illlllll|ll||lll||||||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll||||||||||||||||||||||

P¥iloha €. 4/1998

k Acta hygienica, epidemiologica et microbiologica

Mikrobiologicko - hygienické vySetfovaci metody pro pidy,
komposty a jina nemineralni hnojiva, Cistirenské kaly
a dals$i tekuté a tuhé odpadni materialy

Mikrobiologicko - hygienické posouzeni dCinnosti
procesu  kompostovani

Praha, duben 1998

Predseda redakéni rady: doc.MUDr.L.Komarek, CSc.
C¢lenové: prof.MUDr.V.Bencko, DrSc.,MUDr.D.Bittnerova,CSc.

Mgr.K.Kénskéd, Ing.J.Kodl, doc.MUDr.J.KriZ,
MUDr.J.Mika, RNDr.F.Rettich,CSc., A.Svobodova

Vydava Statni zdravotni dstav v Praze

ISSN 0862-5956




ACTA HYGIENICA, EPIDEMIOLOGICA ET MICROBIOLOGICA
Pritoha ¢.4/1998

Mikrobiologicko - hygienické vySetrovaci metody pro pidy,

komposty a Jjind neminerdlni hnojiva, &istirenské kaly a dalsi
tekuté a tuhé odpadni materidly

Mikrobiologicko - hygienické posouzeni G€innosti procesu
kompostovani

Autor: Katerina Kianovad, Centrum zdravi a Zivotnich podminek,
Statni zdravotni astav, Praha

Vytiskl: Ustav jadernych informaci Praha 5
Stran: 78, naklad: 3&Dvytiski, rok vydani 1998
Vyddvdéd Stadtni zdravotni Gstav, Praha 10, Srobarova 48

ISSN 0862 - 5956

Obsah

str.¢.

1. Mikrobiologicko-hygienické vy3etvovaci metody pro pldy,
komposty a jind nemineralni hnojiva, kaly a dalsi tekuté
a tuhé odpadni materidly

Odb&r a priprava VZOTKU ........ciieenunneenaneraennnnsnns
Stanoveni momenté&lni vihkosti, vypofet faktoru ...........
Kultivadni analyza ...ttt nenennnnnaeensnns 7
Vybrané vysledky mikrobiologickych vySetteni ............. 16

II. Mikrobiologicko-hygienické posouzeni GEinnosti procesu
KOMPOSEOVANT .ttt ittt it ittt tiiie e e e e e 17



vod

Pida jako nedilna cdst ekosystému predstavuje nejen
nezbytny prostiedek pro vyrobu poZivatin, ale je i vyznamnou sloZkou
Zivotniho prostvfedi, ve které persistuji toxické 1latky i patogenni
mikroorganismy.

P¥itomnost toxickich latek i patogennich mikroorganismu
v pidé znamena ve svém disledku totéz - prenosem ptes vodu vstup do
potravniho retézce s naslednym ohroZenim zdravi ¢lovéka.

V ramci trvale wudrZitelného rozvoje je ukolem soucasné
spolednosti 1likvidace stavajicich kontaminant a zabranéni vstupu
novych.

Jedny z metod pouZivanych v posiedni dobé stale castéji pro
snizeni hladin toxickych T1atek kontaminujicich pidy jsou metody
biologické, které 1lze souhrné oznadit jako bioremediace. Jednd se
o metody, které vyuZivaji prirozené degradaéni nebo biosorpéni
schopnosti mikroorganismii rozkliadat nebo kumulovat (s naslednou
moZnosti odstranéni) toxické Téatky.

Padni mikrobiologie, obor zdadnlivé souvisejici s lidskym
zdravim velmi vzdalen&, tak nabyvd novych rozméri: miZe sledovat
pritomnost hygienicky vyznamnych mikroorganismi v pudé. Hygienicky
vyznamné mikroorganismy lze rozdélit na dvé zakladni skupiny. Jsou
to 1) mikroorganismy patogenni, jejichz p#itomnost je v phdach
nezddouci a 2) nepatogenni mikroorganismy, které se do pldy vnéseji
zamérné pri biodegradacich - dostatecnda koncentrace téchto
mikroorganismd v padé je nutna k bezpecnému a co mozna
nejrychlejéimu pribé&hu bioremediace.

Patogenni mikroorganismy se mohou do pldy dostat hlavné se
§patné vyzralymi komposty, prisakem 2z nezabezpelenych skléadek
a nevhodné vyrobenymi biohnojivy. Jednou ze zakladnich slozek
pouZzivanych pro vyrobu kompostl a jinych hnojiv neminerdliniho plvodu



Jjsou exkrementy, ve kterych se ve vysokych koncentracich vyskytuji
fekd1lni bakterie. Tyto bakterie se ve stejné vysokych koncentracich
nachazeji i v ¢istirenskych kalech a ruznych druzich odpada
organického plvodu.

Vzhledem k tomu, Ze pritomnost fekalnich bakterii
v uvedenych materialech piedstavuje nejvétsi riziko pravé s ohledem
na vstup téchto bakterii do povrchovych a podzemnich vod, jsou zde
uvedené metody mikrobiologického rozboru témé¥ totozné s metodami
pouzivanymi pro stanoveni mikrobidlniho zne¢idténi vod. Odlisnost
a specifikab metod pouzZivanych pPi mikrobiologickych rozborech pad
a dalsich zde uvedenych materidlli spodivaji predev§im v prvnich
fdzich rozboru, kde na rozdil od vod nelze pouzit metody
s membranovymi filtry vzhledem k vysokému obsahu pevnych &astic.

Jako jediny spravny indikator fekdlniho znecisténi oznacuji
smérnice WHO (1993) +tzv. ‘“presumptivni Escherichia coli". Toto
stanoveni je také soucdasti €SN ISO 9308-1 (757841) a CSN ISO 9308-2
(757842); Dal$im indikdtorem fekalniho zne¢isténi Jsou fekdlni
streptokoky, bakterie jinak reagujici na zevni vlivy.

Zatimco pvitomnost presumptivni Escherichia coli maze
indikovat vyskyt bakterii rodu Salmonellae, Jjsou nékterymi autory
povazovany Tfekalni streptokoky =za indikdtor pvipadného nebezpeéi
virovych castic.

P¥i ndlezu indikatoru fekdlniho =zneé¢isténi by mélo byt
vySetfeni vidy doplnéno o stanoveni salmonel. Ty Jjsou také
povazovany za vhodny
kompostovéni.

ukazatel dobre provedeného procesu

V zavislosti na kapacité 1laboratove a zaméveni provéadéného
rozboru je vhodné doplinit stanoveni indikatoru fekdlniho zneéisténi
o stanoveni celkového poétu mikroorganismi a stanoveni pocétu plisni
a kvgsinek.

Stanoveni celkového poctu mikroorganismi lze pouzit jako
vhodny dopinék 1 pvri hodnoceni biodegradaci, kdy Jje mozZné pvi
vySetvrovani pouzit zde uvedené metody odbéru vzorkli a jejich
pripravu pred kultivaéni analyzou. Pro kultivaéni analyzu je dale
nutné postupovat v souladu s metodami dostupnymi pro stanoveni dané
skupiny biodegradujicich mikroorganismi.

Zde uvedena vySetreni jsou dopinéna o mikrobiologicko
- hygienické posouzeni ucinnosti procesu kompostovéni. Vsechny
popsané metody byiy vypracovdny a ovérveny v laboratorich Statniho
zdravotniho ustavu v Praze.

Nezbytnym predpokladem pro mikrobiologickd vySetveni je
kvalifikovany persondl a odpovidajicim zplsobem vybavend laborator.

Hodnoceni vysledk( mikrobiologickych vySetveni by mélo vidy
vychédzet z konkrétni situace v mistné prislusné oblasti.
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1. Odbér a priprava vzorkl

Misto odbéru vzorkli se vybird s ohledem na ucel prace.
Z hygienického hlediska ma nejvétsi vyznam odbér vzorku pud
v ochrannych pdsmech vodniho zdroje nebo z b¥ehl vod vyuzivanych pro
rekreaéni ufely. Stejné metody Jjako pro sledovani pGud se mohou
pouzit i pro hodnoceni pisku v détskych piskovistich.

Tekuté a tuhé odpadni materidly, kejdy a kaly (nebo jejich
smési) se sleduji v zdvislosti na jejich dalsim osudu v ekosystému,

zejména tam, kde je moZny jejich vstup do vod a nédsledné potravniho
Fetézce. U skladek, nebo p¥i suSeni a jinych upravach kald z COV 1ze
predpokladat i prenos mikroorganismid k ¢&lovéku vétrem s pevnymi
Casticemi.

Kone&ny produkt kompostovani se vySetfuje pted balenim pro
spotfebitele; stejnym zpGsobem lze vySetfovat i hnojiva vyrobena ze
surovin, pri jejichz vyrobé& byly vychozi sloZzkou rGzné upravené
exkrementy. Ostatni stanoveni jsou zavisld na Ukolech a moznostech
prislusné mikrobiologické laboratore.

Na dané lokalité se odebirda vzdy z nékolika (nejméné péti)
mist asi po 200 g vzorku. Vzorky tuhé konzistence - puda, kompost,
tuhy odpad - se odebiraji lopatkou do velkého igelitového sacku. P¥i
odbérech pldnich vzorkd se odebird nejvhodné&ji 2z rohd a stvedu
étverce, jeho? strana je 5 m. Odstrani se povrchovd ¢ast humusu,
drny s kotenovou ¢asti, vétsi hroudy a kameny. Odebira se do hloubky
25 cm.

Tekuté vzorky - kejdy, kaly - odebira se men$i umé&lohmotnou
nadobou do kbeliku.

V saéku nebo kbeliku se lopatkou nebo protvepanim promicha,
ze smési se odebere asi 250 ¢ smésného vzorku do sklenéné sterilni
uzavirateiné nadoby. Do laboratofe se piepravuji radné oznacené
vzorky v chladicich prenosnych kabelach. Vzorky se zpracuji ihned
nebo uschovaji v lednici pri + 4 OC nejdéle 24 hodin. Po uplynuti
této doby dochdzi k vyraznym zménam v pocltu jednotlivych skupin
mikroorganismi a vzorky JjiZ nejsou vhodné pro mikrobiologicky
rozbor.

0dbé&r se provadi v gumovych rukavicich p¥i dodrZovani zasad
priace s infekénim materidlem. Dob¥e umyté odbérové pomicky neni
nutné sterilizovat, pred odbérem se vzdy pomicky (lopatka,
umélohmotna nadoba) "opléachnou” v pldé, kalu atd.

Princip pPipravy reprezentativniho vzorku se dodrzuje i p¥i
vysetrovani kompostl, hnojiv atd.



Vzdusnad kontaminace nemd velky vyznam vzhledem k masivnimu
zastoupeni mikroorganismi ve sledovanych materidlech.

2. Stanoveni momentdlni vlhkosti, vypodet faktoru

MomentdIni vlhkost je mnoZstvi vody, které je obsaZeno ve
vzorku v dobé zpracovani.

Na predem zvazeny kus alobalu se navadzi 20 - 100 g tuhého
materidtiu, nebo do ptedem zvazZené Petriho misky se prenese 20 - 100
g tekutého vzorku. Su$i se otevrené v alobalu nebo Petriho misce pv¥i
105 O¢ do konstantni hmotnosti.

mv = momentalini vihkost (%) = 100 . (a - b) . 1l/a
s susina (%) = 100 . b . 1/a

a = hmotnost navazky éerstvého vzorku

hmotnost zdstatku suchého vzorku

Stanoveni momentdini vlhkosti nebo sufiny vzorku se provadi

minimalné 2x u téhoz vzorku, jako vysledek se pouZije pramér obou
stanoveni.

Hodnoty a, b se pouZziji pro prepolet poétu bakterii v 1
g ¢erstvého vzorku na pocet bakterii v 1 g suchého vzorku. Tento
pfepocet se pouziva vyjimeé&né, nejcastéji pri dlouhodobém sledovani
jedné 1lokality (pdda, skladka, piskovisté), na které mohou byt
aktudini vysledky udavdné v €erstvém vzorku zkreslené v disledku
klimatickych vlivi (silny dést apod).

Pocet bakterii v 1 g suchého vzorku = podet bakterii
v 1 g éerstvého vzorku nésobeny faktorem f.

Vypocet faktoru: f = a/b

3. Kultivaéni analyza

Kultivacni analyza patri - ke kvantitativnim metodam
stanoveni - poltu mikrooganismi. Je pouZivana pro svou jednoduchost
a pristrojovou nenaroénost, i kdyZ ma mnohé nevyhody (obvykle
nevyrostou bakterie autotrofni, bakterie poutajici vzdudny dusik,
bakterie anaerobni, nevyvinou se v8echny mikroorganismy vlivem
pomalého riistu, antagonismu apod.).

Kvantitativni stanoveni mikroorganismu je zaloZeno na
schopnosti organismd rdst na specifickych kultivaénich mediich.

Dlouhodobé mikrobiologické - vySetrovani zde uvadénych
materiald prokéazalo vyhodnost metod pFimého vysevu na kultivaéni
media. Vét$inou se jednd o vzorky s vysokym poctem rdznych skupin
mikroorganismiu, kde je nutné suspektni kolonie dale izolovat
a vyéetfovat, zarovefi je mozZné s vyhodou pouZivat predem a v zdsobé
uchované misky s agarovymi pGdami.

Princip metody: zndmy objem suspenze materidlu uréitého
zvedéni vyockujeme na Petriho misky s agarovou pudou.

3.1. Zvedovaci roztok, kultivaéni media

Jako zredovaci roztok se pouziva " fyziologicky roztok. Pro
pripravu medii se s vyhodou pouZivaji dehydratovana kompletni
kultivaéni media, pricéemZ se prisné dodrzuji instrukce vyrobcl.
Pokud se pripravend kultivaéni media skladuji, je nutné provérit
pred pouzitim, =zda nejsou kontaminovdna. Dle potreby se pred
pouzitim predsousi.

3.2. Priprava vzorku k rozboru, Fedéni, ockovani, inkubace,
vyhodnoceni, vypoéet vysledki

Pfed vlastnim rozborem se vzorek musi dokonale promichat,
a to bud' silnym protifepavanim, nebo homogenizaci sterilnimi
nastroji.



Pro desetinasobné zFedéni se odmé&¥i 90 ml nebo 9 ml
ziedovaciho roztoku do ziedovacich lahvilek ~&i zkumavek. PFenosem
10 g nebo 10 ml1 vzorku do 90 ml zvedovaciho roztoku, nebo 1 g nebo
1 ml do 9 ml zv¥edovaciho roztoku se pripravi desetinasobné zv¥edéni.
Sterilni pipetou nebo mechanickym zplUsobem se roztok promicha
a potom se prenese jeden .objemovy dil tohoto roztoku do deviti dilu
ztedovaciho roztoku. Tento postup se opakuje do Zadouciho stupné
z¥edéni.

Nejéastéji vysévana zredéni pro Jjednotliva stanoveni
a vychozi vzorky jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Pro jednu Petriho misku o priméru 90 nebo 100 mm se ockuje
objem vzorku nebo ziedéného vzorku 0,1 ml az 0,5 ml. Ziedéni vzorku
se voli tak, aby se vysledny pocet narostlych kolonii na misce
pohyboval mezi 25 az 300.

Teplota a doba inkubace se voli v zdvislosti na pozadovaném
stanoveni. Vyhodnoceni se provadi ihned po inkubaci, neni-1i to
moZné, mohou byt misky uchovéavany kratkou dobu pFi teploté + 4 Oc,
Kolonie, které se maji poéitat jsou uvedeny pro jednotlivé stanoveni
v dalsim textu.

Tabulka nejéastéii vysévanych ziedé&ni pro uvedend stanoveni

Vzorek Vysetveni Z¥edéni

10-11072107310741075107 610771078

pPada, komposty.

hnojiva Presump-— + +
tivni
Kaly, odpady E. coli + + +
puda, komposty. + +
hnojiva Fekalni +
strepto-
Kaly, odpady koky + + +
Pida, komposty, Celkovy + + +
hnojiva pocet + o+ +
mikro-
Kaly, odpady organismi + + +
PGda, komposty, + + +
hnojiva Pocet + + +
plisni a
Kaly, odpady kvasinek + + +

Vypocéet vysledkd vychéazi z predpokladu, se kazda kolonie
vznikla z Jjednoho mikroorganismu. Vysledky se vyjadruji Jjako pocet
kolonie tvoficich jednotek ve specifickém objemu vzorku podle

nasledujici rovnice:



C =N : [(mV{F) + (npVpFy) + + (nyViF,
kde C je polet kolonie tvoricich jednotek ve zvolené hmotnosti
nebo objemu vzorku (1 g nebo 1 ml);
N soulet vSech vyrostlych kolonii spocitanych na

miskdch ze zfedéni Fy, Fp ...F;;
podet spoéitanych misek z pFisludnych zFfedéni;
oc¢kovany objem vzorku;
zVFedéni, uzité pro zkouSeny objem vzorku Vi, Vj.

.V; (F= 1pro
desetkrat zredény vzorek atd.)

nezredény vzorek, F = 0,1 pro

Pozndmka - Takto ziskany koneény pocet je vdZeny pramér z poctu

stanoveném na kazZdé misce.

P¥i paralelni kultivaci dvou misek 2z kazdého =zFedéni
a oc¢kovaném objemu 0,2 mi miZeme vyraz zjednodu$it na
C=(2,5 . N) (Fp + Fp + ...+ Fi)

PFiklad vypodtu pro metodu pFimého vysevu na kultivaéni

medium:

Je-1i pouzity objem zkouSeného vzorku 0,2 mi, pak nasledujici
poéty ziskané z individualnich zvredéni jsou:

Zredéni Poéty
1074 74 a 101 kolonii
1075 9 a 15 kolonii

0,0001) + (2 . 0,2
0,000044 = 4,52

C= (74 +101 +9+ 15) : [(2 . 0,2
0,00001)] = 199 : (0,00004 + 0,000004) = 199
108 / g nebo m1,
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nebo

€= (2,5 . 199) : (0,0001 + 0,00001) = 497,5
4,52 . 10% / g nebo m1.

0,00011 =

3.3. Stanoveni indikatort fekalniho znecisténi

V soucasné dobé jsou za indikatory fekdlniho 2znecisténi
povazovany presumptivni Escherichia coli a fekalni streptokoky: Obé
tyto skupiny bakterii se vyzna&uji ristem p¥i teploté 44 °C.

Pro vétsinu vzorku, které pFrichazeji v udvahu u zde
uvadénych vysetfeni, je charakteristicky masivni vyskyt doprovodné
mikrofl6ry z pldy, rostinného materidlu a dalSich 1l1&tek prevazné
organického pavodu. Stanoveni koliformnich bakterii a enterokokl pti
370 C miZe davat fale3né pozitivni vysledky (stanoveni riznych
saprofytickych druhQ bakterii <celedi Enterobacteriaceae s jinymi |
morfologickymi a biochemickymi viastnostmi nez presumptivni
Escherichia coli nebo stanoveni enterokokt nefekdlniho puvodu) &i
ziskani vysledka falesné negativnich (doprovodnd mikrofldéra rostouci
na pGdach pro stanoveni koliformnich bakterii a enterokokd p¥i 37 °C
je ve vys§ich koncentracich neZ bakterie fekdlniho pluvodu, které pak

nemohou byt zachyceny).

Z vyse uvedenych divodi je vhodné provadét vySetveni pvFi
teploté kultivace 44 °C.

3.3.1. Stanoveni presumptivni Escherichia coli

Presumptivni Escherichia coli jsou termotolerantni
koliformni organismy, které produkuji plyn =z laktézy (a manitolu)

a indol z tryptofanu b&hem 24 hodin p#i teploté& 44 ©C.
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Zvoleny objem vzorku nebo zted&ného vzorku se vysévd na
povrch mFC media, na kterém se hodnoti jako termotolerantni
koliformni organismy kolonie, jejichZ zbarveni je modré.

Suspektni kolonie se preoékuji na neselektivni kultivacni
media, ze kterych se oékuje 1) do =zkumavek s 1laktbézo-peptonovou
vodou, 2) do zkumavek s tryptonovou vodou - zkumavky inkubujeme pti
44 0c 24 hodin a 3) provedeme oxidazovy test.

Jako presumptivni Escherichia coli hodnotime ty kolonie,-
které produkuji plyn ve zkumavkdch s laktézo-peptonovou vodou, po
priddani Kovd&ova &inidla na povrch tryptonové vody po inkubaci
vytvareji €ervené zbarveni a maji negativni oxiddzovy test.

3.3.2. Stanoveni fekalnich streptokokl

Fekalni streptokoky Jjsou bakterie vykazujici pozitivni
reakci na 2zlué-aeskulin-azidovém agaru a negativni reakci phri
katalazovém testu.

Zvoleny objem vzorku nebo tedéného vzorku se vyséva na
povrch 2lué-aeskulin-azidového agaru. NaoCkované misky se inkubuji
pFi teploté 44 OC po dobu 48 hodin.

Vyhodnocuji se vSechny misky vykazujici trislové hnédé az
¢erné zbarveni kolonii a / nebo dvirkd na kultivaénim mediu kolem
kolonii.

Na narostlé kolonie se kdpne po 1 kapce roztoku peroxidu
vodiku (30 g/1). Tvorba bublin kysliku indikuje kataladza- pozitivni
mikroorganismy, které se nepovazuji za fekalni streptokoky.

P¥i &asovych a pracovnich moZnostech laboratofe je vyhodné
provadét katalazovy test na preockované Kkultuve na - neselektivnim
kultivaénim mediu, protoze na zlué-aeskulin-azidovém agaru mizZe
dojit k tvorbé falesné pozitivni reakce.

12

3.4, Stanoveni salmonel

Salmonely se ve slozkach Zivotniho prostredi vyskytuji
ojedindle. Vzhledem k &asové ndroénosti stanoveni se tedy zjistuji
jen ve vzorcich,. kde je jejich vyskyt vzhledem k plivodu ocCekavan
(nap¥. kaly €OV, zakladky kompostl obsahujici exkrementy atd.), nebo
indikovan (vzorky pozitivni v ndlezu bakterii indikujicich fekalni
znec¢isdténi). I v téchto pripadech vsak z celkového poctu pritomnych
bakterii predstavuji jen malou cast, proto neni vhodné pouzivat
neselektivni predpomnoZeni pro jejich zachyt.

Pomnozeni se provadi ve dvou selektivnich tekutych pudéch,
z nichz se vyodkovava na dvé selektivni pevné pudy. Suspektni
kolonie se konfirmuji pomoci vhodnych biochemickych testl.

25 g nebo 25 ml vzorku se prenese do dvou banék s

a) 225 ml puady s chloridem hoteCnatym a malachitovou zeleni
a inkubuje se 24 hodin pri 42 0C a

b) 225 ml pGdy se seleni¢itanem a cystinem a inkubuje se po
dobu 24 hodin pri 37 Oc.

Po preneseni vzorku do tekutého media se vzorek pred
inkubaci dikladné homogenizuje sterilni pipetou nebo mechanickym
zpUsobem.

Z bariky s chloridem hore¢natym a malachitovou zeleni po
inkubaci se prenese 1 ml kultury do zkumavky s 10 ml pudy se
seleniCitanem a cystinem a zkumavka se inkubuje po dobu 24 hodin pri
37 Oc.

Ze stejné kultury z banky s chloridem hovecnatym
a malachitovou zeleni po inkubaci se inokuluje klickou na povrch
prvni selektivni pudy pro vyoékovani (agar s fenolovou cderveni
a brilantovou zeleni) vylité do Petriho misek. Stejnou klickou bez
opalovani se oékuje i na dalsi misku se stejnou plUdou. Oc¢kuje se na
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cely povrch misek tak, aby ¢&ary vedené kliékou byly od. sebe vzdadlené

0,

S

v

5 cm. Stejnym zpisobem se ockuji i dalsi dvé misky
deoxycholat-citrdatovym agarem. Misky se inkubuji 20 - 24 hodin

termostatu pri 37 OC.

Z bafiky se seleniéitanem a cystinem po inkubaci se prenese
ml  kultury do =zkumavky s 10 ml pady s chloridem hoveénatym
malachitovou zeleni a zkumavka se inkubuje 24 hodin pvi 42 Oc.

Ze stejné kultury po inkubaci se =z bahky se seleniditanem
cystinem inokuluje kli¢kou na povrch dvou misek s agarem

fenolovou

cerveni a brilantovou zeleni a dvou misek

deoxycholat-citratovym agarem zplsobem popsanym vySe.

Ze zkumavek po inkubaci se oékuje na pevna agarova media

stejnym zplsobem jakym jsme oékovali z banék.

Po inkubaci na plotnach se =zjistuje pfitomnost typickych

kolonii bakterii rodu Salmonellae. U kaZdé typické nebo suspektni
kolonie (nebo alespoh péti takovychto kolonii z kazdé misky, je-1i
jejich pocet vy$8i) se provadi identifikace. Pro identifikaci se nam
osvédCily Enterotesty I a II (Lachema, Brno), lze uzit i jiné
komeréné dostupné identifikaéni vady. K sérologické konfirmaci se
zasilaji kmeny do specializovanych laboratovri.

3.5. Stanoveni celkového poétu mikroorganismid a stanoveni
pocdtu plisni a kvasinek

Tato vySetteni jsou pouze orientaéni vzhledem k bohatosti

oziveni zkou$enych vzork(.

14

Celkovy poéet mikroorganismu

Po vyockovani uréeného objemu zkouSeného vzorku se pocéitaji
kolonie véech bakterii, plisni i kvasinek vyrostliych za 72 hodin p¥i
teploté inkubace 30 0¢ na povrchu kultivaéni pudy s tryptonem,

kvasniénym extraktem a glukézou.

Pocet plisni a kvasinek

Po vyockovani uréeného objemu zkou3eného vzorku se pocitaji
kolonie véech plisni a kvasinek vyrostlych za 3, 4 nebo 5 dnl p¥i
teploté inkubace 25 Oc na povrchu kultivaéni pudy s kvasniénym
extraktem, glukézou a chioramfenikolem. Po péti dnech inkubace se
vyberou plotny, kde vyrostlo méné neZ 150 kolonii. Pokud lze kolonie
obtiZné spoditat, vychédzi se z jejich podtu zjisténych po 4 nebo 3
dnech. V pripadé potreby se provede mikroskopické vySetfeni a podle
morfologie se od1i%1 kvasinky a plisné od bakterii.
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4. Vybrané vysledky mikrobiologickych vy3et¥eni II. Mikrobio]ouicko - hyﬁien1Cké DOSQUZeni ﬂéinnosti Drocesu
kompostovani
Stanoveni Presumptivni Fekdlni
E. coli streptokoky
—_— ; V soudasné dob& se provadi kompostovani ridznymi novymi
poget KTJ / g vzorku zpusoby (vermikompostovani, nékolik zpusobidl aerobniho i anaerobniho
zpracovani). Jedno z dileZitych kritérii pro posouzeni G¢innosti
Pida zemédélska procesu  zpracovani odpadi témito zplisoby Jje mikrobiologicke
po minerdlnim hnojeni nd nd hledisko. Zpravidla se pro provedeni experimentu pouZivaji bakterie
hnojend kalem nebo kejdou < 103 < 103 rodu Salmonellae, jejichz pvitomnost v kone¢ném produktu Je
neZadouci. Alternativné se uvedeny zpGsob wmiZe pouzit i pro
Kompost hodnoceni vymirdni rostlinnych patogent napr. Plasmodiophora
zakladka < 107 < 107 brassicae.
pred vyskladnénim < 102 < 103
Pred zaloZenim kompostu se z pFipravené zakladky odebere
Zivo&iéné exkrementy < 107 < 108 material do dvou velkych jutovych pytll tak, aby nebyly zcela plné.
Z kazdého pytle se odebere 1 kg materialu, ktery se v laboratori
Cistirenské kaly < 107 < 107 infikuje smésnou kulturou bakterii tak, aby se vysledna koncentrace
salmonel pohybovala v rozmezi 102 - 103 salmonel v 1 g. Dukladné se
Biohnojivo, startér pro kompost nd nd homogenizuje, nejlépe promichanim mensi lopatkou.
Tuhy komunalni odpad < 107 < 107 Infikovany material se rozdéli na Ctyri Césti.
Do dvou predem pripravenych sa¢ki =ze silonového pletiva
KTJ - kolonie tvoFici jednotky | velikosti 40 x 20 cm se pvenese po 0,5 kg smési a salky uzavreme.
nd - nedetekovéano Tyto sacky se vlozi do stredd Jjutovych pytld, které se zavéazi
provazem a vloZi zp&t do zakladky zpracovadni na dvé rizna mista.

' Treti ¢ast infikovaného materidlu se uloZi p¥i laboratorni
teploté na chranéné misto, kde zustane po celou dobu aZ do konce
zpracovani.

¢tvrta ¢ast je ihned pouzita pro vy$etieni na stanoveni
salmonel (viz 3.4.). V zavislosti na mikrobiologické kvalité
16 17
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zakladky (jejiz rozbor pred experimentem se provede), je mozZné
stanovit salmonely nejen kvalitativné, ale i kvantitativné primym
vysevem na selektivni pldy s fenolovou ¢erveni a brilantovou zeleni
nebo na deoxycholdt-citratovy agar.

Po ukonéeni procesu se vyjmou Jjutové pytle a material ze
silonového pletiva se podrobi stejnym vySetfenim. Mikrobiologicky
rozbor se provede i v materidlu uchovdvaném v laboratorni tepioté.

Po t&adné provedeném kompostovani nejsou bakterie rodu
Salmonellae ve vzorcich detekovany. Pokud nejsou detekovany
salmonely ani ve vzorku z laboratorni teploty, je moino pouzity kmen
ozna¢it za nevhodny a je nutno cely proces zopakovat.

Souvisejici normy a predpisy véetné pouzité literatury jsou
k dispozici u autorky.
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