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Abstract

NAVRATILOVA P. (2000): Pathogenic micro-organisms in waste waters from daiies. Czech J. Food Sci., 18: 170-174.

Waste waters from dairies were tested for the presence of bacterial pathogens — Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus
and Salmonella spp. The prevalence of bacteria was investigated in each stage of the cleaning process (activated sludges sys-
tems) too. Two hunder samples of raw waste water, activated sludge, returned activated sludge, excess sludge and treated water
from 14 dairies were tested. The samples were all negative for Salmonella spp. From a total of 102 (51%) strains Listeria spp.,
Listeria inoccua 95 (47.5%) and Listeria monocytogenes 7 (3.5%) were identified. 47 samples were positive for S. aureus. L.
monocytogenes were detected in raw waste water 1 (1.6%), in activated sludge 3 (5.5%), in excess sludge 1 and in treated water
2 (3.1%). S. aureus were detected in raw waste water 14 (22.6%), in activated sludge 23 (41.8%), in excess sludge 1 and in
treated water 8 (12.3%). These results demonstrate a prevalence of L. monocytogenes and S. aureus in waste waters from dairies.
During the cleaning process pathogenic bacteria were not devitalized. The excess sludge and treated water including pathogenic
micro-organisms represent a potential health hazard.
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Abstrakt

NAVRATILOVA P. (2000): Patogenni mikroorganismy v odpadnich vodich mlékdrenského primyslu. Czech J. Food Sci.,
18: 170-174.

Izolovali jsme vybrané patogeny z odpadnich vod mlékarenského pramyslu a zérovenl sledovali vyskyt téchto patogent
v mechanicko-biologickych &istirnach s aerobni stabilizaci kalt. Vzorky surové odpadni vody, aktivovanych kald, vratnych
kald, prebyteénych kala a vy&idténé odpadni vody byly vySetfeny na ptitomnost Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus
a Salmonella spp. Celkem bylo vySetfeno 200 vzorki ze 14 mlékdrenskych zavodi. Bakterie rodu Salmonella nebyly zjistény
v 74dném z odebranych vzorki. L. monocytogenes byla izolovana v sedmi piipadech (tj. 6,8 %) — v odpadni vodé (1), aktivovaném
kalu (3), pfebyteéném kalu (1) a ve vy<idténé vodg (2). Staphylococcus aureus byl detekovan u 14 vzorkid odpadnich vod, z 23
vzorkl aktivovaného kalu, 1 vzorku vratného kalu, 1 vzorku pfebyteéného kalu a u 8 vzorki vy€isténé vody. Z toho vyplyva, ze
v odpadnich vodach miékaren se mohou vyskytovat nékteré patogenni mikroorganismy. Béhem aerobniho biologického Cistirenskeho
procesu nedochazi k jejich eliminaci. Potravinafské zdvody se tak mohou podilet na Sifeni patogenu do Zivotniho prostfedi
i nepfimo prostrednictvim odpadnich vod. Potravinafsky zévod se proto stdvd vyznamnym ¢lankem v cirkulaci patogennich
mikroorganismi v ekosystému.

Klitova slova: patogenni mikroorganismy; odpadni vody; mlékarensky primysl; istirny odpadnich vod

jici je trvaly nartst poctu alimentarnich onemocnéni
a vyskyt tzv. novych patogent (JICINSKA, HAVLOVA
1995).

Jednou z pfi¢in je i vysoka incidence patogennich agens
v ekosystému souvisejici s produkci odpadnich latek.

Zdravotni nezavadnost potravin na useku mikrobiolo-

gie dosahla b&hem 20. stoleti velkych tispéchii. Ale 1 pres
viechna opatieni (prevence, HACCP) fada mikrobiélnich

ptivodci zaujima v poslednich 10-20 letech stalé misto
v registrovanych pfipadech alimentérnich infekci. Jedna

se zejména o Salmonella spp., Escherichia coli, Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni,
Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica. Alarmu-
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S odpady se do Zivotniho prostiedi dostavaji ve zvySse-
nych koncentracich nejen t&€Zké kovy, PCB, radionuklidy
a jiné latky toxické pro ¢lovéka, zvifata a rostliny, ale 1 pa-



Czech J_._ Food E{ii.

Vol 18, No. 3: 1701 74

togenni mikroorganismy. V nékterych prostedich, napt.
na skladkach komunalnich odpadi, v odpadnich vodach,
v kalech z Cistiren odpadnich vod a v kejdg, se mohou vy-
skytovat ve zvy3enych koncentracich (KLANOVA1990).

Velky epizootologicky a epidemiologicky vyznam maji
odpady a odpadni vody z potravinafského primyslu, kte-
ry zpracovava suroviny Zivo¢idného plivodu. Odpadni
vody z jateCného primyslu obsahuji Escherichia coli,
vajicka helminti, Clostridium perfringens, Salmonella
Spp., Listeria monocytogenes (WATKINS, SLEATH 1981:
JURIS et al.1994).V odpadnich vodach z driibeZ4aFského
prumyslu se zjidtuji Campylobacter jejuni, Escherichia
coli, Salmonella spp., Cloctridium perfringens, Listeria
monocytogenes, fekalni streptokoky (WATKINS, SLEATH
1981; KOENRAAD et al. 1995). Mikrobiologické znegis-
téni v€tSinou odpovida zpracovavané suroving Zivolis-
ného pivodu.

Odpadni vody z potravinéfskych zévodi se vyznaduji
vysokym obsahem organickych latek, které mohou mit za
ptiznivych teplotnich podminek stimulujici G&inek na
mnozeni patogennich mikroorganismi (DAUBNER et al.
1989). Napfiklad pfi teploté 35 °C se zvysil béhem 24 h
pocet Listeria monocytogenes v odpadnich vodach z po-
razky o 1-4 log tady (BOYLE et al. 1990).

Cilem prace bylo prokézat pfipadny vyskyt patogen-
nich mikroorganismi v odpadnich vodach mlékarenské-
ho primyslu a béhem jejich &istirenského zpracovani na
mechanicko-biologickych Cistirnach s aerobni stabilizaci
kali. Mléko je velmi dobrym vehikulem pro patogenni
agens a onemocneni po poziti mléka a mléénych produk-
ti byla popsana jeSt€ pied vznikem mlékéarenského prii-
myslu (VASAVADA 1988).

MATERIAL AMETODY

K mikrobiologickému vySetfeni byly odebirany tyto

vzorky:

1. Surova odpadni voda — smé&s nékolika druhli vod z mlé-
karenské vyroby. Obsahuje technologické odpadni vody,
chladici vody, splaS8kové vody, sraZzkové vody z nezne-
¢isténych a zneliSténych ploch a vody vznikajici pii &is-
téni a dezinfekci technologického zafizeni.

2. Aktivovany kal — vzorek kalu odebrany z aktiva¢ni
nadrze.

3. Prebytecny kal — kal odebrany z kalové jimky.

4. Vratny kal — recirkulovany aktivovany kal.

5. VyCisténa odpadni voda - voda v technologické lin-
ce ¢istirny odpadnich vod (COV) zbavena ptevazné vit-
Siny organickych latek a nerozpusténych latek.

Odbér vzorka: Vzorky byly odebirdny do sterilnich
vzorkovnic. U vzorki €. 1 a 5 byl odebran smé&sny vzo-
rek (1 1), ktery byl ziskan béhem 8 h slévanim stejnych
objemil (1 1) vypousténych vod odebiranych v intervalu
I ha homogenizovanych. U vzorkd kalii se jednalo o opa-
kovan€¢ odbéry prostych vzorki (500 ml) ke zji$t&ni zmeén
Jakosti v zavislosti na misté¢ odb&ru, Prostym vzorkem se

rozumi cely objem odebrany najednou, ktery poskytuje
informaci o okamZitém stavu v daném misté a ¢ase. Vzor-
Ky byly uchovany pfi teplot& 4-6 °C a zpracovany do 24 h.

PFiprava vzorkii: Vzorek surové odpadni vody (75 ml)
byl odstfed&n 30 min pfi 4000 ot./min a pfi teploté 6 °C.
K mikrobiologickému vy&etfeni byl pouZit sediment.
Vzorky aktivovaného, vratného a prebyte&ného kalu byly
v laboratofi pfed vySetfenim promichany (na ttepacce
10 min). K dal§imu vy3etfeni bylo odebrano 25 ml,
u ptebytecného kalu s tuzsi konzistenci navazka 25 g. Po
promichani vzorku vy¢ist&né odpadni vody nésledovala
filtrace odmé&feného objemu (100 ml) pies skladany ste-
rilni papirovy filtr. Po odstran&ni hrubych ne&istot nasle-
dovala filtrace na filtraénim zatizeni pies filtry Synpor.

VSechny vzorky byly podrobeny mikrobiologickému
vysetteni. Ve vzorcich byly kvalitativng stanoveny Liste-
ria monocytogenes (L. monocytogenes), Salmonella spp.
a Staphylococcus aureus (S. aureus).

Izolace Listeria spp.: Po odstfedéni vzorku odpadni
vody byl sediment smichan s 10 ml tekuté selektivni piidy.
Vzorky kalti (25 ml kall nebo navazka 25 g) byly apliko-
vany do 225 ml tekuté selektivni pidy. Vzorky vy¢isténé
odpadni vody byly ziskany z filtrii po filtraci vzorku a byly
vloZeny do 30 ml selektivni pidy.

Pro selektivni pomnoZeni bylo u vech vzorki zvoleno
medium Listeria Selective Broth Base HI-MEDIA M 889.
Nasledovala inkubace 48 h pfi 30 °C. Po inkubaci v teku-
t€ selektivni ptid€ bylo odebrano inokulum a rozo&kova-
no kultivatnimi ¢arami na selektivné diagnostické pidy.

Morfologie bunék a barvitelnost byly stanoveny podle
Grama. Pohyblivost byla sledovéna pfi teplot& 2025 °C.
Biochemickymi testy byla stanovena katalasa, oxidasa,
D-xylosa, L-rhamnoa a mannit. K diferenciaci Listeria
innocua a L. monocytogenes byl pouzit dvojity CAMP
test (SMOLA1989). Ovéteni uréenych kmenii L. monocy-
togenes bylo provedeno pomoci komeréng vyrdb&ného
testu API-LISTERIA (bio Merieux).

Izolace Staphylococcus aureus: Technika p¥ipravy
a postup izolace ze stejnych vzorki byly provedeny ob-
dobné, s tim rozdilem, Ze tekutou pomnoZovaci piidou byl
masopeptonovy bujon s 10 % NaCl. Nasledovala inku-
bace 24 h pii 37 °C a vyoCkovani na selektivni diagnos-
tickou plidu Baird-Parker Selective Agar, Doba inkubace
na tomto mediu pii1 37 °C byla 2448 h.

U bakterii S. aureus byl sledovan clumping faktor, vol-
né koagulasa (STAPHY-PK test Imuna, Sari$ské Michal'a-
ny), pigmentace a produkce B-hemolysinu. Testy byly
dopln&ny STAPHY testem ( MIKRO-LA-test Lachema,
Brno)

Izolace Salmonella spp.: Ze vzorku aktivovaného
a vratneho kalu bylo po diikladném promichéni (10 minna
tfepaCce) odebrano 100 ml vzorku do Erlenmayerovy
baiiky a pfidano 100 ml dvakrét koncentrované Rappa-
portovy pudy. Po protfepéani prob&hla inkubace 20 h pfi
teplot€ 37 °C. Po inkubaci byl 1 ml namnoZené kultury
pienesen do zkumavky s 9 ml selenitového bujonu a in-
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kubovan 20 h pii 43 °C. Soubé&zné bylo provedeno vyoc-
kovani na Xyloso-Lysine-Deoxycholate Agar HI-MEDIA
M031a Brilliant Green Agar HI-MEDIA M016 A.

Ze vzorku pfebyte¢ného kalu bylo odebrano 10 g
a smichano s 90 ml Rappaportova média. Dalsi postup
byl shodny s vySetfenim tekutych kalu. Filtry po zfiltro-
vani 100 ml vzorku byly vlozeny do 30 mi Rappaportovy
pudy a inkubovany 20 h p¥i 37 °C. Po inkubaci byl 1 ml
pomnozené kultury smichan s 9 ml selenitového bujonu
a inkubovan pti 43 °C. Inokulum bylo rovnéZ rozoCkova-
no na dveé selektivni diagnostické pudy.

Sediment surové odpadni vody byl po odstfedéni 100 ml
vzorku smichan s 10 ml RV média a inkubovan 20 h pfi
37 °C. Dalsi postup byl shodny.

Pii izolaci salmonel jsme postupovali podle Metodiky
stanoveni salmonel v ptidg, tekutych a tuhych materialech
(KLANOVA, MASNA1990).

Suspektni kolonie byly stanoveny podle CSN ISO 6579.

VYSLEDKY A DISKUSE

Vzorky byly odebirany v ¢istirnach odpadnich vod ve
étrnacti mlékarenskych zdvodech. Celkem bylo vySetfe-
no 200 vzorka na pritomnost Salmonella spp., Listeria
Spp. a S. aureus.

Tab. 1. Izolace S. aureus — Isolation of S. aureus

=

Voorek! Fﬂ}kﬂ!‘ﬂg Podet izolaci .
vySetfeno” (n) S. aureus (% z n)

Odpadni vodaZ 62 14(226%)
Aktivovany kal’ 55 23 (41,8 %)
Vratny kal 3 I

Pfebyte¢ny kal- 15 | (6,6 %)
Vy¢&idténa voda® 635 8 (12,3 %)
Celkem’ 200 47 (23,5 %)

'sample; 2waste water; “activated sludge; ‘returned activated sludge;
Sexcess sludges; Streated water; "total; 8tested total; number of isola-

tion (% from n)

Bakterie rodu Salmonella (tab. 1) nebyly ze vzorki
odpadnich vod ani v pritb&hu Cisticiho procesu izolovany
v 7adném ze 14 zavodd. Mléko a mlé&né vyrobky v CR

Tab. 2. 1zolace Listeria spp. — Isolation of Listeria spp.

C_i_ech J. Food Sci.

tak pfedstavuji nejmensi riziko onemocnénf lidi salmone-
16zou, coZ je vysledek n€kolika faktori: ojedinély vyskyt
salmonelovych mastitid, dobra hygiena dojeni, nizke tep-
loty pii uchovani miéka, tepelné o3etieni a omezené moz-
nosti sekundarni kontaminace p¥i vyrob& (LUKASOVA
1997)

Listeria spp. (tab. 2) byla izolovana celkem ve 102 vzor-
cich (51 %). Z toho tvofila 95 zachytt (93 %) L. innocua
a7 (tj. 6,8 %) L. monocytogenes, ktera byla pfitomna
v jednom vzorku surové odpadni vody, tfech vzorcich
aktivovaného kalu, v jednom vzorku piebyte¢ného kalu
a ve dvou vzorcich vy&idténé vody (na vytoku z COV).
Tato patogenni bakterie byla zjist€na ve tfech zavodech
s timto sortimentem vyroby: tvrdé syry, pomazankové
maslo, konzumni mléka; tvaroh, tvarohové dezerty, tekute
mlééné vyrobky, syry; jogurty, konzumni ml€ka, maslo.

V nasem souboru vzorki se L. monocytogenes nacha-
zela v odpadnich vodach a na istirnach odpadnich vod
mlékérenskych zavodd, jejichZ sortiment findlnich vyrob-
kit nezahrnuje rizikové skupiny — syry mékké, plisnové
a zrajici. Onemocnéni listeriézou v8ak byla v zahranici
zaznamenana i po poZziti pasterovaného mléka, smetany
a tvrdych syrti (TOMANCOVA 1991).

Sedm izolaci L. monocytogenes z istiren odpadnich
vod (COV) a 14 izolaci S. aureus potvrzuje ptedpoklad,
Ze 1 v odpadnich vodach mlékarenského primyslu se na-
chézeji patogenni mikroorganismy. VétSina autorti pova-
zuje za nejveétsi zdroj epidemiologicky a epizootologicky
diilezitych mikroorganismi odpadn{ vody z jatek a z dru-
bezarského primyslu (WATKINS, SLEATH 1981; KOEN-
RAAD et al. 1995)

Apatogenni L. inoccua byla prokazovana ve vzorcich
relativné ¢asto. Nalezy L. innocua v prostied{ potravinar-
skych zavodu signalizuji nizkou hygienu vyrobnich pro-
stor a vysokou pravdépodobnost vyskytu patogenni

L. monocytogenes. Vysoky vyskyt této listerie zazname-
nali i v rakouskych syrarnach (BUCHRIESER et al. 1994).

L. inoccua byva &asto izolovéana z mléénych vyrobku.
Opakované byla tato listerie zjistovana u syri (STEIN-
HAUSEROVA, SMOLA 1995) a u 10 % mléénych vyrobku
(KARPISKOVA, HOLASOVA 1998).

Patogenni mikroorganismy se mohou vyskytovat v pro-
sttedi potravinaiského zdvodu, aniZ by byly prokazany
ve finalnim vyrobku (JICINSKA, HAVLOVA 1995). Elimi-

Vzorek' Celkem® (n) Listeria spp. (% z n) L. innocua (% z n) L. monocytogenes (% z n)
Odpadni veds®2 =~ 62 34 (54,8 %) 33 (53.2 %) 1(1.6%)
Aktivovany kal® 55 36 (65,5 %) 33 (60,0 %) 3 (5,5 %)

Vratny kal? 3 3 3 0

Ptebyte&ny kal® 15 9 (60 %) 8 (53,3 %) 1 (6,6 %)

Vy¢ist&na voda® 65 20 (30,8 %) 18 (27,7 %) 2 (3,1 %)

Celkem’ 200 102 (51%) 95 (47,5%) 7 (3,5%)

For 1-7 see Table 1; 8 total;
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nace patogennich mikroorganisml souvisi s u¢innosti
hygieny a sanitace na zdvodech. V oblasti prevence je
dulezité zvladnout v kazdé vyrobé aplikaci HACCP s kri-
tickymi body, ale sou¢asné se nesmi zapominat na kon-
trolu patogennich agens v prostfedi zavodi. Pravé kon-
trola technologickych odpadnich vod miiZe poskytnout
Informaci o pfitomnosti patogenti na zadvodg, predstavu-
jici pro vyrobu vzdy potencialni riziko (BUCHRIESER-
BROSCH ef al. 1994 )

Staphylococcus aureus byl detekovan u 14 vzorki od-
padnich vod, 23 vzorki aktivovaného kalu, 1 vzorku vrat-
neho kalu, 1 vzorku piebytedného kalu a 8 vzorki vy¢is-
téné vody(tab. 1). Vyskyt S. aureus v odpadnich vodéach
mlékarenského primyslu souvisi s jeho stélou incidenci
v zemeéde€lské prvovyrobé (ROBERSON et al. 1994),
v syrovem mléce (BRYCHTA, DVORAK 1993) a nasledng
1 v prostfedi mlékaren (KLEISS ef al. 1994).

Potencialni riziko po mikrobiologické strance predsta-
vuji v miékdrenské vyrobé kaly z odstfedivek. Zneskod-
neni odstredivkovych kall 1ze zajistit tepelnym zpracova-
nim. Podle § 24 vyhlasky MZ €. 287/1999, o veterinarnich
pozadavcich na Zivolisné produkty, by mé&ly byt kaly
z odstfedivek neSkodné odstranény. O jejich pripadném
vyuZiti je mozZné uvaZovat pouze se souhlasem QVS,
Nektere mlékarny vypoustéji odstfedivkové kaly bez
tepeln€ho oSetieni pfimo na ¢istirnu odpadnich vod, co?
povazuji za ne¥kodné odstranéni.

K ¢mnostem podléhajicim hodnoceni vlivu na Zivotnf
prostiedi (pfiloha €. 1 zakona &. 17/1992 Sb., o Zivotnim
prostiedi) patii kromé& jinych primyslovych odv&tvi
| potravinafsky primysl. Povinnosti potravinafskych pod-
nikil je zabezpeceni takovych podminek vypousténi vod
do recipientil, aby nedoslo k ohroZeni jakosti podzemnich
a povrchovych vod. Proto na mlékéarenské zavody nava-
zuji Cistirny odpadnich vod. Sou¢asné postupy biologic-
kého €idténi odpadnich vod dosahuji relativné dobrou
ucinnost sniZenim obsahu organickych latek v odpadnich
vodach. Jejich uloha z hlediska zabezpe&eni produktii po
strance mikrobiologickeé a eliminace patogennich mik-
roorganismil je precefiovana. Zakladnim hygienickym
pfedpokladem v3ak musi byt poZadavek, aby odtoky ze
zatizeni neobsahovaly mikroorganismy vyznamné z epi-
demiologického hlediska (Natizeni vlady &. 82/1999 Sb.,
kterym se stanovi ukazatele pripustného stupné zne&iste-
ni vod). Spinéni t&chto poZzadavki zajidtuji ve v&tding mlé-
karen COV,

Vysledky mikrobiologickych rozborid i zavéry jinych
autoru prokazaly ve vy¢idténé vodé pFitomnost patogen-
nich agens. V odpadnich vodach ani ve vy¢isténé vode
sledovanych mlékarenskych zdvodl nebyly prokdzény
salmonely, ale v odpadnich vodéch komunalnich &istiren
byly izolovéany na v8ech stupnich &isticiho procesu (KO-
MINKOVA, BLATNY 1987). N&ktefi autofi se zams¥ili na
srovnani druhového zastoupeni mikroorganismii na pfi-
toku a odtoku z COV a zjistili, Ze je tém&F shodné (VO-
KAL, TOTHOVA 1988). Nalezem L. monocytogenes a S
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aureus ve VyCisténé vode bylo potvrzeno, Ze vody vy-
pousténe z biologickych &istiren odpadnich vod mohou
obsahovat patogenni mikroorganismy:.

Produktem COV jsou i kaly. Miizeme se tedy domni-
vat, Ze i tento produkt COV miiZe obsahovat patogenni
agens. Kaly z &istiren odpadnich vod p¥edstavuji velmi
zavazny ekologicky a epidemiologicky problém — byvaji
z nich izolovéany patogenni bakterie, protozoa, vajitka pa-
razitickych Cervil a viry, Mezi nejzavazngjsi nalezy pati
Salmonella spp., Shigella spp. a Mycobacterium tuber-
culosis (BURGE, MARSH 1978). I naSe vy3etteni potvrdi-

la pfitomnost L. monocytogenes a S. aureus v piebytec-
ném Kkalu.

ZAVER

V predloZené prici bylo prokazéno, Ze odpadni vody

z mlékarenského priimyslu mohou obsahovat bakterie vy-

znamne z epizootologického a epidemiologického hledis-

ka. Béhem &i3téni odpadnich vod na mechanicko-biolo-
gickych Cistirnach s aerobni stabilizaci kalu nedochazi

k eliminaci pfitomnych patogennich agens. Proto byly pa-

togenni mikroorganismy izolovany i z produktii t&chto

Cistiren, tzn. z vyCidténé odpadni vody a prebytedného

kalu. Bakteriologickd kontrola odpadnich vod a produk-

td COV m4 vyznam z t&chto divodi:

— ucinn¢j3i opatfeni v této oblasti by zamezilo nartistani
mikrobidlniho zne¢isténi vod a ostatnich sloZek Zivot-
niho prostiedi;

— je tfeba minimalizovat moZnosti §ifeni patogennich mi-
kroorganismii do potravniho fet&zce Eloveka a zvitat di-
slednou kontrolou jednotlivych &lankd.
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