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Abstrakt

Salmonella typhimurium organisms present in the solid fraction of pig slurry from agricultural wastewater treatment plant (WTP) survived for 26 days in summer and for 85 days in winter. The summer decimation time T90 was 2,35 days on a leather carrier and 2,33 days in a PVC bottle. During the winter, the values of decimation time T90 reached 0,96 day on a leather carrier and 12,91 days in a PVC bottle. In the summer period, we recorded a decrease in all investigated physical-chemical parameters. In the winter period, we observed a decrease in pH, ammonia nitrogen and an increase in total nitrogen and phosphorus.
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Úvod
Výskyt patogénnych a podmienečne patogénnych baktérií v ekosystéme je spojený predovšetkým s poľnohospodárskou výrobou. Predovšetkým farmy s bezpodstielkovou prevádzkou, ktoré produkujú tekuté výkaly znamenajú vážne nebezpečenstvo, pretože pri tejto technológii ustajnenia neprebieha biotermická reakcia, ktorá spolu s ostatnými faktormi spôsobuje devitalizáciu patogénov v klasickom maštaľnom hnoji. Dôležitý je najmä vysoký obsah koliformných zárodkov, mezofilných i psychrofilných. Z nich napríklad salmonely majú v hnojovici ideálne podmienky na prežitie.

 Jednou z možností riešenia týchto problémov sú čistiarne odpadových vôd, v ktorých sú odpadové vody z fariem hospodárskych zvierat spracovávané technológiami, pri ktorých dochádza k oddeleniu tekutej a pevnej frakcie na vibrositách alebo pásových lisoch. Pevná frakcia hnojovice sa vyváža na poľné hnojiská, respektíve skládky a môže byť médiom šírenia mnohých patogénov. Je nutné si uvedomiť, že exkrementy hospodárskych zvierat sú najväčším zdrojom organických látok, ktoré je potrebné vrátiť späť do pôdy. Týmto problémom sa zaoberal N o v á k (1994) a dospel k názoru, že najvhodnejším spôsobom je spracovanie pevnej frakcie kompostovaním pomocou biotermie prebiehajúcej v termofilnej teplotnej oblasti, čo by mohlo zaručiť devitalizáciu patogénnych zárodkov. Napriek týmto odporúčaniam sa v praxi nevenuje dostatočná pozornosť manipulácii s pevnou frakciou hnojovice. Z tohto dôvodu sme sa v našej práci zamerali na sledovanie prežívania indikátorových mikroorganizmov a testovaných mikroorganizmov Salmonella typhimurium v priebehu skladovania pevnej frakcie hnojovice. Keďže jeden z najvýznamnejších faktorov vplývajúcich na prežívanie mikroorganizmov v prostredí je teplota, zamerali sme sa na sledovanie vyššie uvedených parametrov v zimnom a letnom období. 

Materiál a metódy

Pevnú frakciu hnojovice po mechanickej separácii sme získali z čistiarne odpadových vôd pri farme ošípaných v Košickej Polianke a umiestnili v 50 l nádobe.Teplota prostredia a teplota v pevnej frakcii bola zaznamenávaná programovateľným registračným teplomerom (Commeter), výrobca COMET System, Rožňov p. R. v priebehu celého pokusu v hodinových intervaloch.

Ako testovaný kmeň sme použili lyofilizovaný kmeň Salmonella typhimurium SK  14 / 39 (Štátny zdravotný ústav, Praha). Ako testovacie nosiče sme použili štvorčeky kože (4 x 4 cm) a PVC fľaše s otvormi v plášti na zabezpečenie kontaktu s prostredím. Ako kontrolu sme použili sklenenú ampulku s 1 ml bujónovej kultúry Salmonella typhimurium. Bujónovú kultúru S. typhimurium sme inokulovali na povrch kožených nosičov a priamo do PVC fliaš. Obe nosiče aj kontrolné ampulky sme vložili do nádoby s pevnou frakciou a vyšetrovali sme ich v časových intervaloch uvedených v Tab.1 a 2  metódou podľa M ü l l e r a (1973). V priebehu experimentu sme vykonali kvantitatívne aj kvalitatívne vyšetrenie testovaného kmeňa. 

Vzorky pevnej frakcie na sledovanie dynamiky indikátorových mikroorganizmov a na chemické vyšetrenie boli odoberané ako priemerné vzorky o hmotnosti 50 g. Vyšetrenia dynamiky indikátorových mikroorganizmov sme vykonávali podľa ČSN 83 0531, pričom sa sledovali počty psychrofilných, mezofilných, fekálne koliformných, koliformných mikroorganizmov a fekálných streptokokov.  

Vyšetrenie fyzikálno-chemických parametrov, pH, sušiny, amoniakálneho dusíka, celkového dusíka a organických látok sme vykonali podľa ČSN 83 0540 a celkového fosforu podľa Štandardných metód (APHA, 1985). 

Na vyhodnotenie vplyvu fyzikálno—chemických parametrov na prežívanie Salmonella typhimurium a na dynamiku sledovaných indikátorových mikroorganizmov sme použili regresnú analýzu logaritmicky transformovaných dát. Dobu prežívania sledovaných mikroorganizmov sme vyjadrili hodnotou T90, čo je čas potrebný na 90% redukciu celkového počtu sledovaných mikroorganizmov. 

Výsledky a diskusia
Letné obdobie

Počty indikátorových mikroorganizmov v pevnej frakcii v letnom období boli na začiatku experimentu v rozpätí 102 - 107 KTJ/ml vzorky. K najvýraznejšiemu poklesu došlo u psychrofilných mikroorganizmov a to o dva rady, u koliformných, mezofilných a fekálnych streptokokov o jeden rad. 

Testované mikroorganizmy Salmonella typhimurium v tomto ročnom období sme izolovali najdlhšie z PVC nosiča a to 26 dní, kedy došlo aj k zmene pH zo zásaditého na kyslé (z pôvodnej hodnoty 8,08 na 6,50). Počet mikroorganizmov Salmonella typhimurium v kontrolnej sklenenej ampulke na konci experimentu bol o jeden rad nižší ako na začiatku. Hodnoty decimačných časov T90 na koženom nosiči mali hodnotu 2,35 dňa,v PVC fľaši 2,33 dňa a v kontrolnej ampulke 66,63 dňa (Tab. 1).

Z fyzikálno - chemických ukazovateľov sme zaznamenali výraznejší pokles hodnôt pH, kde počiatočná hodnota pH 8,08 poklesla na konci experimentu na hodnotu 5,91. Hodnoty N-NH4 mali klesajúcu tendenciu s výnimkou 5. dňa experimentu, keď sme zaznamenali mierny vzostup vzhľadom k počiatočnej hodnote. Ostatné hodnoty mali mierne klesajúcu tendenciu.

Teplota vonkajšieho prostredia sa pohybovala od 10°C do 33°C a teplota v pevnej frakcii bola v rozmedzí 17°C — 26°C.

Zimné obdobie

Počty indikátorových mikroorganizmov v pevnej frakcii v zimnom období boli na začiatku experimentu v rozpätí 102 – 108 KTJ/ml vzorky. V priebehu skladovania pevnej frakcie došlo k poklesu mezofilných a koliformných mikroorganizmov o jeden rad. Hodnoty fekálnych streptokokov, fekálnych koliformných a psychrofilných mikroorganizmov poklesli o dva rady.

Testované mikroorganizmy Salmonella typhimurium sme kvalitatívne zachytili do 85. dňa na oboch nosičoch. Kvantitatívne sme tieto mikroorganizmy zachytili na nosiči z kože do 4. dňa a v PVC fľaši do 54. dňa. V sklenenej ampulke bol počet mikroorganizmov na začiatku aj na konci experimentu rovnaký. Hodnoty decimačných časov T90 na koženom nosiči mali hodnotu 0,96 dňa, v PVC fľaši 12,91 dňa (Tab. 2).

Z fyzikálno - chemických parametrov sme zaznamenali značný pokles pri amoniakálnom dusíku. Hodnoty celkového dusíka, ako aj celkového fosforu mali mierne stúpajúcu tendenciu. pH kleslo z pôvodnej hodnoty 8,52 na 7,01; hodnoty organických látok mierne poklesli. Hodnoty sušiny sa znižovali po 40. deň experimentu a potom došlo k ich vzostupu na pôvodnú hodnotu.

Teplota vonkajšieho prostredia sa pohybovala v rozmedzí -11°C až 48°C a teplota v pevnej frakcii bola v rozmedzí -1 až 30°C.

Štatisticky sme v letnom období preukázali závislosť dĺžky prežívania koliformných mikroorganizmov na teplote (P<0,05); fekálnych streptokokov na pH a amoniakálnom dusíku (P<0,05) a v zimnom období fekálne koliformných mikroorganizmov na celkovom dusíku (P<0,01) a fekálnych streptokokov ako aj fekálne koliformných mikroorganizmov na teplote (P<0,01) a na pH (P<0,05), pričom sme na fekálne koliformné mikroorganizmy zaznamenali významnejší vplyv pH (P<0,01). Dĺžka skladovania pevnej frakcie mala významný vplyv na prežívanie koliformných mikroorganizmov (P<0,05) a na fekálne streptokoky na hladine významnosti P<0,01 v letnom období. V zimnom období sme preukázali vplyv dĺžky skladovania na psychrofilné a fekálne koliformné mikroorganizmy na hladine významnosti P<0,01 a na fekálne streptokoky P<0,001. Vplyv ostatných fyzikálno-chemických parametrov sme štatisticky nepreukázali.

Z dosiahnutých výsledkov je zrejmé, že na prežívanie zárodkov  Salmonella typhimurium, ako aj indikátorových mikroorganizmov má značný vplyv teplota. Naše výsledky poukazujú na rozdiely v prežívaní salmonel v letnom (26 dní) a zimnom (85 dní) období a teda potvrdzujú tvrdenia rôznych autorov (D e a n, 1981; S t r a u ch, 1991; A h m e d, 1995 a iných), že teplota má signifikantný vplyv na prežívanie salmonel. 

M ü l l e r (1973) uvádza, že životnosť rozličných druhov salmonel v hnojovici kolíše v lete od 4 do 97 dní, v zime do 87 dní, čo je porovnateľné aj s nami dosiahnutými výsledkami.

S t r a u c h (1991) uvádza, že salmonely prežívajú dlhšiu dobu pri obsahu sušiny nad 5% a pri teplote pod 10 °C, čo je v súlade aj s výsledkami nášho experimentu, keď v letnom období pri vyššom percentuálnom obahu sušiny, ale aj pri vyššej teplote pevnej frakcie zárodky Salmonella typhimurium prežívali kratšie (26 dní), ako v zimnom období pri nižšej teplote a nižšom percentuálnom obsahu sušiny v pevnej frakcii než v lete, keď zárodky Salmonella typhimurium prežívali dlhšie ako v letnom období (85 dní).

M í k o v á (1997), I v a n o v á  a kol. (1995), P a v l o v á  a kol. (1992) vo svojej práci udávajú, že minimálne pH umožňujúce rast salmonel je 3,8; optimálne pH je 7 a maximálne 9. Keďže pH pevnej frakcie použitej v našom experimente sa pohybovalo v rozmedzí vyššie uvedených hodnôt, je nutné si uvedomiť, že pevná frakcia je vhodnou pôdou pre prežívanie salmonel.

O vysokých počtoch indikátorových mikroorganizmov svedčia  výsledky  P l a c h e j a kol. (1997), ktorí zistili v pevnej frakcii odpadových vôd ešte vyššie hodnoty koliformných a fekálne koliformných baktérií ako v odpadovej vode pritekajúcej do ČOV.  

Z našich výsledkov vyplýva, že pevná frakcia hnojovice je vysoko kontaminovaná patogénnymi mikroorganizmami a teda je potrebné venovať jej spracovaniu zvýšenú pozornosť. Najvhodnejším spôsobom úpravy pevnej frakcie hnojovice je kompostovanie. N o v á k (1994); P l a c h ý (1995) uvádzajú, že počas kompostovania dochádza k signifikantnému poklesu patogénnych baktérií, húb a vajíčok parazitov, pričom sa získa kvalitné organické hnojivo s výrazným podielom humínových látok.

Súhrn

Salmonella typhimurium v pevnej frakcii hnojovice z poľnohospodárskej čistiarne odpadových vôd prežívala 26 dní v letnom období a 85 dní v zimnom období. Hodnoty decimačných časov T90 v letnom období na koženom nosiči boli 2,35 dňa, v PVC fľaši 2,33 dňa. V zimnom období hodnoty decimačných časov T90 na koženom nosiči mali hodnotu 0,96 dňa, v PVC fľaši 12,91 dňa. V letnom období sme zaznamenali pokles všetkých sledovaných fyzikálno–chemických parametrov. V zimnom období došlo k poklesu pH, amoniakálneho dusíka a k vzostupu hodnôt celkového dusíka a fosforu. 
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           Tab. 1. Prežívanie S. typhimurium v pevnej frakcii v lete

            Survival of S. typhimurium in solid fraction at summer

Čas
Kožený nosič
PVC nosič
Kontrola 

(Dni)
KTJ.ml-1
KTJ.ml-1
KTJ.ml-1

0
9, 37x104

1
2, 21x102
5, 67x104
8, 98x104

5
1, 28x102
7, 88x102
8, 37x104

26
—
+
2, 28x104

48
—
—
4, 18x103

60
—
—
5, 21x104

72
—
—
4, 89x103

Smernica
-0, 42616
-0, 42911
-0, 01501

T90
2, 35
2, 33
66, 63

           +  -kvalitatívny záchyt 

           — -žiaden záchyt

        Tab. 2. Prežívanie S. typhimurium v pevnej frakcii v zime
        Survival of S. typhimurium in solid fraction at winter

Čas
Kožený nosič
PVC nosič
Kontrola 

(Dni)
KTJ.ml-1
KTJ.ml-1
KTJ.ml-1

0
1, 48x107

1
2, 43x104
4, 32x107
1, 54x107

4
3, 35x102
5, 91x107
5, 50x107

40
+
8, 43x104
4, 69x108

54
+
1, 60x103
3, 23x107

76
+
+
2, 99x107

85
+
+
2, 39x108

120
—
—
3, 39x108

137
—
—
7, 12x107

152
—
—
5, 67x107

smernica
- 1, 03643
-0, 07744


T90
0, 96
12, 91
Nedá sa hodnotiť

       +  -kvalitatívny záchyt 

       — -žiaden záchyt

