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zmeny v pravnich p fedpisech

reSeni podstatnych nejasnosti v pojmech a
pozadavcich p redpis U

MZe CR TNV 75 8090 Hygienizace kal
v €istirnach odpadnich vod

mala informovanost jak pouzit limity a kdy a jak
hodnotit U €innost hygienizace

CEN/TR 16193:2013 Kaly z €istiren odpadnich
vod, oSet fené bioodpady a p tda — Detekce a
stanoveni poctu bakterii Escherichia coli
(CEN/TC 400)

pro € je vzorkovani pro mikrobiologické rozbory
opom ijenou €asti




Kaly z €istiren odpadnich vod a dalSi biologicky rozloziteln é odpady
8§ 32

Pro ucely této ¢asti zakona se rozumi

a) kalem

1. kal z Cistiren odpadnich vod zpracovavajicich méstske odpadni vody nebo
odpadni vody z domacnosti a z jinych Cistiren odpadnich vod, které zpracovavaji
odpadni vody stejného slozeni jako méstské odpadni vody a odpadni vody z
domacnositi,

2. kal ze septiku a jinych podobnych zafizeni,

3. kal z Cistiren odpadnich vod vySe neuvedenych,

b) upravenym kalem - kal, ktery byl podroben biologické, chemické nebo

tepelné Upravé, dlouhodobému skladovani nebo jakémukoliv jinému vhodnému
procesu tak, ze se vyznamneé snizi obsah patogennich organismu v kalech, a tim
zdravotni riziko spojené s jeho aplikaci,

c) pouzitim kalu - zapracovani kalu do pudy,




Oznaéeni po zahust éni

Pravni p fedpis pro vyuziti

Zpracovatelska za Fizeni Oznacéeni . . i .
. Oznaéeni Oznaéeni tekuté | vystupu
vystupu
Zahust éné frakce frakce

COV — zpracovavajici

odpadni vody
kal z Cistiren odpadnich vod ;
zpracovavajicich méstské Zakon 185/2001 Sb. o dpadech:
odpadni vody nebo odpadni IR

, ] . Vyhl. €.341/2008 Sb.,
vody z domacnosti a z jinych al kalova voda gy
Sistiren odpadnich vod, které kal yni-e. ) -
zpracovavaiji odpadni vody Zakon o hnojivech €. 156/1998
o . .. . . Shb.:

stejnehc,) slozeni jako mfastske Vyhl.474/2000 Sb
odpadni vody a odpadni vody z
domacnosti, kal ze septikl a
jinych podobnych zafizeni
COV - zpracovavaijici

odpadni vody a

VZP
kal — kal z Cistiren odpadnich
vod zpracovavajicich odpadni . . .
vody a souéasné zpracovavajici zbytek tuhy zbytek tekuty zbytek Nafizeni EU_€.1069/2009):

dpad < Klad rozhodnuti e kal Nafizeni EU €. 142/2011

odpady na zakladé rozhodnuti YR VR 341/2008 Sb..
krajského Ufadu, kterym je Kal

udélen souhlas k provozovani
zafizeni pro nakladani s odpada
s jeho provoznim fadem




Kdy je t reba vzorkovat ¢€istirenske kaly?

Limitni koncentrace indikatorovych organism
ur éené k vyuziti na zem édélské p uadé dle vyhl. 382/2001.

U pro upravené cistirenské kaly

Piiloha ¢. 4 Pi¥ipustné mno Zstvi mikroorganizm a(KTJ*)v 1g suSiny
k vyhlasce aplikovanych kal 1

¢.382/2001

cSSS / termotolerantni enterokoky Salmonella sp.
Kategorie Igoliiftorr_nm

kali akterie

I <108 <108 negativni nalez

Il 10%- 106 103 - 106 nestanovuje se

Limitni koncentrace indikatorovych organismd pro vystupy
dle vyhlasky ¢. 341/2008 Sb. pro vystupy z anaerobniho
zpracovani (BS) a kompostaren

Indikatorovy Vystup dle 341/2008 Sb.
mikroorganismus limit nalez

Pocet vzork u nélez
Salmonella spp. .y
nalez v 50g 5 negativni
Termotolerantni 1 <103
koliformni bakterie
KTJ* v 1 gramu 4 <50
Enterokoky 1 <103
KTJ* v 1 gramu

4 <50

Limitni koncentrace indikatorovych organismd pro

vystupy z dle Nafizeni

1069/2009 (EU &. 142/2011) pro vystupy z BS a

kompostaren

Indikétorovy

Vystup dle Nafizeni 1069/2009

KTJ* v 1 gramu

mikroorganismus Limit nalez**
Salmonella spp.*** o
nalez v 25¢ negativni
Escherichia coli** <5.10
KTJ* v 1 gramu <10
Enter okoky* * <510

<1C




a) kal sou ¢asna definice v zakon é

1. kal z €istiren odpadnich vod zpracovavajicich m  éstské odpadni vody nebo odpadni vody z
domacnosti a z jinych  ¢€istiren odpadnich vod, které zpracovavaji odpadni vody stejného
slozeni jako m éstské odpadni vody a odpadni vody z domacnosti,

2. kal ze septik U a jinych podobnych za Fizeni,

3. kal z €istiren odpadnich vod vySe neuvedenych,

3. kal definice z normy TNV 75 8090

1.kal z ¢Gistiren odpadnich vod zpracovavajicich m  éstské odpadni vody nebo odpadni

vody z domacnosti a z jinych  ¢&istiren odpadnich vod, které zpracovavaji odpadni vody

stejného slozeni jako m éstské odpadni vody a odpadni vody z domacnosti,

2. kal ze septik U a jinych podobnych za Fizeni,

3. kal — kal z é€istiren odpadnich vod zpracovavajicich odpadni vody (viz.1) a sou éasneé
zpracovavajici odpady na zaklad é rozhodnuti krajského U Fadu, kterym je ud élen
souhlas k provozovani za Fizeni pro nakladani s odpady a s jeho provoznim  Fadem

a) kal  definice z infringentové novely  (snad €ervenec 2015)

1. kal z ¢€istiren odpadnich vod zpracovavajicich m  éstské odpadni vody nebo odpadni vody
z domacnosti a z jinych  €istiren odpadnich vod, které zpracovavaji odpadni vody
stejného slozeni jako m éstské odpadni vody a odpadni vody z domacnosti, a to i
v pFipadé, Ze ¢Gistirny odpadnich vod zpracovavaji také biologicky ro zlozitelné odpady
na zaklad é rozhodnuti krajského U Fadu, kterym je ud élen souhlas k provozovani
zafizeni pro nakladani s odpady a s jeho provoznim  Fadem, nebo biologicky
rozlozitelné odpady spadajici do p usobnosti na Fizeni o vedlejSich produktech
Zivo €¢iSného p Gvodu 6),

2. kal ze septik U a jinych podobnych za Fizeni,

3. kal z ¢istiren odpadnich vod zpracovavajicich odpadni vody a materialy,

které svymi vlastnostmi odpovidaji odpadnim vodam a m ateriadl m dle bodu 1, zejména
odpadni vody a materialy, které maji p  Gvod v potravina Fském pr amyslu a zem édélstvi,”



Mikrobiologické rozbory, které spadaji pod vyhlasky zakona o odpadech a
Narizeni 1069/2009

AHEM v platném zn éni
(AHEM Acta Hygienica, Epidemiologica et Microbiologic a 7/2001
a 1/2008)

pro E. coli jako CEN/TR 16193 ve Velké Britanii a ve Franciiv kv étnu 2013, v
CR byla vydana v roce 2014
V Némecku je norma ve stadiu p Fiprav jako DIN.

Ostatni indikatory ????

vyhlaska €.475/2000 Sb., kterou se m éni vyhlaska




CEN/TR 16193:2013

CEN/TC 400

Secretariat: DIN

Sludge, treated biowaste and soil —

Detection and enumeration of Escherichia coli

CEN/TR 16193:2013

CEN/TC 400

Kaly z Cistiren odpadnich vod, oSetfené bioodpady a puda —
Detekce a stanoveni poctu bakterii Escherichia coli

dokument (CEN/TR 16193:2013) byl pfipraven Technickym vyborem
CEN/TC 400 ,Projektovy vybor — Horizontalni normy pro oblast kalu z
Cistiren odpadnich vod, bioodpadu a pudy*, sekretariatem, ktery je zfizen DIN

Ustanoveni 6: Metoda A — Metoda membranoveé filtrace pro kvantifikaci

Ustanoveni 7: Metoda B — Miniaturizovana metoda (NejpravdépodobnéjSi pocet)
inokulaci do tekuté pudy

Ustanoveni 8: Metoda C — Makrometoda (nejpravdépodobnéjsi pocet) v tekuté pudé



Matrice Metoda A Metoda B Metoda C
Membr. filtrace Miniturizovana MPN Makrometoda MPN

Kal Mesofiln¢ anaerobné Mesofiln¢ anaerobné Mesofiln¢ anaerobné

z ¢istirny stabilizovany kal z cistiren stabilizovany kal z cistiren stabilizovany kal z cistiren

odpadnich | odpadnich vod odpadnich vod odpadnich vod

vod Vzduchem suSeny Vzduchem suSeny Vzduchem susSeny
peletizovany kal z ¢istiren peletizovany kal z ¢istiren peletizovany kal z ¢istiren
odpadnich vod odpadnich vod odpadnich vod
Odvodnény stabilizovany kal | Odvodnény stabilizovany kal | Odvodnény stabilizovany
z ¢istiren odpadnich vod z ¢istiren odpadnich vod kal z ¢istiren odpadnich vod
Kompostovany kal z ¢istiren | Kompostovany kal z ¢istiren | Kompostovany kal z ¢istiren
odpadnich vod odpadnich vod odpadnich vod

Bioodpady | Kompostované bioodpady Kompostované bioodpady Kompostované bioodpady

Kompostované zelené
odpady

Anaerobné oSetiené
bioodpady

Kompostované zelené
odpady

Anaerobné oSetiené
bioodpady

Kompostované zelené
odpady

Anaerobné oSetfené
bioodpady




Metoda A — Metoda membranove filtrace pro kvantifikac |

Metoda A specifikuje postup membranove filtrace pro kvantitativni detekci kultivaci
jednotlivych kolonii na chromogenni agarove pudé.

Neni vhodna pro materialy, jejichz oSetfeni vyrazné redukuje podcty bakterii na méné
nez 10 zivotaschopnych E. coli na gram vihké hmotnosti jako je pfidavek vapna,

Je vhodna pro stanoveni radové redukce E. coli béhem Gpravy odpadu
stejné jako pro stanoveni kvality kone¢ného produktu. ???7???

Homogenizovany naredény vzorek se filtruje, membranovy filtr se asepticky vyjme
a inkubuje se na membranovem lakt6zoglukuronidovem agaru (MLGA), nejprve pfi
(30 £ 1)°C po dobu (4,0 = 0,5) h. Potom se teplota zvySi na (44 = 1) °C. Pfitomnost
E. coli je indikovana zelenymi koloniemi, které vznikaji hydrolyzou BCIG (5-brom-
4-chlor-3-indolyl- B-glukuronid (BCIG)

Limit detekce metody A je 27 KTJ E. coli na gram vihké hmotnosti podle ENV ISO
13843 v zavislosti na obsahu pevnych latek. Pfi vysokych koncentracich ( > 0,1
g/mL) mUze byt omezen objem vzorku, ktery projde membranou, pokud neni
nareden.



Matrice Stfedni hodnota Opakova- Repro- VylouCené | Odstran¢ | Celkovy Celkovy
(E.coli/1 g telnost duko- odlehlé né data poCet poCet
vlhké hmotnosti) (pomér) vatel- hodnoty (Jiné dat laboratofi
nost (statisticky divody)
(pomér) urCené)

Mesofilni < 26,96° - - - - 0 13

anaerobni kal < 26,96° i ] ] ] 3 13

Anaerobné 1784 260 2,8 59,4 2 - 33 13

opraveny 2 898 637 3,5 72 . . 36 12
bioodpad

Peletizovany < 26,96¢ - - - - 0] 13

VZdUChEZI suseny 385 222 7,1 29 465,7 . ] 36 13

Odvodnény kal 6 632 3,2 7 499,5 - - 35 12
z Cistirny

odpadnich vod 3651 4,1 655,8 - - 36 12

Kompostovany 94 944 250 11,9 34,8 1 - 33 12

kal 968 981 5,9 88,1 ] : 36 13

Kompostovany 824 211 3,6 51,7 1 - 36 13

odpad ze 433 007 2,5 32,3 : : 39 13

zahrad
Kompostované 7 883° 262,7° 262,7° - 12 13
bicodpady 16 967 925 4,3 33,6 . 39 13

@ Teoretickd mez detekce s pravdépodobnosti 95 % vypocCtend pro metodu

b

vychyleni). Odhad je tfeba brat v dvahu opatrné.

Nakonec pro zpracovani dat jich bylo k dispozici jen mdlo. Pozorovany rozptyl byl pouze ndhodny rozptyl (Zaddné vyznamné laboratorni




E. coli: Filtration method (prEN 15214-1) — EU 2

10 g wet weight of sample a \ / T 90 mimRrD

. MRD : maximal
D 250 ml container recovery diluent
Mix thoroughtly
pH MESURE
Transfer the content in an homogenizer bag
] Homogeniser ba
FILTRATION Eﬁ 9 9

Dilution A
9mL sterile MRD

Iml iml Iml iml iml Iml 1ml 1ml
DILUTE —'H Q —'H G—'H Lo —>H 0—>H ¢ —>H —>H S & Filtrate 1ml of sample
SAMPLE With 10-20ml MRD
T- 100 10t 102 103 104 10° 106 107 108 T- T+
Iml 1iml iml Iml iml iml iml iml iml Iml]] 1mi] 1ml
u ﬂ ﬂ u ﬂ u ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ u u Cellulose nitrate

F 22224 FFEFEE W

& e o @& & o o O o &
T- : Sterile MRD Transfer membranes
50mm MLGA plate 12 plates T+ : Spiked suspension on plates
FILTRATION
INCUBATION 1) (30+1)°C (4+0.5)h

2) (44 £1)°C (14 2)h

Presumptive colonies

Green colonies

NUMERATION
SUB-CULTURE Subculture typical colonies (>2) on Mac Conkey agar pla  tes
INCUBATION (37 £1)°C

(24 £ 4)h

BIOCHEMICAL CONFIRMATION

Confirm typical colonies using ENTEROtest




Metoda A — Metoda membranove filtrace pro kvantifikac

Vypocet poctu KTJ E. coli (pfitomnych na g vihké hmotnosti piivodniho vzorku) se

provadi

vydélenim celkového poctu typickych kolonii (n) na filtraéni membrané vybranych
ploten celkovym filtrovanym objemem pavodniho vzorku. Vysledek konfirmacniho
kroku je tfeba vzit v ivahu pfi odhadu celkového poctu typickych kolonii pro vypocet

konecnych vysledku (viz ISO 8199)

Mez detekce Horni mez Pracovni rozsah | Vysledky disperze
5% kvantifikace jednotky log,, U?
E. coli g vihké 5%
hmotnosti E. coli g vlhké
hmotnosti
26,96 1,32 10" 9,7 Méné neZ 0,05




Metoda B — Miniaturizovana metoda (Nejpravd épodobn éjSi po €et)
inokulaci do tekuté p udy
E. coli: Microplate method (prEN 15214-2) — EU 3

25g wet weight of sampleg ﬁ Trypton salt diluent
\ / Add Tryptone salt diluent so as

HOMOGENISATION to obtain a final weight of 100g

SMD-Special Microplate Diluent

Homogeniser bag Efj

Homogerts 1 Inokulace 16 jamek kazdym fedénim
y ™ Primary suspension
DILUTION Q2 om o[ S spec
DISinAzRD 1IH120 1/TH100 1/%000 1/2% 000 1/2%0 000 1/22)00000r:|cmiate I:em MetOda B SpeCifiKUje
O © © O & O homogensd miniaturizovanou metodu
! :1234 :6789 :10 _ mﬂ ' e nejpravdépodobnéjiho podtu (MPN)
QRERRREEE i Lo pdath &
INOCULATION c 0 929000000 begin with the last dilution. )
e " e microtive plato with organickych hnojivech podobné
a , e e konzistence jako validované matrice.
H// N S— Je vhodna pro hodnoceni fadového
1/20 1/200 1/2000  1/20 000 1/200 000 1/2 000 000 Snllzeni E Coli béhem []pravy Stejné
INCUBATION (44 £ 1)°C (36-72)h jako kvality konec¢ného produktu.
123456789101112| | Positive wells Metoda B ma detekéni limit (5 %)
, blue wells pfiblizné 67 E. coli MPN na g vihké

UV READING A=366nm

SIS hmotnosti a kvantifikacni rozsah
. 6 fadu (viz ENV ISO 13843).

Red-top wells

TOTMMOOmI=

CONFIRMATION Distribute Kovac's reagent in each blue fluorescent well



P¥iklad Redéni CN
1/20 1/200 1/2 000 1/20 000 1/200 000 1/2 000 000
A 16 16 9 3 0 0 16/9/3
B 16 16 9 7 1 0 9/7/1
C 12 5 0 0 0 0 12/5/0
D 0 1 0 0 0 0 0/1/0
E 16 16 12 5 0 0 16/12/5

Hodnoty pro MPN se urci z tabulky stejné jako konfiden¢i meze

Mez detekce
5%
E. coli g vlhké
hmotnosti

Horni mez
kvantifikace
5%

E. coli g vihké

hmotnosti

Pracovni
rozsah
jednotky log,,

Vysledky
disperze U?




METODA C — MAKROMETODA (NEJPRAVD EPODOBNEJSIHO POCTU)
V TEKUTE PUDE

Metoda C specifikuje metodu nejpravdépodobnéjsino poctu (MPN) pro
semi-kvantitativni detekci Escherichia coli v kalech, upraveném bioodpadu a
pudach s podobnou konzistenci jako validované matrice.

Je vhodna pro hodnoceni fadove redukce E. coli v prubéhu Upravy stejné jako
pro hodnoceni kvality kone¢ného produktu.

Metoda C se muze pouzit bez ohledu na obsah susSiny zkouSeného materialu.
Metoda C ma detekeni limit pfiblizné 10 E. coli MPN/g vihké hmotnosti

(viz ENV ISO 13843).

- priprava homogenizované suspenze vzorku v 0,9 % (hmota/objem, napf. g/L)
roztoku chloridu sodného;

- seriové fedéni této suspenze ve stejném fedicim roztoku (od 101 az po 10°7);

- preneseni 3 x 1 mL z kazdéeho fediciho stupné do tfi zkumavek obsahujicich
9 mL FluorocultuTM — lauryl sulfatové pudy

- kultivace pri (44 £ 1) °C po dobu (40 £ 4) h;

- detekce produkce plynu, fluorescence a produkce indolu;

- kvantifikace MPN technikou.

Laury sulfatova puda — Fluorocult TM.



E. coli: MPN method (prEN 15214-3)

20g wet weight of sample
E 180 ml sterile 0.9% NaCl solution

Shaking (5+3)°C
INCUBATION 30min to 20h
() 150 rpm
pH MESURE i
Primary suspension homogenised
iml iml Iml iml ml iml
s | H H @ H @ @ H @ H @ &O 9ml sterile 0.9%
DILUTE Sample 109 101 102 105 104 105 106 NaCl solution
g 1) 4 g 4 2
Transfer 1ml
of each
dilution in
INOCULATE 3 tubes
9ml MUG Lauryl sulfate broth with a Durham tube
Observe the Durham tube for gas formation
(44 £1)°C
INCUBATION (40+4)h
Positive tubes
Gas 1 1l il 1l =
Tubes with gas
FORMATION 0] 011 Uk L]0
g Add 0.5ml NaOH 1N in each tube

Positive tubes
UV READING I 0 1|t (o Tubes with
A=366nm o 10} wup ww fluorescence

Add 0.5cm layer of Kovacs reagent

Observe the colour change after 1-2min
Indole g Positive tubes
REACTION H HH HHH HHH =
Tubes with
U1} wuy vw red circle




Plyn+/Fluorescence+/Indol+

(vlhké@ hmotnost) vzorku

Redici krok 10" 102 10 10 10 105+ | 107+
Zkumavka 1 + + + + - -
Zkumavka 2 + + + - + s
Zkumavka 3 + + + - - -
Charakteristické Cislo 3 3 3 1 1 Y 0
MPN index 7,5
Redici faktor 103
Vysledek: MPN E. coli/g 7.5x 103

Limit detekce
5%
E. coli/g vlhké hmotnosti

Horni mez kvantifikace
5%
E. coli/g vlhké hmotnosti

Pracovni rozsah
Log10 jednotka

Vysledky disperze U2




ar emoprane titration metnoda 1or quantrication -

CEN/TR 15214-2 Detection and enumeration of Escherichia coli in sludges, -
Part 2: Miniaturised method (Most Probable Number) by inoculation in |i
quid medium - EU3

CEN/TR 15214-3 Detection and enumeration of Escherichia coli in sludges, -
Part 3: Macromethod (Most Probable Number) in liquid medium — EU 4

Stanoveni termotolerantnich koliformnich bakterii a E.coli
(AHEM 7/2001) - CZ 2

Stanoveni E.coli metodou Colilert - CL

Clause 6: Method A - Membrane filtration method for quantification EUZ2,;
Clause 7: Method B - Miniaturised method (Most Proba  ble Number) by




Metoda CZ 2

Nalez - metoda EU2 (log KTJ)

LabA
LabB
LabC
LabD
LabE
LabF
LabG
Prameér

= Identita

PB LabA

PB LabB

PB LabC

— —PBLabD

PB LabE

PB LabF

PB LabG

PB Primér

'"Oeeooeoeeoe

Néalez metoda EU4 (log KTJ)

1 2 3 4
Pridavek (log KTJ)

Metoda A filtracni

o

Metoda C MPN makro

2 4

LabA
LabB
LabC
LabD
LabE
LabF
LabG

IS

w

N

Prameér
= Identita
PB LabA
PB LabB
PB LabC
PB LabD
PB LabE
PB LabF
PB LabG
PB Pramér

'"Oe e o 0000

Nalez - metoda CL (log KTJ)

o

~

w

3 4 5 6
Pridavek (log KTJ)

Metoda CL

'"Oee oo o000

LabA
LabB
LabC
LabD
LabE
LabF
LabG
Pramér
= Identita
PB LabA
PB LabB
PB LabC
PB LabD
PB LabE
PB LabF
PB LabG
PB Priimér

"Oe e o0 000

LabA
LabB
LabC
LabD
LabE
LabF
LabG
Prameér
= Identita
PB LabA
PB LabB
PB LabC
PB LabD
PB LabE
PB LabF
PB LabG
PB Primér




Nalez pr im. hodnoty (log KTJ

Porovnani vSech metod pro stanoveni  E.coli — pr amérné hodnoty

Metody pro E. coli

® Prumér CZ2
Pramér EU2
® Pramér EU4
® Prumér COL
= = = |dentita
PB Priimér CZ2
PB Primér EU4
PB Priimér EU2
PB Priimér COL

T T \. T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Pridavek (log KTJ)



HORIZONTAL STANDARDS ON ORGANIC MICRO-POLLUTANTS FO R
IMPLEMENTATION OF EU DIRECTIVES ON SLUDGE, SOIL AND
TREATED BIO-WASTE

D 2.2 - part B. Sampling of sewage sludge and treated b  iowastes —
Technical Report on Sampling — Guidance on selection and application
of criteria for sampling under various conditions.

Due date of deliverable: 1-1-2006 Actual submission dat e:30-1-2006

CEN/BT/TF 151
Date: 2007-04
PrEN XXX:2007 (E)
Secretariat: DS

Soil, sludge and treated biowaste — Guidance for sample pretreatment




Indikatorovy

Pocet vzork U ke

poznamka

Predpis mikroorganismus stanoveni jednotky
TKB x
Vyhl. &382/2001 Sh. 1 gisus
kal enterokoky 1 g/sus
salmonela 1 v 509 nalez
TKB
Vyhl. 341/2008 Sb. 5 (4/1) g
kompost nebo enterokoky 5 (4/1) g
digestat ,
salmonela 5 v 509 nalez
Nafizeni 142/2011 £ el Sl ) g
kompost nebo enterokoky 5 (4/1) g
zbytek rozkladu salmonela 5 v 25¢ nalez




Vzorkovani béhem okruznich testll -- smésny vzorek az o 4 fady

Vzorkovani pro povéfené osoby jednorazove a smésne - o 1 rfad

Dulezita definice Sarze

AN a4

NedulezitéjSi cas od odbéru do rozboru,
podminky uskladnéni a prepravy
podminky pfedupravy vzorku v laboratofi
¢as od navazeni vzorku do nao¢kovani na nebo do
ristového média




Dekuji za pozornost




