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Ochrana zdravi a zivotniho prostredi v
“¥  souvisejici legislativé

~

w

- Zakon €. 156/1998 Sb., o hnojivech, pomocnych pudnich latkach,
pomocnych rostlinnych pfipravcich a substratech a o agrochemickem
zkouseni zemédélskych pud (zakon o hnojivech)

4

- Vyhlaska €. 341/2008 Sb., o podrobnostech nakladani s biologicky
rozlozitelnymi odpady

)l

- Vyhlaska ¢. 437/2016 Sb. o podml’nkéch pouziti upravenych kalld na
zemédélské pudé a zméné vyhlasky ¢. 383/2001 Sb., o podrobnostech
nakladani s odpady a zméné vyhlasky ¢. 341/2008 Sh., o podrobnostech
nakladani s biologicky rozlozitelnymi odpady a o0 zmeéné vyhlasky C.
294/2005 Sb., o podminkach ukladani odpadt‘] na skladky a jejich vyuzivani
na povrchu terénu a zméne vyhlasky ¢. 383/2001 Sb., o podrobnostech
nakladani s odpady (vyhlaska o podrobnostech nakladani s biologicky
rozlozitelnymi odpady)

— Povinnost provadét mikrobiologické rozbory pred pouzitim
kompostu €i upraveného kalu na zemédélskou pudu

’.
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Oveéreni metody

Porovnani metody Colilert-18 a primeho
vysevu na mFC agar

Validace => moznost pouziti metody
Colilert-18 pro stanoveni E. coli

Ruzné matrice (zeleny kompost, kompost
obsahuijici Cistirenske kaly, digestat)
Spoluprace s deviti laboratofemi z celé CR
Stanoveni Sestkrat v péti fredénich




Primy vysev na mFC agar

E. ColiCz 2

% E 90ml of Phosphate buffer
10g wet weight of samN /

HOMOGENISATION

Homogenize 2 minutes

pH MESURE
10ml
DILUTION 10ml 10ml 10ml 10ml 90ml of Phosphate
Q_’ Q_’ Q_’ Q_’ AQ buffer in every bottle
1/10 1/100 1/1 000 1/10 000 1/100 000 1/1 000 000
INOCULATION 1 y 1 1 1 1
o0 o oo oo QO OO mCaa

U 3 U 4 g 4

INCUBATION (24+1)h (44 £ 1)°C

Presumptive colonies

NUMERATION @@ P& P& @@ @@ @ @ vavoecoonies

Subculture typical colonies (>5)

BIOCHEMICAL CONFIRMATION API test / ENTEROtest

CFU/g (as dry matter)




Colilert®-18

% E 90ml of Phosphate buffer
10g wet weight of satmkA /

HOMOGENISATION W
Homogenize 2 minutes
pH MESURE 2
/ 10ml
DILUTION 10ml 10ml
S A, Ao
iml iml 1ml
4 4 2
100ml  J1100ml  J1100ml
& @ &
4 4 2
4 4 2
cira

INCUBATION

NUMERATION

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

Refer to MPN Table

90ml of Phosphate
buffer in every bottle

100ml Defined Substrate
Colilert

Seal in QuantiTray Sealer and place
in incubator for 24 hours at 35°C

UV reading
A 366nm




Colilert®-18

Vyhody:

- Rychlejsi metoda (mFC 48 hod/ Colilert 18 hod)
- Snadngjsi manipulace

- Méné kroku pri manipulaci v laboratori

Nevyhody:

- Vyssi cena

- VySSi spotreba materialu pri nezname
koncentraci vzorku (
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Postup porovnavaci studie

Sterilizace materialu

Inokulace E. coli

Overeni koncentrace vnesenych bakterii
Zabaleni vzorku a rozeslani do laboratori
Stanoveni E. coll obéma metodami
Zaslani vysledku stanoveni

Statisticka analyza
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Formular pro zadavani vysledku

Vysledky metody Colilert
Vysledky metody mEC

et Tnfermace o podiech £_
- P - diminky - doba —otath e e
Oveérovani metodik == ‘ — . R
| o2aL mwwmcr (OAucEIch...
Identifikace zliCastnéné laboratofe Inforrace o stnevenE eal 10" cumperze | priet oot ot
A B c L) 3 oSt prasurn phivctch Seleail
kil o) T S
10’ Vel malé] oam ol
6% susperce [ podet etai oo
Instituce / Laboratof melé) e i o
. . 107 | Pofet + plak £ 8up (velks malé) o:2mt. i
Kod laboratofe e T -
7 Bobel 2Hiich poleer (vl malt) ocet presumphnich Eegil
0% e | podet s ol
: Bobel 2tich polcer vl makt) podet presumptimich klogil
Kontakini csoba Pl e e ) e el eeh Gdenian
Adresa T T 10° susperze poéet ostetnich kolori1
107 Podet +poliégl +fup (velkd malé)
E.malade=3 Dourfovani se provadi pouze u fedéni, ze kterého se provadé] konetny vipocet
b potoe (el rmelé)
10° PoZet +poliZgk sfup (velke/ mslé) Poznam
Boks h peodidak ( velké/ malé)
- 107 Podet +poliégl +fup (velkd malé)
Colilert
PN e tabuley
Datum zahajeni zkousky v laboratofi ‘ |
Datum ukonéeni zkousky v Iaboratofi ‘ |

mEC

Datum zahjeni zkougk

¢/ v laboratofi ‘ | Poulits roztoky a média pm. E.eoll, 3 TKB
|

Datum ukonéeni zkougky v Iaboratofi ‘

Dratum:

Vysledky metody Colilert Dodavatel

A B c o E
E galipodet (MPM)nag
Dstum expirace
TKE poéel (MEN) nag A

Zaditek inkubaca

Vysledky metody mFC
Dobs inkubscs

A B C o E Teplots inkubsca

E. golipodet (KTJnag) B

TKB padet (KTJ)nag

Zatatek inkubace

Diobs inkubsce

1 Teplota inkubace
Teplota pfi otevieni prepravnino boxu

C

Zatatek inkubace

Doba inkubsce

Teolots ickuba

D




Predbezna analyza dat

Porovnani vykonnosti metody Colilert-18 a
primého vysevu na mFC agar

Log10 mFC vs. Log10 Colilert-18

8.0 :.’: Eyf :
S A Studentilv t-test (data statisticky
3 Py } vyznamna pfi P< 0,05):
8 S P jednostranna 0,027
S P oboustranna 0,054

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0
mFC




Statisticka analyza podle

30%

0%

-10%

Upper and Lower Expanded Unc

-20%

EN 1SO 17994 Analysis: Colilert-18 vs. mFC

EN SO 17994

26.73%
l 15.79%

l 4.85%

nty

Upper and Lower Expanded Uncertaii

70%

EN 1SO 17994 Analysis: Colilert-18 vs. mFC
51.23%
36.64% T 3839%
29.43% — 77a% 26739
16.53% 4 1a67% -’L 15.79%|
. 7.64%
-+ 303% 1 4.85%
3.59%
—————
[ -19.87%
21 22 z3 24 z5 Z6 ALL DATA

Analyza kombinovanych dat podle

EN ISO 17994:2014

CSN EN ISO 17994 (2014) — Kvalita vod — PoZadavky na porovnani relativni
vytéznosti mikroorganismu stanovenych dvéma kvantitativnimi metodami

Grafické znazornéni analyzy
podle ISO 17994 pro data
generovana pro jednotlivé matrice




Statisticka analyza podle
EN ISO 17994

Oboustranna Jednostranna Oboustranna Jednostranna
NEPRUKAZNE BEZ ROZDILU NEPRUKAZNE BEZ ROZDILU
NEPRUKAZNE NEPRUKAZNE NEPRUKAZNE BEZ ROZDILU
NEPRUKAZNE BEZ ROZDILU NEPRUKAZNE BEZ ROZDILU
NEPRUKAZNE BEZ ROZDILU NEPRUKAZNE BEZ ROZDILU
RUZNE ALT' VYSSIi RUZNE ALT' VYSSIi
NEPRUKAZNE NEPRUKAZNE NEPRUKAZNE BEZ ROZDILU
NEPRUKAZNE BEZ ROZDILU NEPRUKAZNE BEZ ROZDILU
NEPRUKAZNE BEZ ROZDILU NEPRUKAZNE BEZ ROZDILU
RUZNE ALT' VYSSI RUZNE ALT' VYSSI

Vystupy ISO 17994 pro data generovana podle typu matrice. Byly zvazeny
maximalni intervaly spolehlivosti 10 % i 20 %.

Oboustranna Jednostranna Oboustranna Jednostranna
NEPRUKAZNE NEPRUKAZNE NEPRUKAZNE NEPRUKAZNE
NEPRUKAZNE NEPRUKAZNE BEZ ROZDILU BEZ ROZDILU
NEPRUKAZNE NEPRUKAZNE NEPRUKAZNE NEPRUKAZNE
RUZNE ALT' VYSSI RUZNE ALT' VYSSI
NEPRUKAZNE BEZ ROZDILU NEPRUKAZNE BEZ ROZDILU
RUZNE ALT' VYSSI RUZNE ALT' VYSSI

Vystupy ISO 17994 pro data generovana podle typu fedéni. Byly zvazeny
maximalni intervaly spolehlivosti 10 % i 20 %.




Shrnuti

Vzorky digestatu, kompostu z Cistirenského kalu i
kompostu ze zeleneho bioodpadu byly testovany na
pritomnost Escherichia coli dvema metodami

Ziskana data byla porovnana pomoci ruznych
statistickych metod

Analyza jednotlivych souboru dat vykazuje urcité
odchylky, presto plati, ze metoda Colilert-18 je citlivejsi

Data naznacuiji, ze Colilert-18 je vhodnou
alternativou k metode priméeho vysevu na mFC agar
pro analyzu kompostu a podobnych matric



Dekuji za pozornost!

“CULTURED _
Tonediica BACTERIA

Zucastnéné laboratore: Zdravotni ustav v Ostravé (Ostrava), Zdravotni ustav
v Ostravé (Olomouc), EMPLA AG, s.r.0., Laboratof Morava, EKO-LAB Zamberk
spol. s r.o., Ekologicka laboratof PEAL, Aquatest, a.s., Abitec, s.r.o. a
Vyzkumny ustav vodohospodarsky T. G. Masaryka v Praze
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