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Indikatorové organismy

V élenskych zemich Evropského

spolecenstvi vychazi hodnoceni

g - . , ) Zemé Salmonella Ostatni kontaminace
mlkrObIOIOQICKe kontamlnace Francie 8 MPN na 10 g | enteroviry: 3 MPCN na 10 g susiny
éistirenskych kala pro Vyuiiti \V/ 44-041 susiny vaji¢ka helminthii: 3 na 10 g susiny
zemedelstvi z obecnych Halie DL D U
pozadavku smérnice

Rady é. 86/278/EEC pro kaly g(a')r/\zs(l;:omg negativni nalez fekalni streptokoky <100 na1g
Lucembursko enterobakterie: 100 KTJna1g

negativni nalez pro vajicka helmintt

kvalitativni parametry

éistirens k9ch Polsko negativni nalez vaji¢ka parazitii 10 na 1kg susiny
(dle pouziti)
o IV 4 4 4
kal u musli byt urce ny Norsko negativni nalez negativni nalez pro vajicka
= g H helmint(, obsah fekalnich
jed nOtI |Vym| koliformnich zarodk nizsi
v , . v . , v nez 2,5. 103 KTJ na 1gram
clenskymi zemeémi s tim, ze susiny
musi Slovenska term. koliform. bakterie < 10¢ na 1g
. e , republika susiny
postihovat snizeni obsahu enterokoky < 10° na 1g susiny
o A o Ceska negativni nalez | term. koliform. bakterie <103na 1g
patogennICh organlsmu a republika v 50g susiny
- . o , enterokoky < 103 na 1g susiny
mikroorganismu na unosnou — _ —
Rakousko negativni nalez enterobakterie < 1000 na 1g suSiny
mez. DolniRakousy, negativni nalez pro vajicka parazitt

Salcbursko a
Burgeland




Porovnavané metody

Salmonella

Salmonella

Salmonella

almonella

Stanoveni salmonel vvkalech a
bioodpadech (AHEM, CR) CZ1

Soils, sludges and treated bio-
wastes — Detection and enumeration
of Salmonella spp. — Part1:
Membrane filtration method for
quantitative resuscitation of sub-
lethally stressed bacteria (to confirm
efficacy of log reduction treatment
procedures)

Soils, sludges and treated bio-
wastes — Detection and enumeration
of Salmonella spp. — Part 2 : Liquid
enrichment method in Selenite
Cystine medium followed by
enrichment in Rappaport —
Vassiliadis medium for semi
quantitative Most Probable Number
(MPN) determination

Soils, sludges and treated bio-
wastes — Detection and enumeration
of Salmonella spp. — Part 3:
Presence/absence method by liquid
enrichment in peptone-novobiocin
medium followed by Rappaport
Vassiliadis medium EU1



E. coli

E. coli

E. coli

E.coli

Porovnavane metody

Soils, sludges and treated bio-wastes — Detection and enumeration
of Escherichia coli — Part 1: Membrane filtration method for
quantification EU 2

Soils, sludges and treated bio-wastes — Detection and enumeration
of Escherichia coli — Part 2: Miniaturised method (Most Probable
Number) by inoculation in liquid medium EU3

Soils, sludges and treated bio-wastes — Detection and enumeration
of Escherichia coli — Part 3: Macromethod (Most Probable Number)
in liquid medium EU4

Stanoveni termotolerantnich koliformnich bakterii a E.coli (AHEM,
CR) Cz2



Jednotna struktura postupu.

Analyzy na realnych vzorcich se provadely vzdy v péti opakovanich
z jednoho vzorku a bylo analyzovano 6 vzorku v 5ti opakovanich pro
salmonelu dvéma metodami a E. coli Ctyrmi metodami.

Pro vSechny vySe ovérované metody bylo provedeno ovéreni s 8 pridavky
znamych poctd KTJ (<10 KTJ, 19 KTJ, 38 KTJ, 10°KTJ, 10,KTJ, 10* KTJ,
10°KTJ a 10°KTJ ) v deviti opakovanich. Vzhledem k ¢asové narocnosti
byly porovnavany v jednom €asovém useku metody CZ1aEU1CZ2aEU
2aEU 3 ametody CZ2aEU4v jiném terminu.




Vysledky - salmonela

na realnych vzorcich - analyza vysledkl stanoveni salmonel
byla zalozena na logisticke regresi

bylo pouzito postupu podle normy CSN EN ISO 17994: Kritéria pro zjisténi
ekvivalence dvou mikrobiologickych metod

pridavky - validace pro shodnost shodnost a opakovatelnost
byly vyhodnocovany pomoci robustni linearni regrese podle
Passinga a Babloka




Realné vzorky 5
Metody presence/absence (P/A) podle CSN EN ISO 17994.

] Vyhodnoceni metod P/A je zalozeno na Poissonové indexu disperze X2.
X 2 ﬂA - HB ) Hodnota toto indexu je dana vzorcem:

Pokud je hodnota Poissonova indexu disperze X2 = 4,

jsou vysledky metod rozdilné.

DA + ﬂB Pokud X2 < 4, jsou vysledky metod bez rozdilu.
n, — je pocet vzorku, kde je metoda A pozitivni a metoda B negativni,
ng — je pocet vzorki, kde je metoda A negativni a metoda B pozitivni.

pocet vzorkul, kde metodou CZ1 byl zjistén pozitivni vysledek a
metodou EU1 byl zjistén negativni vysledek: nA = 2

pocet vzorku, kde metodou EU1 byl zjiStén pozitivni vysledek a
metodou CZ1 byl zjisten negativni vysledek vysledek: nB =0

Poissontiv index disperze = 2 a je mensSi nez 4 (X2 < 4),
z cehoz vyplyva, ze metody davaji vysledky bez rozdilu.



Realné vzorky
Logitova regrese, kontingencni tabulka a koeficientu asociace

Metoda 2
Negativni Pozitivni
Negativni 13 3
Metoda 1
Pozitivni 2 54

Koeficient asociace ma hodnotu 0.795

Hodnota Poissonova koeficienty disperze,
spocitana z této tabulky podle CSN EN ISO 17994 je 0.2< 4

obé metody indikuji pfitomnost salmonel ve vzorku shodné.



Znamé pridavky KTJ

Metodou logitové regrese byla vyhodnocena zavislost nalezu P/A

Metoda CZ1
y = exp(2.58408+(5.09421)*x)/(1+exp(2.58408+(5.09421)*x))

Metoda EU1
y = exp(2.72886+(5.02928)*x)/(1+exp(2.72886+(5.02928)*x))

Metoda CZ 2

Metoda EU 2

T © T T T
0.01 0.1 1 10 100 1000 10000

Koncentrace salmonel v kalu [KTJ/g]




Vysledky — E.coli realné vzorky

Statistické vyhodnoceni metod stanoveni pro E. coli (porovnavani vzdy
referencni metody CZ a jedné porovnavané EU) pro na realné vzorky bylo
pouzito postupu podle normy

CSN EN ISO 17994: Kritéria pro zjisténi ekvivalence dvou mikrobiologickych
metod a metody linearni regrese.

CZ2aEU2 EU3aCZ2 CZ2aEU4
Parametr Parametr
Parametr
Primér 340,49 Pramér 242,51 Prameér 45,93
. . Smérodatna
Smérodatna Smérodatna
210,65 odchvlka 236,42 odchylk 233,95
odchylka y 2
RozSifena .
Rozsifend nejistota 94,20 nejistota 105,73 ReEElIO)
nejistot 93,58
a
Konfidengni interval: Konfidengni Konfidenéni
interval: interval:
Dolni 246,29 ,
oint mez x, Dolni mez 136,78 Dolni mez x, -47,65
Horni mez x, 434,69 Horni mez xh 348,23 Horni mez x, 139,51
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Absolutni

95% interval

95% interval

¢len spolehlivosti ST spolehlivosti
CZ2/EU2 0.44 -0.43 3.72 0.62 -0.02 0.86
Cz2/EU3 1.92 -0.61 5.86 0.40 0.33 0.98
Cz2/EU4 -0.21 -47.56 0.67 1.04 0.45 21.78




Vysledky — E.coli - pridavky

Opakovatelnost a shodnost

Opakovateln

Opakovateln

Metoda Shodnost Shodnost
Cz2 0.0406 0.0708
EU 2 0.1945
EU 3 0.4957
EU 4 0.3301

Metoda ost ost
Cz2 0.1136 0.1983
EU 2 0.5446
EU 3 1.3878
EU 4 0.9242




Vysledky — E.coli - pridavky
Porovnani linearni regresi.
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Vysledky — E.coli - pridavky
Porovnani linearni regresi

o/ 1 o/ :

Metod Absolutni 95% lntervall o 95% lnterval_

« spolehli Smérnice spolehli
a ¢len . .
vosti vosti
CZ 2 -0.63 -1.33 -0.06 1.08 0.92 1.25
EU 2 -0.48 -0.79 0.24 0.95 0.82 1.15
EU 3 -0.71 -1.49 0.53 1.07 0.71 1.26
EU 4 -0.13 -0.92 0.58 1.01 0.81 1.29

nejlepsi charakteristiku ma metoda EU 4, pfestoze vykazuje

mirné stejnomérné podcenovani vysledku

z grafického zpracovani, je zifejmé, Ze metoda CZ 2 podhodnocuje
vysledky (shoda s vyhodnocenim porovnani metod na realnych vzorcich)
chyba se méni v rozsahu hodnot, smernice primky neni 1,

u nizsich hodnot metoda podhodnocuje, u vyssich se k realnym

hodnotam priblizuje.

metoda EU 2 podhodnocuje nejvice, ale stejne v celéem rozsahu koncentraci

pridavku
EU 3 podhodnocuje také ve vysSich koncentracich vic nez metoda CZ 2.



Zaver

Vybrané metody budou dale ovérovany jeste v mezilaboratornim porovnani
v dalSich letech fesSeni.

Z ovérovanych metod Ize jako nejméne vhodnou, na zakladé ziskaného souboru
dat, povazovat metodu EU 3 — miniaturizovana destiCkova metoda.

Metody pro salmonelu vykazovaly naprostou shodu a je mozné jiz na zakladée
tohoto souboru dat doporudit obé k dalSi validaci.

Mikrobi jsou potvory, hlavné tehdy, kdyz se maji najit



