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Shrnuti

Bylo provedeno rozsahlé testovani, kterého se zucastnilo dvacet laboratofi ze tfinacti
evropskych zemi. Zamérem testovani bylo ovéfit, zda je protokol pro porovnani dvou
mikrobiologickych metod vhodny pro svuj u¢el. Referenéni procedura ISO pro zjisténi
koliform( a E. coli ve vodé byla porovnavana s metodou Colilert 18/QuantiTray. Rozbor
dat byl proveden nezavisle a to Zadnou z ucastnicich se laboratofi.

ProSetfeni dat ukazalo, ze pouzivani ,konfirmacnich koeficientd” neboli ,podilu skutecné
pozitivnich vysledkd“ k porovnavani téchto dvou metod vykazuije jistou miru neurcitosti.
Data ziskana vynasobenim poctu suspektnich kolonii a konfirmacnich koeficientu
typickych pro danou laboratof nema dostatecné normalni rozdéleni (zalozené na
gaussovské statistice), aby umoznila parametricky test. Neparametrické testy nejsou
relevantni pfi porovnavani skuteénych priimérd. Musime tedy akceptovat statisticky
nedostacujici kompromis testovani souctl téchto 20 laboratofi.

Data ziskana v jedné laboratofi, kde byly potvrzovany vSechny kolonie u velkého poctu
vzorku, prokazala, ze pouzivani konfirmacnich koeficient vedlo k podhodnoceni
vytéznosti metody Colilert v porovnani s metodou ISO. Zatimco potvrzeni vSech izolatd v
této konkrétni laboratofi prokazalo, Zze metoda Colilert zachytila vyrazné vice vyskytl E.
coli nez metoda referencni, pouZziti konfirmaéniho koeficientu by vedlo k zavéru, Ze
referenéni metoda zjistila vyrazné vice vyskytl E. coli nez Colilert. Porovnavani odchylek
mezi jednotlivymi vzorky mize byt zavadéjici. Z dat vSak bylo zfejmé, Ze konfirmacni
stupen byl u metody Colilert ve vétsiné laboratofi vyrazné vy3si nez u metody referenéni a
vysledky metody Colilert bylo mozno pouzit bez potvrzovani. Konfirmacni stupen u
metody Colilert byl obecné podhodnocovan, protoze pro definici pfitomnosti koliform(
bylo pouzito zkvaSovani laktézy. Je zfejmé, ze mnoho koliform( nedokaze béhem 48
hodin laktézu zkvasit, ale dokaze rozstépit ONPG pomoci 3-D-galaktosidasy. Pokud by
definici pfitomnosti koliformu byla pfitomnost -D-galaktosidasy, potom by konfirmacni
stupen byl u metody Colilert vySSi.

Bylo provedeno porovnani relativnich odchylek souctl organismu zjisténych kazdou
laboratofi a priimérné relativni odchylky. Toto porovnani prokazuje, ze metoda Colilert
zachytila vyrazné vice koliform0 nez metoda ISO a Ze pfi zjiStovani pfitomnosti E. coli
nebyl zadny zfetelny rozdil mezi metodou Colilert a metodou ISO. Aby se zjistilo, zda je
bakterie E. coli, byly v péti laboratofich provadény dalsi testy. Tyto testy zahrnovaly
potvrzovani vSech kolonii ziskanych z malého poctu vzorku; nasledny statisticky rozbor
vysledku prokazal, Ze metoda Colilert byla v nékterych laboratofich vyrazné lepSi nez
referenéni metoda ISO a ve zbyvajicich laboratofich byla stejné dobra. Dochazime k
zavéru, ze metoda Colilert je vhodnym alternativnim postupem pfi zjiStovani E. coli a
koliformU ve vodé.

Byl vyvinut protokol, u kterého bylo prokazano, ze je vhodny pro porovnavani dvou
mikrobiologickych metod. Principem tohoto protokolu je, Ze by mélo byt zapojeno
pomérné malo laboratofi (navrhovano je pét) z riznych geografickych mist a s riznymi
typy vody. Vzorky by nemély byt ,pitnou vodou®, ale mélo by jit o pitnou vodu znecisténou
vodou odpadni, ktera je potom chlorovana, nebo o pitnou vodu nao¢kovanou vodou fi¢ni
v zavislosti na tom, zda tato laboratof normalné provadi rozbory chlorované nebo
nechlorované pitné vody. Timto zpusobem se Ize vyhnout nutnosti pouzit velmi vysoky
pocet vzorkl. | kdyZ neni zapotfebi velky pocet vzorku, je dllezité, aby bylo ziskano



velké mnozstvi potvrzenych dat, a z tohoto divodu jsou upfednosthiovany vzorky s
pomérné nizkym poctem cilovych organismu, takzZe Ize potvrdit vSechny izolaty.

Uvod

Mikrobiologicka kvalita pitné vody je zajiStovana prostfednictvim programu Castych
rozboru vzork( vody, ktera opousti Cisticky, vody v rozvodné soustavé a u kohoutkt
zakaznikl. Tyto Casté rozbory zjiStujici indikatorové organismy, koliformy, bakterii
Escherichia coli, fekalni streptokoky a bakterii Clostridium perfringens jsou pfedepsany ve
smérnici Evropské unie pro pitnou vodu (EUDWD) a budou v ¢lenskych statech zahrnuty
do mistnich zakond. Smérnice EUDWD urc€uje metodu, ktera ma byt pouzivana ke
zjiStovani koliformG a E.coli a ktera zahrnuje membranovou filtraci a inkubaci na
agarovém meédiu tergitol-TTC. Ackoliv neni pro ¢lenské staty povinné, aby pouzivaly tuto
metodu, je zde povinnost prokazat, ze jakakoliv alternativhi metoda, ktera ma byt
pouzivana, ma podobnou vytéznost.

Pfesna podstata této podobnosti neni ur€ena, stejné jako neni urena metodologie, ktera
ma byt pouzita pfi porovnavani téchto metod. V &lanku 7, Casti 5b tato evropska
smérnice konkrétné uvadi, ,Metody odliSné od téch, které jsou uvedeny v dodatku I,
Casti 1, Ize pouZivat za pfedpokladu, Ze je mozné prokazat, Zze ziskané vysledky jsou
pfinejmensim stejné spolehlivé jako ty, které byly ziskany uvedenymi metodami. Clenské
staty, které vyuzivaji alternativni metody poskytnou Komisi vSechny pfislusné informace
tykajici se takovychto metod a jejich ekvivalentnosti.”

Obecné se uznava, Ze alternativni metody by mély mit vytéZnost, ktera je ekvivalentni
nebo vysSi. V této souvislosti je tfeba urcit vyznam vyrazu ,ekvivalentni nebo vyssi“.
Metoda je obvykle povazovana za ,ekvivalentni“, pokud neni (potvrzend) zachytnost
cilovych organismu vyrazné nizsi nez u metody referenéni. Vyraz ,vyrazné nizSi“ vSak
také vyZaduje definici. ,Ekvivalentnost” mize zahrnovat také dalSi faktory kromé citlivosti
metody. PFi porovnavani dvou metod se Casto stane, Ze Ize vzit v ivahu také prakticnost
testl. Napfriklad test, jehoz provedeni trva jeden den a ktery ma podobnou citlivost jako
jiny test, jehoz provedeni trva tfi dny, Ize povazovat za ,lepSi“ nebo pfinejmensim
vhodné;jsi.

Za ucelem odzkouseni a vyvinuti protokolu pro porovnavani kvantitativnich metod pro
mikrobiologické kultury byl vybudovan velky tym laboratofi ze tfinacti evropskych zemi
(PFiloha 1). Byl vyvinut podrobny protokol k provadéni porovnani mezi evropskou
referenéni metodou a metodou Colilert 18/QuantiTray (Colilert), ktery odsouhlasili vSichni
ucastnici (Priloha 2). Byly také zavedeny procedury na kontrolovani kvality. Jako
metoda, ktera ma byt porovnana, byl vybran Colilert, protoZe jej Ize snadno pouzit, jeho
provedeni je rychlé, vyzaduje minimum Skoleni a umozriuje, aby mikrobiologické testy
provadéla Siroka skupina laboratorniho personalu.



Testovani

Pocatec€ni testovani

Pocatecni testy byly provadény v pribéhu nékolika mésict na sklonku roku 1999.
Jednotlivé laboratofe pouzivaly ty typy vody, které by vySetfovaly normalné béhem svého
rutinniho provozu. Proto ty laboratofe, které rutinné vysSetfuji nechlorovanou vodu, pfi
porovnavani pouzily tento typ vody, zatimco ty, které typicky vySetiuji vodu chlorovanou,
pouzily — povétsinou — dezinfikovanou odpadni vodu za pouziti postupu vyvinutého
spole¢nosti Thames Water a nasledné pozménéného sluzbou Public Health Laboratory
Service ve Velké Britanii. Pfed zahajenim porovnavani se konalo Skoleni, kde byl
personal, ktery potom testy skutec¢né provadél, Skolen, jak ma oba testy provadét a tam,
kde to bylo nutné, jak ma pfipravit dezinfikovanou odpadni vodu. Navic Skoleny personal
navs$tévoval jednotlivé laboratofe, kde proSel dalSim Skolenim a ziskal informace tam, kde
to bylo tfeba.

Kazda laboratof provedla potvrzeni u malého mnozstvi vysledkd, jak je popsano v Priloze
2, a také zaslala jednotlivé kmeny mikroorganismU do Ustfedni laboratofe za ucelem
nezavislého potvrzeni. Jedna laborator provedla potvrzeni vSech vzork(, kde vysledek u
jednoho z téchto dvou testd byl deset nebo méné organismd na 100 ml vody. VSechno
toto potvrzovani izolatli z riznych laboratofi bylo provadéno s cilem urcit ,podil skutec¢né
pozitivnich vysledkd“ u kazdého testu v kazdé laboratofi.

Druha faze testovani

Druha faze testovani, kdy byla rozborem vzork( zjiStovana pouze bakterie E.coli,
probihala béhem €ervna a Cervence roku 2000. Tato ¢ast testovani probihala v péti
laboratofich a vSechny izolaty (bud kolonie na membranach nebo pozitivni testovaci
prohlubné u metody Colilert) byly potvrzovany. Rozbor vSech vzorkd byl provadén
stejnym personalem, ktery navstivil danou laboratof, aby tuto praci provedI.

Vysledky byly shromazdény v jedné laboratofi a nasledné nezavisle analyzovany
profesorem Seppem Niemelem.



Vysledky
Podatecni testovani

Tabulka €. 1 uvadi pocet pouzitelnych datovych bodl z kazdé laboratofe. Vzorky, u
kterych obé& metody davaly negativni vysledek (0/0), byly odstranény, stejné jako vSechny
vzorky, kde byly vysledky nahladeny jako ,vice nez* nebo ,pfili§ Cetné pro spocitani®.

Tabulka €. 1. Pocet vzork(, které jsou k dispozici pro porovnani metod.

Laboratof = Podet vzork( u Pocet vzorkd u
celkového poctu bakterie
koliformu Escherichia coli

1 218 170

2 633 625

3 110 64

4 30 31

5 44 50

6 60 63

7 76 35

8 38 31

9 61 63

10 29 44

11 24 12

12 45 38

13 153 150

14 138 133

15 38 29

16 52 59

17 200 173

18 132 125

19 727 790

20 50 50

Celkem 2921 2672

Mnozstvi informaci pro porovnani obou metod je pfimo umérné poctu pozorovanych
kolonii.



Tabulka €. 2. Pocet pozorovanych suspektnich kolonii (a odpovidajici poCty podle
metody Colilert). (TC — celkovy pocet koliform(, EC — Escherichia coli)

Laboratof | Suspektni Suspektni Suspektni Suspektni
Colilert TC Tergitol TC  Colilert EC Tergitol EC

1 8378 6982 230 475

2 23220 13637 3728 6291

3 1310 1084 108 511

4 1147 378 316 331

5 1753 1524 588 889

6 1383 1471 449 940

7 2323 1333 141 483

8 1525 1047 512 477

9 1715 2624 655 1018

10 183 245 715 186

11 443 259 24 44

12 1447 611 182 265

13 5068 5137 542 762

14 2940 1376 373 622

15 1011 209 266 270

16 3337 571 1518 1349

17 4328 4235 602 1256

18 2509 1609 468 1257

19 13838 13592 2531 4888

20 909 974 211 786
Celkem: 78770 58898 14160 23100

Mnozstvi informaci, kterymi pfispéla kazda laboratof, se znacné lisi.

Mnozstvi informaci, které je k dispozici pro porovnani metod urlujicich celkovy pocet
koliformu, je témér Ctyfikrat vy$Si nez mnozstvi informaci, které je k dispozici pro
porovnani metod uréujicich E.coli. Tento rozdil se jesté zvysSi poté, kdyz jsou pouZity

konfirmacni koeficienty (viz tabulky €. 6 a 8).

Za ucelem uréeni konfirmacnich koeficientl izolovala kazda laborator fadu kultur k
potvrzeni. Spolehlivost koeficientu souvisi s poctem testovanych kultur.



Tabulka €. 3. Pocet kultur testovanych v kazdé laboratofi za ucelem urceni
pramérného konfirmacniho koeficientu pro kazdou z téchto &ty metod.
Koeficienty samy jsou uvedeny v tabulce €. 4.

Laboratof | Colilert TC Tergitol Colilert EC | Tergitol EC
TC

1 148 109 97 125

2 356 310 323 308

3 99 109 57 60

4 52 22 22 25

5 50 50 50 50

6 28 30 28 28

7 51 46 29 41

8 39 133 41 129

9 20 18 18 19

10 38 32 12 24

11 30 28 7 14

12 34 34 24 31

13 113 107 114 118

14 101 96 68 82

15 89 52 48 48

16 70 55 58 59

17 100 55 100 42

18 26 27 25 27

19 1894 2265 1766 3806

20 25 25 25 25
Celkem: 3363 3603 2912 5061

Pocet kultur, které izolovala kazda z laboratofi, se velice liSily a malé pocty vedou
k nepfesnym koeficientim, coz zvySuje nahodné rozdily mezi laboratofemi.

Pro kazdou laboratof byly vypocitany ,konfirmacni koeficienty (podil izolatu, které byly
zjistény kazdou z metod a u kterych nasledné potvrzujici testy prokazaly, ze jde o cilové
organismy), které jsou uvedeny v tabulce ¢. 4.



Tabulka ¢. 4. Tabulka konfirmacénich koeficientu.

Laboratof Colilert TC Tergitol Colilert EC | Tergitol EC
TC
1 0,53 0,21 0,56 0,18
2 0,77 0,48 0,86 0,59
3 0,91 0,83 0,93 0,78
4 0,90 0,82 0,91 0,64
5 0,90 0,86 0,92 0,70
6 1,00 1,00 0,96 1,00
7 0,75 0,74 0,90 0,46
8 0,95 0,90 0,88 0,76
9 0,75 0,67 0,83 0,63
10 1,00 0,66 0,92 0,46
11 0,90 0,93 1,00 0,50
12 0,62 0,91 0,92 0,94
13 0,88 0,65 0,97 0,85
14 0,83 0,77 0,75 0,30
15 0,57 0,60 1,00 0,56
16 0,60 0,82 0,97 0,83
17 0,91 0,67 0,97 0,26
18 0,92 0,96 0,88 0,41
19 0,97 0,74 0,99 0,42
20 1,00 0,92 1,00 0,44

Je zfejmé, Ze existuji vyznamné rozdily mezi konfirmacnimi koeficienty ziskanymi

v rznych laboratofich a mezi metodami. Rozsahy, primérné hodnoty, standardni
odchylky a standardni chyby primérné hodnoty konfirmacénich koeficientd jsou uvedeny v
tabulce €. 5.



Tabulka €. 5. Rozsah, prumérna hodnota, standardni odchylky a standardni chyba
primeérné hodnoty u vSech zucastnénych laboratofi.

Metoda Rozsah Primérna Standardni = Standardni
konfirmaénich | hodnota odchylka chyba
koeficientd konfirmacéniho pramérné

koeficientu hodnoty

Colilert — 0,53-1,0 0,83 0,15 0,034

koliformy

celkem

Tergitol — 0,21-1,0 0,76 0,19 0,043

koliformy

celkem

Colilert — 0,56-1,0 0,91 0,10 0,022

E.coli

Tergitol — 0,18-1,0 0,59 0,23 0,051

E.coli

Priimérné hodnoty byly vypocitany jednoduchym sectenim konfirmacénich koeficientl z
kazdé laboratofe a vydélenim 20 (pocet laboratofi, které predlozily konfirmacni data). Ve
vétsiné pfipadu vykazoval Colilert vys$Si konfirmacni koeficienty jak u koliform(, tak u
E.coli.

Bylo vSak patrné, Ze v nékterych laboratofich byl konfirmacni koeficient u koliform{ o
néco niz8i u metody Colilert nez u metody referencni. Tento jev byl v jedné laboratofi
zkouman a bylo ukazano, Ze jde o dusledek pfitomnosti koliform0, které nebyly schopné
zkvasit laktozu, ale byly ONPG-pozitivni. Tyto organismy jsou koliformni, ale postup
pouzivany pfi testovani by jejich pfitomnost nepotvrdil, protoZe konfirmace byla zaloZena
na zkvaSovani laktozy. Tyto ,pfirodni koliformy tvofi v nékterych vodach podstatnou ¢ast
pfirodni fléry a bylo prokazano, Ze jsou v jinych zemich bézné (Fricker et al., 1997).

V mnoha laboratofich byl proto konfirmacni koeficient u metody Colilert pravdépodobné
podhodnocen.

Tabulka €. 6 uvadi porovnani metody Colilert s referenéni metodou u celkového poctu
koliform( zaloZzeného na potvrzenych poctech a jejich relativnich odchylkach.



Tabulka €. 6. Porovnani metod Colilert a Tergitol u celkového poctu koliformi pomoci
potvrzenych pocta a jejich relativnich odchylek.

Laboratof =~ Soucet potvrzenych Soucet Relativni
celkovych pocta potvrzenych odchylka
koliform( podle celkovych poctu souctl v %
metody koliformd podle
Colilert metody Tergitol

1 4444 1466 100,7

2 17880 6545 92,8

3 1192 899 28,0

4 1032 310 107,6

5 1577 1310 18,5

6 1383 1471 -6,2

7 1742 986 55,4

8 1448 942 42,4

9 1286 1758 -31,0

10 182 161 12,3

11 398 240 49,4

12 897 556 47,0

13 4459 3339 28,7

14 2440 1059 78,9

15 576 125 128,5

16 2002 615 105,9

17 3938 2837 32,5

18 2308 1544 39,6

19 13475 10072 28,9

20 908 896 1,4

Soucet 63570 37140

celkem:

Primérna 3178 1857 48,06

hodnota

Tam, kde jsou hodnoty uvedeny jako minus (-), to znamena, ze médium tergitol-
TTC zachytilo vice koliforma nez Colilert.

Prosty primér procentnich odchylek mezi soucty z téchto 20 laboratofi byl 48,06 % a
nahodou je v blizkosti skutecnych relativnich odchylek zaloZzenych na celkovych souétech
nebo na praméru potvrzenych pocta:

Relativni odchylka = 200(63570-37140)/(63570+37140)= 52,49 % (vypocitany

z celkového souctu) nebo

Relativni odchylka = 200(3178.5-1857,0)/(3178,5+1857,0)= 52,49 % (vypocitany z
priimérné hodnoty)

Rozsah proménlivosti mezi jednotlivymi laboratofemi je tak velky (od nékolika procent
zapornym smérem az po vice nez 100 procent smérem kladnym), Zze nahodné& mohla
nastat daleko vétsi odchylka. Hlavnimi divody téchto velkych odchylek jsou neurcitost
konfirmacnich koeficientd, disledky shlukovani kolonii v nékterych vzorcich a nahodna
proménlivost v dusledku statistiky rozloZeni ¢astic.

Odchylka v fadu 50 % se zda redlna a vyznamna. Neexistuje Zadny legitimni statisticky
test pro porovnani odchylek mezi celkovymi soucty (nebo ostatné i primérnymi
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hodnotami), na hodnoty v poslednim sloupci Ize vSak aplikovat jednovzorkovy t-test za
predpokladu, Ze data maji normalni rozdéleni (viz tabulka €. 7). ,Normalni“ rozdéleni
oznacuje gaussovské normalni rozdéleni.

Pokud by se prokazalo, Ze priimérna relativni odchylka je statisticky vyznamna (tj.
vyznamné odliSny od nuly), znamenal by tento vysledek, ze metoda Colilert dava vyrazné
vysSi celkovy pocet koliformu nez Tergitol.

Vysledky pouziti jednovzorkového t-testu na 20 hodnot z posledniho sloupce tabulky ¢. 6
jsou uvedeny v tabulce €. 7.

Tabulka €. 7. Vysledky t-testt u relativni odchylky souctu koliform( zaznamenanych
ve dvaceti laboratofich

Parametr Relativni odchylka souctd v %
Primérna hodnota 48,06
Standardni chyba 9,48

primérné hodnoty

t-hodnota 5,07
Pravdépodobnost (s 0,0001

19d.f.)

95% interval 28,2
spolehlivosti, dolni mez

95% interval 67,9
spolehlivosti, horni

mez

Wilk-Shapiro 0,968 (dobra)
(normalnost rozlozeni)

Pozorované relativni odchylky umoznily pouzit t-test, protoze data se jevila dostate¢né
normailné rozdélena. Kromeé t-hodnoty a jeji pravdépodobnosti je nejdilezitéjSim
-parametrem" dolni mez 95% intervalu spolehlivosti. Interval spolehlivosti neobsahuje
hodnotu -10 %, ktera bude pravdépodobné pfijata jako rozhodujici mez v dokumentu ISO,
ktery popisuje, jak porovnavat mikrobiologické metody. Hodnota 10 % je dllezita,
protoze je pravdépodobné, ze v tomto dokumentu ISO bude uvedeno, Zze metodu Ize
povazovat za ekvivalentni s referenéni metodou, pokud dava vysledky, které nejsou o
vice nez 10 % niz8i. To znamena, Ze tato data jsou dostacujici k tomu, aby prokazala, Zze
testovana metoda je stejna nebo lepSi nez metoda referenéni.

Tabulka €. 8 uvadi porovnani metody Colilert s referenéni metodou pro E.coli na zakladé
potvrzenych poctu a jejich relativnich odchylek zalozenych na souétech z laboratofi.
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Tabulka €. 8. Porovnani metod Colilert a Tergitol u E. coli pomoci potvrzenych
pocCta a jejich relativnich odchylek.

Laboratof Potvrzeny soulet pro  Potvrzeny soulet pro = Relativni odchylka
metodu Colilert metodu Tergitol souctd v %
1 129 85 40,6
2 3206 3711 -14,6
3 100 398 -119,3
4 287 211 30,3
5 541 622 -14,0
6 431 940 -74,2
7 126 222 -54,6
8 450 362 21,7
9 544 641 -16,4
10 657 85 154,0
11 24 22 8,7
12 167 249 -39,2
13 525 647 -20,9
14 279 192 36,7
15 266 151 55,0
16 1472 1119 27,2
17 583 326 56,5
18 411 522 -23,7
19 2509 2010 22,09
20 210 345 -48,7
Soucet 12930 12870
celkem:
Stredni 646,3 643,5 1,36
hodnota

Skuteéna relativni odchylka zalozena na celkovych souctech:

Relativni odchylku Ize vypocitat pomoci obecného vzorce 200 (A-B/A+B).

Relativni odchylka tudiz je 200(12930-12870)/(12930+12870)= 0,47 %

Skute€nou odchylku nelze statisticky testovat, protoze celkové soucty ani primérné
hodnoty nepfedstavuji autentické vzorky z Poissonova rozdéleni. Prosty priimér relativni
odchylky zalozeny na téchto souctech je blizko skute¢né hodnoté. Toto Cislo Ize
statisticky testovat za pfedpokladu, Ze se data neodchyluji od normalniho rozdéleni.

Vysledky aplikace jednovzorkového t-testu na 20 hodnot z posledniho sloupce tabulky 8
jsou uvedeny v tabulce &. 9.
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Tabulka €. 9. Vysledky jednovzorkového t-testu z tabulky &. 8

Parametr Relativni odchylka souctd v %
Prdmérna hodnota 1,36

Standardni chyba 12,97

priimérné hodnoty

t-hodnota 0,10
Pravdépodobnost 0,9176

95% interval -25,8
spolehlivosti, dolni mez

95% interval 28,5

spolehlivosti, horni

mez

Wilk-Shapiro 0,941 (dostacdujici)
(normalnost rozlozeni)

Nulova hypotéza, ze mezi t€mito metodami neni Zzadny rozdil, nebyla vyvracena. To
znamena, ze by obé metody mély byt povazovany za ekvivalentni, pokud dalSi data
neprokazi opak. Data maji dostatecné& normalni rozdéleni, aby byl tento test pfipustny.

V dasledku velmi vysokych vykyvl mezi laboratofemi je primérna hodnota velmi neurcita
a jeji standardni chyba zlstava vysoka. Interval spolehlivost obsahuje hodnotu -10 %.
To znamena, Ze ke konecnému zjisténi skutecnosti, zda mez -10 % neni v 95% intervalu
spolehlivosti obsazena, je zapotiebi vice dat nebo data o vysSi kvalité.

Idealni situace, kdy je t-test zaloZzen na vSech 2 671 stupnich volnosti ziskanych u paru
vzorku (viz tabulka €. 1), neni realizovana.

Po dokonceni druhé faze studie, béhem které byly vSechny izolaty potvrzovany, se
vyjasnilo, Ze bude lepsi pouzit alternativni metodu statistického rozboru. Data byla proto
znovu pfezkoumana pomoci stejného statistického pfistupu, ktery byl pouzit ve druhé fazi,
a to jak u koliform(, tak u E.coli. Data byla ,upravena“ tak, Zze byly vypustény nasledujici
pfipady (vzorky):

1. vS8echny pfipady (vzorky), kde byl po€et podle metody Colilert nebo Tergitol nulovy

2. pocet podle metody Colilert vy§Si nez 201 (jde o bezpec€nostni opatieni, protoze
takto vysoké pocty nejsou u metody Colilert 18 mozné, pokud neni pouzito fedéni
vzork(l. Existuji pochyby o tom, zda byla tato skute¢nost brana v tvahu u
privodnich vysledkl podle metody Tergitol. To se tyka pouze 20 celkovych poctl
koliform0 a netyka se to zadnych pfipadu fekalnich koliforma.)

3. pripady, kde je pocet podle metody Tergitol vysSi nez 200.

Vyhodnoceni je zaloZeno na rozhodovacich pravidlech pfevzatych z dokumentu ISO.
Slova ,lepsi“ a ,horSi“ obsahuji hodnotové posouzeni, které je SirSi nez jen pouhé
kvantitativni porovnani, a nejsou pouzivana. Nasledujici vyhodnoceni obsahuje pouze
kvantitativni porovnani pramérnych odchylek mezi potvrzenymi poéty. Vyhodnoceni

obsahuje Ctyfi alternativy:

1. ,vySSi“ se pouziva, pokud je primeérna relativni odchylka kladna (pocty podle
metody Colilert vy33i) a tato odchylka je statisticky vyznamna. Statisticka
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vyznamnost je zjiStovana na zakladé pozorovani, Ze dolni mez 95% intervalu
spolehlivosti je vySSi nez nula.

2. ,niz8i“ se pouziva, pokud je primérna relativni odchylka zaporna (pocty podle
metody Colilert niz8i) a horni mez 95% intervalu spolehlivosti je méné nez nula
(zaporna).

3. ,bezrozdilu“ se pouziva, pokud interval spolehlivosti obsahuje nulu, ale dolni mez
95% intervalu spolehlivosti je vysSi nez -10 %.

4. ,vice dat” je pozadovano, pokud 95 % interval spolehlivosti obsahuje jak 0 % tak

-10 % (dolni mez 95 % intervalu spolehlivosti niz8i nez -10 %).

Nasledujici text popisuje dlvody pro pouziti konkrétniho statistického pfistupu, ktery byl
pouzit, a tento pfistup samotny. Statistické vyhodnoceni relativni vytéznosti metody
pomoci rozhodovacich pravidel podrobné uvedenych vySe bylo zaloZzeno na primérné
relativni odchylce a jeji 95% intervalu spolehlivosti.

Vazeny prameér relativni odchylky (relativni odchylka primérnych hodnot) je povazovan
za nejlepsi miru relativni vytéznosti dvou metod. Je definovan jako aritmeticky rozdil mezi
primérnymi pocty podle téchto dvou metod vydéleny jejich primérnou hodnotou. Lze jej
vypocitat dvéma ekvivalentnimi zpUlsoby, z nichz ten, ktery je zaloZzen na souctech, je
méné postizen zaokrouhlovacimi chybami.

Véazeny primér relativni odchylky (W) vypogitany z pramé&rnych hodnot poétd podle metod
AaB

- a-b 2(a-b)
W = — — = p— —
1 (a+b)/2 a+b
Stejna veli€ina vypocitana ze souctld n pozorovani
— 2(Za;-Zb;)
w = &mTaty
2 (Za;+Xbh;)

Tento odhad, ktery je u kazdé metody zalozen na jediném Cisle (souctu nebo primérné
hodnoté&), nema empirickou standardni odchylku. Jeho standardni odchylku Ize pouze
odhadnout takzvanym odhadem typu B (ISO 1995). Protoze v dobé vypracovani této
zpravy chybél odhad typu B, byla jako pfiblizeni pouzita empiricka standardni odchylka
prosté relativni primérné hodnoty (u ). Prosta primérna hodnota je aritmeticky pramér
n jednotlivych relativnich primérnych hodnot

- I 2(ai-bi) ZZ": d;
u = — -
3 ni= (ai+b:) ni= a;tb;

ai= potvrzeny pocet podle metody A v i-tém vzorku
bi= potvrzeny pocet podle metody B v i-tém vzorku
di= ai-bi

Predpokladalo se, Ze standardni odchylka vazeného priméru (w ) je dostatecné presné
aproximovana standardni odchylkou prostého priméru (u ) vzorku. Proto
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95% interval spolehlivosti byl vypocitan z

5 95%C. 1. = il‘(n_usa

Nalezeni potfebnych hodnot t-rozdéleni u nékdy velmi vysokych pocta stupnud volnosti (n-
1) maze byt obtizné. Pfi vypoctu 95% intervalu spolehlivosti prostého primeéru byl pouzit
standardni statisticky software. Protoze prosty a vazeny priimér se budou
pravdépodobné lisit, nebylo mozné pouzit pfimo 95% interval spolehlivosti. Tento
problém byl pfekonan vypoé&tenim poloSitky (horni mez 95% intervalu spolehlivosti — dolni
mez 95% intervalu spolehlivosti)/2 intervalu spolehlivosti a jeho vystfedovanim okolo
vazeného praméru.

Tabulka €. 10. Vysledky pro E.coli podle po¢ate¢niho testovani.
Laboratof N Relativni PoloSifrka Dolni mez Horni Vyhodnoceni
odchylka 95% 95% mez

vazeného intervalu intervalu '95%
praméru spolehliv spolehliv intervalu

vV % osti osti spolehliv
osti
1 85 56,3 14,3 42,0 70,6 vySSi
2 482 -14,3 5,8 -20,1 -8,4 nizsi
3 28 -88,4 23,4 -111,8 -65,0 nizsi
4 13 19,2 49,2 -30,0 68,3 vice vzorku
5 50 -14,0 17,7 -31,7 3,7 vice vzorku
6 56 -69,9 11,5 -81,4 -58,4 nizsi
7 20 -30,6 29,8 -60,5 -0,8 nizsi
8 29 24,0 29,5 -5,5 53,5 bez rozdilu
9, 50 94 18,9 -28,4 9,5 vice vzorku
10 25 146,2 30,2 116,0 176,5 vySSi
11 8 20,7 45,1 -24.4 65,8 vice vzorku
12 28 -37,9 24,9 -68,8 -13,1 nizsi
13 131 -18,9 12,0 -31,0 -6,9 nizsi
14 85 58,7 15,9 42,8 74,7 vysSSi
15 23 57,1 31,2 25,9 88,3 vySSi
16 53 27,7 18,4 9,2 46,1 vySSi
17 134 63,1 11,9 51,2 75,1 vysSSi
18 113 -17,4 12,7 -30,1 -4,7 nizsi
19 51 55,8 8,9 47,0 64,7 vySSi
20 46 -41,1 18,4 -59,5 -22.7 nizsi
Celkem 1510 2,2 3,9 -1,7 6,1 bez rozdilu
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Tabulka €. 11. Vysledky z pocate¢niho testovani — celkovy pocet koliformd. V uvahu jsou
brany pocty az do hodnoty 200 podle metody Tergitol.

Laborator N

1 216
2 590
3 84
4 16
5 44
6 60
7 66
8 37
9 59
10 15
11 22
12 45
13 153
14 133
15 27
16 47
17 199
18 126
19 472
20 50

Celkem 2461

Druha faze

Relativni
odchylka
vazeného
praméru

v %

100,9
90,0
21,9
57,2
18,5
-6,2
54,5
41,9
-30,5
17,4
35,5
23,5
28,7
79,8
124,1
101,3
32,4
40,7
32,3
1,4
52,0

Polosirka Dolni mez Horni

95%
intervalu
spolehliv
osti

7,9
6,9
11,9
53,7
19,9
14,9
25,4
19,3
11,2
48,3
28,5
21,4
9,2
10,2
22,0
18,7
9,2
9,9
4,2
18,1
2,8

95%
intervalu
spolehliv
osti

93,0
83,0
10,0
3,5
-1,4
-21,0
29,1
22,7
-41,7
-30,6
7,0
21
19,6
69,7
102,1
82,6
23,2
30,9
28,1
-16,7
49,2

mez
95%
intervalu
spolehliv
osti
108,8
96,9

33,9
110,9
38,4

8,7

79,8

81,2
-19,3
65,9

63,9

449

37,9

90,0
146,0
119,9
41,5

50,6

36,6

19,5

54,8

Vyhodnoce
ni

vySSi

vysSi

vysSi

vySSi

bez rozdilu
vice vzorku
vySSi

vysSi

nizsi

vice vzorku
vysSi

vysSi

vySSi

vysSi

vysSi

vySSi

vysSi

vysSi

vySSi

vice vzorku
vysSi

Ve druhé fazi testovani zjistovalo pét laboratofi ve vzorcich pouze bakterii E.coli a
vSechny izolaty byly potvrzovany. Vysledky téchto rozbord jsou uvedeny v tabulce ¢. 12.
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Tabulka €. 12. Vysledky studii E.coli béhem druhé faze.

Laboratof | Tergitol EC | Tergitol Colilert Colilert Konfirmaéni Konfirmaéni

suspektni EC suspektni potvrzeny | stuperi stupen TTC
potvrzeny Colilert

2 384 327 475 472 99 % 85 %

5 805 596 593 580 98 % 74 %

12 521 448 515 502 97 % 86 %

14 516 450 512 496 97 % 87 %

17 221 187 518 451 87 % 85 %

Celkem 2447 2008 2613 2501 96 % 82 %

Ackoliv v laboratofi Cislo 17 bylo zjisténo, ze konfirmaéni stupert u metody Colilert byl
pouze 87 %, bylo to v disledku neobvykle vysokého podilu bakterie E.coli (jak bylo
potvrzeno dalSimi fenotypovymi testy), které nejsou schopny rast pfi 44°C. Tudiz zatimco
metoda Colilert pfesné urcila tyto organismy jako E.coli, konfirmacni postupy pouzivané
referenéni metodou je nespravné klasifikovaly jako bakterie odliSné od E.coli.

Vysledky jsou uvedeny ve formé tabulky zaloZené na potvrzenych poctech (tabulka €. 13).
Relativni odchylka v procentech je vazeny primeér relativnich odchylek. Primérnou
relativni odchylku Ize ziskat vypoc&tenim této hodnoty z primérné hodnoty (nebo souctud)
potvrzenych pocta v posloupnosti vzorkd. Tuto veliinu Ize oznadit za vazeny pramér.

Polosifka 95% intervalu spolehlivosti je zalozena na hodnotach prosté relativni odchylky
v procentech. Po odecteni od primérné relativni odchylky v procentech udava poloSirka
95% intervalu spolehlivosti dolni mez 95% intervalu spolehlivosti. 95% interval
spolehlivosti je zaloZzen na standardni odchylce a poétu vzork(i. Reseni tudiz spogiva

v tom, Ze 95% interval spolehlivosti primérné hodnoty je zalozen na prostych poétech,
ale odhad je vystfedovan okolo vazeného praméru relativni odchylky. Je tudiz nezbytné
vypocitat poloSitku 95% intervalu spolehlivosti.

Odhad standardni odchylky (SD) vazeného priméru nelze vypoditat, zatimco standardni
odchylku prostého prameéru Ize ziskat standardnimi statistickymi postupy z posloupnosti
jednotlivych hodnot relativni odchylky.

Vyhodnoceni vyznamnosti této odchylky je zaloZzeno na principech rozpracovanych v ISO.
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Tabulka €. 13. Relativni odchylky v procentech (RD %) a 95% intervaly spolehlivosti pro
E.coli. Kompletni data v€etné nulovych poctd. Rozbory byly provedeny
jednotlivé pro kazdy soubor dat a hromadné (Celkem) s a bez

(Mezisoucet)
vysledkl z laboratore €. 19, které byly ziskany b&éhem pocateéniho
testovani.
Datovy N RD % Polosirka Dolni mez  Vyhodnoceni
soubor 95% 95%
intervalu intervalu
spolehlivos spolehlivos
ti ti
2 75 36,1 22,2 13,9 Colilert vyssi
5 49 -2,7 10,9 -13,6 Vice vzorku
12 60 11,4 17,0 -5,6 Bez rozdilu
14 30 9,7 16,6 -6,9 Bez rozdilu
17 45 82,8 20,5 62,3 Colilert vyssi
Mezisoué¢ 259 21,8 9,5 12,3 Colilert vyssi
et
19 545 10,1 9,5 0,6 Colilert vyssi
Celkem 804 16,8 7,2 9,6 Colilert vyssi

Jak se lisily konfirmacéni koeficienty (neboli podil skuteéné pozitivnich vysledkii)
mezi laboratofemi?

Konfirmacni koeficienty byly u metody Colilert obecné vysSi nez u referencni metody jak u
koliformd, tak u E.coli a tento rozdil byl v mnoha pfipadech statisticky vyznamny (p<0,05).
To znamena, Ze suspektni data ziskana pomoci metody Colilert byla pfesnéjsi nez data
ziskana pomoci metody referencni. V mnoha pfipadech mohla byt ostatné suspekitni
data podle metody Colilert pouzita vlastné jako data potvrzena. Nékteré laboratore
vykazovaly nizké konfirmacni koeficienty u koliformu pfi pouziti metody Colilert, zda se
vSak, ze tomu tak bylo pfevazné diky pfitomnosti koliform, které nezkvasu;ji laktézu.

Jde o dulezity rozdil, protoze to znamena, ze data ziskana béhem 24 hodin od pfevzeti
vzorku Ize pouzit jako podklad pro rozhodnuti v otazkach hygieny nebo v otazkach
provoznich. U E.coli byl béhem poc&ate€niho testovani pomoci metody Colilert
konfirmacni koeficient vy3Si neZ u metody referencni ve vSech laboratofich az na dvé z
nich. Ve druhé fazi studie byly jak potvrzené, tak suspektni vysledky metody Colilert
ekvivalentni nebo vy33i nez potvrzené vysledky podle metody referenéni, coz prokazuje,
Ze pouzivani ,suspektnich“ vysledki metody Colilert je pfi rozboru pitné vody pfipustné.
Jedna laboratof méla pomérné nizky podil potvrzenych vysledkl u E.coli. Bylo zjisténo,
Ze jde o dusledek pritomnosti neobvykle vysokého podilu bakterie E.coli, ktera nebyla
termotolerantni.
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Jsou problémy s pouzivanim konfirmaénich koeficientl pfi uréovani potvrzenych
pocta?

Konfirmacni koeficienty (neboli podil skute¢né pozitivnich vysledk(l) zalozené na
nahodnych izolatech byly pouzity s cilem urcit potvrzené pocty koliform( a E.coli kvuli
obrovskému mnozstvi prace, ktera by byla nutna k potvrzeni vSech izolatd. Velkym
problémem tohoto pfistupu, ktery nebyl pfedvidan, bylo to, Ze jakykoliv vzorek, ktery
obsahoval suspektni organismy, daval néjakou hodnotu potvrzeného poctu. Pokud by
vzorek v laboratofi obsahoval napfiklad 1 cfu/100 ml a konfirmacni koeficient by byl 0,6,
potom by ,potvrzeny“ poCet byl vyCislen na 0,6 cfu/100 ml. To zjevné nemuze byt
spravné, protoze skuteéna hodnota musi byt bud 0, nebo 1. Metoda, ktera je méné
selektivni, by tudiZ obecné davala vyssi hodnoty.

Tato situace je dale komplikovana pfitomnosti termotolerantnich koliformd. Ve vzorku,
ktery by obsahoval 10 cfu/100 ml termotolerantnich koliform0, avSak zadné bakterie
E.coli, by referenéni metoda napocitala 10 kolonii jako suspektni poCet a metoda Colilert
by nenapocitala zadné suspektni kolonie E.coli. Pouziti konfirmacnich koeficientl na tato
data (napfiklad za pouziti primérnych hodnot vypoctenych pro vSechny ucastniky
testovani pro metodu Colilert ve vysi 0,88, a pro referenéni metodu 0,55) by u metody
Colilert davalo nulové ,potvrzené vysledky“ a u referenéni metody 5,5 cfu/100 ml. Ackoliv
by tedy vysledky metody Colilert byly spravné, byla by referenéni metoda zdanlivé
vyznamne lepSi. Ackoliv jsou tedy faleSné negativni vysledky brany v Gvahu, je za pouziti

tohoto pfistupu v podstaté daleko obtizné&jsi zjistit faleSné pozitivni vysledky.

Matematické problémy, jako je napfiklad ztrata normalnosti rozdéleni a nerealistické
primérné hodnoty, zplsobené pouzivanim celkovych konfirmacnich koeficientl Ize
zmirnit pouze vynechanim vSech vzorkUl, kde se objevuji nulové vysledky.

Jak dobré jsou konfirmacni koeficienty?

Rozbor dat pouzivanych pro ziskani konfirmacnich koeficientl ukazuje, Ze s daty byla
spojena vysoka mira neurcitosti, a proSetfeni dat z laboratofe ¢. 19, kde byly potvrzeny
vS8echny izolaty, prokazalo, Ze konfirmacni koeficienty se u referenéni metody ménily od
nuly do jedni¢ky. Proto pfes velké mnozstvi shromazdénych dat zplsobuje tato mira
neurcitosti spojena s konfirmacnim koeficientem to, ze je velmi obtizné interpretovat data
udavaijici ,potvrzené” poCty u E.coli. Pro tuto neurcitost a pro velké vykyvy mezi
jednotlivymi laboratofemi existuje mnoho moznych divodu. Mezi nimi jsou rozdily ve
zkuSenostech laboratofi a jednotlivych zaméstnancu v ramci laboratore, rozdily v typech
vzork(l a organismu ve vzorcich, subjektivita odeditani tergitolovych membran a vybéru
kolonii na MacConkeyho desti¢kach ziskanych pfi mnozeni kultur vzniklych u metody
Colilert. Tyto rozdily neni mozné kvantifikovat, ale je pravdépodobné, Ze pfispély

k vysokému stupni neurcitosti. Takovéto rozdily je mozné odstranit pouze potvrzenim
vSech kolonii a pouzivanim stejného personalu k provadéni prace v kazdeé laboratofi.

Jaka jsou data ziskana pomoci konfirmaénich koeficienti v porovnani s daty
ziskanymi pomoci skute¢né potvrzenych poctu?

V laboratofi €. 19 bylo pro E.coli shromazdéno 676 datovych soubort, u nichz byly
potvrzeny v§echny kolonie. 239 z téchto vzork( obsahovalo v referenénim médiu
suspektni kolonie E.coli, které nebyly nasledné potvrzeny. Potvrzenim v&ech kolonii bylo
tudiz prokazano, ze 239 vzorku dalo faleSné pozitivni suspektni po¢ty. Kdyby byl pouzit
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postup vyuzivajici konfirmacéni koeficienty, potom by vSechny tyto vzorky mély pozitivni
hodnotu. Dusledky tohoto kroku by byly zavazné. V laboratofi €. 19 bylo zjisténo, Ze
metoda Colilert je vyznamné lepsi nez metoda referencni jak u koliformd, tak u E.coli;
pokud by byl pouzivan koncept konfirmacniho koeficientu, potom by se zdalo, Zze u E.coli
je referenéni metoda vyznamné lepSi nez Colilert, coz by bylo chybné.

Data z druhé faze

V dusledku obtiznosti interpretace dat z té Casti poCateéniho testovani, ktera se zabyvala
bakterii E.coli, v disledku rozdill zaznamenanych v datech ziskanych v laboratofi ¢. 19

s vyuzitim ,podilu skute¢né pozitivnich vysledk(“ a potvrzovani vSech izolati se druhé
faze zucastnilo pét laboratofi, které provadély srovnani pouze pro bakterii E.coli a
potvrzovaly vSechny izolaty. Tato data prokazala, ze ve dvou laboratofich byla metoda
Colilert vyznamné lepSi nez referenéni metoda ISO, ve dvou laboratofich mezi nimi nebyl
vyznamny rozdil a v jedné laboratofi nebyla data dostacujici k vyvozeni zavéri. Ve vSech
laboratofich vSak méla metoda Colilert vyznamné vysSi konfirmacni stupen a, kdyz byla
zkombinovana vSechna data, zachytila metoda Colilert celkové vyznamné vic vyskytu
E.coli nez metoda referenéni.

Hlavnim problémem, se kterym jsme se setkali pfi pokusu o srovnani téchto dvou metod,
jsou definice pouzivané pro koliformy a E.coli. V této studii zni definice koliformU pro
ucely referenéni metody ISO tak, ze tyto organismy by mély byt schopné zkvasit laktézu.
Colilert neobsahuje laktozu, ale zjistuje koliformy na zakladé jejich schopnosti Stépit
ONPG pomoci enzymu p-D-galaktosidasy. Podobné Colilert zjistuje E.coli na zakladé
pfitomnosti enzymu B-D-glukuronidasy, zatimco metoda referen¢ni je zaloZzena na
schopnosti bakterie E.coli rist pfi 44°C, zkvaSovat laktézu a vytvaret z tryptofanu indol.
Tyto dvé metody budou tudiZ nepochybné odliSné.

Obé metody zachyti mnoho organisma, ale pouze jedna nebo druha z nich zjisti urcitou
jejich podmnozinu. Napfiklad glucuronidazné negativni bakterie E.coli nebude zjisténa
metodou Colilert, ale m{ize byt zjiSténa metodou referencni. Laktézné negativni bakterie
E.coli v§ak nebude zjisténa referencni metodou, ale maze byt zjisténa metodou Colilert.
V této studii byla pfi potvrzovani pouzivana ta kritéria, ktera jsou obsazena v metodé
referencni, coZ ma za nasledek zaznamenani jistého podilu z koliformU a E.coli zjisténych
metodou Colilert jakozto ,faleSné pozitivnich® navzdory skute€nosti, ze Slo skutecné o
cilové organismy.

Z téchto dvou oddélenych fazi prace je zfejmé, ze klicem k ispéSnému porovnani metod
neni nezbytné absolutni pocet testovanych vzork, ale potvrzovani vSech izolatd.
Pouzivani tohoto pfistupu umoznuje pfesné vyhodnoceni citlivosti a specificity obou
metod.
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Zavéry

Z této studie Ize vyvodit nékolik dulezitych zavéru:

1.

Abychom ziskali statisticky vyznamna data, neni pfi porovnavani dvou metod
nezbytné testovat obrovsky pocet vzorkd, ale je tfeba potvrdit tolik izolatd, kolik je
mozneé. Upfednostiiovanou moznosti je potvrzovani vdech suspektnich pozitivnich
organismu.

Neni vlbec potfeba vyuzivat velkého poctu laboratofi pro mezilaboratorni studie. Ve
druhé fazi testovani byla ziskana statisticky vyznamna data s vyuzitim péti laboratofi.
Nedoporucujeme vSak ovéfovani v jediné laboratofi, protoze mezi vysledky z riiznych
laboratofi jsou €asto vyznamné rozdily. To muze byt dusledkem rozdila v typu vzorkd
nebo néjakymi jinymi rozdily v ramci laboratore.

Navrhujeme, aby budouci srovnavaci studie pouzivaly pét laboratofi v rliznych
geografickych mistech. Projekt téchto studii by mél zahrnovat mnozstvi typl vody
(napf. chlorovanou a nechlorovanou) a vdechny izolaty by mély byt potvrzovany. Toto
doporuceni bude za¢lenéno do dokumentu ISO, ktery popisuje princip porovnavani
metod.

Metoda Colilert vykazovala vyznamné vysSi zachytnost jak koliform(, tak E.coli nez
referenéni metoda I1SO, i kdyz byly pfi potvrzovani pouzity definice referenénich
postupu ISO.

Konfirmacni stupefi metody Colilert, pokud byly potvrzovany vSechny izolaty, byl
vyznamné vy$Si nez u metody referenéni a v mnoha pfipadech se blizil 100 %.
Konfirmacni stuperi zavisi na kritériich pouzivanych k definici cilovych organismu.

V pribéhu této studie izolovala metoda Colilert mnoho koliform, které nebyly
~potvrzeny“, protoze pouzita kritéria obsahovala zkvaSovani laktézy. Mnoho koliform(
neni schopno béhem 48 hodin laktézu zkvasit. Podobné izolovala metoda Colilert
nékteré kmeny E.coli, které nebyly nasledné potvrzeny, protoze nebyly schopny rist
pfi 44°C, nezkvaSovaly lakt6zu, nebo nedokazaly z tryptofanu vytvaret indol.
Navzdory této skute€nosti byl konfirmacni stupen metody Colilert pfesto vysSSi.

Na zakladé vysledku této studie Ize metodu Colilert doporudit pfi zjiStovani bakterie
E.coli a koliformu jakozto pfinejmensim stejné dobrou, jako je referenéni metoda I1SO,
a tuto metodu Ize pouzivat bez nutnosti potvrzovani vysledka.
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P¥iloha 1 : Ugastnici testovani

Laborator Oslo Jméno Adresa Telefon Fax E-Mail
veni
Institute fur Umwelt-medizin pani WALTER, RENATE Feldgasse 9 43140 41 30 431404137973  Wal@ml5.magwien.gv.at
der Stadt Wien A1082 Wien
pani SCHIEL, GERTRAUD Rakousko Sct@M15.magwien.gv.at
Miljoministeriet Miljostyrelsen pani | BAGGE, LINDA Strangade 29 453266 01 00 453266 0479 LBA@MST.dk
1401 Kobenhavn K
Dansko
Fyn/Trekantomradet I/S pani | SIMONE, IRENE Niels Bohrs alle 181 4563 1534 00 4563 1534 49 IS@fyn-trekant.dk
Laboratorium 5220 Odense SO
AGBAR pan RIBAS | SOLER, Passeig de Sant Joan 39-43 34 93 342 23 79 34933422673 Fribas@agbar.es
FERRAN 8009 Barcelona
Spanélsko
Finnish Environment pani LAHTI, KIRSTI Hakuninmaantie 4-6 358 9 4030 0850 358 9 4030 0890 Kristi.lahti h.fi
Institute PO Box 140
0430 Helsinki
Finsko
Environment Centre pani KALSO, SEIJA Helsinginkatu 24 358 9 7312 2630 358 9 7312 2635 Seija.Kalso@ymk.hel.fi
0530 Helsinki
Finsko
Anjou Recherche pani DE ROUBIN, MARIE Le Dufy 33149765252 33149765242 Marie-renee.de-
Laboratoire central RENEE 1 place Turenne roubin@generale-des-eaux.net
94417 St Maurice Cedex
Francie
ESWE pan SCHNEIDER, STEFFEN Soéhnleinstrasse 158 496117804369 496117804375  Steffen.Schneider@Stadtwerke-
Postfach 55 40 Wiesbaden.de
D65054 Wiesbaden
Némecko
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Laborator Oslo Jméno Adresa Telefon Fax E-Mail
veni
Umvelt Bundes Amt pan | SCHAEFER, BENEDIKT Heinrich Heine str12 493743776225 493743776219 Benedikt.Schaefer@uba.de
D8645 Bad Elster
Némecko
GEW Koéln AG pani HUBNER, IRIS Parkgirtel 24 492211784135  492,211,782,237 Lheubner@gewkoelnag.de
D50823 Koln
Némecko
ZV Landeswasserversorgung pani [FISCHEDER, REGINE  Postfach 1257 49 7345 96 3863 497345 96 3890 fischeder@lw-online.de
Wasserwerk Langenau D89123 Langenau
Némecko
Limerick Regional Hospital pani MURPHY, LIZ Dooradoyle 353 61 482845 Lamurphy@mwhb.ie
Public Health Laboratory Limerick
Irsko
KIWA N.V. pan NOBEL, PETERJ Groningenhaven 7 313060 69 628 31306061 165 nobel@kiwaoa.nl
PO Box 1072
3430 BB Nieuwegein
Holandsko
N.V. PWN Waterleidingbedrijff =~ pani STRATING, SANDRA J.W. Lucasweg 2 3123 541 3524 31235512 481 Sandra.Stratin wn.nl
Noord-Holland 2031BE Haarlem
Holandsko
RIWM pani | SCHETS, CISKA A.Van Leeuwenhoeklaan 9 31 30 2743929 31 30 2744434 Ciska.Schets@rivm.nl
3721 MA Bilthoven
Holandsko
Instituto Superior de Sanita pani  BONADONNA, LUCIA Viale Regina Elena 299 390649902317 390649387083 | lucybond@iss.it

Laboratorio de Igiene
Ambientale

0161 Roma
Italie
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Laborator Oslo Jméno Adresa Telefon Fax E-Mail

veni

The Norwegian School of pan |OSTENSVIK, OYVIN Ullevalsveien 72/ 4722597044 47 22 96 48 50 Oyvin.Ostensvik@veths.no
Veterany Science Thulstrupsgate
Dpt of Pharmacology, Building 15
Microbiology PO Box 8146
and Food Hygiene NO033 Oslo

Norsko
Instituto Nacional de Saude pani |[FALCAO, LEONOR Av. Padre Cruz 351217519284 351217590441 np05 mail.telepac.pt
Lab de Microbiologia de Aguas 1699 Lisboa codex

Portugalsko
Livsmedels Verket pan | SLAPOKAS, TOMMY Hamnesplanaden 5 46 18 17 56 69 46 18 10 58 48 tosl@slv.se
Dricksvattenheten Box 622

751 26 Uppsala

Svédsko
Uppsala kommun Entrepanad pani LINDH, ANNA Stallansgatan 3 46 18 27 42 35 4618712969 bodil.petterson@uke.uppsala.se
Vattenlaboratoriet WIBERG, KERSTIN Box 55

751 03 Uppsala

Svédsko
THAMES WATER pan |FRICKER, COLIN Gainsborough House 441189236318 441734883329 CFricker@compuserve.com

Manor Farm Road

Reading

Berkshire RG2 0JN

Velka Britanie
PHLS Nottingham pan |LEE, JOHN Queens Medical Centre 44 1159709 163 44 1159422 190  john@leegion.freeserve.co.uk
University Hospital Nottingham NG7 GUH

Velka Britanie
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Priloha 2

PREDBEZNA VERZE SROVNAVACIHO PROTOKOLU REFERENCNiI METODY
EVROPSKE UNIE PRO KOLIFORMY A E.COL/ S METODAMI ZALOZENYMI NA

ALTERNATIVNICH KULTURACH

fijen 1999
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Uvod

Evropska smérnice pro pitnou vodu (1998) urcuje referenéni metodu pro odhad
koncentrace koliform( a E.coli v pitné vodé. Ackoliv neni pro Clenské staty povinné, aby
pouzivaly tuto metodu, je zde povinnost prokazat, ze jakakoliv alternativni metoda, ktera
ma byt pouzivana, ma podobnou vytéznost. Pfesna podstata této podobnosti neni
uréena, stejné jako neni urena metodologie, ktera ma byt pouzita pfi porovnavani téchto
metod. Obecné se v8ak uznava, ze alternativni metody by mély mit vytéznost, ktera by
byla ekvivalentni nebo vys§si. V této souvislosti je tfeba urcit vyznam vyrazu ,ekvivalentni
nebo vyssi“. Metoda je obvykle povaZovana za ,ekvivalentni, pokud neni zachytnost
cilovych organismu vyrazné niz8i nez u metody referenni. Vyraz ,vyrazné nizsi“ vSak
také vyZaduje definici a pro ucely porovnani, jako je toto, je vhodné definovat jej jako

celkoveé nikoliv vyrazné niz8i nez 10 % referencni metody.

Kromé testovani zachytnosti organisma pfi pouziti téchto dvou testovanych metod je
zasadni, aby byl ur€en pocet faleSné pozitivnich vysledk(l. Toho Ize docilit odhadnutim
podilu skute€né pozitivnich vysledkl téchto metod. Protoze referenéni metoda Evropské
unie nevyzaduje, aby byly kolonie ,potvrzovany* (s vyjimkou zjistovani, zda dochazi

k produkci cytochromové oxidasy), mély by byt zapocitany vSechny kolonie, které splfuji
kritéria popsané v této metodé. Aby byl zjistén podil skuteéné pozitivnich vysledkl, mély
by byt v8echny kolonie potvrzeny pomoci vhodné metodologie. To v8ak neni mozné
uskute€nit v ramci studie tohoto rozsahu a proto je tfeba pouzit kompromisni feSeni.

V tomto pfipadé je rozumné, aby kazda laboratof ,potvrdila“ identitu jednoho sta kolonii,
které budou nahodné vybrany z celé fady typu vody. Jakékoliv pozitivni vysledky, které
nelze identifikovat pomoci tradi¢nich metodologii, by mély byt poslany do jediné

referenéni laboratofe (v tomto pfipadé jde o spole¢nost Thames Water) za ucelem presné
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identifikace. Kromé téchto 100 kolonii identifikovanych referenéni metodou Evropské
unie by mélo byt u metody Colilert proSetfeno 200 pozitivnich testovacich prohlubni (100
pouze Zlutych a 100 zlutych a fluorescentnich). To Ize provést pomoci nize uvedeného
protokolu. Navic by kazda laboratof méla vybrat dvé membrany o teploté 37°C s 10-20
koloniemi vykazujicimi Stépeni laktozy a tyto vdechny sebrat, naoCkovat je na zivné
agarové médium a odeslat je do spole€nosti Colin Fricker. To umozni ziskani

dodate¢nych informaci o podilu skute¢né pozitivnich vysledku.

Kvuli nedostatku selektivity u tergitolové metody existuje obava, Ze ve vysoce znecisténé
vodé muze na membranach naockovanych pfi 37°C rust ostatnich organismu prevysit
rust E.coli. Z tohoto divodu navrhujeme, aby byla naoCkovana dodate€na membrana pfi
44°C, coz by pomohlo potlacit ostatni fléru a zlepSilo zachytnost E.coli. Ackoliv toto
dosud neni zahrnuto jako soucast referenéni metody, mize tomu tak byt. V kazdém
pfipadé je naoCkovani pfi 44°C a potvrzeni téchto kolonii upfednostriovano pred snahou o

identifikaci vSech kolonii rostoucich na membranach pfi 37°C.

Testy, které maji provést jednotlivé laboratoie

Kazda laboratof nebo skupina laboratofi provede celkem nejméné 200 testu. Tyto testy
budou rozdéleny do dvou fazi. V prvni fazi bude vybrano nejméné pét a nejvySe deset
mist, ktera dodaji 10-50 kolonii koliform( na 100 ml. Celkem by mélo byt prozkoumano
150 vzorkl z tohoto typu zdroje a vzorky by mély byt mezi témito rlznymi misty rozdéleny
rovhomérné. Typ vzorku vody by mél byt zvolen podle toho typu vzorku, ktery je

v jednotlivych laboratofich zkouman normalné. Napfiklad u laboratofi, jejichZ obvyklé
vzorky pochazeji z CistiCek povrchové vody, ktera je oSetfena desinfekci, by potom

k pfipravé vzorkl podle nize uvedeného protokolu méla byt pouzita odpadni voda

desinfikovana chlorem. Laboratofe, které zkoumaji vzorky vody, jez nebyly oSetfeny
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desinfekci, by mély v této fazi studie pouzivat znecisténou podzemni vodu (bud
v pfirodnim stavu nebo nao&kovanou povrchovou nebo odpadni vodou) nebo povrchovou

vodu dobré kvality.

Vysledky by mély byt vykazovany na formulafich uvedenych v tomto dokumentu. Misto
odbeéru, typ vzorku, datum rozboru a vysledky by mély byt pfedlozeny tak, jak je uvedeno
na pfikladu. Zaznamenejte také rist ,organismu v pozadi“ jako <10 %, 10-50 % >50 %

nebo 100 % pokryti.

Ve druhé fazi studie by mély byt vzorky zvoleny tak, aby davaly vysledek v rozsahu 1-10
koliform( na 100 ml. Vykazovany by mély byt vSechny vysledky, i ty, kde byl vysledek
nulovy. Mélo by byt vykazano nejméné 30 vzork(, kde byl zachycen pfinejmensim jeden
organismus a to jednou €i druhou metodou, nebo obéma zaroven. Pfi vykazovani
vysledk( by nemélo dochazet k pokustiim o opravu vysledkl na zakladé zjisténi
konfirmacénich testd a pro vSechny parametry by mély byt uvedeny ,suspektni“ pocty. P¥i
rozboru vysledk( budou brany v Gvahu skute¢né vysledky ziskané prozkoumanim 100

organismu vybranych tak, jak bylo popsano vyse.

Vzorky

Vzorky by mély byt odebirany do lahvi o objemu ne mensim nez 500 ml. V kazdém

z téchto tfi testq, tj. u metody Colilert, membranové filtrace zjistujici pfitomnost koliforma
a membranové filtrace zjiStujici pfitomnost fekalnich koliformu, by mélo byt pouzito
alikvotni mnozstvi (100 ml). Kazdé alikvotni mnozstvi musi byt odebrano ze stejné lahve.
Za zadnych okolnosti nesmi byt dil¢i vzorky odebrany z riznych lahvi. Vzorky musi byt
nalezité promichany opakovanym pfetoCenim vzorkovaci lahve.

Pfiprava vzorku a desinfekce odpadni vody
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Desinfikovana odpadni voda byla s dobrym vysledkem pouzita v nékolika studiich pfi
uréovani ucinnosti riznych metod pfi zjiStovani koliformd a E.coli. Tento protokol pouziva
odpadni vodu ,dobré kvality®, tj. takovou, v niz je méné nez 30 mg pevnych suspenznich
Castic na litr.

Metoda ziskavani vzorkll z odpadnich vod je nasleduijici:

Den €. 1

1. Naplrite desetilitrovy kontejner vodou z kohoutku, ohfejte ji na teplotu 37°C po dobu

dvou hodin a potom ji pfes noc ponechte pfi teploté 4°C.

Den €. 2

2. Zvolte odpadni vodu dobré kvality (jeden litr) a nechte ji 2 hodiny odstat, aby se mohly

usadit velké Castecky.

3. Opatrné odlijte 500 ml odpadni vody do cistého kontejneru.

4. Pridejte téchto 500 ml k vodé z kohoutku odpadni vody, promichejte ji protfesenim a
umistéte ji na magnetické michadlo.

5. Pripravte chlorovy roztok pomoci tabletek vytvarejicich chlor (Instachlor, Palintest),
které obsahuji celkem 10-15 mg chloru.

6. Pridejte tento chlorovy roztok ke zfedéné odpadni vodé.

7. Pockejte 5 minut, aby mohlo probéhnout smiseni.

8. Nabirejte v minutovych intervalech (tj. 5-14 minut kontaktniho €asu) jednolitrové vzorky
této chlorované odpadni vody do sterilnich lahvi obsahujicich 5 ml 18% roztoku
sirnatanu sodného a dikladné je promichejte.

9. Otestujte 100 ml chlorované odpadni vody ziskané v jednotlivych ¢asech pomoci
metody Colilert 18 a metody Colilert 2000 Quanti-Trays.

10. V8echny chlorované vzorky uskladnéte pfes noc pfi teploté 4°C.

Den €. 3

11. Odectéte Quanti-Trays a vysledky zaznamenejte.
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12. Vyberte vzorky, které davaiji 15-70 koliform({ na 100 ml. Ty Ize pfimo pouzit
k porovnani téchto metod a duplicitni vzorky Ize analyzovat.

13. Vyberte vzorky, které davaji 150-700 koliform( na 100 ml.

14. Ty Ize nafedit odchlorovanou vodou v poméru 1:10 tak, aby daly jeden litr vzorku.
Vodu z kohoutku Ize odchlorovat pfidanim 5 ml 18% sirnatanu sodného k 900 ml
vody. Z kazdého vzorku, ktery dava 150-700 koliform(, Ize pfipravit pét replicitnich
jednolitrovych vzorkl. Kazdy z téchto vzork(l Ize pouzit k porovnani téchto metod a
vzorky z kazdé lahve Ize analyzovat duplicitné.

15. Provedte rozbor vzork(l pomoci referencni metody Evropské unie, kdy maji byt vzorky
inkubovany za ucelem zjisténi celkového poctu koliforml a poctu fekalnich koliformu
(tj. inkubujte jednu membranu pfi 37°C a 44°C), a pomoci metody Colilert 18.

16. Inkubujte vzorky za pfislusné teploty po odpovidajici dobu.

17. Po inkubaci vzorky prohlédnéte a zaznamenejte do vysledkové tabulky pocet u
kazdeho vzorku.

18. V této fazi Ize vybrat organismy, u kterych bude uréen ,podil skuteéné pozitivnich

vysledki“ u kazdé metody podle nize uvedeného protokolu.

Membrany inkubované pfi 44°C jsou v testu zahrnuty, aby bylo zjisténo, zda médium
tergitol-TTC dava pfi této teploté lepSi zachytnost fekalnich koliformd, jak bylo
navrhovano. Smérnice EU vyZaduje, aby laboratofe hledaly E.coli, a tudiZ je mozna lepSi
inkubovat membrany pfi 44°C nez je inkubovat pfi 37°C, pokud je vyhledavan tento

organismus.

Protokol pro urceni ,,podilu skuteéné pozitivnich vysledki“
Aby byl ur€en ,podil skute¢né pozitivnich vysledkd“, bude v kazdém testu vybrano 100

organismud. U metod, které produkuji kolonie, musi byt kolonie vybrany nahodné z mnoha
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mist. Vybér kolonie nahodnym zplisobem je zasadni. Tato procedura by méla
pokryvat celé spektrum morfologii kolonii, které jsou povazovany za koliformy.
Nevybirejte tedy pouze ty kolonie, které jsou , klasické®, tj. zluté, ale také kolonie,
které jsou ,,oranzové“, protoze ty je také tfeba zapoditat jako koliformy. Navic
nevybirejte pouze dobie oddélené kolonie, protoze to by mohlo zpUsobit
systematickou chybu. U metody Colilert zanéte v levém spodnim rohu, pohybujte se
Zleva doprava a vyberte prvni pozitivni (Zlutou nebo Zlutou a fluorescentni) testovaci
prohluber za u€elem potvrzeni. Bylo by vyhodnéjsi vzit z kaZzdého pozitivniho plata jednu
Zlutou a jednu Zlutou a fluorescentni testovaci prohluben. Tato metoda zajisti, ze pfi

vybéru testovacich prohlubni neni viibec bran v tvahu stupen zlutého zbarveni.

1. Kolonie z membran

i. Zvolte tu kolonii, ktera je nejblize ke stfedu desticky, a rozetfete ji na zivném agaru
nebo podobném médiu, které neobsahuje uhlohydraty; inkubujte pfes noc pfi teploté
37°C.

ii. Po inkubaci naockujte jedinou kolonii do dvou zkumavek obsahujicich laktéza-
peptonovou vodu (nebo podobné médium uréené pro zjiStovani schopnosti zkvaSovat
laktdézu) a inkubuijte jednu z nich pfi teploté 37°C po dobu 48 hodin a druhou pfi teploté
44°C po dobu 24 hodin. Naockujte také zkumavku tryptonové vody nebo tryptofanové
zivné pudy a inkubujte ji pfi teploté 44°C po dobu 24 hodin. Vysledky zaznamenejte.
U membran ur€enych ke zjiStovani fekalnich koliformd naockujte jedinou kolonii do
laktoza-peptonové vody a tryptonoveé vody a inkubujte je pfi teploté 44°C po dobu 24
hodin. U tryptonové vody zjistéte pfipadné vytvareni indolu pomoci Kovacsova €inidla
a vysledek zaznamenejte. Zaznamenejte vysledek z laktéza-peptonové vody.

ii. U Zivné agarové desticky zjistéte u vzniklych organismu pfipadné vytvareni

cytochromni oxidasy a vysledek zaznamenejte.

31



2. U vzorkl podle metody Colilert

i. Vyberte jako vhodné ty testovaci prohlubné, které vykazuji Zlutou barvu nebo Zlutou
barvu plus fluorescenci, pomoci postupu popsaného vyse.

ii. Propichnéte zadni sténu testovaci prohlubné sterilni podkozni jehlou nebo hrotem
sterilni pipety a odsajte malé mnozstvi (pfiblizné 10 ul ) kapaliny.

iii. Naockuijte tuto kapalinu na MacConkeyho agarovou desticku a rozetrete ji, abyste
ziskali jednotlivé kolonie. Pfes noc inkubujte destiCky nao&kované materialem z
fluorescentnich testovacich prohlubni pfi teploté 44°C a desti¢ky naoCkované
materidlem z téch testovacich prohlubni, které jsou pouze Zluté, pfi teploté 37°C.

iv. Vyberte dobie oddélenou kolonii zkvasujici laktozu. lzolaty z fluorescentnich
testovacich prohlubni by mély byt nao¢kovany do laktéza-peptonové vody a tryptonové
vody a mély by byt inkubovany pfi teploté 44°C, jak bylo popsany vySe. Izolaty z téch
testovacich prohlubni, které byly pouze Zluté, by mély byt naockovany do laktéza-
peptonové vody a inkubovany pfi teploté 37°C po dobu 48 hodin a na desti¢ku
s Zivnym agarem za ucCelem zjisténi cytochromni oxidasy.

v. Vysledky by mély byt zaznamenany v pfisludné tabulce.

Kromé téchto rozborl vyberte dvé membrany, které byly inkubovany pfi teploté 37°C a

které vykazuji 10-20 suspektnich koliformnich kolonii. Kazdou z téchto kolonii nao&kujte

na agarové médium nebo destiCku a poslete do spole¢nosti Colin Fricker za uc¢elem
otestovani. Tyto dodateCné kolonie maji zjistit, zda pfi vybéru kolonii z membran

v U€astnické laboratofi byla pfitomna néjaka systematicka chyba.

Zajisténi kvality
Je zasadni, aby ve vSech laboratofich, které se na této studii podileji, byly zavedeny
vhodné systémy pro kontrolovani kvality. NiZe jsou uvedeny nékteré konkrétni body

tykajici se kontrolovani kvality v souvislosti s pouzivanim referenéniho média Evropské
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unie. Bylo by také pfinosné, pokud by laboratofe mohly poskytnout vysledky z externiho

systému na zajistovani kvality.

Inkubatory

Vsechny inkubatory, které maji byt pouzity pro tuto studii, musi byt kazdodenné
monitorovany, aby bylo zajist€no dodrzovani cilové teploty. Pozadovana teplota je cilova
teplota +1 stupen Celsia, nebo takova teplota, jak ji ur€uje konkrétni metoda (tj. letédk u

balicku Colilert a referenéni metoda Evropské unie).

Média

Zivna média by méla byt ziskana a uskladnéna v souladu s pokyny vyrobcl. Co se tyée
referenéniho média Evropské unie, méla by byt vSechna média pouzita béhem sedmi
pracovnich dnl od jejich pfipravy.

Uvadime postup kontrolujici kvalitu, ktery je zalozeny na postupu pouzivaném

v Pasteurové ustavu v Lille. Ten je tfeba dodrzovat u kazdé davky selektivniho média,

ktera je ziskana.
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Protokol pro kontrolovani kvality média

I / Oblast pouziti

Tento protokol popisuje postup na kontrolu kvality, ktery je tfeba dodrzovat pfi vyrobé
kazdé davky média pouzivaného v mikrobiologické laboratofi.

Zkoumany jsou citlivost, pH, selektivita a vytéZnost. (VytéZnost pozitivniho kmene v
porovnani s referenCnim médiem a neselektivnim médiem, selekéni charakteristiky
pozitivniho kmene u konfirmaéniho média.)

Il / Definice

2.1/ Davka : davka je skupina kontejnerll, zkumavek, nebo lahvi¢ek obsahujicich médium,
které pochazi ztéhoZz vyrobniho mista, jinymi slovy v pfipadé média pfipraveného
automatickym pfipravovacim zafizenim jde o ,sérii“.

2.2/ Sterilita : nepfitomnost jakékoliv kultury pfi teploté a po dobé, které jsou u
studovaného média obvykle pouzivany.

I/ Kontrola

3.1/ Suspektni média

3.1.1/ Obecny princip

Vezméte :

e 1 % vyprodukovaného mnozstvi (v rlznych fazich vyroby, nejméné vSak ve 3) za
ucelem zkontrolovani pH,

e 1 % vyprodukovaného mnozstvi (v riznych fazich vyroby, nejméné vSak ve 3) za
ucelem zkontrolovani sterility,

e 1 % vyprodukovaného mnozstvi (v riznych fazich vyroby, nejméné vSak ve 3) za
ucelem zkontrolovani vytéznosti pozitivniho kontrolniho organismu,

e 2 vzorky za ucelem zjiStovani negativniho kontrolniho organismu (na poc¢atku a na
konci vyroby),

takze celkem 3 % vyprodukovaného mnozstvi a 2 vzorky.

Za ucCelem kontroly pH se pouziva pH-metr. Je tfeba vypoditat primérnou hodnotu
méfeni. Hodnota pH by méla lezet uvnitf mezi urCenych vyrobcem. Pokud tomu tak
neni, potom je toto médium tfeba vyradit.

Negativni kontrolni organismus (kmen bakterie Aeromonas) nesmi rdst na obou
destickach, nebo nesmi byt podobny cilovym kmenum identifikovanym na tomto médiu.

Za ucelem ovéreni vytéznosti daného média by mél byt referenéni kmen prozkouman na
.referenénim médiu“ a na zivném agaru. Zachytnost referenéniho média by méla byt
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mezi 55 a 120 % zachytnosti zjisténé u zivného agaru. Pro tento ucel budou dodany
lentikuly. Ty by mély byt hydratovany v 500 ml sterilni destilované vody. Potom se
pomoci ¢tyf membranovych filtrd zkoncentruje 100 ml tohoto materialu, dva membranové
filtry jsou inkubovany na zivném agaru (jeden pfi teploté 37°C a druhy pfi teploté 44°C) a
dva na referenénim médiu (jeden pfi teploté 37°C a druhy pfi teploté 44°C). Po inkubaci
jsou spocitany kolonie a vysledky jsou zaznamenany.

Pokud vysledky neprokazuji, Zze toto médium ma ekvivalentni vytéznost, mél by
probé&hnout druhy soubor kontrolnich méfeni. Pokud tato méfeni nedavaji pfijatelné
vysledky, potom by tato davka média méla byt vyfazena.

3.2/ Konfirmaéni média

3.2.1/ Obecny princip

Vezméte :

e 1 % vyprodukovaného mnozstvi (v rlznych fazich vyroby, nejméné vSak ve 3) za
ucelem zkontrolovani pH,

e 1 % vyprodukovaného mnozstvi (v rlznych fazich vyroby, nejméné vSak ve 3) za
ucelem zkontrolovani sterility,

e 1 % vyprodukovaného mnozstvi (v rdznych fazich vyroby, nejméné vSak ve 3) za
ucelem zkontrolovani vytéznosti pozitivniho kontrolniho organismu

takze celkem 3 % vyprodukovaného mnozstvi

To se tyka tryptonové vody a laktéza-peptonové vody.

Za ucelem kontroly pH se pouziva pH-metr. Vysledky musi leZet uvnitf rozmezi ureného
vyrobcem média.

Sterilita je kontrolovana pomoci desti¢ek nebo zkumavek inkubovanych pfi uréené teploté
a po urcenou dobu, které jsou u tohoto média obvykle pouzivany. Jedinym pfipustnym
vysledkem je nulovy rust u véech vzorku.

Kazdé meédium je inkubovano po naokovani kmenem E.coli a kmenem Aeromonas spp.
Aby byla zajisténa spravna vytéznost, mél by tento kmen E.coli zkvaSovat laktozu jak pfi
37, tak pfi 44°C a pfi teploté 44°C by mél z tryptofanu vytvaret indol. Kmen bakterie
Aeromonas by mél pfi v8ech testech davat negativni vysledky.

Vysledky jsou vykazovany v souboru vysledkd. Pokud vysledky nesplfiuji pevné dané

pozadavky na kvalitu, je provedena nova kontrola. Pokud druha kontrola dava stejné
vysledky, je tato davka vyfazena a je pfipravena nova davka.
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Dodatek

Ve druhé fazi této zkousky byl dodrzovan stejny zakladni protokol, ale u metody Colilert
byly vSechny testovaci prohlubné, které vykazovaly fluorescenci, a vdechny kolonie
zkvasuijici laktézu pfi teploté 44°C potvrzovany pomoci konfirmaénich postupl podrobné
uvedenych v referenéni metodé ISO.
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Zaznamenejte teplotu
inkubatoru

Urcete referencni metodu(y)

Inkubator 1 (37+/-1C)

Koliformy celkem:

Inkubator 2 (44+/-1C)

Fekalni:

Ostatni:

Metoda Colilert-18 Referen¢ni metoda Pozadi
Koliformy celkem E.coli Koliformy celkem Fekalni Rust
Zredén pozitivni MPN/100ml | pozitivni |MPN/100ml # kolonie CFU/100ml # kolonie | CFU/100ml 37C 44C

i prohlubné

prohlubné

37




Datova tabulka — podil skute¢né
pozitivnich vysledku

Laborator Rozbor L/P H20 = laktéza-peptonova voda
proved!:
Tryp. H20 = tryptonova voda
Uvedte + u pozitivni reakce Colilert-18 Metoda TTC
a - tam, kde reakce Zuta Zluta / fluor. prohluber Koliformy Fekalni koliformy
nenastala. prohluben
Datum Druh vzorku Vysledky CO |L/P H20 L/P H20 Tryp. H20 |Vysledky CO L/P H20-  L/PH20-  L/PH20- Kovacs
37C 44C 44C
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