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* upravené bioodpady, sedimenty, zeminy, statkova hnojiva
* procC je nutné provadét
mikrobiologické rozbory
* role vzorkovani —
* nejasnost v pojmech a
« pozadavcich predpisu
* mala informovanost jak
pouzit limity a hodnotit
ucinnost hygienizace
* praxe




mikrobiologie opomijenou casti
malo studii o pfenosu patogenu na ¢lovéka z pudy a ze vzduchu -
vétSina patogenu z pudy se dostava do vzduchu a do vody
staré teorie — kejda a hnuj se na pole davalo uz za naSich davnych pfedkud a
nemochi nebyli
sSvycarska studie — hnojeni statkovymi hnojivy pfi ekologické zemédélstvi
je pomeérné bezpecneé, protoze se pfi pouziti spravného
postupu kompostovani....
pro Sifeni patogennich E. coli jsou nachylné intenzivni chovy
v roce 2007 bylo prokazano v EU 26 pfipadu
Urs Niggli —je tfeba pfi aplikaci statkovych hnojiv uplathovat
vsechna opatreni, ktera napomahaji eliminovat Sireni a

kontaminaci patogeny
http://egri.cz/public/web/mze/potraviny/bezpecnost-potravin/stanovisko-efsa-ke-zdravoznimu-riziku.htm

Spanélska studie* - review dosazitelné literatury b&hem 20 let
prokazani vztahu mezi hnojenim a onemocnénim obyvatel
a pracovnikd,
prokazani ,cestovani“ patogenu v pudé
vir détske obrny Poliovirus - 50 m, prezival az 70 dni
viry z anaerobné vyhnilého kalu po dobu 7 let vertikalné i
horizontalné rozsireny

*nt Microbiol (2003) 6: 5-9 DOI 10.1007/s10123-003-0096-1Johanna Santamari’a C Gary A.
Toranzos Enteric pathogens and soil: a short review


http://egri.cz/public/web/mze/potraviny/bezpečnost-potravin/stanovisko-efsa-ke-zdravoznimu-riziku.htm
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Poliovirus&action=edit&redlink=1

ktery byl [é€en antibiotiky. Beéhem 10 mésicniho kompostovani dochazelo
ke zménam obsahu vody, dusiku a uhliku stejné jako elektrické vodivosti mezi

pokusnou a kontrolni hromadou. Na konci se prokazalo, Ze nedoSlo k redukci
mnozstvi DNA kamplylobaktera.

Campylobacter (iberleben DLG-Mitteilungen, 2010, ¢. 4, s. 9, 2010

Table 3. Quick Guide to Important Animal-Pathogen

Associations in Minnesota

Top Pathogens to Pathogens to
Animal Reservoir Consider Also Consider
Cryptosporidium Campylobacter
Calves
E. coli O157:H7 Salmoneila
Reptiles Salmonella
Baby Chicks
& Ducklings Salmonella Campylobacter
Adult
” Poultry Campylobacter Salmonella

Puppies &
Kittens (particu-
larly those with

diarrhea)

Campylobacter

Salmonella



http://cs.wikipedia.org/wiki/Kompostov%C3%A1n%C3%AD
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kompostov%C3%A1n%C3%AD
http://cs.wikipedia.org/wiki/Dus%C3%ADk
http://cs.wikipedia.org/wiki/Uhl%C3%ADk
http://cs.wikipedia.org/wiki/Redukce_%28chemie%29

Rezistence — ziskana mutaci, kterou vyvolavaji subinhibini

mnozstvi antibiotik pritekajicich v
odpadnich vodach (kaly)

- zbytky antibiotik v hnoji, chlévske
mrve, slepiCi podestylce

- ziskana pomoci horizontalniho prenosu
determinantu rezistence jiz
rezistentnich kmenu

Pokud se nezmeéni pristup k pouzivani
antibiotik, zemre na nasledky
multirezistentnich bakterii v budoucnu vic
lidi nez na rakovinu, pocet umrti drasticky
stoupa — sumit G7, cerven 2015

Elisabeth Meyer z Ustavu hygieny a environmentalnej mediciny
Charité v Berliné.



Trend rezistence na ATB u Salmonella enterica

Graf 1: ANTIBIOTICKA REZISTENCE (%)
U SALMONELLA ENTERICAV ROCE 2000
(n=2447) a 2012 (n=637)
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Zkratky antibiotik:

AMP — ampicilin; CAZ — ceftazidim; CIP — ciprofloxacin;
CHL - chloramfenikol; CTX — cefotaxim; GEN — gentamicin;
SMX — sulfamethoxazol; TCY — tetracyklin; TMP — trimethoprim.



Escherichia coli -trendy rezistence 2010 - 2013

65
60
55
50
45
40
S 35
ﬁ 30
2 25
20
15
10

AMP — ampicilin
FQ — fluorochinol

0 = —il
+

—
AA Ay

& - == —X

* x % X

2010 (n=2481) 2011 (n=2683) 2012 (n=2812) 2013 (n=2954)
rok (pocet kment)

CAR - carbapeny
AGL — volné mast.kyseliny.

CEF- cefalosporiny 3 gegenerace

AMP
@-FQ
-&-CEF3G
=»-AGL
=#-CAR

«@=FQ+CEF3G+AGL+C
EF3



%

Enterococcus faecium

trendy rezistence 2010 — 2013

E. faecium, trendy rezistence
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Cil mikrobiologickych rozborti

Cilem sledovani mikrobiologické kontaminace v upravenych odpadech je potvrzeni,
ze odpad byl dostateCne zpracovana upraven, ze technologie upravy byla u€inna a
ze doslo ke snizeni poctu sledovanych indikatorovych organisma.

Uginnost Gpravy (hygienizace) technologie je potvrzena redukci poéta v aktualnim
vystupu materialu z technologie na pfedepsané limitni hodnoty a snizenim po¢tu
vhesenych indikatorovych organismu v kontejnerech na zacatku procesu Upravy.

Dostatecna redukce indikatorovych organismu se liSi dle poZzadované upravy a
dle pravnich pfedpisu jednotlivych statu. VSeobecné se predpoklada, ze pfi
konvencnich procesech upravy (s ¢aste€nou hygienizaci) musi dojit ke snizeni
nejméeneé o dva fady (99%). Zpusoby upravy kalu s dostateCnym stupném
hygienizace pfedpokladaji snizeni poctu minimalné o 6 radu, to znamena,

Ze dojde k redukci 99,9999% poctl indikatoroveho organismu.

Zaroven jsou ale predepsané hodnoty pro indikatorové organismy ve vystupnim

materialu. Ty se liSi stat od statu, pfedpis od predpisu.

Matrice jako jsou odpady, zeminy kaly, sedimenty, komposty a jiné upravené odpady
jsou z hlediska mikrobiologické kontaminace velmi heterogenni,

organismy nejsou homogenneé rozptyleny, jsou vazany na organicke slozky;,

vodu a zivny substrat.

Z hlediska mikrobiologické kontaminace se jedna o znacné nehomogenni material.



Jak stanovit reprezentacni vzorek?

Studie Horizontal -HYG WP1-1 (Lambkin).
EPA (SHARON).
Studie sledovaly mikrobiologickou kontaminaci ve vystupech (v&etné kalti COV)
z ruznych technologii upravy bioodpadu na nékolika zafizenich a navrhli
obhajitelné pristupy pro sbér a manipulaci s reprezentativnimi vzorky biomasy
urcené pro mikrobialni analyzy.
« u kompostu a jinych pevnych matric ulozenych na hromadach
by méla byt pred odbérem vzorkl nejprve sejmuta horni vrstva cca 15 cm
« analyza nékolika jednorazovych vzorkl biomasy je ucinnéjsi pro
identifikovani proménlivosti mikrobialni kontaminace rdznych Sarzi
zpracovanych odpadu nez je analyza kompozitnich (smésnych) vzorku
« odbér a analyza jednorazovych vzorkd odebiranych po nékolik dni pomaha
ziskat reprezentativngjSi obraz o kvalite a pomaha zachytit proménlivost
upravenych bioodpadu
* je vhodnéjsi odebirani jednorazovych vzorkd o pfiméfené mensim
objemu Ci hmotnosti, coz umoznuje jejich rychlé a kratké zchlazeni
(One-litr metody US EPA 1680, 1.681, a 1.682)



pozadovany pocet vzorkl vystupu z upravy technologie odpadu zavisi na
heterogenité vstupujicich surovin, stupni michani (homogenizace) v pribéhu
zpracovani a presnosti, kterou pozadujeme pro vysledné sledované hodnoty

pfi vypoctu potfebnych poctl vzorkl, které maji byt testovany, je tfeba brat

v uvahu variabilitu pfi zpracovani v laboratori a proménlivost surovin prfed upravou

odpadu

pokud budeme testovat mikrobiologické parametry, napr. E.coli, poCet vzorku
odebranych k analyze by nemél byt mensi nez pét

interval spolehlivosti vysledkd by se mél uvadét pouze v pfipadé, ze spliuje
regulacni meze laboratore pro danou analyzu.

interval spolehlivosti by mél respektovat prislusny spravni a nebo kontrolni
organ a pfi posuzovani odpadu k nemu pfihlizet (Labkin a kol. 2006).

na variabilité vysledku i nejistotach méreni se podili mnoho faktoru.

ve svych predpisech pro dodrzeni limitl pro 5 jednorazovych vzorkd.

Zpusob odbéru 5 vzorkl lze akceptovat, protoZze ve studii Labkin a kol. (2006),
(pfi pouziti pro statistické vyhodnoceni pravidla 0,5 log) bylo zjisténo,

Ze soucCasny pozadavek testovat pét vzorkl pro uréeni poctu

E. coli £0,5 log 10 KTJ/g susSiny je dostate¢ny (s pravdépodobnosti 95%).



Zakon €. 185/2001 Sb, o odpadech

Vyhlaska €. 341/2008 Sb., o podrobnostech nakladani s biologicky rozlozitelnymi
odpady a o zméné vyhlasky €. 294/2005 Sb., o podminkach ukladani odpadu na
skladky a jejich vyuzivani na povrchu terénu a zmené vyhlasky ¢. 383/2001 Sb.,
0 podrobnostech nakladani s biologicky rozlozitelnymi odpady).

Vyhlaska ¢. 294/2005 Sb., o podminkach ukladani odpadu na skladky a jejich
vyuzivani na povrchu terénu a zmeéné vyhlasky ¢. 383/2001 Sb., o podrobnostech
nakladani s odpady (mzp.cz)

Zakon €. 156/1998 Sb., zakon o hnojivech, pomocnych pudnich latkach,
pomochnych pudnich pfipravcich a substratech a o agrochemickém zkouseni
zemédélskych pud, v plathém znéni

Vyhlaska €. 131/2014 Sb., kterou se meni vyhlaska Ministerstva zemeédélstvi
C. 474/2000 Sb., o stanoveni pozadavku na hnojiva, ve znéni pozdéjsich...

Vyhlaska €. 476/2000 Sb., o sladovani a zpusobu pouzivani hnojiv,
ve znéni pozdéjSich predpisdu,



Narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 1069/2009 ze dne 21. fijna 2009
0 hygienickych pravidlech pro vedlejSi produkty zivociSného puvodu a

ziskané produkty, které nejsou urceny k lidské spotrebé, a o zruseni

narizeni (ES) €. 1774/2002 (nafizenio vedlejSich produktech zivo€iSného puvodu)

Narizeni Komise (EU) €. 142/2011 ze dne 25. unora 2011, kterym se provadi nafizeni
Evropskeho parlamentu a Rady (ES) €. 1069/2009 o hygienickych pravidlech pro
vedlejSi produkty zZivo€iSného puvodu a ziskané produkty, které nejsou uréeny k
lidské spotrebé, a provadi smérnice Rady 97/78/ES, pokud jde o urcité vzorky a
predmety osvobozené od veterinarnich kontrol na hranici podle uvedené smernice



Zpracovatelska zarizeni

Mikrobiologicka kriteria dle pravnich predpist pro vyuziti vystupu

registrovany kompost

rekultivacni kompost

zarizeni — zpracovavajici odpad z
kuchyni
odpad pouze rostlinného charakteru

Zakon o hnojivech ¢. 156/1998
Sb.:

Vyhl.474/2000 Sb.

nesleduje se zadny mikr.
parametr

Zakon 185/2001 Sb. o odpadech:
Vyhl.€.341/2008 Sb.,
Vyhl €.294/2005 Sb.

Sleduje se pouze vystup

zarizeni zpracovavajici odpad z kuchyni
veskery potravinarsky odpad v€etné
pouzitého stolniho oleje (kitchen oil, jedlé
oleje) s plivodem v restauracich,
stravovacich zafizenich.....

Narizeni EU_€.1069/2009):
Narizeni EU €. 142/2011

Sleduje se vystup dle nafizeni

-Nafizeni EU_€.1069/2009):
Narizeni EU €. 142/2011

Sleduje se vystup dle nafizeni

zarizeni zpracovavajici zemédélské
prebytky a statkova hnojiva

Narizeni EU €. 1069/2009:
Nafrizeni EU €. 142/2011
Mikrobiologické rozbory se

Zakon o hnojivech ¢. 156/1998
Sb.:

Vyhl.474/2000 Sb.

Narizeni EU €. 1069/2009:
Nafrizeni EU €. 142/2011

zarizeni — zpracovavajici odpad pouze
rostlinného charakteru

Zakon o hnojivech ¢. 156/1998
Sb.:

Vyhl.474/2000 Sb.

Zakon 185/2001 Sb. o odpadech:
Vyhl.¢.341/2008 Sb.,
Vyhl ¢€.294/2005 Sb.




Mikrobiologicka kriteria dle pravnich predpisti pro vyuziti vystupu

Zpracovatelska zarizeni

Registrovany kompost

rekultivaéni kompost dle vyuziti
vystupt

zafizeni — zpracovavajici odpad z kuchyni
odpad pouze rostlinného charakteru
+ kaly z COV

Zakon o hnojivech €. 156/1998
Sb.:

Vyhl.474/2000 Sb.
Vyhl.€.341/2008 Sb.,

Zakon 185/2001 Sb. o odpadech:
Vyhl.€.341/2008 Sb.,
Vyhl. €.294/2005 Sb.

zafizeni zpracovavajici odpad z

kuchyni

veskery potravinarsky odpad v€etné pouzitého
stolniho oleje (kitchen oil, jedlé oleje) s
pavodem v restauracich, stravovacich
zarfizenich....

. +kaly z COV

Nafizeni EU_€.1069/2009):
Nafizeni EU €. 142/2011

Nafizeni EU_€.1069/2009):
Nafizeni EU €. 142/2011

zafizeni zpracovavajici zemédélské prebytky]
a statkova hnojiva
+kaly z COV

Nafizeni EU €. 1069/2009:
Nafizeni EU €. 142/2011
Mikrobiologické rozbory se

Zakon o hnojivech ¢. 156/1998
Sb.:

Vyhl.474/2000 Sb.
-Vyhl.&.341/2008 Sb.,

Narizeni EU €. 1069/2009:
Nafrizeni EU €. 142/2011

zarizeni — zpracovavajici odpad pouze
rostlinného charakteru
+kaly z COV

Zakon o hnojivech ¢. 156/1998
Sb.:

\Vyhl.474/2000 Sb.
-Vyhl.&.341/2008 Sb.,

Zakon 185/2001 Sb. o odpadech:
Vyhl.¢.341/2008 Sb.,
Vyhl €.294/2005 Sb.




Mikrobiologicka kritéria

Limitni koncentrace indikatorovych organismu pro vystupy
dle vyhlasky ¢. 341/2008 Sh. pro vystupy z bioplynovych
stanic (BS) a kompostaren

Limitni koncentrace indikatorovych organismu pro vystupy
z dle Nafizeni 1069/2009 (EU ¢. 142/2011) pro vystupy
z BS a kompostaren + novela 382/2001 |.kat

Vystup dle 341/2008 Sb. . o
Indikatorovy limit nalez Indikatorovy Vystup dl'_"}r:ﬁ’:.::z'*losgl 2009
mikroorganismus Pocet vzorku nalez mikroorganismus Po&et vzorkd nalez
- T Sglmonella spp. 5 negativni
amoneraspp. 5 negativni nalez v 50g
nalez v 50g
Termotolerantni
j 1 j 1 <5.103
Termotolerantni 2 <103 ’é?l_l\;io\: ’;’"'rg;k:er i
koliformni bakterie nebo g
KTJ* v 1 gramu 3 <50 4 <103
Enterokoky 2 <103 Enterokoky 1 <5.103
KTJ*v 1 gramu KTJ*v 1 gramu
3 <50 4 <103
* KTJ- kolonie tvofici jednotku
. opr 2777
Viyhlaska 382/2001 Shb., o podminkach pouZiti Novela 382/2001 Sb. kat Il 227"
upravenych kalti na zemédélske pudé Indikatorovy mikroorganismus | Vystup dle novela 382/2001 Sb.
Limit nalez
Pripustné mnozstvi mikroorganismu (KTJ*)
v 1 gramu susiny aplikovanych kalt Salmonella spp.***
Kategorie . ’ A
kalq termotolerantni Salmonelia nalez v 25¢g negativni
koliformni bakterie enterokoky Sp
' Termotolerantni koliformni
l. negativni bakterle 5 < 5103
10° 108 nalez KTJ*v 1 gramu
II. 103 -106 103-106 nestanOVUje Entero koky
se KTJ*v 1 gramu 5 <5.103
* KTJ- kolonie tvofici jednotku




Cetnost vzorkt pro mikrobiologicka stanoveni

Indikatorovy Pocet vzorkl ke | poznamka :
. ‘ , jednotky
mikroorganismus stanoveni
TKB =
Vyhl.&.382/2001 Sh. 1 g/sus
kal enterokoky 1 g/sus
salmonela 1 v 50¢g nalez
TKB
Vyhl. 341/2008 Sb. 5(372) g
kompost nebo enterokoky 5 (3/2) g
digestat X
salmonela 5 v 50g nalez
Nafizeni 142/2011 Sl EH) g
kompost nebo enterokoky 5 (4/1) g
digestat salmonela 5 v 25¢ nalez




naspikovany vzorek
Parametr oznaceni
. 1 2 3 4
laboratore
stanoveno nalez ne ne oz. oz. N N oz. oz.
Salmonella . - : E £ £ E P
spike nalez neg neg poz. poz. poz. poz. poz. poz.
naspikovany vzorek
Parametr ceni
oznacenvl 5 6 .
laboratore
stanoveno nalez neg. neg. oz. oz. oz. oz.
Salmonella . - : g P P P P
spike nalez poz. poz. poz. poz. poz. poz.
Vysveétlivky: N - nestanoveno

Testy byly vyhodnocovany stanovenim relativni odchylky namérené hodnoty od hodnoty spiku. Odchylka byla vypoctena

jako rozdil dekadického logaritmu hodnoty spiku a dekadického logaritmu naméfené hodnoty. Relativni odchylka byla
vyjadiena jako podil odchylky a dekadického logaritmu hodnoty spiku. Vzorky s relativni odchylkou do 15% je mozné
povazovat za velmi dobré.

Viysvétlivky:

N - nestanoveno

naspikovany vzorek
Parametr oznaceni
laboratofe 2 :
namérena hodnota KT)/g 1,90E+05 <50 1,20E+05 <50 3,50E+03 2,90E+04 <50 2,70E+05
enterokoky  |spike KTl/g 2,30E+05 <50 2,30E+05 <50 2,30E+05 | 2,30E+05 <50 2,30E+05
odchylka od spike % -1,55% 0,00% -5,27% 0,00% -33,90% | -16,77% 0,00% 1,30%
namérena hodnota KTl/g 6,80E+06 <50 4,50E+05 <50 N N <50 4 00E+05
Escherichia coli |spike KTl/g 4,40E+05 <50 4,40E+05 <50 4,40E+05 4,40E+05 <50 4,40E+05
odchylka od spike % 21,07% 0,00% 0,17% 0,00% N N 0,00% -0,73%
naspikovany vzorek
Parametr oznaceni 6 7
laboratore
naméfena hodnota KT)/g 2,20E+404 | 9,00e+04 | 8,00e+05 | 1,10E+06 | 2,90E+05 | 1,40E+05
enterokoky  |spike KT)/g 2,30E+05 | 2,30E+05 | 2,30E+05 | 2,30E+05 | 2,30E+05 | 2,30E+05
odchylka od spike % -19,01% -7,60% 10,10% 12,68% 1,88% -4,02%
naméfena hodnota KT)/g 1,90E+05 | 1,50E+05 | 1,60E+05 | 2,00E+05 | 4,10E+05 | 4,20E+05
Escherichia coli [spike KT/g 4,40E+05 | 4,40E+05 | 4,40E+05 | 4,40E+05 | 4,40E+05 | 4,40E+05
odchylka od spike % -6,46% -8,28% -7,78% -6,07% -0,54% -0,36%




oznaceni

Vyhlaska €.341/2008 Sh.

N 1 3 4 Tabulka ¢.5.4. Kritéria pro kontrolu G¢innosti
laboratofe -
hygienizace
Ukazatel = —
pocet pocet
- i i
pznacent vzorek 1 | wzorek 2 | vzorek 3 | vzorekd | vzorekS || vzorek 1 | wzorek 2 | vzorek 3 | vzorekd | vzorek 5 || vzorek 1 | vzorek 2 | vzorek 3 | vzorekd | wvzorek 3 limit '.rim.r' u lirnit v?o_r' U
vzorku splfujicich spliujicich
limnit limit
enterokoky KTl/g 1,4E+03 | 2,8E+02 | 8,0E+01 | 1,5E+403 | 1,3E402 || 1,8E+04 | 4,5E+02 <50 7,8E+02 <50 3,3E+03 | 7,5E+01 | 1,3E+04 | 1,0E+02 | 5,0E401 || <1,0E+03 2 <50 3
E.coli KTl/g 1,0E+03 | 1,3E+02 <50 5,0E+02 <50 N N M N N 3,3E+02 | 7,3E+01 | 7,5E+01 | 1,3E402 <10 = = = =
TKB KTl/g 1,0e+03 | 1,8E+02 <50 5,0E+02 <50 1,6E+03 <30 <50 <50 <50 3,3E402 | 7,5E401 1.5E+2 4,5E+02 <10 <1,0E+03 2 <30 3
salmonela nalez neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg negativni 5
. Vyhlaska £.341/2008 sb.
oznaceni . - L .
. 5 6 7 Tabulka £.5.4. Kritéria pro kontrolu Géinnosti
laboratofe L
hygienizace
Ukazatel — —
pocet pocet
- @ i
pznacent vzorek 1 | vzorek 2 | vzorek 3 | vzorek4 | vzorek S || vzorek 1 | wzorek 2 | vzorek 3 | vzorek 4 | vzorek 5 || vzorek 1 | vzorek2 | vzorek 3 | vzorek4 | wvzorek 5 limit \.rfo.r' u lirnit v?o_r' u
vzorku splfiujicich spliujicich
limnit limit
enterokoky KTl/g 5,0E402 | 8,2E+02 <50 4,1E+02 8,6E+02|| 2,4E403 | 3,0E403 | 2,3E+03 | 7,3E402 <50 1,0E+03 | 5,9E+02 | 1,2E+03 <750 <750 <1,0 E+03 2 <50 3
E.coli KTl/g 3,3E+02 | 7,8E+02 <10 <10 3,1E+02 || 5,0E+01 | 1,1E+03 | 1,5E+02 =30 =50 =50 =50 <750 =350 =50 = = = =
TKB KTl/g 9,1E+02 | 1,7E+03 <50 <50 1,3E+03 (| 1,0E+02 | 1,2E+03 | 1,8E+02 =50 <50 N N N N N <1,0 E+03 2 <50 3
salmonela nalez neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg negativni 5
Vysvétlivky: N - nestanoveno
Enterokoky p (pravdépodobnost) pri a = 0,05 (hladina vyznamnosti)
laboratote 0,787
vzorky 0,641
laboratoi*vzorek 0,750




Ale jednou nas nejspis vyhubi...




