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Stézejnim vystupem a cilem tohoto projektu bude stanoveni indikatoru
ucinnosti hygienizace a navrh a ovéreni metod pro rychlé a spolehlivé
metody stanoveni primych nebo potencialnich patogennich mikroorganismu
jako indikatort mikrobiologického znecisténi ve vystupnim produktu.




Pravni predpisy

Zakon 185/2001 Sb. o odpadech, ve znéni poslednich
platnych predpist

376/2001 Sb. o hodnoceni nebezpeénych vlastnosti odpadui —infekénost
382/2001 Sb. o nakladani s upravenymi cCistirenskymi kaly na zemedelskou
pudu.- Priloha ¢. 4

294/2005 Sb., o podminkach ukladani odpadu na skladky a jejich vyuzivani na
povrchu terénu a zmeéneé vyhlasky ¢. 383/2001 Sb., o podrobnostech nakladani
s odpady.

341/2008 Sh. o podrobnostech nakladani s biologicky rozlozitelnymi odpady

Zakon ¢. 156/1998 Sb., o hnojivech, pomocnych pudnich latkach, pomocnych
rostlinnych pripravcich a substratech a o agrochemickém zkouseni
zemédélskych pud (zakon o hnojivech), ve znéni pozdéjsSich predpist



Pravni predpisy

NARIZENI EVROPSKEHO PARLAMENTU RADY (ES) C. 1774/2002 ze 3.
Fijna 2002, kterym se stanovi hygienicka pravidla tykajici se vedlejsich
zivocisnych produktu, které nejsou urceny k lidské spotrebé ve znéni
poslednich predpisu

Narizeni Evropského parlamentu a rady (ES) ¢. 1069/2009 ze dne

21. rijna 2009 o hygienickych pravidlech pro vedlejsi produkty zivo€isného
puvodu a ziskané produkty, které nejsou urceny k lidské spotrebé,

a 0 zruseni narizeni (ES) €. 1774/2002 (narizeni o vedlejSich produktech
zivocisného puvodu).

Narizeni nabude ucinnosti dne 4. brezna 2011.

Provadéci predpis

Draft Commission Regulation (EU) No .../.. of [...] implementing Regulation
(EC)

No 1069/2009 laying down health rules as regards animal by-products and
derived products not intended for human consumption and repealing
Regulation (EC) No 1774/2002, (Text with EEA relevance), SANCO/7066/2010,



Mikrobiologickeé ukazatele pro Cistirenské kaly

Zakon 185/2001Sh. o odpadech, priloha ¢. 4 k vyhlasce €.382/2001 Sb.

Pripustné mnozstvi mikroorganizmu(KTJ*)v 1g
susiny aplikovanych kal

Kategorie termotolerantni enterokoky Salmonella sp.
kalti koliformni bakterie

I <103 <103 negativni nalez

I 103-106 103-106 nestanovuje se

*KTJ —kolonie tvorici jednotku

Kategorie | — kaly, které je mozno obecné aplikovat na pudy vyuzivané v zemédélstvi pfri
dodrzeni ostatnich ustanoveni této vyhlasky

Kategorie Il — kaly, které je mozno aplikovat na zemédélské ptidy uréené k péstovani plodin a
na pudy na kterych se nejméné 3 roky po pouziti Cistirenskych kalii nebude péstovat polni
zeleniny a intenzivné plodici ovocna vysadba, a pfi dodrzeni zasad ochrany zdravi pri praci a
ostatnich ustanoveni vyhlasky



Mikrobiologickeé ukazatele pro Cistirenské kaly

Kritéria pro kontrolu uc€innosti hygienizace provadéné na zakladeé
sledovani indikatorovych mikroorganismu —

Indikétorovy e Limit
) . zkousenych .
mikroorga- Vystup Jednotky o we L (nalez/
. vzorku pri kazdé
nismus . KTJ?*)
kontrole vystupu
Salmonella Rekultivaéni  nalez v 50g 5 negativni
spp. kompost /
rekultivaéni
digestat/ kal
Termotolerant  Rekultivaéni KTJ*v 1 5 2 <103
ni koliformni kompost / gramu
bakterie rekultivacni 3 <50
digestat/ kal
Enterokoky Rekultivacni KTJ*v 1 5 2 <108

kompost / gramu
rekultivacni AHEM 1/2008 3 <50
digestat/ kal




Kritéria pro kontrolu uc€innosti hygienizace provadéné na zakladeé
sledovani indikatorovych mikroorganismu —

Pocet
zkousenych
vzorkU pri kazdé
kontrole vystupu

Indikatorovy
mikroorga-
nismus

Vystup Jednotky

Salmonella
spp.

Escherichia
coli

Enterokoky

**

Rekultivaéni
kompost /
rekultivacni
digestat

Rekultivaéni
kompost /
rekultivacni
digestat

Rekultivacni
kompost /
rekultivacni
digestat

nalez v 25g

KTJ*v 1
gramu

KTJ*v 1
gramu

5

5

Limit
(nalez/
KTJ?*)

negativni
<5. 103
<103

<5.103

<103




Ovérovani zakladnich parametru mikrobiologickych metod pro stanoveni

indikatorovych organismu

Salmonella spp., Escherichia coli, Clostridium perfringens,Enterokoky a
Enterococcus faecalis, Listeria sp..

Metody byly porovnavany mezi sebou v laboratofi SZU a pak v 7 laboratofich jako MPZ.

SZU: 19 metod

realné vzorky - v péti opakovanich pro kazdou metodu.

8 pfidavkl znamych pocta KTJ

<10 KTJ, 19 KTJ, 38 KTJ, 102 KTJ, 103 KTJ, 104 KTJ, 10° KTJ a 10% KTJ
v deviti opakovanich pro vSechny metody

Analyzy byly provadény na 6 vzorcich upravenych bioodpadu (kompostu a digestatu)
a kalu (vystupy ruznych technologii).

MPZ: 13 metod
4 pfidavky v rozmezi koncentrace 0 - 107 KTJ na gram vzorku ve tfech opakovanich

pro kazdou metodu.

rozboi 4 reélnich vzorkd vSemi metodami vSemi 7 Iaboraton“'emi‘.



Ovérovani zakladnich parametri mikrobiologickych metod pro stanoveni

indikatorovych organismu

Vyhodnoceni — SZU

Vysledky ziskané v jedné laboratofi byly statisticky zpracovany na zaklade normy
CSN EN ISO 17994: Kritéria pro zjisténi ekvivalence dvou mikrobiologickych metod
Jako referenéni metoda byla zvolena metoda uzivana v CR.

Pro statistické vyhodnoceni zakladnich parametru validace shodnost a opakovatelnost
byly pouzity standardni statistické postupy - vazena smerodatna odchylka, 2,8nasobek

Vysledky porovnani metod mezi sebou byly vyhodnocovany robustni linearni regresi
podle Passinga a Babloka

analyza vysledkt metod A/P byla zaloZena na logistickeé regresi.

MPZ

realné vzorky - pro metody prezence/ absence hodnoceni na zakladé miry shody
mezi dvéma laboratofemi, pro kterou byl pouzit index delta

podle (Andrés a Marzo, 2004) - usporadani vysledku stanoveni do ¢tyfpolni tabulky

Vysledky porovnani metod mezi sebou byly vyhodnocovany robustni linearni regresi
podle Passinga a Babloka



Porovnavané metody

MPZ 13 metod

Stanoveni salmonel

Stanoveni Escherichia coli
Stanoveni Clostridium perfringens
Enterokoky

Listerie

3 metody
4 metody
2 metody
3 metody
1 metoda



CL - Stanoveni E.coli modifikovanou metodou Colilert

ENL - Stanoveni enterokokl metodou Enterolert

Enterococcus — Enterolert - ENL

E. Coli - CL
i 90ml of Phosphate buffer
% oo of Phosphte ufer . SamN /
10g wet weight of sample MO ENSATIEN
HOMOGENISATION 4 (]
. Homogenize 2 minutes
Homogenize 2 minutes pH MESURE 3
pHMESURE = /
10ml
/ 10ml °
DILUTION N 10ml 1 10ml [l 90ml of Phosphate
DILUTION /1 10ml, P 10ml I\ 90ml of Phosphate /\&TT _QQ* AQ buffer in every bottle
_\.Q LN\ L N\G) i 1ml aml Iml
q q q buffer in every bottle 0 0 0
m m m
ﬁ Jl h Il100ml  [1100ml  [1100ml 100ml Defined Substrate
/W\ogg\ /Yol ﬂg‘ogn 100mi Defined Substrate VAV AV AV Enterolert
L L35 Colilert ! ! !
1 4 g
2 g g
B U U - Seal in QuantiTray Sealer and place
” Seal in QuantiTray Sealer and place 8 - in incubator for 24 hours at 35°C
g in incubator for 24 hours at 35°C :
INCUBATION
INCUBATION
NUMERATION UV reading
NUMERATION UV reading A366nm
A 366nm

Fluorescent wells = enterococci
Refer to MPN Table

Yellow wells = total coliforms
Yellow / Fluorescent = E. coli

Refer to MPN Table



Stanoveni E.coli modifikovanou metodou Colilert, realné vzorky SZU

Absolutni 95% interval Smérnice 95% interval
pod le n ormy &len spolehlivosti spolehlivosti
CSN EN ISO 1 7994 Cz/CL -1.20 -9.05 0.14 1.41 1.07 3.57

Scatter Plot with Passing & Bablok Fit
B -
Parametr Cz2-CL /
— 55 ;
Pramér 62,48
Smérodatna 5
odchylka 106,36
Rozsitena nejistota 38,84 4.5 4 —— idenily
3
Konﬁdencm - B —— Passing & Babiok () 1k
interval: E (1,20 + 1 41%)
. 35 -
Dolni mez X, 23,64
Horni mez x, 101,32 3
25 -
2

metody vykazuji mezi sebou rozdily




CL - Stanoveni E.coli modifikovanou metodou Colilert, pridavky

znamého mnozstvi KTJ, SZU

Scatter Plot with Passing & Bablok Frt 7 Scater Piot with Passing & Bablok Fit
/ /
v 6 4
metoda CL

s/ metodaCZ?2 5 -

4 4 2 / . Identity 4 T
S 4 3
~ > / 5 ——Passing & Bablok () ft
° 34 Pe e P 255109 & Bablok (1) E (013 +1.00)
z / (083 + 1.08%) 34
i 3 -

2 £

% 2
1 4 /
1
0+ ° o R
| p 4~ .
Y ARSI 5 SR I I 50 B — 0 1 2 3 I 5 6 7
4 1 3 5 7 log Pridavek
Pridavek

LepSi vysledky vykazuje metoda CL
mirné stejnomérné podcernovani vysledku v celém rozsahu testovaného
souboru pfidavku,

I‘ ‘ ‘ iii ‘ N4 u 4 ‘ ” lvvl‘ ‘



Stanoveni E.coli modifikovanou

znamého mnozstvi KTJ, MPZ

(2]

CZ2 -

(8]

IN

Nalez - metoda CZ2 (log KTJ)
w

N

metodou Colilert, pridavky
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CL - Stanoveni E.coli modifikovanou metodou Colilert, pridavky

znamého mnozstvi KTJ, MPZ

Metoda Opakovatelnost Metoda Shodnost
Cz2 3,3756 Cz2 1,4199
CL 0,1426 CL 0,0509

Metody pro E. coli

7 Sz

° -
°.
P
6
-
-
-

. -

) 7

g ~ ® PrumérCZ2

2 - b Pramér EU2
= _ z ® PramérEU4

g ® Prumér COL

§ = = = Identita

E PB Priimér CZ2
3 3 PB Primeér EU4
g PB Pramér EU2
© PB Primér COL
Z2




ENL - Stanoveni enterokokd modifikovanou metodou Enterolert, realné

vzorky SZU
podle normy éSN EN ISO 17994 a3 . Seoatter Plot with Passing & Bablok Fit
Parameter CZ3 - ENL aq
Primeér -28,03
2,3
Smeérodatna odchylka 112,78 . o Identity
Rozsifena nejistota 22,90 T 56 ! —Passing & Bablek (1)
E / =102 +1.200)
Konfidenéni interval: /!
2.4 ,/
Dolni mez x -50,93 /
Horni mez x,, -5,13 *21 :

metoda ENL dava rozdilné vysledky od  *7————"———"7
metody CZ 3.Vysledky jsou prukazné Mean of M3

pro dany soubor Setfeni. DR
metody zcela rozdilné vysledky

metoda CZ 3 ve srovnani s metodou ENL

c e ., nadhodnocuje v oblasti vySsich koncentraci
Robustni linearni regrese P a B

Absolutni 95% interval . 95% interval
N . . Smeérnice . -
Clen spolehlivosti spolehlivosti

CZ 3/ENL



ENL - Stanoveni enterokokti modifikovanou metodou Enterolert,

pridavky, SZU

Metod Absolutni 95% interval I 95% interval
. . . Smérnice . .

a €len spolehlivosti spolehlivosti
CZ3 -0.45 -1.40 -0.06 1.03 0.92 1.24
ENL -0.06 -0.61...0.22 0.97 0.84...1.08

lepsSi vysledky vykazuje metoda metoda CZ 3
nejvétsi chyby je nutno oéekavat u metody ENL

Scatter Plot with Passing & Bablok Fit

: CzZ3
4
2 4
HE /
a“‘ /j
o4 o o
R ) .
-1 1 2 5
LogPrid

Identity

e B3z zing & Bablok (1)
-0.45 + 1.03x)

42 -

2.8

Mean of hd
[
[=]

34

2.2

Scatter Plot with Passing & Bablok Fit
!

Idertity
Pa=szing & Bablok (1)
(10018 + 3.70x)

32 3.4 36 3.8 4 4.2

tean of M1




ENL - Stanoveni enterokokli modifikovanou metodou Enterolert, pridavky

MPZ

Nalez - metoda CZ3 (log KTJ)

8
CZ3 - vsechny labor /a/tore T o
7 ® LabB
- ® LabC
‘ / e LabD
6 LabE
® LabF
/: e LabG
5 O Prameér
/ / = = = Identita
4 PB LabA
° PB LabB
(/ PB LabC
3 Z PB LabD
PB LabE
PB LabF
2 1 PB LabG
— PB Pramér
14
0w

0 1 2 3 4 5 6 - . .
pridavel|@QAYpro enterokoky

Nalezy pramérnych hodnot (log KTJ)

Nalezy metoda ENL (log KTJ)

LabA
LabB
LabC

LabD
LabE
e LabF
® LabG

O  Pramér
- - Identita
PB LabA

PB LabB
PB LabC
PB LabD

PB LabE
PB LabF
PB LabG
PB Primér

Pramér CZ3
Pramér EU5
Prameér ENL
Identita

PB Prumér CZ3

=& PB Primér EU5

PB Prumér ENL

Pridavek (log KTJ)




Lze pouzit metody Enterolert a Colilert pro
stanoveni indikatorvych organismu v

Colilert ano
Enterolert nedoporucujeme



Ovérovani zakladnich parametri mikrobiologickych metod pro stanoveni

indikatorovych organismu

Salmonely Porovnavané metody EU 1, EU 9, EU 10, CZ1.
EU1-CZ1

&J} = s =
MetodaCzZ1 = Laboratore A,B,D,F
- Laboratofe C,G
MetodaEU 1 —— Laboratof E
® Vyhodnoceni laboratofe A,B,D, F
Vyhodnoceni laboratofe C,G
O Vyhodnoceni laboratoi E
T T
0.01 0.1 1 10 100 1000 10000 @_ X
R e A (Rl 0.01 0.1 1 10 100 1000 10000 100000

Koncentrace pfidavku [KTJ/g]




metoda laborator Pridavek (KTJ/g)

EU 1

+ pozitivni ndlez, - negativni nalez




Metoda Shodnost Metoda Opakovatelnost
EU9 EU 9
EU 10 0,4943 EU 10 1,3841
95%
Meto laborat . 95% interval o interval
. absolutni ¢len . . smérnice .
da or spolehlivosti spolehlivos
ti
A 0 -1,35-0,19 0.8295 0,67-1,16
B 0 -1,29-0,27 0.8295 0,64-1,14
C 0 -,81-0,09 0.6573 0,56 -0,91
EU 9 D 0 -1,56 - 0,08 0.7271 0,53-1,17
E - 0,0160 -1,24 -0,00 0,6573 0,53-1,00
F 0,1893 -0,12-0,99 0.7357 0,53-0,91
G 0 -4,68 - 0,76 0.6232 0,34 -2,40
Metoda* 0 -0,70- 0,27 0.7435 0,62 -0,89
A - 0,4084 -2,30 - 0,00 1,0739 0,89 —1,58
B - 0,3848 -3,13 - 0,062 1,0587 0,70-1,76
C nevyhodnoceno nevyhodnoceno nevyho:nocen nevyh:;jnoce
EU 10 D - 0,3559 -3,36 - 0,16 1,0482 0,79-1,80
E
G
Metoda*




Ne

Rs* Ri** Nej Pouz po

Lab A

Lab B

Lab D 0,2729 0

Lab F 0,2647 0,1893

Lab C 0,3426 0

Lab E 0,3427 0,0160

Lab G el 0 Porovnéni metody EU9 a EU10— prim. hodnoty
metoda 0.2765 0

Metoda EU 10
Metody pro salmonely

LabD 0,0482 0,3559

LabB 0,0587 0,3848 —

LabA 0,0739 0,4084 2

7
LabG 0,2803 0,0485 5 _ 7 .
7
LabE ne ne 5 _ P ®
1%
LabC ne ne 2 4 ~ s /..
LabF neucast neucast Sac _ 7 ® Prumér EU9
~, © ® Prumér EU10

metoda 0,0132 1,0996

= == |dentita

PB Pramér EU9
PB Primér EU10




LabD 0,07758 0
LabA 0,09202 0
LabF 0,10930 0,06489
LabB 0,13479 0,11827
LabE 0,24642 1,27809
LabC 0,29540 0
LabG 1 3,96848
laboratofe 0,2456 0
Metoda CL

Lab C 0,11332 0
Lab F 0,11411 0
Lab A 0,11870 0
Lab E 0,12556 0
Lab B 0,12630 0,02915
Lab D 0,15530 0
Lab G 0,15841 0
laboratore 0,0913 0,0162

Rs* Ri** nej pou np
Metoda CZ 2
Lab D 0,0379 0
Lab B 0,0415 0
Lab F 0,0972 0
LabC 0,1167 0,0936
Lab A 0,1788 0
Lab G 0,2384 0
LabE 0,7555 0
laboratote 0,3306 0,6291
Metoda EU 2
LabA 0,0040 0
LabC 0,0192 0
LabD 0,0233 0
LabG 0,0957 0
LabB 0,1007 0
LabE 0,1007 0

neuc neuc

LabF neucast neucast ast
laboratoie 0,0457 0,0425




Metoda Shodnost Metoda Opakovatelnost
Cz2 Cz2
EU 2 , EU 2 )
EU 4 0,3163 EU4 0,8856
CL 0,0509 CcL 01426
Metody pro E. coli
7 ya

(&)}

Primér CZ2
Pramér EU2
Primér EU4
Pramér COL
= Identita
PB Primér CZ2
PB Pramér EU4
PB Primér EU2
PB Primér COL

I

Porovnani metod
E. coli

Nalez pram. hodnoty (log KTJ

N
@




Rs* Ri** nej pouz np

LabB 0,0383 0,2097
LabC 0,0607 0,3383
LabA 0,0770 0,1451
LabG 0,1655 0
LabD 0,1985 0
LabE 0,3516 0
LabF 0,6585 0,0815
laboratofe 0,1289 0,3595
Metoda EU 5

LabC 0,0946 0
LabA 0,1159 0
LabD 0,1133 0
LabG 0,1178 0
LabB 0,1301 0,0056
LabE 0,1405 0
LabF 0,3557 0,0147
laboratofe 0,1549 0,0282

LabD

LabA 0,10817 0,66964
LabF 0,12426 0,48546
LabB 0,15633 0,36368
LabE 0,17993 0,04414
LabC 0,19188 2,44204
LabG 0,43000 0
laboratore 0,0001 -1,2714




Metoda Shodnost Opakovatelnost
Cz3 0,4826 1,3512
EUS5 0,2313 0,6477
ENL 0,2111 0,5911

Metody pro enterokoky

® Prumér ENL
= = = |dentita
PB Pramér CZ3

=& PB Pramér EU5
PB Pramér ENL

7 e
® 7
e
7
6 v
7 )
_ 7

Ii 5 i /./.
X 7
g e
= 7 ® Prumér CZ3
e _~ ®  PramérEUS
3 7
< 7
<= 7
@ 3 -
£
S
s
g
< 2




Rs* Ri** nej pouz np
Metoda EU 7
LabA 0,0413 0
LabF 0,0016 0,7797
LabB 0,1424 0,1229
LabE 0,2636 0,6264
LabC 0,3355 0,7342
LabD nehodnoceno nehodn
LabG neucast neucast
laboratore 0,4057 0,6548 H
Metoda EU 8
LabA 0,0635 0,2009
LabB 0,0692 0,1641
LabE 0,1596 0
LabD 0,2873 1,3617
LabF 0,6700 1,6334
LabC nehodnoceno nehodn
LabG neucast Neucast
laboratore 0,4943 0,6412

EU/



Nalezy prumérnych hodnot (log KTJ)

3 4 5
Pridavek (log KTJ)

~

Metoda Shodnost
EU7
EU8 0,1431
Metoda Shodnost
EU7 1,1846
EU8 0,4008

® Prameér EU7

® Prumér EU8
= = = Identita
PB EU7 Pramér
PB EU8 Prumér




Rs* Ri** nej pouz np

8 0
Pd LabB 0,0076 0,0438
7
® LabA
® LabB
oo LabA 0,0173 0,1117
B ©  LabE
£ e LabF
_g‘ ® LabG
5 O  Pramér
g J-wewa || LabF 0,0215 | 0,0407
g PB LabB
3 PB LabC
2 PB LabD
PB LabE
PB LabF LabD 0,0994 0,0216
PB LabG
= PB Pramér
| | | | | | | LabG 0,1796 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Pridavek (log KTJ)
LabC 0,3769 2,5645
EL 2- vS8echny laboratore
laboratore




improvers, growing media and bio-wastes - Part 2: Liquid enrichment method in selenite-cystine
medium followed by Rapport-Vassiliadis for semi-quantitative Most Probable Number (MPN)
determination — EU 10

CEN/TR 15214-1 Detection and enumeration of Escherichia coli in sludges, soils, soil
improvers, growing media and bio-wastes - Part 1: Membrane filtration method for quantification
—EU2

Stanoveni E.coli metodou Colilert - CL
Soils, sludges and treated bio-wastes — Isolation and enumeration of Clostridium perfringens

in sludges, soils and treated bio-wastes — Part 1: Membrane filtration method onto selective
agar—EU 7

Soils, sludges and treated bio-wastes — Isolation and enumeration of intestinal enterococci in
sludges, soils and treated biowastes — Part 1: Membrane filtration method onto selective agar
—-EU 5




Stanoveni E. coli filtraéni metodou EU 2 | 237,57,-
E.coli metoda Colilert 18 CL | 274,-az410,-
Stanoveni enterokoku filtracni metodou EU 5 | 155,16,
Stanoveni salmonel P/A CzZ1 |1276,07,-
Stanoveni salmonel P/A EU 2 | 1254,87 -
Stanoveni salmonel metodou MPN EU 10 | 1448,13,-
Stanoveni Clostridium perfringens filtra¢ni 499,02
metodou EU 7

Stanoveni po¢td Listeria monocytogenes EL 2 | 989,77,-
Stanoveni termotolerantnich koliformnich 273,4,-
bakterii CzZ?2

Stanoveni enterokokl CZ 3 |95,05,-

stavajici metody




Navrzené zmeéna v pravnich predpisech

Navrh pro metodicky navod pro stanoveni indikatorovych organismu
v bioodpadech, upravenych bioodpadech, kalech z €istiren odpadnich
vod, digestatech, substratech kompostech, pomocnych rastovych

prostredcich, sedimentech a podobnych matricich.

Roc¢ni produkce

Jedno

zafizeni thy Cetnost kontrol vystupi
Kal COV
Do 150 t 1 x za rok
0-1000 t 2 X za rok
1001 — 5000 t 4 x za rok
5001 a vice t 12 x za rok
Velikost uskladnéné Pocet jednorazové

hromady

odebranych vzorku

Pocet
Indikatorovy kaz(())lll'i(e:ly;lil He
. ovy Jednotky v p (nalez/

mikroorganismus kazdé
KTJ*)

kontrole
vystupu*®*
Salmonella spp. nalez v 5 negativni
50g
Escherichia coli KTJ*/1 |5 1 <5.108
g

<103

do 50

18arze (1x5vzorku)

w v







