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ABSTRACT

The aim of our study was to obsenthe effect of digested sludge and bottom sediment i
soil samples on representation of coliform bactetti@rmotolerant coliform bacteria and
enterococci for 105 days of incubation. The two edo®f digested sludge and bottom
sediments were added to the soil in a proportic20af ha' (0.33g and 50 g soil) and 80 tha
(1.33g and 50 g soil). The amended soils were ia@ain dark at 28 °C. Soil control was
run without any amendment. Afte? 115", 30", 64" and 108' day of incubation soil samples
were analyzed. The bacteria were enumerated udatg methods. In all the soil samples
counts of coliform bacteria and thermotolerantfooin bacteria were found to decrease with
the time of incubation. Counts were approximatelydr than in the first day of incubation by
1 to 2 log CFU @ dry soil. Enterococci were significantly affecteijested sludge in a
proportion of 80 t hd On 10%'day of incubation soil sample counts of enterocaeeie
significantly higher than counts on the first ddyimcubation.In the digested sludge and
bottom sediment, counts of thermotolerant colifdracteria and enterococci were not higher
than the limit for application of sludge into thalslt was after soil application, too.

Key words: coliform bacteria, thermotolerant coliform bacteeaterococci, digested sludge,
bottom sediment

UvoD

LCudia su v neustalom kontakte s p6dod’ fpiamo alebo nepriamo prostrednictvom potravin,
vody alebo vzduchu. Pdda mbdze pbésahko prenalaa rezervoar dolezitych humannych,
predovSetkyntrevnych ochoren{Santamaria, Toranzos, 2003)Ochorenia spojené s pédou
mozu by klasifikované v zavislosti od pévodu pévodcu oama (Weissman et al.,1976)
do niekdkych skupin: (1) ochorenia spojené s pddou, ktarésgbsobené prilezitostne
patogénnymi druhmi, ktoré patria k normalnej podmejkrobiote (napr. Aspergillus
fumigatus, bezna mikroskopickd huba vyskytujica sa v péde makkovat’ prdca pri
vdychovani spor), (2) s pddou spribuznené ocharestimych vysledkom je intoxikacia
z prijimanej potravy kontaminovanej entero- alelmunotoxinmi Clostridium botulinum,
Clostridium perfringens, Bacillus cerdus(3) ochorenia spdsobené patogénnymi druhmi
pochadzajucimi z pédyQlostridium tetani, Bacillus antracis, Clostridiuperfringens a (4)
poddou prendSanéevné patogénne druhy, ktoré su schopné dasdado pody Zudskych
alebo Ziv@isnych vykalov. Medzérevnych patogénov prenasanych fekalnou - oralnetoae
patria predovSetkym baktérie, virusy, prvoky a au@sné&ervy.

Vo svete je vyprodukované mnozstvo odpadov ¢&oglho charakteru ako mestské
(komunélne), priemyselné, pwhospodarskeci potravinarske odpady rdéznorodého
mikrobialneho osidlenia. Jednou z moznosti ich kigoye, s ciéom zvySenia obsahu Zivin
a organickej hmoty, je ich aplikacia do p6dy vyatigj na produkciu rastlifdezierska-Tys,
Frac 2008) a to bul’ priamo alebo po ich uprave napr. kompostovaiiermoshuizen et
al., 2004, Chroni et al., 2009)resp. anaerGbnou digesciou v bioplynovej staf8énchez-
Monedero et al., 2004)

Do pddy sa m6zu aplikovaaj dnové sedimenty z vodnych nadrzi. Ich zdrojomagrziach
mozu by splaveniny z povodia toku ako vysledok er6znehoc@su v povodi, usadeniny
vznikajuce priamym splachom pddy z okolia vodnedmi&, usadeniny vznikajuce po
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odumreti vegetamého zafarbenia a vodného kvetu, indva organicka hmota pévodne Zijuca
v nadrzi ako rastliny, zivichy, organickd hmota z blizkeho okolia nadrze teopogénne
latky ako dosledokinnostiludi v okoli vodnej nadrzeMakova et al., 2008.

VSetky tieto odpady prinaSaju pri aplikacii do péajyurité spol@enstvo mikroorganizmov
s moznym vyskytom patogénnych druhov. Patogénndwydiwvoria skupinu organizmov
schopnych ohrozov¥a zdravie l'udi a spdsobova ochorenie. Tieto organizmy, ktoré sa
dostavaju do pody gas aplikacie odpadov mézu zastapbdde Zivotaschopné 2 mesiace
alebo aj dlhSieun et al., 200k

Aplikacia ¢istiarenského kalu a dnovych sedimentov je zakazamaysle § 5 ods. 4 pis. a, b,
c zakona ¢. 188/2003 Z. z.o aplikéacii cistiarenskéeho kalu a dnovych sedimentov do pody
a o doplneni zakon& 223/2001 Z. z. o odpadoch a o zmene a doplnekiariych zakonov

v zneni neskorSich predpisov, na trvalych travngonastoch alebo krmovinach na ornej
péde, ak by sa mala trava spaséebo krmoviny zberaskor, ako uplynie patyzdiov od
aplikacie; na pktnohospodarsku pddu, na ktorej sa prave pestujei@aeelenina, okrem
ovocnych stromov; na ffnohospodarsku pédu d&nd na pestovanie ovocia a zeleniny,
ktorych zberanéasti su v priamom kontakte s pédou alebo sa kongusurove, a to desa
mesiacov pred zberom Urody a¢pe samotného zberu. Faduvedeného zakona sa v tychto
odpadoch distiarenské kaly/dnové sedimenty) sleduju termoswied koliformné baktérie
a fekélne streptokoky t. j. enterokoky. Ide tedskopiny, ktoré mézu ohrozipotravinovu
bezpénog’ a pri nedodrzani uvedeného zakona sa moZu tddstgpotravového tazca, ku
konzumentovi a sp6sabimu érevné ochorenia.

Cielom prezentovanej prace bolo posudiygienicki neSkodndsvyhnitého substratu a
dnového sedimentu stanovenim koliformnych baktét@rmotolerantych koliformnych
baktérii a enterokokov. Zarovesme sledovali zmeny v pethnom zastUpeni tychto skupin po
aplikacii dvoch davok vyhnitého substratu a dnovéedimente do pody pas 105 dni
inkubacie.

MATERIAL A METODIKA

Charakteristika pouzitej p6dy a odpadov

Pbdnym typom pouzitym na aplikaciu odpadov boladozem odobrata vo Ykom Zaluzi
pri Nitre (oblag juhozapadného Slovenska). Péda sa vyuziva akop@mdd. Pédnu vzorku
sme odobrali na jar v roku 2009 pred sejbou ploziiibky 0,00-0,20 m. Po odbere sme pddu
preosiali cez 2 mm sito. Jej aktivna podna realkola slabo alkalicka (7,65).

Prvym odpadom aplikovanym do pédy bol vyhnity stdistktory bol vyrobeny anaerébnym
rozkladom ponohospodarskych odpadov (md$ia hnoj a hnojovica oSipanych). Substrat
sme ziskali z bioplynovej stanice lokalizovanej ®ikanoch (10 km od Nitry), ktorej
prevadzkovatéom je SPU v Nitre. Vyhnity substrat mal pH 6,6.

Druhym aplikovanym odpadom bol dnovy sediment, k&me odobrali zibky 0,00-0,15 m

z vodnej nadrze &y KolpaSsky tajch. Tajch sa nachadza v blizkostieoBansky Studenec
a patri do skupiny banskostiavnickych tajchov, &tboli vybudované zacélom ziskavania
energetickych zdrojov préazbu a Upravu rad. Vodna nadrz bol&age odberu vzoriek po 32
rokoch prevadzky vypustena. Hodnota pH dnovéhawseatiu bolo 4,7.

Pouzité metody

Pred zalozenim inkubaého pokusu sme v pdde, vyhnitom substrate a dncseimente

zistili plathiovou zrieflovacou metdédou petné zastdpenie koliformnych baktérii
(KB), termotolerantnych koliformnych baktérii (TKBa enterokokov (E). Koliformné
baktérie a termotolerantné koliformné baktérie «mkivovali na Endovom agare (BioMark
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Laboratories, India) pri teplote 37 °C a 42 °C 34#bd. a enterokoky na Slanetz-Bartley
agare (BioMark Laboratories, India) pri 37 °C, Zl4bd.

Inkubacia pody

P&du sme po preosiati doviln destilovanou vodou na 30 % PVK (plnej vodnepkaity)

a pridali sme do nej dve davky vyhnitého subst(dfy 1b) a dve davky dnového sedimentu
(2a, 2b). Pri prvej davke s ozfemim ,a“ sme do pbddy pridali mnozstvo organickékpadu
zodpovedajlce davke 20 thaa pri druhej davke s ozenim ,b“ 80 t. hd. Ako kontrola
(K) bola ozngena pbéda bez pridavku organického substratu. Vzemky inkubovali 105 dni
pri teplote 28 °C. V pddnych vzorkach sme&g® celej doby inkubacie udrziavali vihiKasa

30 % PVK. V priebehu inkubacie sme vo vzorkach pédy, 15., 30., 64. a 105.idstanovili

uz uvedené skupiny mikroorganizmov.

Statistické hodnotenie

VSetky experimenty sme uskgtoli v troch opakovaniach. Namerané vysledky smedpr
Statistickymi analyzami pretransformovali do logrmickych dat. Na Statistické hodnotenie
vplyvu ¢asu kultivacie a organického substratu na termantaé koliformné baktérie a
enterokoky sme pouzili ANOVU a na testovanie Stiaky preukaznych rozdielov LSD test
(P < 0,05). Koliformné baktérie sme viddom k nelplnym vysledkom v 30. dni merania
Statisticky nehodnotili.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vplyv organickych substratov na zastupenie mikranigmov

Zastupenie koliformnych baktérii, termotolerantnylatiiformnych baktérii a enterokokov
v pode, vyhnitom substrate a dnovom sedimente paddzenim inkub&ného pokusu je
uvedené na obradzku 1. Pri hodnoteni organickychstsiov sme vySSie zastUpenie
koliformnych baktérii zaznamenali vo vyhnitom subst - 3,77 log KTJ:§ sus. substratu
v porovnani s dnovym sedimentom - 3,49 log K®Jsus. substratu. Hypoteticky sme
predpokladali, ze v pdde by malothyiZzSie zastupenie mikroorganizmov tejto sky@hko

v organickych substratoch. Zistili sme vSak opakp&le bolo o 1 rad viac koliformnych
baktérif - 4,78 log KTJ:§sus. pody ako vo vyhnitom substrate a dnovom sentien Zrejme
to svedi o0 moznom zdroji fekalneho z&istenia prenikajucom do pody, pretoze péda nebola
pred a v obdobi odberu vzorky hnojena organickynajivami.

Podobne to bolo pri skupine termotolerantnych kofifnych baktérii. Rozdiely medzi p6dou
a vyhnitym substratom vSak neboli také vyraznédngvom sedimente bolo priblizne o 1 rad
nizSie zastupenie termotolerantnych koliformnycktéai. Hiraishi et al., (1984)uvadzajq,
Ze populdna hustota termotolerantnych koliformnych bakteésiivodnom prostredi je priamo
umerna stuju zneistenia odpadovymi vodami resp. odpadmi humannévogu.Niewolak
(1998) konstatuje, Ze skupiny psychrofiingych a mezofimydaktérii, koliformnych

a termotolerantnych koliformnych baktérii, enterkéo aClostridium perfringensboli
pocetne 100 az 1000 krat bohatSie v dnovom sediméaote aecnej vode.

Na enterokoky bol bohatSi vyhnity substrat ako gnsgdiment, ktory bol getne takmer
zhodny s pédou (obr. 1lrerguson et al. (2005uvadzaju, Ze zastupenie enterokokov zavisi
od druhu sedimentu. VysSie qtp zaznamenali v medziprilivovych sedimentoch sey6h
riek ako v morskych sedimentoch ibke 10 m. Pokh zakona ¢. 188/2003 Z. zmedzné
hodnoty termotolerantnych koliformnych baktérii raexokokovneboli pri aplikacii
organickych substratov do pody preseoaé a tvorili z tohto pfiu 62,4 (TKB) a 63,8 (E) %
pri vyhnitom substréate resp. 36,5 (TKB) a 44,1 %&pri dnovom sedimente.
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Obrazok 1 Zastupenie koliformnych baktérii (KB), termotoletraych koliformnych baktérii
(TKB) a enterokokov (E) v péde, vyhnitom substratdnovom sedimente pred zaloZenim
inkubatného pokusu. Medzné hodnoty termotolerantnych datihych baktérii

a enterokokov pdh zdkona¢. 188/2003 Z. z.

Vplyvcasu inkubacie a davok organického substratu naipastie mikroorganizmov
Zastupenie koliformnych baktérii v priebehu 105i idkubacie pédnych vzoriek su uvedené
vtabuke 1. Od 1. do 30.1mh inkubéacie bolo pozorované zvySovanigtpe baktérii so
zvySujucou sa davkou organického substratu. V 64.nderania sa tieto rozdiely uplne
vyrovnali. Jednoznme mbézeme konStatotjaze po 105. @bch inkubacie vzoriek sa
nepotvrdil negativny vplyv organickych substratoicla davok na zastupenie koliformnych
baktérii. V priebehu celej inkubacie dochadza kmaernému poklesu pwv ¢o
predstavuje po 105adch priblizne hodnotu o 2 rady.

Koliformné baktérie patria déelade Enterobacteriaceaeskupiny fakultativne anaerdbnych
gramnegativnyckirevnych palkiiek. Maju respirany i kvasny typ metabolizmu, fermentuju
laktézu za tvorby plynu. Niektoré z nich su pataggalebo podmieree patogénne.

Taburka 1 Paity koliformnych baktérii vlog KTJ.g susiny pody v priebehu inkub&cie
vzoriek

Skupina Variant Dei merania
1. 15. 30. 64. 105.
Koliformné K 4,71 4,60 < 3,00 3,36 2,30
baktérie la 4,64 4,42 2,90 3,23 2,30
1b 4,91 4,20 2,95 3,23 2,00
2a 4,58 4,53 3,20 3,23 2,00
2b 4,69 4,55 3,32 3,23 2,00

Ako vyplyva z obrazku 2 inkulday ¢as je dolezitym faktorom, ktory ovplyuje zastlpenie
termotolerantnych koliformnych baktérii. Populateamotolerantnych koliformnych baktérii
sa znizovala od 1. po 30. idenkubacie. N&sledne nastdva vo vSetkych variantoch
najvyraznejsie vo variante s dnovym sedimentomuke&0 t.hd mierny vzostup v 64. dni
merania. Po 105. nbch inkubacie méZzeme konStatévayrazny Statisticky preukazne
potvrdeny pokles populacie tejto skupiny baktéoivéetkych variantoch (tab. 2). V tomto dni
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merania sme zo vSetkych variantov najvyssiegp@aznamenali v kontrolnej pédnej vzorke.
Jedno z vysvetleni je, Ze termotolerantné kolifa@niraktérie pochadzajuce z vyhnitého
substratu a dnového sedimentu nie su tak dobret@dap pri stazi o Ziviny na zmenené
podmienky prostredia ako tato skupina povodnyclochitnnych baktérii zijucich v péde.
Ako uvadzajiSun et al. (2006) ich experimente s rdznymi typmi kalov, iba v oral paite
pod oSetrenych kalmi detekovali termotolerantnéféwwhné baktérie po 84.nbch inkubacie

v mnoZstve v&om ako 1H MPN.g". Rozdiely medzi variantmi pokusu sa nam Stafigtic
nepotvrdili (tab. 2).

\_._K - m--la—-a—1b —m—2a+2b‘

log KTJ.g*

O T T T
1. 15. 30. 64. 105.

Den merania

Obrazok 2 Pasty termotolerantnych koliformnych baktérii vlog B§' susiny pody
v priebehu inkubécie vzoriek

Priebeh zastupenia enterokokovéa® inkubacie vzoriek je zaznamenany na obrazku 3.
ZvySovanie pétov enterokokov s rasticou davkou organickéhstsatu sme zaznamenali
pocas celej inkubénej doby pri vyhnitom substrate ¢estane pri dnovom sedimente.
Statisticky rozdiel sa potvrdil iba pri variantesyhnitym substratom v davke 80 tha
Ostatné varianty boli Statisticky rovnocenné (@&h.

Pri hodnoteni priebehu inkubacig€ase dochadza k miernemu poklesu enterokokov vrii5. d
merania, ale postupne sa ich¢gozvysSuju. Dokonca sme Statisticky potvrdili ndrasctu
enterokokov medzi 1. a 105aa@m inkubacie vzoriek (tab. 2Lools et al. (2001 yistili, Ze
najlepSie na prezivdieos’ E. coli a Enterococcusspp. izolovanych z vykalov oSipanych
posobila nizka teplota (5 °C) a vysoka pbédna viEKA90 % PVK).E. coli lepSie prezivala

v pies@natych pédach &nterococcuspp. v ilovitych pédach.

Uvedené potvrdzuje, Ze enterokoky sa vedia dobrepgsobi’ podmienkam prostredia.
Huycke (2002)uvadza, Ze enterokoky su schopné& rasirokom teplotnom rozsahu od 10
do 45 °C, Sirokom rozsahu pH 4,8-9,6, za pritomn28t% NaCl a preZivaju polhodinové
zahriatie na 60 °C. Tieto organizmiahko katabolizuju Siroké spektrum energetickych
zdrojov. Enterokoky patria medzi zavazné podmienemtegénne druhy, uplaijice sa ako
jediné agens alebo nezriedka akasinici polymikrobialnej infekcieBedna: et al., 1999.
Precloveka su najdélezZitejSienterococcus faeacalis, E. faeciak. durans.
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Den merania

Obrézok 3 Paity enterokokov v log KTJ:gsusiny pddy v priebehu inkubacie vzoriek

Tabulka 2 Statistické hodnotenie vysledkov termotolerantnykdliformnych baktérii
a enterokokov ANOVA, LSD test,£0,05, n =5

Termotolerantné koliformné baktérie
Variant LS Priemer Demerania LS Priemer
2b 2,972 105. 2,186
la 3,002 30. 2,816 °
1b 3,010° 64. 3,008 °
2a 3,092 15. 3,398 °
K 3,136 1. 3,804 ¢
Enterokoky
Variant LS Priemer Demerania LS Priemer
2a 3,332 15. 3,17°
2b 3,353 1. 3,326"
1a 3,402 30. 3,474° ¢
K 3,410? 105. 358 ¢
1b 3,632° 64. 363 °©

Prezentované vysledky boli dosiahnuté za kontraéingch laboratérnych podmienok a tieto
vysledky vo véazbe na poé podmienky by bolo potrebné owed’alSim pozorovanim a
vyhodnotenim.

ZAVER

Pody obohatené organickymi substratmi moézut niehatSie zastupenie koliformnych
baktérii, termotolerantnych koliformnych baktériemterokokov, a tak zvySowadygienické
riziko. V naSom experimente sa to potvrdilo ibarippde enterokokov. Medzné hodnoty
stanovenézakonom ¢. 188/2003 Z. z.vSak neboli pri Ziadnom organickom substrate
prekraené.

Patas 105. dovej inkubacie pédnych vzoriek neoSetrenych a eBgth vyhnitym
substratom a dnovym sedimentom dochadza k vyraznpoldesu poétu koliformnych

a termotolerantnych koliformnych baktérii priblizmel az 2 rady, bez 6adu na spbsob
oSetrenia. Pri enterokokoch sme zaznamenali $t&iispreukazny néarast ptov medzi 1.

a 105. dom inkubéacie vzoriek. Vplyv organickych substratw zastipenie enterokokov sa
potvrdil pri vyhnitom substrate v davke 80 thaJvedenej problematike bude potrebné
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venova vel'ka pozornos aj v budicnosti. Pri aplikacii organickych subgivddo p6dy mozu
byt Tudia a zvierata infikovani réznymi cestami ako pmednictvom prijmu potravy,
inhalaciou z tvoriacich sa aerosélov, pripadne &ktioim s kozou.
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