije.

Roztok briliantové zelené (podle Edela a Kampelmachera)

SloZeni

briliantova zelen asi0,5¢g
voda 100 ml
Priprava

Briliantova zelen se pfida do vody a ponecha se 1 den v temnu,
aby mohlo dojit k autosterilizaci.

Kompletni puda

Slozeni

zaklad 900 ml

roztok laktdzy, sacharozy a fenolové|100 ml
cervené

roztok briliantové zelené 1ml

Priprava

Za aseptickych podminek se roztok briliantové zelené ptidava
k roztoku laktdzy, sacharozy a fenolové Cervené ochlazenému na
55°C +/- 1°C. Tento roztok se ptida k zakladu pidy ochlazenému
na 50°C-55°C.

40



Priprava agarovych ploten

Do kazdé z pfiméfeného poctu velkych Petriho misek se da asi
40 ml cerstvé piipravené pidy. Pida se necha ztuhnout.
Bezprostiedné pred pouzitim se agarové plotny predsousi
V susarné se sejmutym vickem a povrchem agarové vrstvy doli
pii teploté 37°C — 55°C. Pokud jsou plotny pfipravovany piredem,
uchovéavaji se pfedem nevysuSené nejméné¢ 4 hodiny pfi
pokojové teploté nebo alespon jeden den v chladnicce.
Specifikace briliantové zelend se provede dle CSN-EN 12824
ptiloha C normy.

3.3.3.7. ZIVNY AGAR

SloZeni

masovy extrakt 300

Pepton 5009

Agar 12g-18g*
Voda 1000 mi

* v zavislosti na ztuzovaci schopnosti agaru
Priprava

Dehydratované slozky zakladu nebo kompletni dehydratovany
zaklad pldy se rozpusti ve vodé, a je-li tfeba, za zahtevu. Po
sterilizaci se hodnota pH upravi na pH 7,0. Zéklad pudy se
rozplni do zkumavek nebo ban€k vhodného objemu. Sterilizuje
se v autoklavu pti 121°C po dobu 15 minut.

Piiprava ploten Zivného agaru

15 ml rozehtaté pidy se dd do malych Petriho misek a dale se
postupuje jako v bodé 3.3.3.6.
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3338. AGAR S GLUKOZOU, LAKTOZOU,
SACHAROZOU A CITRANEM ZELEZITYM (TSI AGAR)

masovy extrakt 300
kvasni¢ny extrakt 300
pepton 20,09
chlorid sodny 500
laktoza 10,0 g
sacharoza 10,0 g
glukdza 109
citran Zelezity 03¢
thiosulfat sodny (Na,S,03.5H,0) 0,39
fenolova Cerven 0,024 g
agar 120g-18,0g*
voda 1000 ml

* v zavislosti na ztuzovaci schopnosti agaru

Piiprava

Slozky pldy nebo dehydratovana kompletni ptida se rozpusti ve
vodé¢, a je-li tteba, za zahfevu. Hodnota pH se upravi tak, aby po
sterilizaci byla 7,4. Pada se rozplni do zkumavek po 10 ml a
sterilizuje se v autoklavu pii 121°C po dobu 10 minut. Ponecha
se utuhnout v sikmé poloze tak, aby hloubka svislé Casti ¢inila
2,5 cm.

3.3.3.9. Cinidla pro biochemické a sérologické konfirmace

Pro pritkaz biochemickych a sérologickych konfirmaci se pouZziji
komer¢né vyrabéna c¢inidla a postupuje se podle navodu vyrobce
nebo se postupuje podle CSN EN 12824 : 1999 Mikrobiologie
potravin a krmiv — Horizontalni metoda prikazu bakterii rodu
Salmonella, kapitola 5.0 a 9.5.2.az9.5.5.

Pro prikaz biochemickych vlastnosti se osvédCily tady
Enterotestli od firmy Lachema nebo API od firmy BioMerieu, 1ze
pouZit i jiné komeréné vyrabéné vyhovujici kvality.
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Komercné je dostupnd fada typt aglutinacnich sér obsahujicich
protilatky vué¢i jednomu nebo nékolika O-antigenim, napf.
antiséra obsahujici jednu nebo vice ,,0* skupin (oznacuji se jako
monovalentni nebo polyvalentni anti-O séra), dale anti-Vi séra a
antiséra obsahujici protilatky vii¢i jednomu nebo nékolika H-

faktortim (oznacuji se jako monovalentni nebo polyvalentni anti-
H séra).

Je tfeba vSemozZzné se pokusit zajistit, aby uzitd antiséra byla
dostacujici pro detekci vSech sérovard bakterii rodu Salmonella
sp. Doporucuje se k tomuto ucelu pouzivat antiséra pfipravena
dodavatelem, ktery je uznavan jako kompetentni.
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3.3.4. Pristroje a pomiicky

POZNAMKA - Pomticky pro jedno pouziti, pokud maji vhodnou
specifikaci, jsou piijatelnou nahradou pomtcek sklenénych.

Obvyklé vybaveni mikrobiologické laboratote a zv1aste:

3.34.1. PRiSTRQJ KE STERILIZACI HORKYM
VZDUCHEM (SUSARNA)

3.3.4.2. SKRIN K SUSENi NEBO SUSARNA
S nucenym obéhem vzduchu a s teplotou udrzovanou v rozmezi
37°C £ 1°C az 55°C £ 1°C.

3.3.4.3. INKUBATOR S TEPLOTOU UDRZOVANOU NA
37°C + 1°C

3.3.4.4. INKUBATOR S TEPLOTOU UDRZOVANOU NA
41,5°C £ 1°C

3.3.4.5. OCKOVACI KLICKY ZE SLITINY PLATINY A
IRIDIA NEBO ZE SLITINY NIKLU A CHROMU S
OCKEM O PRUMERU ASI 3 MM

3.3.4.6. PRISTROJ K MERENI PH S PRESNOSTI NA + 0,1
JEDNOTKY PH PRI 25°C

3.3.4.7. KULTIVACNI BANKY NEBO LAHVE
POZNAMKA - Lze pouZivat banky nebo lahve opattené
Sroubovacim uzavérem z netoxického kovu nebo plastu.

3.3.4.8. ZKUMAVKY

3.3.4.9. ODMERNE VALCE

3.3.4.10. DELENE PIPETY JMENOVITEHO OBJEMU
10ML S DELENIM A JMENOVITEHO OBJEMU 1 ML S
DELENIM PO 0,1 ML

3.3.4.11. PETRIHO MISKY MALE (O PRUMERU 90 MM
AZ 100 MM) A/NEBO VELKE (O PRUMERU 140 MM)
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3.3.4.12. HOMOGENIZATOR TYPU VORTEX

3.3.4.13. AUTOKLAV

3.3.5. Postup zkouSky
Viz Ptiloha €. 3

3.3.5.1. ZKUSEBNI VZOREK A VYCHOZIi SUSPENZE

Pro ptipravu vychozi suspenze se jako fedici roztok pouzije puda
pro neselektivni pfedpomnoZeni  (tlumiva peptonova plda)
specifikovana v 3.3.3.3.

Vychozi suspenze se piipravi tak, ze se 50g zkuSebniho vzorku
piida do 450ml pldy pro neselektivni predpomnoZzeni (3.3.3.3),
coz je pomér zkuSebniho vzorku k pidé pro neselektivni
piredpomnoZeni specifikovany timto postupem.

3.3.5.2. NESELEKTIVNi PREDPOMNOZEN]

Vychozi suspenze se inkubuje pii 37°C po dobu ne méné nez 16
h a ne vice nez 20 h.

3.3.5.3. SELEKTIVNI POMNOZEN{

0,Iml kultury ziskané podle 3.3.5.2. se pfenese do zkumavky
obsahujici 10ml pidy RV (3.3.3.4.) a inkubuje se pii 41,5 +/-
0,5°C po dobu 24h (dalSich 24h - viz poznamka k ¢I. 3.3.2),

10ml kultury ziskané podle 9.2 se pfenese do banky obsahujici

100ml pady se seleni¢itanem a cystinem (3.3.3.1.) a inkubuje se
pti 37 +/-0,5°C po dobu 24 h (dalSich 24 h).
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3.3.5.4. VYOCKOVANI A IDENTIFIKACE

a) Kultura ziskana v pudé RV po inkubaci 24h (a je-li tieba, jesté
dalSich 24h) se inokuluje kli¢kou na povrch prvni selektivni pidy
pro vyockovani - agar s fenolovou cerveni a briliantovou zeleni
viz 3.3.3.6) a druhé - xyloso-lysin-deoxycholatovy agar (3.3.3.2.)
vylité do velkych Petriho misek, a to tak, aby se ziskaly dobie
izolované kolonie.

Pokud nejsou velké Petriho misky k dispozici, uzije se puda vzdy
ve dvou malych miskach a ockuje se nejprve jedna a poté druha
mala miska touz kli¢kou (viz poznamka).

b) Stejné se postupuje s kulturou ziskanou z druhé selektivni
pomnozovaci pudy se seleni¢itanem a cysteinem. Pii o¢kovani na
povrch z druhé selektivni pomnoZovaci pldy se pouzije jina
sterilni klicka a pocet Petriho misek se uzije tak, jak to odpovida
jejich velikosti.

POZNAMKA - Pro rozo¢kovani darami na selektivni pevné pudy
(agar s fenolovou Cerveni a briliantovou zeleni a xyloso-lysin-
deoxycholatovy agar) se doporucuje nasledujici zplisob: pouzije
se jedna klicka pro dvé misky. Odebere se kapka tekuté ptudy z
jeji hladiny pfi okraji nadoby. Inokuluji se ob&é misky podle
schémat postupu zkousky. VyuZije se cela plocha misky. Cary
vedene¢ klickou maji byt navzajem vzdaleny asi 0,5cm. (Klicka se
neopaluje, ani se do ni znovu nenabird, a to ani po provedeni
prvni ¢ary, ani pii prechodu na druhou misku.) Je-li uzita pouze
jedna velka miska, je tfeba pro rozockovani ¢arami pouzit zptisob
uvedeny pro prvni misku.
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Interpretace vysledku

S kulturami ziskanymi v selektivnich pomnoZovacich ptidach se
po inkubaci dalSich 24h vySe uvedeny postup pro ockovani
s pouzitim opét dvou selektivnich pevnych piid opakuje.

Misky se obrati dnem vzhiru a umisti do inkubatoru s teplotou
udrzovanou na 37 +/-0,5°C - pro misky ockované ze
seleni¢itanové pady a na 41,5 +/-0,5°C - misky z pidy RV.

3.3.5.5. VYHODNOCENI

Po inkubaci po dobu 20h az 24h se na plotnach zjiStuje
ptitomnost typickych kolonii bakterii rodu Salmonella sp. Rust
typickych kolonii bakterii rodu Salmonella sp. na pudé s
fenolovou cerveni a briliantovou zeleni pusobi zménu barvy
pidy z riuzové na Cervenou. Na pudé xyloso-lysin-
deoxycholatovém agaru v pfipadé pozitivniho nalezu vyrostou
cervenocerné az ¢erné kolonie.

Je-li rlist pouze slaby nebo nejsou-li typické kolonie bakterii rodu
Salmonella sp. pfitomny, inkubuji se plotny znovu pii ptislusné
teploté po dobu dalSich 18h az 24h. Na plotnach se opakované
zjistuje pritomnost typickych kolonii bakterii rodu Salmonella

sp..

POZNAMKA - Je nezbytné podrobit kazdou typickou nebo
suspektni kolonii konfirmaci; rozpoznani kolonii bakterii rodu
Salmonella sp. je ve velké mife véci zkusenosti, vzhled kolonii
muze byt ponékud pozménén, a to nejen pokud jde o vzajemné
rizné sérovary, ale rovnéZ pokud jde o vzajemné riizné vyrobni
davky pldy. S ohledem na to miiZze v této fazi zkouSeni usnadnit
rozpoznani suspektnich kolonii aglutinace s polyvalentnim
salmonelovym antisérem.
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3.3.5.6. KONFIRMACE

Vybér Kkolonii pro konfirmaci

Pro konfirmaci se z kazdé plotny kazdé selektivni pidy (viz
3353 a 3.354) vybere neméné po péti koloniich
povazovanych za typické nebo suspektni. Pokud je na jedné
plotné mén¢ typickych nebo suspektnich kolonii nez pét, vyberou
se pro konfirmaci vSechny typické nebo suspektni kolonie. Kazda
z vybranych kolonii se rozoc¢kuje na povrch ploten ptedsuSeného
zivného agaru (3.3.3.) tak, aby se umoznil vyvoj dobie
1zolovanych kolonii.

Inokulované plotny se inkubuji pti 37 +/-0,5°C po dobu 18h az

24h. Pro biochemickou a sérologickou konfirmaci se uziji ¢isté
kultury.

Biochemicka konfirmace

Pouziji se identifikacni sady bézné komercné dostupné, které
umoznujici identifikaci bakterii rodu Salmonella sp. a postupuje
se podle navodu vyrobce nebo se postupuje se podle CSN-EN
12824:1999Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni
metoda prikazu bakterii rodu Salmonella, kapitola 5.0 a 9.5.2.
az 9.5.5.

Sérologicka konfirmace a sérotypizace

Pred vlastni typizaci je tfeba vyloucit spontanné aglutinujici
kmeny.

Pouziji se identifikacni sady bézné komeréné dostupné, které
umoznujici sérotypizaci bakterii rodu Salmonella sp. a postupuje
se podle navodu vyrobce nebo se postupuje podle CSN-EN
12824:1999 Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni
metoda prikazu bakterii rodu Salmonella, kapitola 5.0 a 9.5.2. az
9.55.
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Vylouceni spontanné aglutinujicich kmenu

Na peclivé ocisténé podlozni sklo se nanese kapka
fyziologického roztoku, kam se klickou vnese cast kolonie
ur¢ené¢ ke zkouSeni. Dobie Se rozptyli tak, aby se dostala
homogenni smés. Sklem se zvolna pohybuje kyvavymi pohyby
asi 30 az 60 sekund. Proti tmavému pozadi se zjistuje, zda
dochézi k tvorbé vlocek. V ptipadé, Ze vyskyt vlocek je pozitivni,
neni mozné kmeny podrobit dal§imu vySetfenim na prikaz
antigend.

Interpretace biochemickych a sérologickych reakci

Postupuje se podle CSN-EN 12824:1999Mikrobiologie potravin
a krmiv — Horizontalni metoda  prukazu bakterii rodu
Salmonella,

(kapitola 9.5.2 a 9.5.3)

Kone¢na konfirmace

Pokud je tfeba, kmeny povazované za pfislusSné do rodu
Salmonella a kmeny, které mohou byt ptislusné rodu Salmonella,
mohou byt zasldny do NRL pro hygienu pidy a odpadu a
pfedany do NRL pro bakterii rodu Salmonella ke konecné

typizaci.

Zasilka musi byt doprovazena vSemi dostupnymi informacemi
tykajicimi se kmene (kment).

3.3.6. Vyjadieni vysledkui

Vysledek se uvede jako negativni nebo pozitivni detekce
salmonel v 50g matrice.
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3.3.7. Zabezpecovani jakosti

Zabezpecovani jakosti se provadi naplnénim boda v kapitole 2. 9.
tohoto metodického postupu.

Pro kontrolu zptsobilosti laboratote prokazovat metodou detekce
salmonel s uzitim kultivac¢nich piid popsanych v této metodé se
jako referen¢ni material doporucuje

sbirkovy kmen CCM Salmonella enterica ser. enteritis 4420
(Ceska sbirka mikroorganismii PtF MU Brno)

RM Salmonella panama 5 ALM 41 (Holandsko).

3.3.8. Charakteristiky metody

Pii ovéfovani metody v laboratotich SZU a mezilaboratornich
ovéfovacich zkouskich (MOZ) byly ziStény nasledujici
vysledky pi1 podminkach danych uvedenym postupem.

- vysledky detekce salmonel ziskané testovanym postupem jSou
ovlivilovany =~ mohutnosti ~ kontaminace  termotolerantnich
koliformnich bakterii a enterokokti

- pro stanoveni salmonel v kalech je tfeba jako prvni stupen
metody pouzit neselektivni pomnozeni

- ob¢é pouzivané selektivni pomnozovaci pidy nevykazovaly
podstatny vliv na pravdépodobnost nalezu salmonel v zavislosti
na pocateCnim mnoZstvi salmonel v kalu (ptidavek salmonel), ale
1ze ptedpokladat, Ze seleniCitanova vykazuje mensi citlivost

- stejnou citlivost pro detekci salmonel na pevnych selektivnich
ptidach prokazaly pudy BGA a XLD, piida DC vykazovala mensi
cetnosti zachyti

- 50 KTJ salmonel v 50g kalu detekovalo 100% zGcastnénych
laboratofi pro kal s kontaminaci termotolerantnimi koliformnimi
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bakteriemi a enterokoky, tuto hodnotu lze povaZovat za mezni
hodnotu stanovitelnosti za podminek uvedené metodiky

- 40 KTJ salmonel na 50g kalu detekovalo 66,7% laboratoii pro
kontaminovany kal termotolerantnimi koliformnimi bakteriemi a
enterokoky

- 5 KTJ salmonel v 50g kalu detekovalo 89,3% laboratofi pro
nekontaminovany kal termotolerantnimi koliformnimi bakteriemi
a enterokoky

- pro kal kontaminovany vic nez 10° KTJ enterokoky a

termotolerantnimi koliformnimi bakteriemi klesa c¢etnost
pozitivni detekce salmonel na 40%.
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Priloha ¢. 1

Schéma stanoveni termotolerantnich koliformnich bakterii
metodou pifimého vysevu na povrchu kultivaéniho média "m-FC
agar"

Den vzorek
1. I

ziedéni
I
pfimy vysev na povrch m-FC agaru

0,2 ml; Drigalskiho ty€inka
I
Kultivace pfi 44 °C + 0,5 °C 18 — 24 hodin

2.
I I
Laktéza + kolonie Laktdéza — kolonie
Vvockovani na pldu bez inhibitort
I Koliformni term. bakterie
" Kultivace pfi 37 °C 24 hodin nejsou pritomne

Test na oxidazu
I

Stanoveni podtu laktdza+kolonie oxidaza-ziredéni
|

Pfepocet na 1g vzorku
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Ptiloha €. 2
Schéma stanoveni enterokokii metodou piimého vysevu na

povrchu kultivaéniho média

Den
1.

vzorek

m-enterokokovy agar
0,2ml suspenze, rozetfit

1. kultivace pfi 37°C, 5h. £ 1 h.

2. kultivace pfi 44°C, 24 h-44 h. + 3 h.

1. vvhodnoceni

nebo

riizové a hnédé kolonie bilé a bezbarvé kolonie
presumtivni vysledek konfirmacni testy
pocet kolonii na
zpracovany objem Zlug-aeskulin-azidovy agar
vzorku
kultivace pfi 44°C, 4 - 24 h.
I
tmavé hnédé az Cerné kolonie
I
zivny agar €. 2
kultivace pfi 37°C, 18 - 24 h.
katalazovy test, PYR test
katalaza - katalaza+ pozitivni negativni |——
|
potvrzeny vysledek enterokoky nejsou pfitomné

pocet kolonii na zpracovanou

hmotnost kalu
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Ptiloha ¢. 3

Schéma postupu zkousky detekce salmonel v kalech

509

+

450ml pdy pro neselektivni pfedpomnozeni

0,1 ml

kultury

puda RV s chloridem
hofe¢natym

inkubace pfi

41,5°C 24h
(a dalsich 24h)

24h 48h

selektivni pada
pro vyoCkovani

BGA, XLD \

inkubace pfi 37°C 20h az 24h
(a dalSich 18h az 24h, je-li tfeba)

inkubace pfi 37°C 16h az 20h

selektivni pomnozeni

10 mi

inokulace na zivny agar

kultury

puda se selenic¢itanem
a cystinem a kvas. extraktem

inkubace pfi

37°C 24 h
( a dalsich 24h)

24h | 48h

selektivni puda
pro vyockovani

/ BGA, XLD

nejméné pét charakteristickych kolonii (z kazdé plotny)

/ inkubace pii 37°C 18h az 24h \
biochemicka sérologicka
konfirmace \ / konfirmace
interpretace vysledku

54



Pfiloha ¢. 4

PRILOHA C. 4 K VYHLASCE C. 382/2001 Sb.

MIKROBIOLOGICKA KRITERIA PRO POUZITI KALU
NA ZEMEDELSKE PUDE

Piipustné mnozstvi mikroorganismu (KTJ*)
v 1 gramu suSiny aplikovanych kali

Kategorie kalu termotolerantni enterokoky Salmonella sp.

koliformni bakterie

l. <10° <10° negativni nalez

1. 10° - 10° 10° - 10° nestanovuje se

" KTJ- kolonie tvofici jednotku

Vysvétlivky:

Kategorie |1 - kaly, které je mozno obecné aplikovat na pudy
vyuzivané v zemédélstvi pii dodrZeni ostatnich ustanoveni této
vyhlasky.

Kategorie Il — kaly, které je mozno aplikovat na zemédélské pudy
urcené k péstovani technickych plodin, a na pldy, na kterych se
neyméné 3 roky po pouZiti Cistirenskych kalii nebude péstovat
polni zelenina a intenzivné plodici ovocné vysadba, a pti dodrZeni
zéasad ochrany zdravi pfi praci a ostatnich ustanoveni vyhlasky.
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Ro¢nik 2001

1/2001 Soucasné poznatky o prvni pomoci pii expozici
chemickym latkdm a pifi kontaminaci témito latkami. Autor:
Daniela Pelclova, Klinika nem. z povol. VFN a 1. LF UK Praha 2.

2/2001 Seznam dezinfek¢nich, dezinsekénich a deratizac¢nich
piipravkl, sterilizacnich pfistroji a pomilcek a piipravkl pro
dezinfekci vody schvalenych HH CR k 1. 1. 2001. Autofi: kol. aut.
- SZU-CEM.

3/2001 Metodické doporuéeni SZU pro hodnoceni $kodlivych a
nezadoucich latek uvoliujicich se z vybranych skupin vyrobki pro

stavby do vody a piady. Autor: Magdalena Zimova, Jarmila
Preslov4, SZU - CHZP.

4/2001 Ochrana zdravi v cCeskych technickych normach (7.
pokracovani). Autor: Alexandr Fuchs, Eva Navrkalovd - SZU -
HPNP.

5/2001 Cestovni zpravy pracovniki SZU za rok 2000. Kol.
pracovnikli SZU. (Ur€eno pro hygienickou sluZbu a int. potiebu).

6/2001 Vyroc¢ni zprava o mykobakteriologicke diagnostice v CR a
SR v roce 2000. Kol. autort SZU-CEM, KHS Ostrava, NUTaRCH
Bratislava.

7/2001 - Stanoveni indikatorovych mikroorganismi pro
mikrobiologicka kritéria pro pouziti kalii na zemédélské pude ve
smyslu vyhlasky ¢. 382/2001 Sb., o podminkach pouZiti
upravenych kali na zemé&délske pude. Autor Ing.Matgjti-SZU-
CZZP.

8/2001 Ochrana zdravi v ¢eskych technickych normach (8. pokr.).
Autor: A. Fuchs, E.Navrkalova, SZU - HPNP.

Mimoiadné & AHEM: Personalni bibliografie pracovnika SZU
1999-2000 (NIPH Bibliography).
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Sdéleni odbératelum

Na niZe uvedenych internetovych strankach SZU najdete kromé
jinych informaci seznamy jednotlivych tituli Acta hygienica,
epidemiologica et microbiologica vydanych od roku 1971 a dale
jejich plné znéni od roku 2001.

Internetova adresa: www.szu.cz/svi/ahem.html

Aktualizace adresy odbérateli

Vase pivodni adresa se naléza na obalce zasilky, kterou jste
pravé obdrzeli. Pokud si ji prejete upresnit, popf. zménit,
sdélte Vasi novou adresu e-mailem, pisemné nebo telefonicky.
Toto opatieni zamezi pripadnym reklamacim odbéru. Nase
spojeni je uvedeno v tirazi kazdého c¢isla tohoto periodika.

57



