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Slovensko je bohaté na krasové Uzemia. Najvacsim takymto Uzemim je Slovensky kras
situovany v juznej Casti krajiny, tvoriaci jednu z orografickych jednotiek Zapadnych
Karpat. Uzemie Slovenského krasu je po geologickej stranke v prevaznej miere
budované vapencami, dolomitmi a v podloZzi pieskovcami a bridlicami silického prikrovu.
Vapence, pochadzajice zo stredného a vrchného triasu, sU chemicky velmi Cisté
(obsah CaCO; az do 99 %), najrozSirenejSi z nich je wettersteinsky typ. Geologicka
Struktdra Slovenského krasu preto poskytuju vhodné podmienky pre vznik povrchovych
a podzemnych krasovych javov, predovSetkym jaskyn. Slovensky kras je bohaté
nachadza na Silickej planine, ktora predstavuje najvacsiu planinu Slovenského krasu
s rozlohou asi 150 km?*[1, 2].

Krasovy geosystém je Specifickou sustavou abiotickych a biotickych prvkov, ktoré su
mimoriadne labilné a citlivo reaguju na vonkajsie vplyvy. Dovodom tejto lability je
vnutorné odvodnenie krasu a Uzke prepojenie povrchu s podzemim réznymi krasovymi
kanalmi a jaskyriami. Krasovy geosystém tvori najma hornina, reliéf, ovzdusie, voda,
sedimenty a biota. V pripade narusenia ktoréhokolvek z tychto prvkov moéze byt
ohrozeny cely systém. Podstatni Ulohu v tomto systéme hra voda, ktora sa v krase
rychlo dostane do vnitra masivu a cez jaskynné priestory, krasové kanaly takmer bez
filtracie do vyvieraciek resp. do hibkového obehu [3].

.....

pieskovcami. Podla Panosa [4] sU to vsetky vody cirkulujuce v endokrasovej a
exokrasovej zéne rozpustnych hornin. Krasové Uzemia zaberaji na Slovensku plochu
vySe 2 700 km?, kde sa vytvorilo mnoho jaskyfi.

Krasové vody sa pre svoju Cistotu a kvalitu pokladaju za dolezity zdroj pitnych vod.
Celkovy objem zdrojov krasovych podzemnych vod je nad 27 m?/s. VyuZitd je z toho
len mensia Cast’ [5].

Krasové podzemné vody su pomerne zranitelné, citlivost’ krasu na antropické vplyvy je
velmi vyraznd. Je to zapriCinené slabou ochrannou vrstvou pody, zloZitym rezimom
vod, Casto velkou rychlostou prudenia vod, nizkou filtraciou, chudobnym zastipenim
organizmov, ¢o spomaluje samocistiaci proces. Tieto podmienky dovoluju zvysSenu
pohyblivost' a mnoZenie mikroorganizmov [6]. ZnecCistenie mOze nastat’ najma sezénne
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po navaloch dazda, topeni snehu, infiltraciou krasovych vodnych systémov z
komunalnych odpadovych vod a z chovov zvierat [7].

Charakteristika odberovych miest

V nasej praci v ¢ase od 2007 do 2013 bolo pre sledovanie kvality krasovej podzemnej
vody vybranych 10 odberovych miest v Styroch jaskyniach nachadzajlcich sa na Gzemi
Silickej planiny Slovenského krasu.

Jaskyfia Domica je lokalizovand na juhu zapadného okraja Silickej planiny. Dizka
jaskyne na Uzemi Slovenska je 5368 m, tvori pévodny jednotny systém s jaskyfou
Baradla v Madarsku s celkovou diZkou 25,5 km. Do jaskyne Domica priteka voda, ktor(
pohlcuju tzv. ponory (hitace). Nimi sa voda dostava najskor do jaskyne Certova diera,
ktora je prepojena s Domicou a preteka do jaskyne Baradla na Mad'arskom Gzemi [8].
Ponor Domického potoka — D2, zbiera vodu z okolitych poli, tak predstavuje
najzranitelnejsiu jednotkou z hl'adiska kontaminacie. V okoli jaskyne sa nachadzaju 3
farmy, ktoré chovaju dobytok a ovce, spasajuce liky v blizkosti jaskyne. Hlavnym
tokom jaskyne je podzemna riecka Styx. D1 je vstup podzemnej riecky Styx do
majkovho domu, cca 15 m nad Rimskymi kupelami. D3 je podzemny tok Styx na
konci, tzv. Druha plavba. Podzemny tok Styxu a mladSie freatické toky vyvieraju na
povrch vo vyvieracke Josva blizko dediny Jésvafé v Madarsku. Vodozberna oblast’
rieCky Styx bola niekolko krat znecistené vdaka pol'nohospodarskej aktivite. Niekol'ko
allochtéonnych tokov tecie z nekrasového Uzemia Strkovej pokryvky, a tieto prepadavaju
do podzemia cez ponory na rozhrani/Strku. Tieto obcasné toky vytvorili lateralne riecky
v jaskynnom systéme, ktore koncia v riecke Styx (napr. Domicky potok, Potok
meandrovej chodby, Cerfanska vetva, Malé Baradla, Acheron, Torok mecset a Retek
na madarskej strane). Domica je steplotou 10-12 °C zimovisko netopierov
a nachadzaju sa tu invertebraty [3, 9].

Gombasecka jaskyna, lokalizovana v Zapadnej Casti Silickej planiny, dizka 1 525 m, je
sucastou tzv. Silicko-gombaseckého hydrologického systému. Ten zacina ponorom,
ktory byval v minulosti znecisteny, tzv. Fararovou jamou, preteka Silickou l'adnicou
a vyteka v Gombaseckej jaskyni. Podzemny tok ma 2 bocné vetvy a to ponor Cervenej
skaly a ponorna priepast’ a vtekaji do Cierneho potoka (odberové miesto G1).Existuje
dalsia juzna vetva jaskyne s Mramorovym jazierkom (odberové miesto G2), ktorého
povod vod zatial nie je znamy [8].

Jaskyfia Milada, lokalizovana v centralnej Casti Silickej planiny, dizka 800 m. Podzemny
tok jaskyne Milada pochadza z dvoch vetiev. Jedna vetva je v Slepej doline pri Silickej
Brezovej. Druhad vetva ide zo Slepej doliny vychadzajucej od Kralovej studne.
V podzemi sa oba ponorné toky spoja a pretekaju jaskyriou Milada (odberové miesto
M) a objavuju sa v Bezodnej l'adnici a nakoniec na povrch vyvieraju v Kecovskej
vyvieracke [8].

Krasnohorska jaskyfia, lokalizovand na severe Silickej planiny, dizka 1 556 m. Vodny
tok v Krasnohorskej jaskyni v Useku od vyvieracky po Marikino jazero dosahuje dizku
520 m. Prevaznu cast’ toku tvori kanonovita chodba (K4 tesne pred vyustenim riecky
Buzgd z jaskyne, koniec Stolne), ktora je na prieCnych poruchach rozsirend do
mohutnych doémov vysokych az 45 m (K2 pravy pritok v Abonyiho dome). Na
podzemnom rieCisku su miestami prietokové jazera. Severne od Marikinho jazera (K1)
je bocny lavostranny pritok vody (K3 lavy pritok), ktory odvodnuje prilahli zapadnu
Cast’ vodozbernej oblasti jaskyne.

© W&ET Team, doc. Ing. Petr Dolej$, CSc., Ceské Budé&jovice 2014



Citace — ProkSova M., Cichova M., Gaalova B., Seman M.: Mikrobialny skrining vody v Styroch jaskyniach Slovenského
krasu s pouzitim konvenénych a molekularno-biologickych metéd.

Shornik konference Pitna voda 2014, s. 223-228. W&ET Team, C. Bud&jovice 2014. ISBN 978-80-905238-1-4

Celkovo bolo uskuto¢nenych 19 odberov. V roku 2007 5 odberov: jarny, 3 letné,
jesenny a dva zimné. V roku 2008 boli vzorky odoberané jeden krat v kazdom rocnom
obdobi. V roku 2009 bol vynechany zimny odber, v roku 2010 bol uskutocneny len
jarny a jesenny odber a v rokoch 2011 a 2012 boli uskutocnené len jesenné odbery. V
roku 2013 bol uskutocneny jeden letny odber. Niektoré odbery boli vynechané z
dbvodu deficitu vody, alebo naopak, z dovodu zaplav.

Fyzikalno-chemické analyzy

Po¢as odberu boli robené terénne merania zakladnych fyzikalno-chemickych
parametrov, a to teploty vody, konduktivity, pH, oxido-redukéného potencidlu, obsahu
rozpusteného kyslika, kyslikového nasytenia a zakalu. Teplota vody bola zvycajne
konstantna na vSetkych odberovych miestach a pohybovala sa v rozmedzi 9,2 - 9,6 °C.
Teplota z odberového miesta D2 bola vzdy o 0.5-1°C vysSia. Hodnota pH sa
pohybovala v rozsahu medzi 7,17 - 7,98. Voda zo vsSetkych odberovych miest mala
v priemere nizSiu vodivost, hodnoty sa pohybovali medzi 52,9 - 77,2 mS/m.
Koncentracia rozpusteného kyslika bola konstantne nizka (< 2mg/L) okrem odberovych
miest D2 a D3 v jaskyni Domica.

Mikrobiologické analyzy

Vo vzorkach vody sme robili mikrobiologicky rozbor zamerany na kultivacné stanovenie
pouzivanych indikatorov kvality vody, koliformnych baktérii, crevnych enterokokov
a kultivovatel'nych mikroorganizmov pri 22 °C. Hodnoty minima, maxima a medianu
stanovenych poctov indikatorovych mikroorganizmov si uvedené v tabulke ¢. 1. Pocty
koliformnych baktérii sa pohybovali rddovo od 0 do 10° KTJ/1 ml, potty &revnych
enterokokov od 0 do 10° KTJ/1 ml. Polty kultivovatelnych mikroorganizmov sa
pohybovali vo vietkych sledovanych jaskyniach od 10 do 10° KT)/ml. Len odberové
miesto D2 v jaskyni Domica, vykazuje zvySené pocty koliformnych baktérii aj
kultivovatelnych mikroorganizmov.

Celkovo vysSie pocty baktérii boli zaznamenané pocas zvySeného prietoku vody

.....

Tabul'’ka 1. Stanovené pocty mikrobiologickych ukazovatel'ov kvality vody

Odber. D1 | D2 | D3 | G1 | G2 | M | K1 | K2 | K3 | Ka
Miesto

N 11 | 14 | 17 |18 | 8 | 17| 7 | 6 | 6 | 8
KB KT3/ml

Min 0] 0] o0 lo]o]ololo] o] o
Max 750 | 1000 | 1000 | 1000 | 8 | 1000 | 42 | 13 | 50 | 1000
Median 5 | 7315 | 5] 01 6 0] 0] 0 20
EK KT3/ml

Min 0] 0] o0 lo]o ] olollo] o] o
Max 9 | 500 37 |82 | 0| 2] 1] 0] o] 3
Median 0 |95 0 | 0] 0] 0 o 0] o0 o
KM22 KT3/ml

Min 40 | 147 ] 14 |12 ] 1 | 7 | 81 o] 2 o
Max 1000 | 1000 | 1000 | 1500 | 1000 | 1000 | 500 | 1000 | 500 | 1000
Median 92 | 454 | 117 | 70 | 4 | 100 | 96 | 13 | 19 | 259

N — poCet odobratych vzoriek, KTJ — koldnie tvoriaca jednotka, KB — koliformné baktérie,
EK — Crevné enterokoky, KM22 — kultivovatelné mikroorganizmy pri 22 °C.
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Viysledky stanovenia mikrobiologickych ukazovatelov poukazuji na niektorych
odberovych miestach, napriklad D1, D2, D3, G1 M, K1, K4 na viditelné mikrobialne
znecCistenie krasovych podzemnych vod.

Ukazovatel' kultivovatelné mikroorganizmy pri teplote 22 °C (celkovy pocet kolonii)
predstavuje celkové znelistenie vnesenymi mikroorganizmami alebo organickymi
latkami. Je to doplnkovy ukazovatel' kvality vody. Zahffia stanovenie chemo-
heterotrofnych baktérii vyskytujicich sa vo vodnom prostredi, bez ohladu, & su
alochténneho alebo autochténneho pévodu. V pripade Ccistych, malo organicky
zneCistenych vod tvoria kultivovatel'né baktérie 0,1 % z celkového poctu baktérii, ktoré
sa v tomto prostredi nachadzaju.

Pre ziskanie vSeobecnej charakteristiky celkového mikrobidlneho spolocenstva vod
vybranych jaskyn Slovenského krasu bola otestovana metdda urcenia priamych poctov
s pouzitim fluorochrému DAPI (farbivo s modrou fluorescenciou), ktory sa viaze na
molekulu DNA a pocet buniek je potom detegovany pomocou fluorescencnej
poctov bol zaznamenany v mieste D2, ktoré vykazuje znaky znecistenia.

Indikatory fekalneho znecistenia vod, Crevné enterokoky a koliformné baktérie, boli
blizSie identifikované biochemickymi testami. Ziskané izolaty crevnych enterokokov boli
potvrdené pomocou EN-COCCUStest (Erba Lachema). Z odberovych miest jaskyn
Domica (D2) a z Gombaseckej jaskyne (G1) boli izolované najma druhy Enterococcus
faecalis a E. faecium. CastejSie bol identifikovany aj druh Globicatella sanguinis
z odberovych miest jaskyne Domica (D2) a Milada.

Skupina koliformnych baktérii sa v minulosti povaZovala za hlavny indikator fekalneho
znecistenia. Tradicna definicia koliformnych baktérii je, gramnegativne palicky patriace
do celade Enterobacteriaceae. V sucasnosti ich vyznam ako indikatora fekalneho
zneCistenia stratil na doblezitosti. Jedna sa o heterogénnu skupinu baktérii, skupina
zahffa aj druhy, ktoré sa vo fekaliach nevyskytuju. Pre blizSiu identifikaciu izolatov
koliformnych baktérii sme teda potvrdzovanie biochemickymi testami doplnili aj
molekularnou metddou sekvencnej analyzy DNA.

Pre biochemicku identifikaciu ziskanych izolatov koliformnych baktérii sme pouZzili
komercne dostupny set ENTEROtest 24 (Erba Lachema). Ziskané vysledky boli
spracované pomocou programu TNWL CCM Brno. Celkovo sme ziskali zo vSetkych
odberovych miest 561 izolatov koliformnych baktérii. Z celkového suboru izolatov
dosahovalo vyhovuijuce identifikacné skdre (ID >90%) iba 352 izolatov (63%). Celkové
taxonomické spektrum identifikovanych izolatov koliformnych baktérii je v tabul'ke €. 2.
Z pohl'adu druhového zastUpenia boli dominujice druhy Escherichia coli (88 izolatov),
Serratia fonticola (66 izolatov) a S. marcescens (33 izolatov) ako aj druhy
Enterobacter cloaceae, E. amnigenus, Hafnia alvei a Morganella morgani.

Z identifikacie druhového spektra je zrejmé, Ze nie vSetky zachytené enterobaktérie
suvisia s fekalnou kontaminaciou. Escherichia coli predstavuje vyznamny indikator
fekalneho znecistenia. Vzdy pochadza z crevného traktu Cloveka alebo teplokrvnych
ZivoCichov na rozdiel od inych zastupcov skupiny koliformnych baktérii alebo
termotoleratnych koliformnych baktérii, ako sU Enterobacter a Citrobactera vo vodnom
prostredi sa nerozmnozuje. Najvyssi vyskyt bol v odberovom mieste D2, ktoré je
vyrazne ovplyvnené povrchovymi vodami. Znecistenie podzemnych krasovych vod v
jaskyni Domica je dokumentované aj v ¢lanku [10], kde autori dokumentuji pritomnost’
baktérii rodu Enterobacter na viac antibiotic (3 — 10).
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Tabul'’ka 2. Taxonomické spektrum izolatov z cel'ade Enterobacteriaceae
z krasovej podzemnej vody v sledovanych jaskyniach
v jednotlivych odberovych miestach

D1 D2 D3 (Gl | G2 M | K1 |K2| K3 | K4 N
Averyella dalhousiensis 3 1
Buttiauxella gaviniae 1 1 2 3
Cedecea lapagei 1 1
Citrobacter farmerii 1 1
Citrobacter freundii 2 1
Citrobacter gilenif 1 3 2
Enterobacter aerogenes 1 1
Enterobacter amnigenus 4 5 1 1 4
Enterobacter 1 1
cancerogenus
Enterobacter cloacae 1 7 3 6 3 5
Enterobacter dissolvens 1 1 1 1 4
Enterobacter gergoviae 2 1
Enterobacter intermedius 2 1 2
Enterobacter pyrinus 4 1
Escherichia coli 69 | 3 10 5 1 5
Hafnia alvei 10 4 1 3
Klebsiella ornithinolytica 1 1 2
Klebsiella oxytoca 2 2 2
Klebsiella ozanae 2 3 2
Klebsiella pneumoniae 1 1
Kluyvera georgiana 1 1
Moellerella wisconsensis 2 1
Morganella morganii 1 3 5 1 4
Pantoea dispersa 3 1
Proteus vulgaris 5 3 2
Providencia alcalifaciens 2 3 1 3
Providencia rettgerif 1 2 2
Rahnella aguatilis 2 2 2
Raoultella terrigena 4 | 11 2
Serratia ficaria 1 1
Serratia fonticola 1 3 9 27 | 4 |19] 1 1 1 4 10
Serratia grimesii 1 1
Serratia liguefaciens 1 1
Serratia marcescens 2 26 1 1 3 5
Serratia odorifera 1 1 2 3
Serratia plymuthica 1 1 4 3
Serratia proteamaculans 1 1
Serratia quinivorans 2 1
Yersinia enterocolitica 1 1 1 1 4

N — pocet odberovych miest s pozitivnym nalezom

Pre potvrdenie biochemickej identifikacie metddou sekvencnej analyzy DNA bolo
vybranych 26 izolatov koliformnych baktérii. Pre sekvencnl analyzu bol vybrany gén
pre ribozomadlnu podjednotku 16S rRNA. Sekvencie izolatov biochemicky
identifikovanych ako Gitrobacter freundi (2), C. gilenii(1), Proteus vulgaris (1) a E. coli
(2) vykazovali podobnost 99 az 100% k sekvenciam 16S rRNA prislusnych
referenénych kmerfiov na druhovej drovni. Sekvencie izolatov biochemicky
identifikovanych ako Buttiauxella gavinae (1), B. ferragutiae (1), Pantoea dispersa (1)
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boli sekven¢nou analyzou potvrdené iba na rodovej Urovni. Izolaty rodu Enterobacter
netvorili koherentny klaster s referenénymi kmenmi. Enterobacter amnigenus (1) bol
sekvencne blizko s Raoultella terrigena, E. amnigenus (1) a E. cloaceae (1) s Cedecea
davisae. Druhy identifikované biochemicky ako Aluyvera georgiana (1), Klebsiella
pneumoniae (1) a Gitrobacter gilenii (1) sa vo fylograme nachadzali mimo svojich
referencnych ekvivalentov, ¢o potvrdilo, Ze ide o iné rody.

Zaver

V nasej praci sme sa zamerali na mikrobidlny skrining podzemnych krasovych vod
z hl'adiska ich vyznamu ako zdroja pitnej vody. Z kultivaéného stanovenia indikatorov
mikrobiologickej kvality vody sme ziskali velky pocet izolatov, ale stretli sme sa
s velkym problémom pri ich identifikacii. Z vysledkov nam vyplyva, ze pre spoznanie
mikrobioty tychto véd nebudu dostacujice v sucasnosti pouzivané kultivatné metddy
a nasledna identifikacia mikroorganizmov zaloZzenda na ich fenotypovych prejavoch.
Bude potrebné hl'adat’ nové metddy a pohl'ady na mikrobioldgiu vody.
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