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Predmluva

Nakladani s bioodpady, upravenymi bioodpady, sedimenty a kaly z Cistiren odpadnich vod
musi byt fizeno tak, aby byly vylouc¢eny jejich negativni vlivy na zdravi lidi a zvifat, zivotni
prosttedi a jeho jednotlivé slozky, pii nespravném uzivani ¢i odstranéni. Pro nakladéani
s bioodpady jsou zpracovany pravni predpisy, které¢ stanovi podrobnosti pro jejich nakladani
véetné stanoveni jejich kvalitativnich parametrti v zavislosti na zplisobech jejich vyuzivani.

Metodicky navod predkladd metody pro hodnoceni mikrobiologickych kvalitativnich
parametri pomoci stanoveni indikatorovych organisml v uréenych matricich a hodnoceni
ucinnosti hygienizace biotechnologickych, termalnich a chemickych procesti zpracovani
bioodpadu a ¢istirenskych kalt.

Metodicky navod rozSifuje a upravuje pouziti metod uvefejnénych v AHEM ¢. 7/2001
»Stanoveni indikatorovych mikroorganismii pro mikrobiologicka kritéria pro pouziti kald na
zemé&délské ptidé ve smyslu vyhlasky ¢. 382/2001 Sb., o podminkach pouziti upravenych kald
na zemedélské pade.

Predklddané¢ metody jsou uréeny pro stanoveni indikdtorovych organismli v pudé
v odvodnénych hygienizovanych kalech z Cistiren odpadnich vod, v souladu s vyhlaskou
¢. 382/2001 Sb., o vyuziti upravenych kalii na zemédé€lské ptidé v poslednim platném znéni,
pro upravené odpady ve smyslu vyhlasky ¢. 341/2008 Sb., o podrobnostech nakladani
s biologicky rozlozitelnymi odpady. Metody lze pouzit pro stanoveni indikatorovych
organismil pro zjiStovani kvalitativnich parametrii vystupi z kompostaren a bioplynovych
stanic podle Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1774/2002 ze 3. fijna 2002,
kterym se stanovi hygienicka pravidla tykajici se vedlejSich zivociSnych produktt, které
nejsou urceny k lidské spotfebé (ve znéni Natizeni Komise (ES) €. 208/2006, Annex VI
a VIII) a také kvalitativnich znaki sedimentti, pomocnych ptuidnich latek, substrat, komposti
a organomineralnich a organickych hnojiv podle zakona ¢. 156/1998 Sh., o hnojivech,
pomocnych ptdnich latkdch, pomocnych rostlinnych piipravcich a substratech
a 0 agrochemickém zkouSeni zemédé&lskych pid (zakon o hnojivech) ve znéni pozdéjsich
predpisti.

Dale jsou metody ur€eny pro hodnoceni validace ucinnosti hygienizace procestt Upravy
bioodpadli pomoci vnesenych indikatorovych organismi podle vyhlasky ¢. 341/2008 Sb., o
podrobnostech nakladani s biologicky rozlozitelnymi odpady a 0 zméné vyhlasky ¢. 294/2005
Sb., o podminkach ukladani odpadt na skladky a jejich vyuzivani na povrchu terénu a zméné
vyhlaSky ¢. 383/2001 Sb., o podrobnostech naklddani s odpady (vyhlaska o podrobnostech
nakladani s biologicky rozlozitelnymi odpady). Navod déal obsahuje metodu hodnoceni
ucinnosti hygienizace metodou vstup-vystup.

Jako indikatory mikrobiologické kontaminace pro ucely tohoto metodického navodu se
rozumi bakterie rodu Salmonella spp. (dale téz salmonela), termotolerantni koliformni
bakterie, Escherichia coli a enterokoky.

Metodicky navod ma dvé ¢asti:
e Detekce jednotlivych indikatorovych organismil

e Hodnoceni ucinnosti hygienizace metodou pifimého hodnoceni procesu vnesenym
indik&torovym organismem a metodou kontroly parametra vstupu a vystupu.



CAST 1 - DETEKCE JEDNOTLIVYCH INDIKATOROVYCH
ORGANISMU

1 VSEOBECNA USTANOVENI

1.1 Uvod

Postup stanoveni je uréen pro detekci indikatorovych organismti v ptidé, bioodpadech,
upravenych bioodpadech, kalech z Cdistiren odpadnich vod, digestatech, substratech,
kompostech, rekultivacnich kompostech a digestatech, pomocnych pudnich latkéch,
pomocnych rostlinnych pfipraveich, sedimentech a podobnych matricich (dale jen urcené
matrice a matrice).

Postup stanoveni je rozdélen na Céast vSeobecnou a ¢ast specidlni. V prvni ¢asti — pro
vSeobecnad stanoveni, jsou popsana ustanoveni platna pro vSechny sledované indikatorové
organismy. V druhé ¢asti — specialni jsou popsana ustanoveni a podminky stanoveni a detekce
specificka pro jednotlivé indikétorové organismy.

1.2 Pfedmét a vymezeni ptlisobnosti

Ugelem tohoto navodu je poskytnout pokyny pro kvantitativni stanoveni poétdi kolonie
tvoficich jednotek (dale jen KTJ) termotolerantnich koliformnich bakterii, Escherichia coli
a enterokoku a pro detekci salmonel v uréenych matricich.

Pti analyze je tieba dodrZet vSeobecna ustanoveni pro mikrobiologick4 zkouSeni véetné zésad
ptepravy a uchovani vzorku.

1.3 Normativni a legislativni predpisy

1.3.1 Citované a souvisejici normativni piedpisy
CSN ISO 7667: Mikrobiologie. Standardni struktura metod mikrobiologického zkousSeni.

CSN EN ISO 6887-1: Mikrobiologie potravin a krmiv. Uprava analytickych vzorki, piiprava
vychozi suspenze a desetindsobnych fedéni. Cast 1: VSeobecné pokyny pro ptipravu vychozi
suspenze a desetinasobnych fedéni.

CSN EN ISO 6887-1: Oprava 1, Mikrobiologie potravin a krmiv — Uprava analytickych
vzorkd, pfiprava vychozi suspenze a desetinasobnych fedéni — Cast 1: VSeobecné pokyny pro
ptipravu vychozi suspenze a desetindsobnych fedéni.

CSN EN ISO 6887-4 (56 0102): Mikrobiologie potravin a krmiv — Uprava analytickjch
vzorkl, pfiprava vychozi suspenze a desetinasobnych fedéni — Cast 4: Specifické pokyny pro
vzorky jiné neZ mléko a mléné vyrobky, maso a masné vyrobky a ryby a rybi vyrobky.

CSN EN ISO 6887-4 (56 0102): Oprava 1, Mikrobiologie potravin a krmiv — Uprava
analytickych vzorkil, pfiprava vychozi suspenze a desetindsobnych fedéni — Cast 4:
Specifické pokyny pro vzorky jiné nez mléko a mlé¢né vyrobky, maso a masné vyrobky
aryby a rybi vyrobky

CSN ISO 7218: Mikrobiologie potravin a krmiv — Vieobecné pozadavky a doporueni pro
mikrobiologické zkouSeni

CSN 1SO 3696: Jakost vody pro analytické ucely. Specifikace a zkusebni metody

CSN ISO 3696 Zména 1 (68 4051): Jakost vody pro analytické Gely. Specifikace a zkugebni
metody



CSN EN IS0 8199: Jakost vod — Obecny navod pro stanoveni mikroorganismut kultivaénimi
metodami.

CSN ISO 9998: Jakost vod — Kontrola a hodnoceni mikrobiologickych kultivaénich médii pro
stanoveni poctu kolonii pouzivanych pfi zkouseni jakosti vod.

CSN P ENV ISO 13843: (75 7015): Jakost vod — Pokyny pro validaci mikrobiologickych
metod.

CSN P ENV ISO 13843: Oprava 1 (75 7015) Jakost vod — Pokyny pro validaci
mikrobiologickych metod.

CSN ISO 5725-1 (01 0251): Piesnost (spravnost a shodnost) metod a vysledki méfeni. Cast
1: Obecné zasady a definice.

CSN ISO 4832: Mikrobiologie — Vieobecné pokyny pro stanoveni poétu koliformnich
bakterii. Technika pocitani kolonii.

CSN 75 7835 (75 7835): Jakost vod — Stanoveni termotolerantnich koliformnich bakterii a
Escherichia coli.

CSN EN ISO 7899-2: Jakost vod — Stanoveni intestinalnich enterokoka, Cast 2: Metoda
membranovych filtrg.

CSN EN ISO 6579: Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni metoda prikazu bakterii
rodu Salmonella.

CSN EN 12176 (75 8010): Charakterizace kalti — Stanoveni pH.
CSN EN 12880 (75 8006): Charakterizace kalti — Stanoveni veskerych latek a obsahu vody.

CSN-ISO 10381-6: Kvalita ptidy — Odbér vzorkii — Cast 6: Pokyny pro odbér, manipulaci
a uchovavani ptdnich vzorki ur¢enych pro studium aerobnich mikrobidlnich procest
Vv laboratofi.

CSN EN 14899: Charakterizace odpadii — Vzorkovéani odpadti — Zasady piipravy programu
vzorkovani a jeho pouZiti.

CSN EN 15002 (83 8003): Charakterizace odpadil — Pfiprava zkusebnich podili

Z laboratorniho vzorku.

CSN 01 8003: Zasady pro bezpe&nou praci v chemickych laboratofich.

CSN 01 8003: Oprava 1 — Zasady pro bezpegnou praci v chemickych laboratofich.

CSN 01 8003: Oprava 2 — Zasady pro bezpeénou praci v chemickych laboratofich.

1.3.2 Citované a souvisejici legislativni predpisy
Zékon €. 185/2001 Sb., o odpadech v poslednim platném znéni

Vyhlaska ¢. 382/2001 Sb., o podminkéch pouziti upravenych kalii na zemédé€lské puade
V poslednim platném znéni

VyhlaSka €. 341/2008 Sb. o podrobnostech naklddani s biologicky rozlozitelnymi odpady
a 0 zméné vyhlaSky €. 294/2005 Sb., o podminkach ukladani odpadli na skladky a jejich
vyuzivani na povrchu terénu a zmén¢ vyhlasky ¢. 383/2001 Sb., o podrobnostech nakladani
sodpady (vyhlaska o podrobnostech nakladani s biologicky rozlozitelnymi odpady)
V poslednim platném znéni
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Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1774/2002 ze 3. fijna 2002, kterym se
stanovi hygienicka pravidla tykajici se vedlejSich zivociSnych produkti, které nejsou urceny
k lidské spotiebé (ve znéni Nafizeni Komise (ES) ¢. 208/2006, Annex VI a VIII)

NARIZENI KOMISE (ES) &. 809/2003 ze dne 12. kvétna 2003 o piechodnych opatienich
podle nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 1774/2002 tykajicich se norem
zpracovani materialu kategorie 3 a hnoje pouzivaného v zatizenich na kompostovani

NARIZENI KOMISE (ES) ¢. 810/2003 ze dne 12. kvétna 2003 o piechodnych opatienich
podle natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1774/2002 tykajicich se norem
zpracovani materialu kategorie 3 a hnoje pouzivaného v zatizenich na vyrobu bioplynu

Vyhlaska MZe €. 273/1998 Sb., ze dne 12. listopadu 1998 o odbérech a chemickych
rozborech vzorki hnojiv ve znéni pozdé&jsich predpist

Zakon €. 156/1998 Sb., o hnojivech, pomocnych pidnich latkdch, pomocnych rostlinnych
ptipravcich a substratech a o agrochemickém zkouseni zeméd¢€lskych ptd (zdkon o hnojivech)
ve znéni pozdé¢jSich predpisi

Vyhlaska €. 294/2005 Sb., o podminkéach ukladani odpadi na skladky a jejich vyuZivani na
povrchu terénu a zméné vyhlasky ¢. 383/2001 Sb., o podrobnostech nakladani s odpady

Metodicky navod o podrobnostech nakladani s biologicky rozlozitelnymi odpady podle
stavajicich predpist, MZP CR, 2008

Metodicky pokyn MZP ke vzorkovani odpadti z roku 2008
(http://ceho.vuv.cz/CeHO/CeHO/Analytika_odpadu/Analytika_MP_vzorkovani_2008.pdf)

1.4 Odbér vzorku a nakladani s nim v laboratori

1.4.1 Odbér, preprava a uchovavani vzorku

Vzorky uréené matrice se odeberou v souladu s platnou legislativou a planu vzorkovani.
Vzorky se uchovavaji a prepravuji podle CSN-1SO 10381-6 Kvalita pidy — Odbér vzorkd —
¢ast 6 volné uzaviené ve sterilnich vzorkovnicich v chladicich boxech tak, aby nemohlo dojit
k druhotné kontaminaci. Laboratorni vzorek musi mit hmotnost 500 g.

1.4.2 Upravy vzorku v laboratofi a p¥iprava vychozich suspenzi

Vzorky uréenych matric musi byt zpracovany co nejdiive po odbéru v souladu s platnou
legislativou. U vzorkl stabilnich matric (napf. komposty, stabilizované kaly z COV apod.) je
mozné tuto dobu prodlouZit (neni-li legislativou piedepsano jinak) na dobu ne delsi nez 7 dnt
po odbéru. Po celou dobu ale musi byt vzorek uchovavan v lednici pti teplotd 5+3 C. Vzorek
se homogenizuje podle typu matrice (CSN SO 7218: Vieobecné pokyny pro mikrobiologické
zkouseni).

Analyzovany vzorek, u kterého se predpokladd vyssi suSina (napt. vySsi nez 10%, suSené
pelety, komposty), se musi presit ptes sito, aby byly odstranény vétsi kusy a pouzije se frakce
s malymi kousky. V pfipad¢, Ze pelety tvoti velké celky, je tfeba je podrtit na malé.

U vzorkl zemin a piskll se k dosazeni homogenity vzorku povede prosati pies kovové sito
0 velikosti otvort 2—5 mm (podle konzistence matrice). Prosévani je nutno provadét rucné ve
sterilnich rukavicich ve vymezeném prostoru. Sito se po kazdém vzorku dikladné umyje,
ususi a vydezinfikuje lihem a po fadném uschnuti miize znovu pouZzit.

Navazka vzorku se smicha s ur€enym mnozstvim fediciho roztoku (v zavislosti na pouzité
metod¢ stanoveni indikatorového organismu) a homogenizuje se. Pokud neni uvedeno jinak,
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Vv ptipad¢, ze se pouzije pro homogenizaci stomacher, provadi se homogenizace 30 impulzy za
minutu po dobu 2 minut. V ptipadé pouziti pristroje Pulsifier®.se homogenizuje po dobu 30 s.

Jestlize vzorek matrice obsahuje ostré predméty, napiiklad z kompostu, nemél by byt vzorek
ve vychozi suspenzi homogenizovan na stomacheru, ale jinou alternativni metodou napf.
pristrojem typu Pulsifier®. V ptipad¢, ze alternativni metoda neni dostupna a musi se pouzit
stomacher, provadi se homogenizace s frekvenci 30 impulzi celkem 1 minutu.

1.4.2.1 Specificka priprava vychozi suspenze pro specificky upravené matrice

V piipadé, Ze matrice je podrobena hygienizaci chemickou Upravou (napf. vapnem), je tieba
zajistit, aby pH pfi nafedéni roztoku pro vychozi suspenzi nekleslo pod hodnotu 4,5 + 0,2
anebylo vyssi nez pH = 7,0 + 0,2. Uprava se provadi kyselinou chlorovodikovou (1 mol/l)
nebo roztokem hydroxidu sodného (1 mol/l).

1.5 Kultivaéni pidy a ¢inidla

K zachovani standardnosti vysledkd, pfi pfipravé kultivaénich médii se zasadné uzivaji bud’
slozky standardni jakosti a chemikalie s oznacenim pro analyzu, dehydratovand kompletni
kultivaéni média nebo jiz hotova kultiva¢ni media na miskach.

Pti ptipravé kompletnich kultiva¢nich médii je tfeba se tidit pokyny vyrobce. Pokud nejsou
kultivaéni média ihned pouzita, uchovavaji se pfi teplot¢ 5 °C + 3 °C v temnu nejdéle 1
mésic, za podminek, které zabrani zménam jejich slozeni nebo jiného znehodnoceni. Uziva se
pouze destilovana voda nebo voda s ekvivalentni Cistotou.

Slozeni a wuziti jednotlivych médii je v kapitolach stanoveni jednotlivych indikéatort
mikrobidlni kontaminace uréenych matric.

1.6 Postup zkousky
Schéma postupu a podminky stanoveni jsou uvedeny v piislusnych kapitolach pro metoda
stanoveni jednotlivych indikatorovych organisma.

1.7 Vyjadrovani vysledku

1.7.1. Vyjadreni vysledkii pro kvantitativni stanoveni

Pro stanoveni termotolerantnich koliformnich bakterii, Escherichia coli a enterokoku plati
nasledujici pravidla pro vypocet kone¢ného vysledku. Pro vSechny metody se piredpoklada
ockovani 0,2 ml vychozi suspenze nebo nefedéné matrice. Navazka se predpoklada 10 g.

1.7.1.1. Obecny pripad pro nalez 15 az 300 kolonii
Pocet N (KTJ) termotolerantnich koliformnich bakterii (E. coli nebo enterokoki) na gram
vzorku se vypocte podle nasledujicich rovnic:
>a
N = s (1)
(n]_ +0,1 n2) dxV

kde:
Ya je soucet kolonii spocitanych po identifikaci na vSech vybranych plotnach
pocet ploten pouzitych pro vypocet z prvniho fedéni
pocet ploten pouzitych pro vypocet z druhého fedéni
prvni pro vypocet pouzité fedéni
pocet kolonii v 1 g vzorku
objem ockovaného vzorku (pfedpoklad 0,2 ml)

<zegz?z



Vysledek se zaokrouhli tak, aby obsahoval pouze dvé Cislice rtizné od nuly.
Vysledek se vyjadii jako poc¢et KTJ mikroorganismil na gram vzorku a to jako ¢islo 1,0 az 9,9
nasobené 10%, kde x je piislusnd mocnina 10.

V piipadé, Ze je predepsano pravnim piedpisem, piepocte se vysledek na susinu.

N
Ngys = ===m=mmmmmmmemmeemceeeees x 100 (2)
suchd hmotnost (%)
kde:
N  je pocet kolonii v KTJ na gram vzorku
N;us  je pocet kolonii v KTJ pfepocteny na gram susiny vzorku

PRIKLAD

Ptimy odecet mikroorganismi poskytl tyto vysledky:
- z prvniho Fedéni pouZitého pro vypodet (10%): 168 a 215 kolonii
- z druhého fedéni pouzitého pro vypocet (10™): 14 a 25 kolonii

Tyto pocty kolonii byly konfirmovany napf. dle 2.1.4:
- z plotny se 168 koloniemi: 5 kolonii, z nichz 4 vyhovély stanovenym kriteriim, takze
a=168
- z plotny s 215 koloniemi: 5 kolonii, z nichZ 3 vyhovély stanovenym kriteriim, takze
a=129
- z plotny se 14 koloniemi: 5 kolonii, z nichz 4 vyhovély stanovenym kriteriim, takze
a=14
- z plotny s 25 koloniemi: v§ech 5 kolonii bylo potvrzeno jako hledané mikroorganismy.

Proto
Ta 168 + 129 + 14 + 25 366
R ——— S — S — = 76 364
(n;+0,1ny)d (2+0,2)x10%x 0,2 4,4x10°

Po zaokrouhleni vySe uvedenym zplsobem je vysledek 7,6 x 10® KTJ termotolerantnich
koliformnich bakterii (enterokokii nebo E. coli) na g vzorku.

1.7.1.2 Odhad nizkych pocta

Jestlize dvé misky ockované nefedénym vzorkem nebo vychozi suspenzi obsahuji méné nez
15 kolonii, vypocte se jejich aritmeticky primér m. Konfidenéni meze pro odhad nizkych
pocti kolonii pro 95% pravdépodobnost je v tabulce 1 (ISO 7218 Mikrobiologie potravin
a krmiv — Vseobecné pokyny pro mikrobiologické zkouseni...).

Vysledek se vyjadii nasledovné:

N=m pro nefedéné matrice;

N =m/d pro ostatni matrice, kde d je faktor Fedéni vychozi suspenze (107, 107 atd.);
N5 se spocita podle kapitoly 1.7.1.1, rovnice (2).

1.7.1.3 NezjiStény Zadné charakteristické kolonie

Jestlize dvé misky ockované nefedénym vzorkem nebo jeho vychozi suspenzi neobsahuji
zadné kolonie, vysledek se vyjadii takto:

N<5 pro nefedéné matrice;

N< 5/d pro ostatni matrice, kde d je faktor fedéni vychozi suspenze (107, 107 atd.).

1.7.1.4 Vzijemna shoda vysledki



Ze statistickych duvodu kolisaji konfiden¢ni meze pfi technice pocitani kolonii od + 16 % do
+ 52 %. Pii poctu kolonii na plotné niz§im nez 15 udéva konfiden¢ni meze tabulka v ISO
7218 Mikrobiologie potravin a krmiv - VSeobecné pokyny pro mikrobiologické zkouSeni (tab.
1).

V praxi mohou byt zjistény i vétsi odchylky, zejména mezi vysledky ziskanymi rGznymi
pracovniky.

1.7.1.5 Stanoveni susiny matrice
Susina se stanovi metodou podle CSN EN 12880 (75 8006): Charakterizace kalti - Stanoveni
veskerych latek a obsahu vody.

Tabulka €. 1: Konfiden¢ni meze pro odhad nizkych poctl kolonii pro 95% pravdépodobnost

Konfiden¢ni meze
Pocet mikroorganismil
Dolni mez Horni mez
1 <1 2
2 <1 4
3 <1 5
4 1 6
5 2 9
6 2 10
7 2 12
8 3 13
9 4 14
10 4 16
11 5 18
12 6 19
13 7 20
14 7 21
15 8 23

1.7.1.6 Vyjadreni vysledku pro kvalitativni stanoveni
V souladu s vysledky se uvede pfitomnost nebo nepiitomnost bakterii rodu Salmonella spp.
ve zkuSebnim vzorku o hmotnosti 50 g matrice jako negativni nebo pozitivni nalez.

1.8 Protokol o zkousce

V protokolu o zkouSce musi byt specifikovana uzitd metoda zkouSeni a ziskané vysledky.
RovnéZz zde musi byt uvedeny vSechny okolnosti ¢i podminky pracovniho postupu, které
nejsou touto metodou specifikovany, nebo které jsou povazovany za volitelné, a dale vSechny
podrobnosti 0 udalostech, které mohly mit vliv na vysledky zkousSeni.

Protokol o zkouSce musi obsahovat vSechny informace nezbytné pro uplnou identifikaci
vzorku.

1.9 Bezpecnost

Je tfeba dodrzovat pravidla a predpisy pro praci v mikrobiologické laboratoti CSN ISO
8199, bod 4 a CSN 018003 Zasady pro bezpednou praci v chemickych laboratotich. Vétsina
ur¢enych matric obsahuje patogenni a podminéné patogenni organismy v poctech, které
mohou pfi nespravné manipulaci vyvolat onemocnéni.
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Pfi praci s urCenymi matricemi, zvIast s Cistirenskymi kaly a digestaty, je nutné nosit
ochranné rukavice a pomiicky. Vzhledem k tomu, ze mohou obsahovat zbytky bioplynu, je
tteba zabranit vzplanuti, ke kterému by mohlo dojit pfi neopatrné manipulaci v blizkosti
ohn¢.

Pti transportu vzorkii uréenych matric je tieba dodrzovat jak mezinarodni, tak vnitrostatni
pfedpisy pro piepravu matric s nebezpecnymi vlastnostmi.

Z hlediska zdravi laboratornich pracovnikii, vzhledem k povaze matrice, je nezbytné, aby se
zkousky ke stanoveni vySe vedenych indikatort provadély vyhradné v laboratotfich k tomu
ucelu vhodné vybavenych, fizenych zkuSenym mikrobiologem a za podminky, ze s veskerymi
inkubovanymi materidly se naklada s velkou opatrnosti.

Pti praci je zakdzéano pit, jist a koufit.

Vice v poznamkach ,,Pozor* u vlastnich metodik.

1.10 Zajisténi systému QA-QC
Kontrola kvality stanoveni je realizovdna naslednymi kroky.

1.10.1 Vnitini kontrola

Mousi byt zajistovana:

- kontrolou sterility Zivnych médii

- kontrolou kvality kultiva¢nich médii

- kontrolou ¢istoty ovzdusi

- kontrolou sterility skla

- ke zjiSténi presnosti vysledkl provadénim duplicitnich vySetieni téhoz vzorku
- kontrolnim stanovenim s referen¢nim materialem.

1.10.2 Vnéjsi kontrola
Je realizovdna ucasti v mezilaboratornich porovnéavacich testech, pokud se organizuji.
V ptipadég, Ze se neorganizuji, je mozné provadét kontrolni stanoveni s jinou laboratofi.

1.11 Odstranéni odpadi
Provani se v souladu s provoznim fadem odstranéni odpadd v laboratofi, ktery je v souladu se
zakonem ¢. 185/2001 Sb., o odpadech v platném znéni.

2 METODY STANOVENI INDIKATOROVYCH ORGANISMU

2.1. Stanoveni termotolerantnich koliformnich bakterii

2.1.1 Terminy a definice

Pro ucely tohoto metodického pokynu plati definice:

Termotolerantni koliformni bakterie: gramnegativni ty¢inky netvofici spory z Celedi
Enterobacteriaceae, s negativnim cytochromoxidazovym testem, které tvoii za aerobnich
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podminek kolonie béhem 24 hodin kultivace pfi teploté 43 °C £ 1,0 °C na selektivnim
diferenciaénim médiu s laktézou za soucasné tvorby kyselin (ptipadné aldehydu) a plynu.

Na selektivnim pudé dané timto postupem rostou jako modré kolonie.

Escherichia coli (E. coli) je termotolerantni koliformni bakterie hydrolyzujici v médiu
ptitomny 4-metyl — umbelliferyl-B-D-glukuronid (MUG) na 4-metyl-umbelliferon, vykazujici
V dlouhovinném UV zafeni svétle modrou fluorescenci. Vétsina druhti E. coli je schopna
produkovat indol z tryptofanu a je positivni na 3-glukuronidazu.

2.1.2. Podstata zkousky

Stanoveni je zalozeno na zachyceni uvedenych mikroorganismil ze zkouseného podilu vzorku
na povrchu selektivni pevné pudy obsahujici laktézu. Urceny objem vychozi suspenze se
ockuje na povrch predsuseného pevnou kultivacni pidu. Jako kultivacni piida se pouziva pro
tento postup mFC agar. Kultivace se provadi pii 43°C + 1,0°C, 18-24 hod. Jako
termotolerantni koliformni bakterie se hodnoti modré kolonie.

Stupeil fedéni je tfeba volit tak, aby vysledny pocet kolonii na jedné plotné byl 15 az 150 KTJ
(kolonie tvorici jednotku). Za stejnych podminek se desetindsobnym fedénim vychozi
suspenze inokuluji dal$i dvojice ploten. Pro kazdé fedéni se ockuji dvé plotny.

Z poctu typickych kolonii pro termotolerantni koliformni bakterie se ziskd pocet KTJ
vV lgramu vzorku. Vysledky se vyjadii podle pozadavku legislativy bud’ v KTJ/g nebo
prepoctené na susinu vzorku KTJ/g sus.

E.coli
Jako E. coli se hodnoti modré kolonie, které jsou dour¢eny konfirmacnimi testy pro E. coli,
pocet se vyjadii v KTJ/g vzorku nebo susiny vzorku.

2.1.3. Zjistovani pritomnosti suspektnich kolonii
Jako termotolerantni koliformni bakterie pocitame vSechny laktdza-pozitivni kolonie, tj. ty,
které vykazuji modré zbarveni.

2.1.4. Konfirmace

Termotolerantni koliformni bakterie

Konfirmace se provadi v ptipadé€, Ze vyrostlé kolonie jsou ovlivnény naristem doprovodnych
bakterii a nevykazuji typické modré zbarveni a narist, nebo pracovnik provadéjici analyzu,
povazuje doplnéni konfirmacnich testll za nutné. Vybrané kolonie (alespon 5) pro konfirmaci
se preockuji na Zivny agar (nebo jiny vhodny agar bez inhibi¢nich ptisad) a po 24 hodinové
kultivaci se provede test na negativni pfitomnost oxidazy.

E. coli

Konfirmaci E. coli provedeme dale uvedenymi testy. VétSina druht E. coli je schopna
produkovat indol z tryptofanu a je pozitivni na B-glukuronidazu.

Konfirmace mize byt provedena komeréné vyrabénymi testy napt. API, COLI test, Enterotest
apod.

2.1.5 Kultivacni pudy a ¢inidla

2.1.5.1 mFC agar

SloZeni

tryptéza nebo biosate 10,0 g
protedza-pepton €. 3 nebo polypepton 5,09
kvasni¢ny extrakt 3049
chlorid sodny (NaCl) 5090
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laktoza 125¢g
zlucové sole €. 3 nebo smés zlucovych soli 159
anilinova modfr 0,1g
alkalicky roztok kyseliny rosolové 10 ml

agar 12,0-15,0 g*
voda do 1000 ml

*podle ztuzovaci schopnosti agaru

Piiprava

Ptedepsané slozky se postupné rozpusti v 1000 ml destilované vody, ktera jiz obsahuje 10 ml
alkalického roztoku kyseliny rosolové. Potom se médium zahieje tésn€ pod bod varu a ihned
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.

Doporucuje se pouzivat komeréné dostupné dehydratované médium.

Alkalicky roztok kyseliny rosolové

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

100 ml

kyselina rosolova

109

Priprava

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

vyssich teplotach rozklada.

2.1.5.2 Zivny agar

SloZeni

masovy extrakt 109
pepton 109
chlorid sodny (NaCl) 509
agar 15,09
destilovana voda (doplnit do) 1000 ml
pH 7,2-7,4
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.1*
piiblizné na 7,2 az 7,4. Pak se kultivacni prostredi povafi 10 minut, zfiltruje a znovu se upravi
pH tak, aby bylo v rozmezi 7,2 az 7,4. Sterilizuje se v autoklavu pii 121 + 3 °C po dobu 15

minut.

2.1.5.3 Fosfatovy redici roztok (pufr)
SloZeni
Fosfatovy Fedici roztok

dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,POy,) 34,09
destilovana voda (doplnit do) 1000 ml
pH 72405
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Roztok chloridu horeénatého

chlorid hotecnaty

38 ¢

destilovana voda (doplnit do)

1000 ml

Priprava fosfatového roztoku

V 500 ml destilované vody se rozpusti dihydrogenfosfore¢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 hore¢natého
V 1000 ml se rozpusti chlorid hote¢naty.

Piiprava fosfatového Fediciho roztoku (pufru)
Do 1000 ml destilované vody se pfida 1,25 ml fosfatového roztoku a 5,0 ml roztoku chloridu

hofe¢natého.

Pfed pouzitim se roztok plni do sklenénych nadob o objemu 250-500 ml a sterilizuje se

v autoklavu pfi 121 + 3 °C po dobu 15 minut.
reagencnich lahvicek. Pii plnéni je potieba zach

Po vychladnuti se plni po 90 ml do sterilnich
ovat aseptické podminky prace.

2.1.5.4 Ringeriv roztok — ¢tvrtinova koncentrace

SloZeni

chlorid sodny (NaCl) 2,259
chlorid draselny (KCI) 0,105 ¢
chlorid vapenaty bezvody (CaCl,) 0,12 g
hydrogenohli¢itan sodny(NaHCO3) 0,059
voda do 1000 ml
Piiprava

Jednotlivé slozky se rozpusti ve vodé a roztok se doplni vodou na 1000 ml. Sterilizuje se

Vv autoklavu pifi 121 £ 3 °C po dobu 15 minut.

2.1.5.5 Oxidazovy test — ¢inidlo k prikazu oxidazy

SloZeni

N,N,N",N’-tetramethyl-p-fenylen-diamin dihydrochlorid 109
voda 1000 ml
Piiprava

Latka se rozpusti v chladné vodé. Reagens se pt

ipravuje tésné pied pouZzitim.

Lze pouzit komercné vyrabéné testy a postupovat dle navodu vyrobce.

2.1.5.6 MUG roztok
Slozeni

MUG* (4-methyl-umbelliferyl b-D-glucuronide

100,0 mg

N-N-dimethylformamid

2 ml

Priprava

Roztok se ptipravi rozpusténim MUG v N-N-dimethylformamidu.
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POZOR - N-N-dimethylformamid je toxicky a karcinogenni. Je Skodlivy jak pfi inhalaci, tak
pfi kontaktu s kiizi a poziti. Pfi praci pouzijte ochranny stit.

2.1.5.7 Kovacsovo ¢inidlo

SloZeni

4-di-methylamino benzaldehyd (C9H11NO) |5,0g
Isoamyl alcohol (C5H120) 75,0 ml
Kyselina chlorovodikova (p = 1,18 g/ml) 25,0 ml
Piiprava

4-dimethylamino benzaldehyd se rozpusti v isoamyl alkoholu a zahfeje se na vodni lazni na
60 °C po dobu 5 minut. Po té se pomalu pfidé kyselina chlorovodikova. Cinidlo se pouzije
nejdiive po 6 az 7 hodinach (indikuje zluta barva). Uchovava se v lednici a ve tmé.

POZOR - Kovacsovo cinidlo je toxické po poziti, drazdi dychaci ustroji a kizi. Doporucuje se
S nim pracovat ve flow boxu.

2.1.6 Pristroje a pomiicky

2.1.6.1 Pristroj ke sterilizaci horkym vzduchem (su$arna) majici schopnost udrzet teplotu
na 160 °C az 180 °C + (-1 az +5 °C)

2.1.6.2 Sk¥in k suSeni nebo susarna s nucenym ob&éhem vzduchu a s teplotou udrzovanou
vV rozmezi 36 °C +2°Caz 55°C+1°C

2.1.6.3 Inkubator s teplotou udrzovanou na 36 °C + 2 °C

2.1.6.4 Inkubator s teplotou udrZovanou na 44 °C £ 1 °C

2.1.6.5 Pristroj k méieni pH s piesnosti na £ 0,1 jednotky pH p¥i 25 °C
2.1.6.6 Kultiva¢ni baiiky nebo lahve

2.1.6.7 Zkumavky

2.1.6.8 Odmérné valce

2.1.6.9 Délené pipety jmenovitého objemu 10 ml s délenim a jmenovitého objemu
1 ml s délenim po 0,1 ml.

2.1.6.10 Petriho misky malé (o praméru 90-100 mm)

2.1.6.11 Kochiiv hrnec na rozehiati kultiva¢nich médii

2.1.6.12 Ockovaci kli¢ky ze slitiny platiny a iridia nebo ze slitiny niklu a chromu s o¢kem
0 priameéru asi 3 mm nebo jednordzové umeélohmotné

2.1.6.13 Homogenizator typu Stomacher, Vortex, Pulsifier

2.1.6.14 Autoklav 121 £ (-1 az +3 °C)
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2.1.6.15 Drigalskiho klicka
2.1.6.16 Laboratorni lzicky
2.1.6.17 UV lampa — 366 nm
2.1.6.18 Analytické vahy
2.1.6.19 Lednice

2.1.6. 20 Hazard flow box

POZNAMKA - Pomticky pro jedno pouZiti, pokud maji vhodnou specifikaci, jsou pfijatelnou
nahradou sklenénych pomucek.

POZNAMKA - Lze pouzivat baiiky nebo lahve opatiené Sroubovacim uzavérem
Z netoxického kovu nebo plastu.
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2.1.7 Postup zkousky
Schéma stanoveni termotolerantnich koliformnich bakterii metodou ptimého vysevu na
povrchu kultiva¢niho média ,,m-FC agar

vzorek

Den |
zfedéni
I

pfimy vysev na povrch m-FC agaru

0,2 ml; Drigalskiho ty&inka

Kultivace pfi 43 + 1,0 °C 18-24 hodin

Laktéza + kolonie Laktoza — kolonie

Vvockovani na pldu bez inhibitort

| Termotolerantni koliformni
bakterie nejsou pfitomné

3 Kultivace ofi 36 + 2 °C 24 hodin

Test na oxidazu

Stanoveni poétu laktéza + kolonie oxidaza -

Pfepocet na 1 g vzorku

2.1.7.1 ZkuSebni vzorek a vychozi suspenze

Vychozi suspenzi pfipravime tak, ze k 10 g upravené ur¢ené matrice (1.4) pfidame 90 ml
sterilntho zfed'ovaciho roztoku (2.1.5.3, nebo 2.1.5.4) a homogenizujeme. Doba
homogenizace je dand analyzovanou matrici (1.4). Nechdme 5 min. ustat. Z vychozi suspenze
se piipravi série desetinasobného fedeni.

2.1.7.2 Inokulace, inkubace

Pipetujeme paralelné na dvé Petriho misky s m-FC agarem (2.1.5.1.) 2 x 0,2 ml zékladniho
a prvniho dekadického tedéni, ev. dalSich vzdy dvou po sobé jdoucich dekadickych fedéni
vzorku uréené matrice (postup dle CSN ISO 6887-1: Vieobecné pokyny pro piipravu vychozi
suspenze a desetindsobnych fedéni). Rozetfeme sterilni sklenénou ty¢inkou a po zaschnuti pfi
teplot¢ laboratofe umistime dnem vzhiiru v termostatu s teplotou 43 + 1 °C na 18-24 hod.

2.1.7.3 Vyhodnoceni

Po predepsané dobé inkubace se spocitaji vSechny charakteristické kolonie (syté modré) na
plotnach obsahujicich méné nez 150 typickych kolonii o priméru 0,5 mm nebo vétSim.
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V piipadé konfirmace se ndhodné vybere 5 kolonii pro konfirmaci. V ptipad¢€, ze vyroste
méné nez 10 kolonii, berou se pro konfirmace vSechny kolonie. V pfipadé, ze vice nez
polovina povrchu plotny je pierostld, nebere se k vyhodnoceni. Je-li pferostla méné jak
polovina povrchu, spocitaji se kolonie ve druhé ¢asti a extrapoluje se tak, aby pocet odpovidal
celému povrchu plotny.

2.1.7.4 Konfirmace
Vybér kolonii pro konfirmaci
Pro konfirmaci se z kazdé plotny vybere nejméné po péti koloniich pro subkultivaci

Subkultivace

Typické kolonie z reprezenta¢niho vzorku se preockuji na povrch zivného agaru (viz 2.1.5.2).
Naockované misky se inkubuji pii teploté 36°C + 2 °C po dobu 18 az 24 hodin a z kazdé
z inkubovanych ploten se vybere dobfe izolované kolonie pro konfirmaci.

Konfirmace termotolerantnich koliformnich bakterii

Oxidazova reakce

S pouzitim platino-iridiové klicky nebo dratu nebo sklenéné tycinky se odebere ¢ast kazdé
dobfe izolované kolonie a nacarkuje se na filtraéni papir zvlhéeny oxidazovym reagens
(2.1.5.5) nebo na komerén¢ dostupny disk. Nikl-chromové klicka nebo drat se nepouziva.
Negativni reakce potvrzuje prislusnost k termotolerantnim koliformnim bakteriim.

Konfirmace E. coli

Nasledna kultivace pro identifikaci E. coli na pidé nasycené 4-metyl —umbelliferyl-p-D-
glukuronidem (MUG). Pozitivni vysledek, vykazuje v dlouhovinném UV zafeni svétle
modrou fluorescenci.

Konfirmace E. coli mize byt také provedena komeréné vyrabénymi testy napt. API, COLI
test, Enterotest apod.

2.1.8 Vyjadreni vysledki

Obecny popis zplsobu vyjadiovani vysledkid a stanoveni poctd bakterii ve vzorku viz ISO
8199 a kap.1.7 tohoto ptedpisu. Vysledek se uvede na 1 g vzorku vztaZzeno na suchou
hmotnost (1.7.1.1).

2.1.8.1 Obecny pripad — (pro pouZiti konfirmace)

Jestlize alespon 80 % z vybranych typickych kolonii je oxiddza negativnich je pocet
termotolerantnich koliformnich bakterii tyZ, jako byl spo¢itan v odst. 2.1.7.3.

Ve vSech ostatnich piipadech se mnozstvi bakterii vypocita z procentudlniho podilu oxidaza
negativnich z celkového poctu kolonii vybranych podle 2.1.7.3.

2.1.9 Zabezpecovani jakosti

Zabezpecovani jakosti se provadi naplnénim bodi v kapitole 1.10 tohoto metodického
navodu.

Pro kontrolu zpisobilosti laboratofe prokazovat termotolerantni koliformni bakterie touto
metodou a s uzitim pad popsanych v této metodé se jako referencni material pouzivaji
nasledujici doporuc¢ené kmeny.

Pozitivni rast :

Escherichia coli CCM 3954 — Ceskaé sbirka mikroorganismi PiF MU Brno,

Escherichia coli ATCC 8739, Francie.
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Negativni rast:
Enterobacter faecalis CCM 4224,

2.1.10 Charakteristiky metody ’
Pti ovéfovani metody v laboratofich SZU a mezilaboratornich ovéfovacich zkouskach (MOZ)
byly zjistény nasledujici vysledky pfi podminkach danych uvedenym postupem.

Vzorky kontaminované pomoci RM

Pro stanovované pocty >750 KTJ na 1 g kalu (>1 az 15 KTJ na miskéch) byla shoda vysledka
stanoveni u 80 % laboratofi

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

z 33 vysledki analyz termotolerantnich koliformnich bakterii provedenych béhem MOZ byl 1
fale$n¢ pozitivni vysledek

z 67 analyz provedenych jednou laboratofi byl jeden faleSné pozitivni vysledek

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

Vzorky prirozené kontaminované

Ovéieni bylo provedeno 15 laboratofemi pro dva rizné kaly. Mira reprodukovatelnosti
metody (vyjadiend smérodatnou odchylkou pfirozenych logaritmi plvodnich hodnot)
poskytla hodnotu 1,22 nebo vyjaditenou jako exp (1,22) = 3,4.

2.1.11 Zkratky a symboly

E. coli - Escherichia coli

MUG - 4-methylumbelliferyl-b-D-glucuronide
KTJ - kolonie tvofici jednotka

MOZ - mezilaboratorni ovéfovaci zkouska

2.2. Stanoveni enterokoku

2.2.1 Terminy a definice

Pro t¢ely tohoto metodického pokynu plati definice:

Enterokoky: bakterie, které maji schopnost redukovat 2,3,5-trifenyltetrazoliumchlorid na
formazan a hydrolyzovat eskulin pfi teploté¢ 44 + 1 °C na médiich specifikovanych timto
postupem. Jsou grampozitivni, kataldza — negativni, kokoidniho az vej€itého tvaru, vétSinou
tvofi pary nebo fetizky a maji antigen D podle Lancefieldové. Od ostatnich grampozitivnich,
katalaza - negativnich koku se 1i8i pozitivnim riistem na selektivni pidé se ZluCovymi solemi,
azidem sodnym a 6,5% chloridem sodnym, redukuje 2,3,5-triphenyltetrazolium chlorid (TTC)
to na formazan a tvofi pyroglutamateaminopeptidazu (PYR reakce).

2.2.2 Podstata zkouSky

Ur¢eny objem vychozi suspenze se ofkuje na povrch pfedsuseného pevného kultivacniho
média, ktery obsahuje azid sodny (k potlaceni ristu G-bakterii) a 2,3,5-trifenyltetrazolium
chlorid (ktery je redukovan na cCerveny formazan, zpusobujici charakteristické zbarveni
kolonii). Vyrostlé kolonie jsou dale podrobeny konfirmacnim testim (rdst na zluc-eskulin
azidovém agaru, katalatovy test, popf. pyr-test). Stanovi se pocet KTJ/g suSiny nebo KTJ/g
vzorku.
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2.2.3 Zjistovani pritomnosti suspektnich kolonii

Po inkubaci se pocitaji jako presumptivni enterokoky vSechny vyrostlé kolonie, které jsou
kastanove, Cervenohnédé, Cervené ¢i rizove zbarvené.

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

2.2.4 Konfirmace

Selektivita pouzivané kultiva¢ni piidy neni absolutni. Na m-enterokokovém agaru mohou rust
téz streptokoky, které nepatii do skupiny D, déle mikrokoky, n¢kdy i sporulujici mikroby.
Proto je nutné provést konfirmacni testy.

Vybrané kolonie (alespon 5) pro konfirmaci se pieockuji na konfirmaéni kultivaéni médium
zlu¢-eskulin-azidovy agar a plotny se inkubuji pii 44 °C po dobu 4 az 24 hodin. Enterokoky
rostou na tomto kultivaénim médiu a hydrolyzuji aeskulin. Kone¢ny produkt hydrolyzy je 6,
7-dihydroxikumarin, ktery v kombinaci sFe®" ionty dava tislové hnédou aZ Gernou
slouceninu, ktera difunduje do kultivaéniho média.

Dalsi vybrané kolonie (alespoil 5) pro konfirmaci se pfeockuji na zivny agar a po 24 hodinové
kultivaci se pro potvrzeni mize provést test na pyrrolidonylpeptidazovou aktivitu, ktera je
charakteristickd pro vSechny druhy enterokokii. Lze pouZzit komercné dostupné testy (napf.
PYRA TEST)

Provede se test na kataldzu s 3% peroxidem vodiku..

Z poc¢tu potvrzenych typickych kolonii pro enterokoky se ziska pocet KTJ v 1 gramu vzorku.

2.2.5 Kultivacni pudy a ¢inidla

POZOR - Vsechna selektivni kultivaéni média popsana v této Casti normy obsahuji azid
sodny. Protoze tato latka je vysoce toxicka a mutagenni, musi byt dodrzovéana opatteni, aby se
zabranilo kontaktu s ni, pfedevS§im inhalaci jemného aerosolu béhem piipravy z komeréné
vyrabénych dehydratovanych kompletnich kultiva¢nich médii. Kultivaéni média obsahujici
azid sodny nesmi byt sméSovana se silnymi anorganickymi kyselinami, nebot muize byt
produkovan siln¢ toxicky azid vodiku (HN3). Roztoky obsahujici azid sodny mohou také
tvotit explozivni slouceniny ve styku s kovovym potrubim, naptiklad ve vylevce. Azid mize
byt bezpecné rozloZen ptidavkem nasyceného roztoku dusitanu.

2.2.5.1 M - enterokokovy agar (Slanetz — Bartley) 5
viz CSN ISO 7899-2 Jakost vod — Stanoveni intestindlnich enterokokt, Cast 2: Metoda

membranovych filtrt: 1984 nebo komercné vyrabéna pida o stejném sloZeni.

Zakladni médium

SloZeni

Tryptdza 20,09
kvasni¢ni extrakt 5,09

Glukéza 209
hydrogenfosfore¢nan draselny (K;HPO,) 409

azid sodny (NaNj3) 0,49

Agar 8,0gaz 18,0 g*
Voda do 1000 ml

*zavisi na viskozité agaru
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Priprava

Uvedené reagencie se doplni do 1 1 destilovanou vodou a zahieje se vSe k varu. Po té se
ochladi na 50 °C a rozlije do Petriho misek. Pida ma barvu slamy. V ptipad¢, ze se objevi
rizovy nadech, doslo k pfehtati a ptidu nelze pouzit. Po vychladnuti se Petriho misky ulozi do
lednice. Pida se nesmi autoklavovat!

pH se upravina 7,2 + 0,2.

TTC
SloZeni

2,3,5-trifenyltetrazoliumchlorid 1049

Voda do 100 ml

Priprava
Indikator se rozpusti za stdlého michdni ve vodé. Sterilizuje se membranovou filtraci
(0,2 pm)Roztok je nutno chranit pied svétlem a vylit, pokud ma rizové zbarveni.

Kompletni médium

Slozeni

ZAakladni médium 1 000 ml
Roztok TTC 10 ml
Priprava

Roztok TTC se piida k ochlazenému zakladnimu médiu 50-60 °C.
Misky s médiem lze uchovavat nejdéle 2 tydny ve tmé, pii teploté 5 °C+£3 °C.

2.2.5.2 Zlu¢-azidovy agar 5
viz CSN ISO 7899-2 Jakost vod — Stanoveni intestindlnich enterokokt, Cast 2: Metoda
membranovych filtrt: 1984 nebo komercné vyrabéna pida o stejném sloZeni

SloZeni

trypton 17,09
pepton 3,00
kvasni¢ni extrakt 5049
volska Zlu¢ dehydratovana 10,0 g
chlorid sodny (NaCl) 509
eskulin 109
Citran Zelezito-amonny 0.5¢
Azid sodny (NaN3) 0,159

Agar 8,0 g — 18,0 g (dle pouzitého agaru)
Voda do 1 000 mi

kultiva¢ni plida je matna a zeleno hnédé. pH se upravina 7.1 + 0.2.
Priprava

Vsechny ingredience se smichaji v bance, pfida se 1000 ml destilované vody za neustalého
michani se rozpusti. Autoklavuje se pii 121 £ 3 °C po dobu 15 minut.
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2.2.5.3 Fosfatovy fedici roztok (pufr)
Fosfatovy roztok

SloZeni

dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,POy,) 34049
destilovana voda (doplnit do) 1000 ml
pH 7,2+05
Roztok chloridu horecnatého

chlorid hotecnaty 380
destilovana voda (doplnit do) 1000 ml

Priprava fosfatového roztoku
V 500 ml destilované vody se rozpusti dihydrogenfosfore¢nan 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 horecnatého
V 1000 ml se rozpusti chlorid hotec¢naty.

Piiprava fosfatového rediciho roztoku (pufru)

Do 1000 ml destilované vody se ptida 1,25 ml fosfatového roztoku a 5,0 ml roztoku chloridu
hotecnatého.

Pfed pouzitim se roztok plni do sklenénych nadob o objemu 250-500 ml a sterilizuje se
v autoklavu za pretlaku 0,1 MPa po dobu 15 minut. Po vychladnuti se plni po 90 ml do
sterilnich reagenc¢nich lahvicek. Pti plnéni je potieba zachovat aseptické podminky prace.

2.2.5.4 Ringeruv fedici roztok — ¢tvrtinova koncentrace

SloZeni

chlorid sodny (NaCl) 2,259
chlorid draselny (KCI) 0,105 ¢
chlorid vapenaty bezvody (CaCl,) 0,12 g
hydrogenohli¢itan sodny(NaHCOs3) 0,059
voda do 1000 ml
Piiprava

Jednotlivé slozky se rozpusti ve vodé a roztok se doplni vodou na 1000 ml. Sterilizuje se
v autoklavu pti 121 + 3 °C po dobu 15 minut.

2.2.5.5 Zivny agar

SloZeni

masovy extrakt 109
pepton 109
chlorid sodny (NaCl) 509
Agar 1509
destilovana voda (doplnit do) 1000 ml
pH 7,2-7,4
Priprava

Jednotlivé slozky se postupné piidavaji do vody. Zahfivaji se tak dlouho, dokud se zcela
nerozpusti. Hodnota pH se upravi roztokem hydroxidu sodného o koncentraci 1 mol.I"*
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piiblizné na 7,2-7,4. Pak se kultiva¢ni prostfedi povafi 10 minut, zfiltruje a znovu se upravi
pH tak, aby bylo v rozmezi 7,2-7,4. Sterilizuje se v autokladvu pfi 121+(-1 az +3)°C po dobu
15 minut.

2.2.5.6 Peroxid vodiku

SloZeni

peroxid vodiku 30,09
destilovana voda (doplnit do) 1000 ml
Piiprava

30 g peroxidu vodiku se rozpusti 1000 ml destilované vody. Roztok se uchovava pti pokojoveé
teploté nejdéle jeden tyden.

2.2.5.7 PYR test
Komercné vyrabény test na pyrrolidonylpeptidazovou aktivitu.

2.2.6. Piistroje a pomiicky
Bézné vybaveni laboratote, zejména pfistroje a pomucky uvedené v kapitole 2.1.6 Ptistroje
a pomucky.

POZNAMKA — Pomticky pro jedno pouziti, pokud maji vhodnou specifikaci, jsou pfijatelnou
nahradou sklenénych pomtcek.

2.2.7 Postup zkousSky

2.2.7.1 ZkuSebni vzorek a vychozi suspenze

K 10 g upraveného vzorku uréené matrice piiddme 90 ml sterilniho zied’ovaciho roztoku
(kap. 2.2.5.3 nebo 2.2.5.4). Provedeme homogenizaci pomoci homogenizatoru. Nechame 5
minut ustat. Z vychozi suspenze se pfipravi série desetinasobného fedéni vzorku.

2.2.7.2 Inokulace, inkubace

Pipetujeme paralelné na dvé Petriho misky s m—enterokokovym agarem (2.2.5.1) 2 x 0,2 ml
vychozi suspenze a prvniho dekadického tfedéni, eventualné dalSich vzdy dvou po sobé
jdoucich dekadickych fedéni vzorku (postup dle CSN ISO 6887-1) Rozetfeme sterilni
sklenénou ty¢inkou a po zaschnuti pfi teploté laboratofe umistime dnem vzhtiru v termostatu.
Inkubuji se nejprve 4 hod. pii 36 °C + 2 °C a potom 20—44 hod. pti 43 °C £ 1,0 °C.

2.2.7.3 Vyhodnoceni

Vyberou se inkubované plotny obsahujici méné nez 150 typickych kolonii. Z kazdé vybrané
misky se pocitaji vSechny narostlé kolonie ¢erven¢, kastanove nebo rizoveé zbarvené. Pocitaji
se kolonie zcela zbarvené i kolonie pouze se zbarvenym stifedem. Predpoklada se, ze jsou to
presumptivni enterokoky.

Schéma stanoveni enterokokli metodou pfimého vysevu na povrchu kultivaéniho média.
Nahodné se vybere 5 kolonii pro subkultivaci a biochemickou konfirmaci. Dal$i urCovani se
neprovadi v pfipad¢, ze vice nez polovina povrchu plotny je pterostla. Je-1i prerostla méné jak
polovina povrchu, spocitaji se kolonie ve druhé ¢asti a extrapoluje se tak, aby poc¢et odpovidal
celému povrchu plotny.
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Schéma stanoveni enteokoku

den 1.

nebo

vzorek

m-enterokokovy agar
0,2 ml suspenze, rozetfit

1. kultivace pfi 36 °C £ 2 °C, 5 h.£1 h.

2. kultivace pfi 43 °C + 1 °C, 24—44 h.+3

1. vyhodnoceni

rizové a hnédé kolonie

bilé a bezbarvé kolonie

presumtivni vysledek konfirmacni testy
pocet kolonii na
zpracovany objem . i i -
vzorku Zlug-eskulin-azidovy agar
kultivace pfi 43°C+ 1°C, 4-24 h.
[
tmavé hnédé az Cerné kolonie
|
zivny agar €. 2
kultivace pfi 37 °C, 18-24 h.
katalazovy test, PYR test
katalaza - kataladza + pozitivni negativni
potvrzeny vysledek enterokoky nejsou pfitomné
pocet kolonii na zpracovanou

hmotnost uréené matrice
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2.2.7.4 Konfirmace

Nékteré rody Bacillus, Aerococcus a Staphylococcus mohou vykazovat pozitivni rust na
Slanetz and Bartley (m-Enterococcus) agaru. Bacillus spp. produkuje ploché rtizové kolonie,
které jsou obvykle kostrbaté shrubym povrchem, velmi casto preristaji. Rody
Staphylococcus produkuji Gervené kolonie, ale jsou katalaza pozitivni. Rody Aerococcus
produkuji ¢ervené kolonie, které jsou katalaza negativni, ale maji také negativni PYR test
(pyroglutamateaminopeptidaza negativni).

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

Subkultivace

Typické kolonie z reprezentacniho vzorku se pieockuji na povrch zivného agaru (2.2.5.5)
Naockované misky se inkubuji pii teploté 36 °C = 2 °C po dobu 18-24 hodin a z kazdé
z inkubovanych ploten se vybere dobfe isolovana kolonie pro konfirmaci.

Potvrzujici test

Typické kolonie z reprezentacniho vzorku se pfeockuji na povrch zluc-eskulin-azidového
agaru. Naockované misky se inkubuji pfi teploté 43 °C £ 1,0 °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¢-eskulin-azidovém agaru se kapne po jedné kapce roztoku
peroxidu vodiku. Tvorba bublin kysliku indikuje katalaza-pozitivni mikroorganismy. Za
enterokoky se povazuji pouze katalaza-negativni kolonie.

POZNAMKA — Na 7zlué-eskulin-azidovém agaru muze dojit k tvorbé falesné pozitivni
katalazové reakce. Aby se tato chyba vyloucila, je tfeba test zopakovat na pieockované
kultufe na neselektivnim kultivaénim médiu — zivny agar — viz subkultivace.

Test potvrzujici pyroglutamataminopeptidizovou aktivitu
POZNAMKA — provadi se v pfipadé, Ze pfedchozi katalazovy test a potvrzujici test na zluc-
eskulinovém agaru nedavaji jednoznacné informace.

Suspektivni kolonie se pfeockuji na zivny agar (2.2.5.5) a po 24 aZ 48 hodinach inkubace se
podrobi testu na ptitomnost pyroglutamataminopeptiddzy (komeréné vyrabény test).

Za enterokoky se povazuji kolonie vykazujici pozitivni reakce. Kromé Zivného agaru (2.2.5.5)
1ze pouZzit jakykoliv agar bez interferen¢nich a inhibic¢nich ptisad.

2.2.8 Vyjadreni vysledkii

Vyjadiovani vysledkt a stanoveni poctl bakterii ve vzorku se provede podle kapitoly 1.7.
Jestlize alesponn 80 % z vybranych typickych kolonii vykazuje vlastnosti typické pro
enterokoky ve smyslu tohoto postupu, je pocet tyz, jako byl spoc¢itan v odst. 2.2.7.3.

Ve vSech ostatnich pfipadech se mnozstvi bakterii vypoc€itd z procentualniho podilu
z celkového poctu kolonii vybranych podle 2.2.7.3.

2.2.9 Zabezpecovani jakosti
Zabezpecovani jakosti se provadi naplnénim bodi v kapitole 1.10 tohoto postupu.
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Pro kontrolu zptisobilosti laboratotfe prokazovat enterokoky uvedenou metodou a s uzitim ptd
popsanych v této metodé se doporucuje jako referencni material:

Enterococcus faecalis CCM 4224 - Ceska sbirka mikroorganismi

Enterococcus faecium CCM 2541 (Francie)

Negativni rast:

Escherichia coli CCM 3954

2.2.10. Charakteristiky metody ’
Pti ovéfovani metody v laboratofich SZU a mezilaboratornich ovéfovacich zkouskach (MOZ)
byly zjistény nasledujici vysledky pii podminkach danych uvedenym postupem.

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

pro stanovované po¢ty >750 KTJ na 1 g kalu (>1 az 15 KTJ na miskach) byla shoda vysledka
stanoveni u 85 % vysledkl stanovenych v 1 laboratofi

z 33 vysledkd analyz enterokokl provedenych béhem MOZ bylo 15 % faleSné negativnich
vysledkt

z 67 analyz provedenych jednou laboratofi byl jeden faleSné€ pozitivni vysledek

specialni studie opakovatelnosti v jedné laboratofi se dvémi laborantkami pro 15000 KTJ
v 10 g kalu (>15 KTJ na miskach, 1500 KTJ v 1 g kalu) poskytla jako miru opakovatelnosti
(vyjadienou smérodatnou odchylkou ptirozenych logaritmi piivodnich hodnot) hodnotu 0,795
nebo vyjadienou jako exp(0,795) = 2,2.

Vzorky prirozené kontaminované

Ovéfeni bylo provedeno 15 laboratofemi pro dva rtzné kaly. Mira reprodukovatelnosti
metody (vyjadiend smérodatnou odchylkou pfirozenych logaritmi ptuvodnich hodnot)
poskytla hodnotu 2,13 nebo vyjadienou jako exp(2,13) = 8,4.

2.3 Detekce salmonel

2.3.1. Terminy a definice

Ugelem tohoto postupu je poskytnout pokyny pro detekci bakterii rodu Salmonella spp.
v ur¢enych matricich. Pti zkouSeni provedeném podle tohoto postupu nalez kvalifikovan jako
pozitivni nebo negativni nalez ve sledované matrici.

Pt1 analyze je tfeba dodrZet vSeobecnd ustanoveni pro mikrobiologicka zkouSeni vcetné zasad
pfepravy vzorku.

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

2.3.2 Podstata zkouSky
Prikaz bakterii rodu Salmonella spp. vyzaduje ¢tyfi po sobé nasledujici stupné.

POZNAMKA - Bakterie rodu Salmonella spp. mohou byt piitomny v nizkych poétech a jsou
Casto provazeny znacn¢ vys$imi pocty jinych piislusnikti ¢eledi Enterobacteriaceae nebo

vvvvvv

pfedpomnoZeni, které umoziuje prikaz casto subletdlné poSkozenych bakterii rodu
Salmonella spp.
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2.3.2.1 PfedpomnoZeni v neselektivni tekuté padé

Do tlumivé peptonové vody se inokuluje zkusebni vzorek a inkubuje se pii 36 °C + 2 °C po
dobu 16-20 hodin.

2.3.2.2 PredpomnoZeni v selektivnich tekutych ptadach

Kultura ziskana podle 3.3.2.1. se inokuluje do dvou tekutych ptid, a to do pidy podle
Rappaporta a Vassiliadise s chloridem hofecnatym a malachitovou zeleni a do pudy se
seleniCitanem a cystinem.

Pida podle Rappaporta a Vassiliadise s chloridem hofe¢natym a malachitovou zeleni se
inkubuje pii 41 + 1 °C po dobu 24 h a po dalSich 24 h, puda se seleni¢itanem a cystinem se
inkubuje pii 36+ 2 °C po dobu 24 h a dalSich 24 h.

2.3.2.3 Vyockovani na pevné pudy a zjiStovani pritomnosti suspektnich kolonii
Kazda z kultur ziskanych podle 2.3.2.3 se vyockuje na dvé pevné selektivni ptudy:

- agar s fenolovou ¢erveni a briliantovou zeleni

- Xxyl6zo-lyzin-deoxycholatovy agar
Inkubuje se pii 36 £ 2 °C po dobu 24 h, a pokud je to nutné, rovnéz po 48 h. se zjistuje
pritomnost kolonii, které jsou na zakladé¢ svych znakd povazovany za suspektni kolonie
bakterii rodu Salmonella spp.

2.3.2.4 Konfirmace
Suspektni kolonie bakterii rodu Salmonella spp. ziskané vyockovanim, jak je popsano
v 2.3.2.3 se subkultivuji a konfirmuji pomoci vhodnych biochemickych a sérologickych test.

2.3.3 Kultiva¢ni pidy a ¢inidla

2.3.3.1 Piida se selenicitanem a cystinem

ZAKLAD PUDY

SloZeni

trypton 500
laktoza 4049
hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Na,HPO4.12H,0) 10,0 g
hydrogenselenicitan sodny (NaHSeOs) 40(9
voda 900 ml
Piiprava

Prvni tfi slozky zakladu se rozpusti ve vod¢é za varu po dobu 5 min. Po ochlazeni se pfida
hydrogenselenicitan sodny.
Pokud je tfeba, upravi se pH tak, aby jeho hodnota ¢inila 7,0.

Roztok L-cystinu

SloZeni

L-cystin 01g
roztok hydroxidu sodného ¢(NaOH) = 1 mol/l 15 ml
sterilni voda do kone¢ného objemu 100 ml
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Priprava

Slozky se vnesou do sterilni odmérné barnky.
Doplni se voda do 100 ml.

Roztok se nesterilizuje.

Roztok kvasniéného extraktu

SloZeni

kvasni¢ny extrakt ve formé prasSku 159
sterilni voda 100 ml
Priprava

Kvasni¢ny extrakt se vnese do sterilni odmérné barnky a doplni se do 100 ml vodou.
Sterilizuje se v autoklavu pii 121+ (-1 az +3)°C po dobu 15 minut.

KOMPLETNI PUDA

Slozeni

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

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

Pokud je tieba, 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 zkouSeni.

Pida se pouzije v den pfipravy.

2.3.3.2 Xylé6zo-lysin-deoxycholatovy agar

ZAKLADNI ROZTOK

Slozeni
D(+)xyléza 3,59
L(+)-Lyzin 509
deoxycholat sodny 2,59
kvasni¢ny extrakt 3,00
sacharoza 759
laktoza 7,59
chlorid sodny (NaCl) 5090
thiosiran sodny (Na,S,03) 6,8 g
citrat zelezity 0,89
agar 13 g
voda do 1000 ml

Roztok fenolové cervené

SlozZeni
fenolova ¢erven 0,49
voda do 100 ml
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Priprava
Fenolova Cerveii se za ob¢asného michani rozpusti v daném objemu vody.

KOMPLETNI PUDA

Priprava

Veskeré slozky zakladniho roztoku se rozpusti v 1 1 vody, ptidd se 20 ml roztoku fenolové
Cervené a za obCasného michani se pfivede 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.

2.3.3.3 Pida pro neselektivni pifedmnozZeni: Tlumiva peptonova voda
SloZeni

pepton 10,09
chlorid sodny 5049
hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Na,HPO,4.12H,0) (9,0 ¢
dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,POy,) 159
voda 1000 ml
Piiprava

Slozky se rozpusti ve vodé, a je-li tieba, zahteji se. Pokud je tfeba, upravi se pH tak, aby se po
sterilizaci jeho hodnota cinila 7,0. Pida se rozplni do ban¢k vhodného objemu tak, aby se
ziskaly jednotlivé davky potiebné pro zkouseni. Sterilizuje se v autoklavu pii 121+ (-1 az
+3)°C po dobu 20 minut.

2.3.3.4 Piida s chloridem hofecnatym a malachitovou zeleni
Podle Rappaporta a Vassiliadise (dale ptida RV)

Roztok A

SloZeni

trypton nebo sdjovy pepton 45¢g
chlorid sodny 8,09
dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,POy,) 1649
voda 1000 ml
Piiprava

Slozky se rozpusti ve vodé za zdhfevu asi na 70 °C. Roztok se pfipravuje v den piipravy pidy
RV.

Roztok B

SloZeni

chlorid hotec¢naty hexahydrat (MgCl,.6H,0) |400,0 g
voda 1000 ml

Priprava

Chlorid hotecnaty se rozpusti ve vod¢. Vzhledem k tomu, Ze tato sloucenina je velmi
hygroskopicka, doporucuje se rozpustit cely obsah chloridu hotfe¢natého z nové otevieného
baleni, a to podle vySe uvedeného poméru. Napiiklad k 250 g chloridu hotecnatého se ptida
625 ml vody, coz poskytne roztok o celkovém objemu 795 ml a o koncentraci asi 31,5 g
(MgCl,.6H20) na 100 ml. Roztok se uchovava v lahvi z hnédého skla pti pokojové teploté.
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Roztok C

Slozeni

$tavelan malachitové zelené 0,449
voda 100 ml
Priprava

Stavelan malachitové zelené se rozpusti ve vodé a roztok se uchovava v zasobni ldhvi

Z hnédého skla pti pokojové teploté.

KOMPLETNI PUDA

Slozeni

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

K 1000 ml roztoku A se pfida 100 ml roztoku B a 10 ml roztoku C, pH se upravi tak, aby po
sterilizaci jeho hodnota byla 5,2. Pida se rozplni do zkumavek po 10 ml. Sterilizuje se
v autoklavu pfi 115+ (-1 az +3)°C po dobu 15 minut. Pida se uchovava v lednici.

2.3.3.5 Fyziologicky roztok

Slozeni

chlorid sodny 8,540
voda 1000 ml
Priprava

Chlorid sodny se rozpusti ve vode, je-li tieba, za zdhfevu. V ptipad¢ 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+ (-1 az +3)°C po dobu 20 minut.

2.3.3.6 Agar s fenolovou Cerveni a briliantovou zeleni (podle Edela a Kampelmachera)

ZAKLAD PUDY

SloZeni

masovy extrakt ve form¢ prasku 509
pepton 10,0 ¢
kvasni¢ny extrakt ve formé prasku 3,09
hydrogenfosfore¢nan disodny (Na,HPO,) 109
dihydrogen fosfore¢nan sodny (NaH,PQOy) 0,69
agar 12-18 g*
voda 900 ml

* v zavislosti na ztuzovaci schopnosti agaru

Priprava

Dehydratované slozky zakladu nebo kompletni dehydratovany zaklad plidy se rozpusti ve
vodé, a je-li tfeba, za zahievu. Po sterilizaci je hodnota pH 7,0. Zaklad plidy se rozplni do
zkumavek nebo ban¢k vhodného objemu. Sterilizuje se v autoklavu pii 121 + (-1 az +3)°C po
dobu 15 minut.
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Roztok laktozy, sachardzy a fenolové Cervené

SloZeni

laktoza 10,0 ¢
sachardza 10,0 g
fenolova Cerven 0,09 g
voda do kone¢ného 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 zahiivd na vodni lazni pii 70 °C. Potom se ochladi na 55°C £+ 1°C
a bezprosttedné poté se pouzije.

Roztok briliantové zelené (podle Edela a Kampelmachera)

SloZeni

briliantova zelen asi0,5¢g
voda 100 ml
Priprava

Briliantova zelen se pfidd do vody a ponechd se 1 den vtemnu, aby mohlo dojit
k autosterilizaci.

KOMPLETNI PUDA

Slozeni

zaklad 900 ml
roztok laktozy, sachar6zy a fenolové cervené | 100 ml
roztok briliantové zelené 1ml
Piiprava

Za aseptickych podminek se roztok briliantové zelené ptidava k roztoku laktdzy, sacharozy
a fenolové Cervené ochlazenému na 55 °C + 1 °C. Tento roztok se piida k zdkladu ptdy
ochlazenému na 50 °C — 55 °C.

Priprava agarovych ploten

Do kazdé z ptiméteného poctu velkych Petriho misek se dé asi 40 ml Cerstveé piipravené ptdy.
Pida se necha ztuhnout. Bezprostiedné pied pouzitim se agarové plotny predsousi v susarné
se sejmutym vickem a povrchem agarové vrstvy dolu pfi teploté¢ 37 °C — 55 °C. Pokud jsou
plotny pfipravovany piedem, uchovavaji se pfedem nevysuSené¢ nejméné 4 hodiny pii
pokojové teploté nebo alesponi jeden den v chladnicce.

Specifikace briliantové zelené se provede dle CSN-EN 12824 p¥iloha C normy

2.3.3.7 Zivny agar

SloZeni

masovy extrakt 3,09
pepton 500
agar 12-18 g*
voda 1000 ml

* v zavislosti na ztuzovaci schopnosti agaru
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Priprava

Dehydratované slozky zakladu nebo kompletni dehydratovany zéklad pudy se rozpusti ve
vodg, a je-li tieba, za zédhievu. 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 pii 121+ (-1 az
+3)°C po dobu 15 minut.

Piiprava ploten Zivného agaru
15 ml rozehtaté pidy se d4 do malych Petriho misek a dale se postupuje jako v bod¢ 3.3.3.6.

2.3.3.8 Agar s glukézou, lakt6zou, sacharézou a citranem Zelezitym (TSI agar)
SloZeni

masovy extrakt 3,090
kvasni¢ny extrakt 3,00
pepton 20,09
chlorid sodny 5040
laktoza 10,0 g
sachar6za 10,0 ¢
glukoza 1049
citran Zelezity 0,39
thiosulfat sodny (Na,S,03.5H,0) 0,39
fenolova Cerven 0,024 g
agar 12,0-18,0 g*
voda 1000 ml

* v zavislosti na ztuzovaci schopnosti agaru

Priprava

Slozky pudy nebo dehydratovand kompletni ptida se rozpusti ve vodé, a je-li tieba, za
zahievu. Hodnota pH se upravi tak, aby po sterilizaci byla 7,4. Piida se rozplni do zkumavek
po 10 ml a sterilizuje se v autoklavu pii 121+ (-1 az +3)°C po dobu 15 minut. Ponecha se
utuhnout v sikmé poloze tak, aby hloubka svislé ¢asti ¢inila 2,5 cm.

2.3.3.9 Cinidla pro biochemické a sérologické konfirmace

Pro prukaz biochemickych a sérologickych konfirmaci se pouziji komeréné vyrabéna Cinidla
apostupuje se podle navodu vyrobce nebo se postupuje podle CSN EN ISO 6579
Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni metoda prikazu bakterii rodu Salmonella spp.

Pro pritkkaz biochemickych vlastnosti se osvéd¢ily fady Enterotestil, napf. od firmy Pliva —
Lachema Brno nebo API od firmy BioMerieu, Oxoid, 1ze pouZit i jiné komeréné vyrabéné
vyhovujici kvality.

Komerc¢né je dostupna fada typt aglutinacnich sér obsahujicich protilatky vici jednomu nebo
nékolika O-antigenlim, 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
vici jednomu nebo nékolika H-faktorim (oznacuji se jako monovalentni nebo polyvalentni
anti-H séra).

Je tfeba vSemozné se pokusit zajistit, aby uzitd antiséra byla dostacujici pro detekci vSech
sérovari bakterii rodu Salmonella spp. Doporucuje se k tomuto ucelu pouzivat antiséra
pfipravena dodavatelem, ktery je uznavan jako kompetentni.
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2.3.4 Pristroje a pomiicky
Obvyklé vybaveni laboratofe, zejména pfistroje a pomuicky uvedené v kapitole 2.1.6 Ptistroje
a pomucky.

POZNAMKA — Pomticky pro jedno pouziti, pokud maji vhodnou specifikaci, jsou pfijatelnou
nahradou sklenénych pomucek.

2.3.5 Postup zkousky

2.3.5.1 ZkuSebni vzorek a vychozi suspenze

Pro pripravu vychozi suspenze se jako fedici roztok pouzije pida pro neselektivni
predpomnozeni (tlumiva peptonova ptida) specifikovana v 3.3.3.3.

Vychozi suspenze se ptipravi tak, ze se 50 g zkusSebniho vzorku ptfidd do 450 ml pady pro
neselektivni pfedpomnozeni (3.3.3.3), coz je pomér zkuSebniho vzorku k padé pro
neselektivni pifedpomnozeni specifikovany timto postupem.

2.3.5.2 Neselektivni predpomnoZeni
Vychozi suspenze se inkubuje pii 36 °C + 2 °C po dobu ne mén¢ nez 16 h a ne vice nez 20 h.

2.3.5.3 Selektivni pomnoZeni

0,1 ml kultury ziskané podle 3.3.5.2. se pfenese do zkumavky obsahujici 10 ml pidy RV
(3.3.3.4) a inkubuje se pii 41,5 £ 0,5 °C po dobu 24 h (dalsich 24 h - viz poznamka k ¢l.
3.3.2), 10 ml kultury ziskané podle (3.3.5.2) se pfenese do baiiky obsahujici 100 ml pudy se
seleni¢itanem a cystinem (3.3.3.1) a inkubuje se pii 36 °C £ 2 °C po dobu 24 h (dalsich 24 h).

2.3.5.4 Vyockovani a identifikace

a) Kultura ziskana v ptidé RV po inkubaci 24 h (a je-li tfeba, jesté dalsich 24 h) se inokuluje
klickou 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 dobte izolované kolonie.

Pokud nejsou velké Petriho misky k dispozici, uZije se piida vZdy ve dvou malych miskach a
ockuje se nejprve jedna a poté druhd mald miska touz kli¢kou (viz poznamka).

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

POZNAMKA - Pro rozo¢kovani ¢arami na selektivni pevné piidy (agar s fenolovou erveni
a briliantovou zeleni a xyl6zo-lyzin-deoxycholatovy agar) se doporucuje nasledujici zpisob:
Pouzije se jedna klicka pro dvé misky. Odebere se kapka tekuté pudy z jeji hladiny pfi okraji
nadoby. Inokuluji se obé misky podle schémat postupu zkousky. Vyuzije se celd plocha
misky. Cary vedené kli¢kou maji byt navzajem vzdaleny asi 0,5 cm. (Kli¢ka se neopaluje, ani
se do ni znovu nenabird, a to ani po provedeni prvni ¢ary, ani pii pfechodu na druhou misku.)
Je-1i uzita pouze jedna velka miska, je tfeba pro rozoCkovani ¢arami pouzit zplisob uvedeny
pro prvni misku.

Kultury ziskané ze selektivnich pomnozenich (kap. 3.3.5.3) se vyockuji po 24 a 48 hod.
Vyockovani se provede vzdy na dvé rizné selektivni pevné pudy.

Misky se obrati dnem vzhiru a umisti do inkubatoru s teplotou udrzovanou na 36 °C +£2 °C..
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2.3.5.5 Vyhodnoceni

Po inkubaci po dobu 20-24 h se na plotnach zjistuje pfitomnost typickych kolonii bakterii
rodu Salmonella spp. Rist typickych kolonii bakterii rodu Salmonella spp. na pudé
s fenolovou Cerveni a briliantovou zeleni plisobi zménu barvy plidy z rizové na cervenou. Na
pudé xyloso-lysin-deoxycholatovém agaru v piipadé pozitivniho nalezu vyrostou
cervenocerné az ¢erné kolonie.

Je-1i rst pouze slaby nebo nejsou-li typické kolonie bakterii rodu Salmonella spp. pfitomny,
inkubuji se plotny znovu pii ptislusné teploté¢ po dobu dalSich 18—-24 h. Na plotnach se
opakované zjistuje pfitomnost typickych kolonii bakterii rodu Salmonella spp.

POZNAMKA - Je nezbytné podrobit kazdou typickou nebo suspektni kolonii konfirmaci;
rozpoznani kolonii bakterii rodu Salmonella spp. je ve velké mife véci zkuSenosti, vzhled
kolonii mize byt pon¢kud pozménén, a to nejen pokud jde o vzajemné rizné sérovary, ale
rovnéz pokud jde o vzijemné razné vyrobni davky pidy. S ohledem na to miize v této fazi
zkouseni usnadnit rozpoznani suspektnich kolonii aglutinace s polyvalentnim salmonelovym
antisérem.

2.3.5.6 Konfirmace

Vybér kolonii pro konfirmaci

Pro konfirmaci se z kazdé¢ plotny kazdé selektivni pudy (viz 3.3.5.3 a 3.3.5.4) vybere nejméné
po péti koloniich povazovanych za typické nebo suspektni. Pokud je na jedné plotné méné
typickych nebo suspektnich kolonii nez pét, vyberou se pro konfirmaci v§echny typické nebo
suspektni kolonie. Kazda z vybranych kolonii se rozockuje na povrch ploten pfedsuseného
zivného agaru (3.3.3.7) tak, aby se umoznil vyvoj dobie izolovanych kolonii.

Inokulované plotny se inkubuji pii 36 °C £ 2°C po dobu 18-24 h. Pro biochemickou

.....

Biochemicka konfirmace

Pouziji se identifika¢ni sady béZn¢ komer¢né dostupné, které umoziujici identifikaci bakterii
rodu Salmonella spp. a postupuje se podle navodu vyrobce nebo se postupuje se podle CSN
EN 1SO 6579: Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni metoda prikazu bakterii rodu
Salmonella spp.

Sérologicka konfirmace a sérotypizace

Pted vlastni typizaci je tfeba vyloucit spontanné aglutinujici kmeny.

Pouziji se identifika¢ni sady bézné komercéné dostupné, které umoznujici sérotypizaci bakterii
rodu Salmonella spp. a postupuje se podle navodu vyrobce nebo se postupuje podle CSN EN
ISO 6579: Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni metoda prikazu bakterii rodu
Salmonella spp.

Vylouceni spontanné aglutinujicich kmenu

Na peclivé o€isténé podlozni sklo se nanese kapka fyziologického roztoku, kam se klickou
vnese Cast kolonie urcené ke zkousSeni. 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 dochazi k tvorbé vlocek. V piipadé, ze vyskyt vlocek je pozitivni, neni mozné
kmeny podrobit dalSimu vySetfenim na prikaz antigent.

Interpretace biochemickych a sérologickych reakci
Postupuje se podle CSN EN ISO 6579: Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni
metoda prukazu bakterii rodu Salmonella spp.
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Konecéna konfirmace

Pokud je tieba, kmeny povazované za prislusné do rodu Salmonella a kmeny, které mohou
byt piislusné rodu Salmonella, mohou byt zaslany do NRL pro hygienu pidy a odpadu
a predany do NRL pro bakterii rodu Salmonella ke kone¢né typizaci.

Zasilka musi byt doprovazena vSemi dostupnymi informacemi tykajicimi se kmene (kmentl)
a musi byt dodrzena vSechna pravidla pro pfepravu vzorkd obsahujicich nebezpecné latky.

2.3.6 Vyjadreni vysledkii
Vysledek se uvede jako negativni nebo pozitivni detekce salmonel v 50 g matrice.
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Schéma postupu zkousky detekce salmonel v kalech
50 g + 450 ml pady pro neselektivni predpomnozeni
inkubace pii 37 °C 16-20 h

0,1 ml selektivni pomnozeni 10 ml
kultury kultury
puda RV s chloridem puda se seleni¢itanem
hofe¢natym a cystinem
a malachitovou a kvas. extraktem
zeleni
inkubace pfi inkubace pfti
41°+1°C,24h 36°+2°C
(a dal8ich 24 h) (a dalgich 24 h)
24h| 48h 24h | 48h
selektivni piida selektivni pida
pro vyockovani pro vyockovani

BGA, XLD / BGA, XLD

inkubace pii 36 ° £ 2 °C 20-24 h
(a dalich 18-24 h, je-li tieba)

nejméné pet charakteristickych kolonii (z kazdé plotny)

inokulace na zivny agar

/ inkubace pti 36 °C £ 2 °C 18-24 h

biochemicka sérologicka

konfirmace \ /konfirmace

interpretace vysledkl
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3.3.7 Zabezpecovani jakosti

Zabezpecovani jakosti se provadi naplnénim bodi v kapitole 1.10 tohoto metodického
postupu.

Pro kontrolu zpusobilosti laboratofe prokazovat metodou detekce salmonel s uzitim
kultivacnich ptid popsanych v této metod¢ se jako referen¢ni material doporucuje sbirkovy
kmen:

Salmonella enterica ser. enteritis CCM 4420

Salmonella typhimurium ATCC 13 311

Negativni rast:

Escherichia coli ATCC 25922 zadny/zluty.

2.3.8 Charakteristiky metody

Pii ovéfovani metody v laboratotich SZU a mezilaboratornich ovéfovacich zkouskach (MOZ)

byly zjistény nésledujici vysledky pfi podminkach danych uvedenym postupem.

- vysledky detekce salmonel ziskané testovanym postupem jsou ovliviiovdny mohutnosti
kontaminace termotolerantnich koliformnich bakterii a enterokokt

- pro stanoveni salmonel v kalech je tfeba jako prvni stupeii metody pouzit neselektivni
pomnoZzeni

- obé pouzivané selektivni pomnoZovaci pidy nevykazovaly podstatny vliv na
pravdépodobnost nalezu salmonel v zavislosti na pocate¢nim mnozstvi salmonel Vv kalu
(ptidavek salmonel), ale I1ze ptedpokladat, Ze selenic¢itanova plida vykazuje mensi citlivost

- stejnou citlivost pro detekci salmonel na pevnych selektivnich padach prokazaly pidy BGA
a XLD, pida DC vykazovala mensi ¢etnosti zachytii

- 50 KTJ salmonel v50 g kalu detekovalo 100 % =zucastnénych laboratoii pro kal
S kontaminaci termotolerantnimi koliformnimi bakteriemi a enterokoky, tuto hodnotu Ize
povazovat za mezni hodnotu stanovitelnosti za podminek uvedené metodiky

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

- 5 KTJ salmonel v 50 g 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 cetnost pozitivni detekce salmonel na 40 %.
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CAST 2 - HODNOCENI UCINNOSTI HYGIENIZACE TECHNOLOGII
ZPRACOVAVAJICICH BIOODPADY

3 VALIDACE UCINNOSTI HYGIENIZACE BIOTECHNOLOGICKYCH,
TEPELNYCH A CHEMICKYCH PROCESU VEGETATIVNIMI BUNKAMI

3.1 Uvod

Schopnost procesu minimalizovat rizika zplisobend patogeny v surovinach, nemtlize byt
hodnocena jenom analyzou piitomnosti nebo absence indikdtorovych organismi (bakterii,
vird, plisni a hub nebo parazitii) v kone¢ném produktu. Nepiitomnost jednoho nebo vSech
zminénych indikéatort ve finalnim produktu muze byt zpiisobena nékolika divody. Nemusi
byt ptitomny v suroviné nebo mohou byt ptitomny v suroving, ale v nizkém poctu (méné nez
5 log). Dalsim divodem je, ze neexistuji dostate¢né obohacujici postupy pro metody reizolace
cilového indikatorového organismu ve vySetfované matrici (zkoncentrovani, napt. bakterie)
nebo neexistuje technicky mozna kvantitativni izolace indikatorového organismu vzhledem
k vlivu slozité matrice (napf. viry).

V ptipadé, Ze samotny proces zabezpeci inaktivaci patogent, které reprezentuji indikovanou
uroveit chemo nebo termorezistence, jsou reprezentativni indikatorové organismy
exponovany ve stejné matrici jako je zpracovdvand matrice v testované technologii
V uzavieném testovacim systému (TCS) validovanym pokusem. Zaroven se zaznamenavaji
ptislusné parametry procesu béhem expozice pro definovani technickych podminek, které
musi byt dodrzeny pro bezpecnou inaktivaci. Na zaklad¢ vysledkti pokusu piezivani
vneseného indikatorového organismu je mozné definovat kritické kontrolnich body v aplikaci
systému HACCP.

UPOZORNENTI — , Odpady a vzorky kalu mohou obsahovat nebezpetné a hotlavé latky.
Mohou obsahovat patogeny a podléhat biologické aktivité. Proto se doporucuje, aby se
s témito vzorky zachazelo se zvlastni péci. Plyny, které mohou byt produkovany mikrobialni
¢innosti jsou potencialné hotlavé a mohou zpusobit pretlak v uzavienych lahvich. Explodujici
lahve by pravdépodobné mohly zptlisobit uvolnéni infekénich ¢astic z explodujiciho objektu
a/nebo uvolnéni patogennich aerosol. Pokud je to mozné, je tieba se vyhnout pouZzivani
sklenénych lahvi. Vzhledem k mikrobiologickému riziku spojenému s touto metodou by mély
byt dodrzovany ptedpisy pro bezpecnou praci v mikrobiologické laboratofi.

3.2 Pfredmét a vymezeni ptsobnosti

Tato c¢ast postupu popisuje metodu validace U€innosti hygienizace biotechnologickych,
termalnich a chemickych procesti pro zpracovani vedlejSich zivocisSnych produktl, kalu
z Cistiren odpadnich vod a bioodpadl, u kterych se pfedpoklada, Ze zajisti hygienickou
nezdvadnost vystupi z uvazovanych technologii (hnojiv, kompostt, digestati nebo
srovnatelnych produktil) vegetativnimi formami bakterii.

Popisovand metoda je vhodnd pro stanoveni ucinnosti hygienizace biotechnologickych,
termalnich a chemickych procesi zpracovani (CEN/TC 308 — doc. 525 (REVIZE Smérnice
86/278/EEC — 3. navrh (1) a Natizeni (ES) ¢&. 208/2006 (2) pro eliminaci patogent
V neupravenych substratech. Procesy zpracovéani jsou validovany snizenim o pravnim
predpisem definovany pocet fadu poctu testovacich mikroorganismu jako napt. Salmonella
Senftenberg 775W, H,S negativni a Enterococcus faecalis nebo Escherichia coli. Pokud neni
stanoveno pravnim pfedpisem jinak, obvykle musi byt pouzita Salmonella Senftenberg 775W,
H2S negativni pro validaci aerobnich termofilnich procest jako kompostovani a chemické
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procesy, zatimco pievazné termofilni anaerobni procesy a fyzikalni procesy musi byt
validovany s Enterococcus faecalis.

Poznamka: Vyhlaska ¢. 341/2008 Sb., o podrobnostech nakladani s bioodpady vyzaduje pro
validaci u¢innosti hygienizace jako vneseny indikatorovy organismus bakterie Salmonella
senftenberg W 775 (H,S negativni) a nebo Escherichia coli.

3.3 Normativni odkazy

3.3.1 Definice
Pro ucely této evropské normy plati nasledujici terminy a definice.

3.3.1.1 Enterokoky
Enterokoky jsou skupinou grampozitivnich, katalaza negativnich, fakultativné anaerobnich
bakterii, které rostou v kratkych fetézcich.

3.3.1.2 Metoda pro stanoveni enterokokii
Princip metody je popsan v ¢asti 1, kapitola 2.2 tohoto navodu.

3.3.1.3 Escherichia coli

Escherichia coli patii do ¢eledi Enterobacteriaceae, je gram negativni, nesporulujici,
ty¢inkovita bakterie, laktdza pozitivni a je schopna rist pii 44 °C. Vétsina kment E. coli je
schopna produkovat indol z tryptofanu a je p-glukoronidaza pozitivni.

3.3.1.4 Metoda pro stanoveni Escherichia coli
Princip metody stanoveni je popsan v ¢asti 1, kapitola 2.1 tohoto navodu.

3.3.1.5 Somatické kolifagy
Somatické kolifagy jsou bakteriofagy, které sestavaji z kapsidu obsahujictho DNA jako
genom.

3.3.1.6 Metoda pro stanoveni bakteriofagu
Princip této metody je popsan v Dokumentu CEN BT/TF 151 (Extraction of bacteriophages
from sludge, soils and treated biowaste).

3.3.1.7 Vegetativni bakterie
Bakterie, které jsou schopny normalniho ristu v bujonu nebo na agaru bez resuscitace
predkultivaci.

3.3.1.8 KTJ - kolonie tvorici jednotka
Rrust jednotlivych bakterialnich bunék do viditelnych kolonii na agarovém médiu, v€etné na
membranovych filtrech na agarovém mediu.

3.3.1.9 PFU, plaky tvorici jednotky
Plaky tvofici jednotka je mirou poctu ¢astic schopnych tvofit plaky na jednotku objemu.

3.3.1.10 Spikovani
Uméla kontaminace matrice, kterd ma byt exponovana v procesu, definovanym mnozstvim
bakterialni suspenze testovaciho kmene.

39



3.3.1.11 Matrice

Matrice je reprezentativni vzorek materidlu, povazovaného za zpracovany, ktery je spikovan
testovacim kmenem, pro vyhodnoceni vlivu chemickych, fyzikalnich a biologickych
vlastnosti matrice na inaktivaci exponovanych bakterii.

3.3.1.12 Biotechnologicky proces
Proces charakterizovany predevsim aktivitou organismul (napf. mikroorganismt) za
definovanych podminek, pro zamysleny ucel (napt. kompostovani).

3.3.1.13 Tepelny proces
Proces charakterizovany piedevs§im pfidanim energie ve formé tepla za definovanych
podminek, pro zamysleny ucel (napi. pasterizace).

3.3.1.14 Chemické procesy
Proces charakterizovany predevsim ptidanim urcitého mnozstvi chemikalii (napf. vapna)
Kk matrici, za definovanych podminek, pro zamysleny ucel (napt. dezinfekci).

3.3.1.15 Inaktivace mikroorganismii
Redukce mikroorganismi béhem biochemickych, tepelnych a chemickych procest.

3.3.2 Citované a souvisejici normativni predpisy
Jsou uvedeny v ¢asti 1, kapitole 1.3.

3.4 Symboly a zkratky

SNA: standardni zivny agar [

SNB: standardni zivna ptda I

TCS 1: testovaci uzavieny systém typ 1
TCS 2: testovaci uzavieny systém typ 2
NK: neupravena kontrola

3.5 Princip valida¢niho procesu

Proces pro validaci rtiznych procesii s vyuzitim vhodného testovaciho uzavieného systému

(TCS) vyzaduje nasledujici kroky:

1. Ptiprava definované suspenze bakteridlniho testovaciho kmene v laboratofi

2. Stanoveni pocate¢niho poctu bakterii v pfipravené suspenzi

3. Pfiprava substratu, ktery ma byt pouzit jako matrice

4. Ptiprava testovaciho uzavieného systému

5. Vlozeni definovaného objemu matrice do TCS-a spikovani ur¢itého mnozstvi testovacich
bakterii (TCS 1) nebo spikovani definovaného objemu matrice ur€itym mnozstvim
testovacich bakterii a naplnéni TCS kontaminovanym materialem (TCS 2)

6. Expozice TCS procesu na definovanych mistech vhodnym zptisobem pro zamyslenou dobu
expozice

7. Odebrani TCS a stanoveni rezidudlniho poctu bakterii v exponované matrici

8. Stanoveni stupné inaktivace.

3.6 Cinidla, zied’ovaci roztoky a Kultivaéni média

K zajisténi reprodukovatelnych vysledkli se pro ptipravu kultivaénich médii a zfed’ovacich
roztokl pouzivaji bud’ slozky definované kvality a chemikalie zaru¢ené analytické kvality
nebo dehydratované zied'ovaci roztoky nebo kompletni média piipravend podle pokynil
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vyrobce. Piipravuji se podle ucelu z demineralizované nebo destilované vody, které
neobsahuji latky, které mohou za testovacich podminek inhibovat rtst [ISO 8199].

3.6.1 Standardni Zivny agar I (SNA) (pH 7 £ 0,2)

SloZeni

Pepton 15,09
Kvasni¢ny extrakt 3,00
Chlorid sodny 6,09
Glukéza 109
Agar 120¢g
Demineralizovana voda 1 000 ml
Piiprava

Jednotlivé slozky se rozpusti za promichavani. Pokud je tieba, upravi se hodnota pH roztoku
na 7+0,2 kyselinou chlorovodikovou (1 mol/l) nebo roztokem hydroxidu sodného (1 mol/l).
Médium se sterilizuje v autoklavu (4.7.3) pii teploté 121 + (-1 az +3)°C po dobu 15 min a plni
do kultiva¢nich misek (4.7.5).

3.6.2 Standardni Zivna pada I (SNB) (pH 7 £ 0,2)

SloZeni

Pepton 15,09
Kvasni¢ny extrakt 3,090
Chlorid sodny 6,09
Glukoza 109
Demineralizovana voda 1 000 ml
Demineralizovana voda 1 000 ml
Piiprava

Jednotlivé slozky se rozpusti za promichdvani. Pokud je tfeba, upravi se hodnota pH roztoku
na 7+0,2 kyselinou chlorovodikovou (1 mol/l) nebo roztokem hydroxidu sodného (1 mol/l).
Médium se sterilizuje v autoklavu (4.7.3) pfi teploté 121 + (-1 az +3)°C po dobu 15 min a plni
se po 9 ml do zkumavek (4.7.9).

3.6.4 Roztok NaCl (0,9 % w/v)

Slozeni

Chlorid sodny (NaCl) 99
Demineralizovana voda 1 000 ml
Priprava

Chlorid sodny se rozpusti v bafice o objemu 2 000 ml s plochym dnem. Hodnota pH se upravi
na 7+0,2 pfi teploté 25°C. Plni se po 9 ml do kultiva¢nich zkumavek (4.7.9). Sterilizuje se
v autoklavu (4.7.3) pii 121 + (-1 az + 3)°C po dobu 15 min.

3.7 Pristroje

S vyjimkou komeréné dodévaného sterilniho skla, musi byt sklenéné nadobi a pomicky
sterilizovany podle pokynii danych v ISO 8199.

Obvyklé vybaveni mikrobiologické laboratofe a zejména:

3.7.1 Sirokohrdlé sklenéné lahve nebo kadinky napt. 125 ml, 200 ml, 500 ml a 2 000 ml.
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3.7.2 Termostat vytemperovany na teplotu 36 + 2 °C (s integrovanou tfepackou, s krouzivym
pohybem a staticky) a na teplotu 70 £ 1 °C (staticky).

3.7.3 Autoklav (parni sterilizator).

3.7.4 Lednice.

3.7.5 Sterilni plastové kultiva¢ni misky, s vickem asi 90 mm v praméru.
3.7.6 Sterilni délené pipety, S nominalnim objemem 1 a 10 ml.

3.7.7 O¢kovaci kli¢ka (napf. platino-iridiovy drat), o priméru asi 3 mm.
3.7.8 Zarizeni pro tirepani kultivacnich zkumavek nebo banék.

3.7.9 Kultiva¢ni zkumavky, o objemu 25 ml nebo ekvivalentni nadoby.

3.7.10 Vortex mixer vhodny pro kultivaéni zkumavky o objemu 25 ml nebo ekvivalentni
nadoby.

3.7.11 Laboratorni 1zi¢ka.

3.7.12 pH metr, s tepelnou kompenzaci a méfici elektrodou.

3.7.13 Nastavitelna mikropipeta az na objem 200 pl.

3.7.14 Vodni lazen.

3.7.16 Analytické vahy.

3.7.17 Sterilni plastova lahev napt.125 ml, 200 ml a 500 ml.

3.7.18 Kontejner autoklavovatelny.

3.7.19 Centrifuga.

3.8 Pracovni postup.

3.8.1 Piiprava definované suspenze bakterialniho testovaciho kmene v laboratori

Pro pfipravu definované suspenze bakteridlniho testovaciho kmene se pouZiji nasledujici
lyofilizované referen¢ni materily:

Salmonella Senftenberg H,S negativni
nebo/a

Escherichia coli

nebo/a

Enterococcus faecalis

POZNAMKA: Vyhlaska ¢. 341/2008 Sb., o podrobnostech nakladani s bioodpady vyzaduje

pro validaci u¢innosti hygienizace jako vneseny indikatorovy organismus bakterie Salmonella
senftenberg W 775 (H.S negativni) a nebo Escherichia coli.
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POZNAMKA: Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) &. 1774/2002 ze 3. fijna 2002,
kterym se stanovi hygienicka pravidla tykajici se vedlejSich zivociSnych produktu, které
nejsou urceny k lidské spotfebé (ve znéni Natizeni Komise (ES) ¢. 208/2006, Annex VI

a VIII) vyzaduje pro validaci u¢innosti hygienizace jako vneseny indikatorovy organismus

Salmonella senftenberg W 775 (H,S negativni) a/nebo Enterococcus faecalis (podle zptusobu

hygienizace).

Ptiprava definované bakterialni suspenze vyzaduje nasledujici tii kroky:

1. Priprava rekonstitu¢ni¢niho roztoku:

Referencni material se suspenduje v 9 ml standardni zivné pudy I Inkubuje se pii 36+2 °C
po dobu 2242 hod. v temnu, s nebo bez tiepani.

2. Priprava Cisté kultury (zasobni kultury) inokulaci pevného média:

Nabere se plna klicka (10 pl) kultury (dle bodu 1) a zaockuje se standardni zivny agar I
(4.6.1). Inkubuje se v temnu pti 36 °C+2 °C) po dobu 22+2 hod. Po inkubaci muze byt
kultura na agaru uchovévana pti 4 °C po dobu az 7 dnt.

3. Priprava finalni bakterialni suspenze (spikovaci suspenze):

Klickou se asepticky ptenese pét kolonii ze standardniho zivného agaru I (4.6.1) ptimo do
500 ml standardni zivné pudy I (4.6.2). inkubuje se pii 36 °C+2 °C po dobu 22+2 hod.
v temnu, s nebo bez tiepani.

Tato bakteridlni suspenze (spikovaci suspenze) se pouZzije pro umélou kontaminaci

matrice v testovacim uzavieném systému typu 1 a typu 2.

3.8.2 Stanoveni pocatecniho poctu bakterii v pfipravené suspenzi

Princip:

1.

o

6.

Vezme se alikvotni ¢ast (1 ml) Cerstvé ptipravené finalni spikovaci suspenze. Ptipravi
se sada fedéni 1:10 — 1 ml spikovaci suspenze + 9 ml sterilniho roztoku NaCl (3.6.3) —
az do fedéni 107,

Po promichéni, se ptenese 0.1 ml z poslednich tfech fedéni (107, 10° a 107) vzdy na
dvé plotny se standardnim zivnym agarem I (3.6.1).

Na vSech plotnach se po povrchu agaru rozetie inokulum s pouZitim sterilni
laboratorni 1zicky otacenim plotny rukou nebo na otocné desce.

Inkubuje se pti 36°C + 2°C po dobu 20+2 hod.

Spocita se pocet vyrostlych kolonii na kazdé agarové plotné€. Idedlni pocet vyrostlych
kolonii se pohybuje mezi 30 aZz 300 koloniemi na jedné plotné.Pokud pocet kolonii
piesdhne horni mez, ptipravi se dalsi fedéni 10%a10°%a ptenese 0.1 ml z obou fedéni
na dv¢ plotny se standardnim zivnym agarem | (3.6.1).

Spikovaci suspenze a vSechna fedéni se uchovavaji pti 4 °C + 2 °C aZ do doby, kdy se
stanovi kone¢ny pocet kolonii na ptislusnych agarovych plotnach.

Koncentrace bakterii (KTJ/ml) se vypocita v nefedéné spikovaci suspenzi podle nasledujici
rovnice:

kde:

KTJ/ml = ~m= e - (3)

KTJ: kolonie tvoftici jednotky

N: pocet ploten vzatych v tvahu pro fedéni

C: soucet KTJ spocitanych na plotnach vzatych v tivahu
d: zted’'ovaci faktor

V: objem vzorku (0,1 ml)
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Piiklad:

KTJ na standardnim zivném agaru I (duplicitni analyzy)
Vzorek 10°° plotny 107 plotny 10 plotny

102, 104 73,53 21, 30
Celkovy pocet 224 126 51

120+104 224
[N/ [ — T x10" = 112 x 10’
2x10°x0,1 2

Potet KTJ v 1ml suspenze = 1,12 x 10°
3.8.3 Priprava substratu, ktery ma byt pouZit jako matrice

3.8.3.1 VSeobecné

Vzorky maji tendenci fermentovat, zejména pokud nejsou upraveny a mohou obsahovat
patogenni mikroorganismy. Je nezbytné udrzovat vzorky i ¢asti vzorkli oddélené od potravin
a napoju. Pii pfepravé a nakladani se vzorky je nezbytné, aby byla dodrzovdna néarodni
a mezinarodni nafizeni vztahujici se ke vzorkim, které obsahuji infek¢ni agens.

Dodrzovani Cistoty pii praci je nezbytné. Pfi zachazeni se vzorky je nutné mit rukavice,
chrdnit o¢i a obliCej. Zaroven je nutné chranit ochrannym odévem celé télo a hlavu
bezpecnostnim S§titem. Je tfeba zamezit poranéni, ke kterému by mohlo dojit explozi
vzorkovnic. Plyn, ktery muize vznikat dodate¢nou fermentaci matric vzorkl, je obvykle
hotlavy, takze veskeré zatizeni v okoli musi byt nehotlavé, aby nebyly zdrojem pozaru.

Viz také UPOZORNENI v Givodu.

3.8.3.2 Substrat pro bioplynové stanice a pasterizacni jednotky
Princip:
1. Odebere se asi 1 1 ur¢ené matrice (vstupni suroviny nebo jejich smeési) do plastové
lahve
2. Sterilizuje se v autoklavu pii 121 °C £ 3 °C po dobu 15 £+ 2 min. k ziskani urcené
matrice bez bakterii, které se ptidavaji jako suspenze.
3. Po autoklavovani se upravi hodnota pH na 6,5-7,0.

3.8.3.3 Substrat pro kompostovani
Princip:

1. Odebere se tolik ur¢ené matrice, kolik je potfeba pro naplnéni zamysleného poctu
TCS 2 (pocita se asi 300 g matrice na TCS 2) v kontejnerech nebo sterilnich
plastovych saccich.

2. Po odbéru urcené matrice, se matrice vlozi do kovového kontejneru.

3. Sterilizuje se v autoklavu pii 121 °C £ 3 °C po dobu 15 £+ 2 min. k ziskdni urcené
matrice bez bakterii, které se pridavaji jako suspenze.

3.8.4 Priprava testovaciho uzavieného systému
3.8.4.1 Testovaci uzavieny systém typu 1 (TCS 1)
Tento typ uzavieného systému se pouziva pro vice nebo méné tekuté substraty, u kterych se

predpokladd, ze budou zpracovany v bioplynové stanici nebo pasteriza¢ni jednotce (napf.
hnilj, odpad ze stravovani, kal z Cistiren odpadnich vod). Nékolik testovacich uzavienych
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systémt tohoto typu se muze exponovat procesu, v zavislosti na mechanickych silach, které
se ocekavaji na misté¢ expozice bud’, upevnéné na ty¢i bez mechanické ochrany nebo ve
vhodném ochranném zatizeni, ptiklady jsou uvedeny v ptiloze A.

Popis:

TCS 1 (viz obr. 1 v piiloze A) sestava z dutého syntetického valce (polykarbonat) krytého na
obou stranach semi-permeabilnimi polykarbonatovymi membranami (velikost portt 20 um),
které jsou upevnény dvéma tésnicimi Sroubovacimi krouzky. Polykarbonatovy membranovy
filtr umoziluje piistup rozpustnych a plynnych sloucenin ze substratu k testovacim
organismtim bez kontaminace okolniho prostiedi. Je mozné pouzit i jiny testovaci uzavieny
systém, ve kterém je zarucen pfistup rozpustnych a plynnych slou€enin, ale je zamezen Unik
bakterialni suspenze do okolniho prostiedi.

3.8.4.2 Testovaci uzaviceny systém typu 2 (TCS 2)

Tento typ uzavieného systému se pouziva pro pevné matrice (u kterych se predpoklada, napf-.,
Ze budou kompostovany), obr.2a, b.

Popis:

TCS 2 sestdva z 225 g urCené matrice (napf. kompost) spikované 25 ml suspenze
bakteridlnich testovacich kment. Dukladné promichany vzorek se vlozi do 30 x 30 cm sacku
vyroben¢ho z materidlu na Raschel sacky nebo podobné sterilni tkaniny (viz odstavec
3.8.5.2).

Lze pouzit 1 jiné mnozstvi matrice a tomu odpovidajici mnoZstvi suspenze a zaroven je tteba
uzpusobit velikost sacku (obr. 2a, b).

3.8.5 Plnéni a inokulace uzavieného systému
STCS 1 a TCS 2 se zachazi pii plnéni a reizolaci testovacich bakterii riznym zpisobem.

3.8.5.1 Uzavieny systém typu 1 (TCS 1)
Princip:

1. Jedna strana testovaciho kontejneru se uzavie podloZkou membrany, membranovym
filtrem a uzaviracim krouzkem (viz Ptiloha A, obr. 1). Prazdna Petriho miska se poloZi
na vahu a na ni se polozi TCS 1 s otevienou stranou. P¥imo do TCS 1 se navazi 9 g
urcené matrice.

Ptida se 1 ml spikovaci suspenze (4.8.1) — pomoci sterilnich délenych pipet.

Dukladné se promicha sterilni sklenénou ty¢inkou.

TCS 1 se uzavie podloZkou membrany, mebranovym filtrem a uzaviracim krouzkem

(viz Ptiloha A, obr. 1).

Kone&ny podet bakterii v TCS 1 by m&l byt mezi 10" a 10® KTJ/g.

6. Pripravi se nejméné jeden TCS 1 navic neZ je pozadovano pro expozici v procesu,
ktery ma byt validovén jako neupravena kontrola (NK).

7. Inokulované TCS 1 se mohou uloZit na maximaln& 15 h pfi teplotdich mezi +4 °C

a +8 °C dokud nejsou exponovany v bioplynové stanici nebo pasterizacni jednotce.

o

o

Ptiklad inokulace suspenze:

Obiem spikovaci Konec¢na koncentrace
KTJ/ml ve spikovaci ) pIKOva Substrat v TCS 1 bakterii ve
. suspenze pouzity pro . . .
suspenzi umélou kontaminaci (Vo) spikovaném substratu
v TCS 1 (v KTJ/ml)
10° 1ml 99 10°
10° 1 ml 9¢ 10’
10’ 1ml 99 10°
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POZNAMKA 3: Pocet bakterii v TCS 1 zavisi na koncentraci bakterii ve spikovaci suspenzi
a typu spikované matrice a m¢l by byt ovéfen metodou stanoveni sledovaného vneseného
indikatorového organismu vzdy pfed expozici testovaciho uzavieného systému procesu
(neupravena kontrola).

3.8.5.2 Uzavi-eny systém typu 2 (TCS 2)

Princip:
1. Navazi se 225 g substratu do 1 1 sterilni plastové lahve (nebo jiného zvoleného
mnozstvi (3.8.4.2)).

2. Tento substrat se inokuluje spikovaci suspenzi (3.8.1) pomoci sterilni délené pipety
pridanim alikvotii ml v 5 krocich.

3. Po kazdém kroku se ldhev uzavie a diikladné ru¢né protiepe, pted ptidanim dalSiho
podilu. Nakonec se dikladn¢, dokonale promicha.

4. Toto je inokulovany TCS 2 s kone¢nou koncentraci pouzitych bakterii mezi 10" a 10
KTJ/g.

POZNAMKA: Pocet bakterii v TCS 2 zavisi na koncentraci bakterii ve spikovaci suspenzi
atypu spikovaného substratu a mél by byt okamzité ovéfen pomoci metod stanoveni
jednotlivych indikdtorovych organismi ptfed expozici testovaciho uzaviené¢ho systému
procesu (neexponovana kontrola).

POZNAMKA: Koncentrace bakterii v TCS 1 zavisi na koncentraci bakterii ve spikovaci
suspenzi.

. . , , . | Konecna koncentrace
KTJ/ml ve spikovaci Objem sp lk? vact Substra’t M plastove bakterii ve
. suspenze pouzity pro kadince . ) .
suspenzi umélou kontaminaci ) spikovaném substratu
v TCS 1 (v KTJ/ml)
10’ 25 ml 2259 10°
10° 25 ml 225 g 10’
10’ 25 ml 2259 10°

e Jestlize byl vzorek spikovan, musi uplynout nejméné 1 h mezi spikovanim a pfenosem
do TCS 2

e Po 1 h se pfenese spikovany substrat do TCS 2 a skladuje v lednici pii 5+£3 °C dokud
nejsou ulozeny do zafizeni (napf. kompostarny).

3.8.6 Expozice TCS procesu na definovanych mistech vhodnym zptisobem po uréenou
dobu expozice

Expozice TCS je zavisla na situaci v procesu zpracovani (technologii). Doba expozice TCS
musi odpovidat nejkrat§i dobé€, po kterou se ocekava, ze matrice zpracovavana v procesu
zpracovani (napf. pasterizace pii 70 °C po dobu 60 minut).

TCS se musi umistit na rizna mista v procesu, kterd jsou reprezentativni pro proces a ktera
mohou byt povazovana za kritické kontrolni body. V procesech, kde se nemize ocekavat
homogenni distribuce teploty nebo koncentrace chemikalii, mista expozice musi
teplotu nebo koncentraci. VSeobecné se musi vloZit minimalné 10 TCS na tato reprezentativni
mista v procesu. V procesu, ve kterém se ocekdvd homogenni distribuce teploty nebo
chemikalii (vzhledem diive provedenym meétfenim, napt. pasterizani jednotka), se musi
exponovat nejméné 4 TCS. V mistech, kde jsou exponovany TCS, musi byt paralelné méteny
a zaznamenavany piislusné parametry procesu (tj. teplota nebo hodnota pH). Tyto tidaje jsou
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povazovany za kritické body procesu a musi byt kontinualné kontrolovany v dalSim bézném
provozu.

3.8.7 Vyjmuti TCS a stanoveni zbytkového poctu bakterii z exponovanych matric

TCS se po expozici vyjmou a prepravuji uloZzené v chladicim boxu do laboratofe a zpracuji se
co nejdiive jak je to mozné, ale ne za del$i dobu nez 12 h. Pokud se validuje chemicky proces
(napf. vapnéni) je nutnd okamzitd neutralizace kontaminované matrice z TCS. Indikatorové
organismy vnesené v kontejnerech jako spikovaci suspenze se stanovuji metodami uvedenymi
v Casti 1, kapitolach 2.1, 2.2 a 2.3.

3.8.8 Stanoveni stupné inaktivace

Validace Gcinnosti biotechnologickych, termélnich a chemickych procestt musi prokazat, ze
proces doséhl pozadované celkové redukce podle stavajiciho pravniho piedpisu.

Jestlize redukce vneseného indikatorového organismu po expozici nevyhovuje pozadavkim
uvedenym v pravnim piedpise, u€innost hygienizace procesu se povazuje za nedostatecnou.

POZNAMKA: Pro validaci podle Naiizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) &. 1774/2002
z 3. fijna 2002, kterym se stanovi hygienicka pravidla tykajici se vedlejSich zivocisnych
produktt, které nejsou urceny k lidské spotiebé (ve znéni Natizeni Komise (ES) €. 208/2006,
Annex VI a VIII) vyzaduje pro validaci u¢innosti hygienizace jako vneseny indikatorovy
organismus Salmonella senftenberg W 775 (H,S negativni) a/nebo Enterococcus faecalis
(podle zpisobu hygienizace) je tieba:

e snizeni o pét fadt Enterococcus faecalis nebo Salmonella Senftenberg (775W, H,S

negativni)

POZNAMKA: Pro validaci podle vyhlasky &. 341/2008 Sb., o podrobnostech nakladani
S bioodpady je tieba:

e snizeni o Sest fadi Salmonella senftenberg W 775 (H,S negativni) nebo Escherichia
coli.
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Priloha A ke kapitole 4 - Validace u¢innosti hygienizace vegetativnimi buiikami

Obr. 1: TCS 1 pro zafizeni zpracovavajici tekuté matrice

OO, . . .
—— uzaviratelny krouzek
podlozka
tésnéni

membranovy filtr

podloZzka pod membranu

duté téleso z polycarbonatu

a)
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4 VALIDACE UCINNOSTI HYGIENIZACE BIOTECHNOLOGICKYCH,
TEPELNYCH A CHEMICKYCH PROCESU STANOVENIM POCTU VYBRANYCH
ENDOGENNICH ORGANISMU V SUBSTRATU PRED A PO ZPRACOVANI

A VYPOCET STUPNE REDUKCE (ANALYZA VSTUPU-VYSTUPU)

4.1 Uvod

Jak bylo zminéno jiz v kapitole 3.1 schopnost procesu minimalizovat rizika zpisobena
patogeny V surovindch, nemuize byt hodnocena jenom analyzou pfitomnosti nebo absence
indikatorovych organismu (bakterii, virii, plisni a hub nebo parazit) v konecném produktu.
Neptitomnost jednoho nebo vSech zminénych indikatori ve finalnim produktu miize byt
zpusobena nékolika divody. Nemusi byt pfitomny v suroviné nebo mohou byt piitomny
Vv suroving, ale v nizkém poctu (méné€ nez 5 log). Dalsim divodem je, Ze neexistuji dostate¢né
obohacujici postupy pro metody reizolace cilového indikatorového organismu ve vySetfované
matrici (zkoncentrovani, napt. bakterie) nebo neexistuje technicky mozna kvantitativni
izolace indikatorového organismu vzhledem k vlivu slozité matrice (napf. viry).

Proto je tfeba hodnoceni u¢innosti zalozit na jiné strategii. Jednim ze zptsobu je hodnoceni
ucinnosti hygienizace analyzou vstup — vystup. Moznost validace procesu analyzou vstupu-
vystupu uré¢itého indikatoru za realnych podminek zavisi na mikrobiologickych vlastnostech
zpracovavaného vstupniho materidlu. V pfipadé, Ze je proveditelnost metody vstup- vystup
limitovana redlnymi podminkami, je tfeba pouzit proces validace Sjednim nebo vice
reprezentativnimi testovacimi indikétorovymi organismy.

UPOZORNENI — ,,Odpady a vzorky kalu mohou obsahovat nebezpeéné a hotlavé latky.
Mohou obsahovat patogeny a podléhat biologické aktivité. Proto se doporucuje, aby se
s témito vzorky zachazelo se zvlastni péci. Plyny, které mohou byt produkovany mikrobialni
¢innosti jsou potencialné hotflavé a mohou zpusobit pretlak v uzavienych lahvich. Explodujici
lahve by pravdépodobné mohly zptisobit uvolnéni infekénich ¢astic z explodujiciho objektu
a/nebo uvolnéni patogennich aerosold. Pokud je to mozZné, je tieba se vyhnout pouZivani
sklenénych lahvi. Vzhledem k mikrobiologickému riziku spojenému s touto metodou by mély
byt dodrZzovany ptedpisy pro bezpecnou praci v mikrobiologické laboratofi.

POZNAMKA: Pokud je bakteridlni poet v neupravené uréené matrice (vstupni material) pod
10° KTJ/ml nebo g nebo pocet fagi pod 10° PFU/ml nebo g, nemize byt pouzita tato metoda.

4.2 Pfedmét a vymezeni pusobnosti

Tato ¢ast navodu popisuje postup s endogennimi vegetativnimi bakteriemi (Escherichia. coli,
Salmonella sentenberg, Enterococcus faecalis) pro validaci biotechnologickych, tepelnych
a chemickych procesti pro zpracovani vedlejSich ZivociSnych produktl, kalu z Eistiren
odpadnich vod a bioodpadl, ktery ma zabezpecCit hygienickou bezpecnost vystupl
z technologii zpracovavajicich urcené matrice (napf. hnojiv, digestatd, kompostd nebo
srovnatelnych produkti).

Metoda je vhodna pro stanoveni ucinnosti biotechnologickych, tepelnych a chemickych
procest zpracovani (CEN/TC 308 — doc. 525 (REVIZE Smérnice 86/278/EEC — 3rd Draft a
Natizeni (ES) No 208/2006) pro eliminaci patogenil v nezpracovaném substratu. Procesy
zpracovani jsou validovany na redukci logl0 na vybranych organismech piitomnych
V nezpracovaném substratu jako napf. Enterokoky, Escherichia coli a somatické kolifagy.
Enterokoky a E.coli mohou byt povazovany v ramci uréitych omezeni, za zastupce
nesporulujicich  bakteridlnich patogeni a patogennich virh s primérmou chemo-
a termorezistenci, zatimco somatické kolifagy mohou byt pouzity jako néahrada
termorezistentnich patogennich vird. Pokud neni jinak uréeno pravnim piedpisem, obvykle se
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uziva pro validaci aerobnich termofilnich procesti, jako je kompostovani a chemické procesy,
E. coli a Enterococcus faecalis, zatimco pro termofilni anaerobni procesy a tepelné procesy
jsou pfevazné validovany pouze enterokoky. Pokud je vyzadovana redukce termorezistentnich
vird provadi se stanovenim somatickych kolifagu.

4.3 Normativni odkazy

4.3.1 Definice
Pro tcely této evropské normy plati terminy a definice, které jsou uvedeny v kapitole 3.3.1.

4.3.2 Citované a souvisejici normativni predpisy
Jsou uvedeny v ¢asti 1, kapitole 1.3.

4.4 Symboly a zkratky
IR: stupen inaktivace

4.5 Princip valida¢niho procesu analyzou vstupu-vystupu
Postup pro validaci riiznych procesti pomoci analyzy vstupu-vystupu vyzaduje nasledujici
stupng¢:
1. Stanoveni minimalni doby zdrzeni procesu
2. Stanoveni po¢ate¢niho poctu vybranych endogennich organismi v nezpracované
matrici (vVstupni surovina nebo smés surovin)
3. Stanoveni pocatecniho poctu vybranych endogennich organismi ve zpracované
matrici
4. Vypocet stupné inaktivace

POZNAMKA: Pro stanoveni minimalni doby zdrzeni mtize byt pouzita jakakoli metoda,
pokud je validovana na ptisluSné matrici.

Validace analyzou vstupu - vystupu ma byt provedena dvakrat v oddélenych ¢asovych
usecich. Pokud je proces, ktery ma byt validovan, ovlivnén klimatickymi faktory, nejméné
jedna validace musi byt provedena v teplém a jedna v chladném ro¢nim obdobi.

4.6 Cinidla, zied’ovaci roztoky a kultivaéni média

K zajisténi reprodukovatelnych vysledki, se pfipravuji kultivaéni média a zifed’'ovaci roztoky
s pouzitim slozek standardni kvality a chemikalie zarufené analytick¢ kvality nebo
dehydratovanid média nebo kompletni média, ptipravend podle pokynli vyrobce. Piipravuji se
zZ destilované nebo demineralizované vody, ktera neobsahuje latky schopné inhibovat rist za
podminek zkousky [ISO 8199].

Potfebna Cinidla zted’'ovaci roztoky a kultivaéni média jsou uvedeny v jednotlivych kapitolach
pro stanoveni sledovanych indik4torovych organismi 2.1.5, 2.2.5, 2.3.5.

4.7 Pristroje
S vyjimkou komeréné dodévaného sterilniho skla, musi byt sklenéné nadobi a pomicky
sterilizovany podle pokynii danych v ISO 8199.

Obvyklé vybaveni mikrobiologické laboratofe a zejména piistroje uvedené v kapitole 3.7,
2.1.6,2.2.6a2.3.6.
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4.8 Stanoveni pocate¢niho po¢tu mikroorganismu v nezpracované matrici (vstup)

Pokud neni pravni pfedpisem stanoveno jinak, musi se odebrat 10 vzorkli ze vstupniho
materidlu (nezpracované¢ho substratu) a musi se stanovit pocet vybranych sledovanych
organismd, které se musi stanovit ptislusnou metodou ( 2.1, 2.2, 2.3).

POZNAMKA 9: Pted jakoukoli dal3i piipravou materialt a stanoveni minimalni doby zdrZzeni
musi byt stanoven pocatecni pocet cilovych mikrobialnich parametrii. Pokud je pocet bakterii
niz&i nez 10° KTJ/ml nebo g nebo podet fagh je niz§i nez 10° PFU/mI nebo g nelze tuto
metodu validace pouzit. V takovém piipadé musi byt provedeny metody pro validaci
ucinnosti hygienizace biotechnologickych, tepelnych a chemickych procesi metodou
vnesenych organismu (kapitola 4).

4.9 Stanoveni poc¢atecniho po¢tu mikroorganismii ve zpracované matrici (vystup)
Vzorky musi byt odebirany jak ve vstupu, tak ve vystupu s ohledem na stanovenou
hydraulickou dobu zdrZeni. Doba mezi odebranim vzorkl vstupu a odebranim vzorkd vystupu
by méla stejna jako je zjisténd hydraulickd doba zdrzeni. Pokud neni pravnim piedpisem
stanoveno jinak, musi se odebrat 10 vzorkl ze vstupniho a 10 z vystupniho materialu
(zpracované matrice). Vysledné pocty stanovovanych indikatorovych organismi se stanovi
metodami uvedenymi v Casti 1.

4.10 Stanoveni stupné inaktivace (IR)

Vypocita se hodnota medianu z vysledki stanovenych ve vzorcich vstupu (med I) a

z vysledkt vzorkl vystupu (med 0). Stupen inaktivace v procesu se vypocita podle nasledujici
rovnice:

log IR =log med | — log med 0 (4)

Pokud neni legislativou stanoveno jinak, log IR by mél byt 5 pro bakterialni parametry a 4
pro bakteriofagy. Pokud redukce po expozici nevyhovuje uvedenym pozadavkiim bude
proces povazovan za nedostatecny pro hygienizaci substratu.
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