
ROCZNIKI GLEBOZNAWCZE TOM LIV NR 1/2 WARSZAWA 2003: 117-124

ZBIGNIEW PALUSZAK, ANNA LIGOCKA

BADANIA MIKROBIOLOGICZNE 
GLEBY ALUWIALNEJ SKAŻONEJ GNOJOWICĄ

MICROBIOLOGICAL INVESTIGATIONS 
OF ALLUVIAL SOIL FERTILIZED WITH SLURRY

Katedra Mikrobiologii Wydziału Rolniczego, Akademia Techniczno-Rolnicza,
Bydgoszcz

Abstract: The slurry often contains pathogenic microorganisms, that are dangerous to human and 
animal health. The aim of study was to estimate the elimination rate of indicators and pathogenic 
bacteria -Escherichia coli, fecal streptococci D-group and Salmonella senftenberg \V7 7 5 in alluvial 
soil dependent on soil temperature and slurry addition. The elimination rate of fecal bacteria was 
more effective in 20°C than in 4°C. The slowest reduction of the fecal bacteria was observed in soil 
with slurry. The salmonellas were eliminated more slowly in comparison to another two groups of 
investigated microorganisms. The fastest reduction of streptococci was estimated at 20°C, in the 
case of E. coli -  at 4°C. To minimize the hazard for the environment, slurry should be subjected to 
hygienic processes before use on arable land.
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WSTĘP
Stosowanie nadmiernych ilości gnojowicy stwarza ryzyko skażenia gleby pato­

gennymi bakteriami, wirusami, grzybami oraz jajami pasożytów, które mogą prze­
dostawać się do wód gruntowych i na rośliny stanowiąc zagrożenie dla zdrowia ludzi 
i zwierząt [Kluczek 1986, Kluczek, Skinder 1993]. Stopień zagrożenia środowiska 
ustalić można na podstawie badań wybranych drobnoustrojów wskaźnikowych i 
patogenów występujących w płynnych odchodach zwierzęcych. Należą do nich 
Escherichia coli, paciorkowce grupy-D i pałeczki Salmonella [Maćkowiak 1999, 
Paluszak i in. 1993]. Na zawartość i żywotność drobnoustrojów w gnojowicy znaczący 
wpływ ma temperatura. W miarę jej spadku procesy życiowe bakterii przebiegają 
coraz wolniej i dłużej zachowują one żywotność [Olszewska 1998]. Badania Polako- 
wa i Usaczewej [ 1974] wykazały, że w 1 cm3 świeżych płynnych odchodów występuje 
wiosną 6-7 X 106jtk, natomiast latem -  do 1,5 x  108 jtk • cm '3. Najczęściej izoluje się
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z gnojowicy pałeczki Escherichia coli, bowiem ich liczebność może wahać się w 
granicach 105—106 na 1 cm3 gnojowicy. Nieco mniej izoluje się enterokoków -  
104—108 bakterii w 1 g [Pafuszak 1998]. Szczególne niebezpieczeństwo dla środowi­
ska stanowią, obecne w odchodach zwierząt, bakterie z rodzaju Salmonella. Skażenie 
środowiska tymi bakteriami wywoływane jest przede wszystkim przez zwierzęta 
chore lub nosicieli niewykazujących żadnych zmian chorobowych [Himathongkham 
i in. 1999].

Problem skażenia gleby, zwłaszcza drobnoustrojami patogennymi, nie jest w pełni 
rozpoznany, dlatego podjęto pracę mającą na celu określenie zakresu i stopnia 
adaptacji wybranych bakterii do środowiska glebowego. Celem niniejszej pracy było 
ustalenie tempa eliminacji bakterii fekalnych w poziomie powierzchniowym mady 
brunatnej. Doświadczenie przeprowadzono w dwóch temperaturach z wykorzysta­
niem bulionowej zawiesiny badanych drobnoustrojów allochtonicznych i gnojowicy.

MATERIAŁ I METODY

1. Właściwości fizykochemiczne badanej gleby

Gleba miała odczyn obojętny do słabo alkalicznego (pH -  7,0-7,2), zawierała w 
całym profilu nie więcej niż 1,65% CaC03. Zawartość węgla organicznego wynosiła 
1,88% (3,24% próchnicy). Największą zawartość materii organicznej stwierdzono w 
poziomach powierzchniowych. Wraz ze wzrostem głębokości w profilu ilość węgla 
organicznego malała, choć nadal była znacząca. Do badań wykorzystano madę 
brunatną średnią, o dobrze wykształconej, trwałej strukturze gruzełkowej. Próbki 
pobierano z głębokości 0-13 cm.

2. Przygotowanie prób

Do badań wykorzystano 10-gramowe próby świeżo pobranej i przesianej gleby, 
które umieszczono w plastikowych pojemnikach. Po doprowadzeniu pojemności 
wodnej wszystkich prób do 60% dodano do nich po 1 ml zawiesiny Salmonella 
senftenbergVJ115, Escherichia coli i paciorkowców grupy-D o gęstości 107- 109 
jtk- cm“3. Dodatkowo do wybranych prób dodano gnojowicę w ilości 1 cm3. Doświad­
czenie prowadzono w 4° i 20°C według następującego schematu:
a) gleba -bzawiesina bakterii;
b) gleba -t-zawiesina bakterii + gnojowica.

Próby gleby (po 1 g) do badań mikrobiologicznych pobierano w odstępach 3-tygo- 
dniowych przez okres 36 tygodni.

3. Ilościowe oznaczenie badanych bakterii

3.1. Oznaczanie liczebności pałeczek Escherichia coli

W pierwszym etapie przygotowano rząd rozcieńczeń prób glebowych od 10“1 do 
10-8 w 0,85% NaCl. Zawiesinę przenoszono w trzech powtórzeniach po 1 cm3 do
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9 cm3 podłoża płynnego Mac Conkeya (Merck, Mac Conkey-Bouillon). Próby inku- 
bowano w temperaturze 43°C przez 24 h, a następnie z poszczególnych rozcieńczeń 
wykonano posiew na podłoże stałe z tergitolem (Merck, Tergitol 7-Agar) i dodatkiem 
TTC. Inkubację prowadzono przez 24 h w temperaturze 43°C.

W przypadkach wątpliwych bakterie poddawano testom biochemicznym (IM- 
ViC).

3.2. Oznaczanie liczebności paciorkowców kałowych grupy-D

Rozcieńczenia prób gleby przygotowano analogicznie, jak w p. 3.1. Z każdego 
rozcieńczenia przenoszono po 1 cm3 do kwaśnego podłoża płynnego z glukozą 
(Merck, Azid-Glucose-Bouillon). Inkubację prowadzono w 37°C przez 24 h, a nastę­
pnie materiał przesiewano na wybiórcze podłoże stałe z kanamycyną (Merck, Kana- 
micin, Asculin-Azid-Agar) i hodowano w 37°C przez 24 h. Końcową identyfikację 
prowadzono korzystając z testów serologicznych (Phadabac-test).

3.3. Oznaczanie liczebności pałeczek Salmonella

Dziesięciokrotne rozcieńczenia prób gleby (10"1—10"8) w wodzie peptonowej (3 
powtórzenia) inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 h. Następnie przenoszono 
po 0,1 cm3 zawiesiny do 9 cm3 selektywnie namnażającego podłoża płynnego wg 
Rappaporta (Merck) i po 24 h inkubacji w temperaturze 43°C dokonano przeszczepu 
z poszczególnych rozcieńczeń na podłoże agarowe BPL wg Kaufmanna (Merck). 
Próby inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 h. W końcowej fazie identyfikacji 
zastosowano testy serologiczne (surowica HM).

Ilościowe oznaczanie bakterii przeprowadzono posługując się najbardziej prawdo­
podobną liczbą drobnoustrojów (NPL). Badania wykonano w 3 powtórzeniach.

4. Obliczenia statystyczne

Uzyskane wyniki weryfikowano i poddano analizie statystycznej w programie 
Statistica oraz wykreślono proste regresji, na których podstawie wyliczono tempo 
eliminacji badanych bakterii.

W Y N IK I

W okresie prowadzonych badań zaobserwowano proces eliminacji bakterii fekal- 
nych w glebie. Dotyczył on wszystkich obserwowanych bakterii, przy czym przebie­
gał w różnym tempie zależnym zarówno od temperatury przechowywania gleby, jak 
i od gatunku drobnoustrojów. Wyniki badań przedstawiono w tabeli 1 i na rysunkach 
1-3. W glebie, do której dodano zawiesiny wyhodowanych bakterii fekalnych, zaob­
serwowano dłuższą przeżywalność bakterii inkubowanych w temperaturach 4°C niż 
w 20°C. Prawidłowość ta była szczególnie widoczna w przypadku paciorkowców 
kałowych, które w 4°C przeżywały o 9,3 tygodnia dłużej niż w 20°C. Podobną 
reakcję na temperaturę stwierdzono w przypadku pałeczek Escherichia coli. Ich 
obecność wykrywana była o 5 tygodni dłużej w 4°C, z kolei pałeczki Salmonella żyły
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TABELA 1 Proste regresji charakteryzujące przeżywalność badanych bakterii w zależności od 
temperatury
TABLE 1. Regression lines for survival of investigated bacteria according to temperature

Próba
Sample

Temp.
°C

Salmonella sp. Escherichia coli Streptococcus
grupy-D
Streptococcus
D-group

Gleba + bakterie 
Soil + bacteria

4 42 tyg.
y = 9,523-0 ,227x  
r = -0 ,991

32 tyg.
y = 9,673 -  0,294x 
r = -  0,992

36 tyg.
y = 9,792 -  0,270x 
r = -  0,992

20 31,8 tyg.
y = 9,353 -  0,294x 
r = - 0,973

27 tyg.
y = 8 ,5 5 9 -0 ,3 1 4x 
r = -  0,976

26,7 tyg.
y = 8,575 -0 ,321x  
r = -  0,977

Gleba + bakterie 
+ gnojowica 
Soil + bacteria 
+ slurry

4 33 tyg.
y = 9 ,3 7 0 -0 ,2 8  Ix 
r = - 0,974

32 tyg.
y = 9,369 -  0,290x 
r = -  0,990

38,7 tyg.
y = 8,723 -  0,225x 
r = -  0,977

20 37 tyg.
y = 8,772-0 ,234x  
r = -  0,990

24,5 tyg.
y = 7 ,575-0 ,308x  
r = -  0,979

23,8 tyg.
y = 8,436-0 ,3 5 3 x  
r = -0 ,981

czas [tygodnie] - time [weeks]

RYSUNEK 1. Proste regresji przeżywalności Escherichia coli w glebie z gnojowicą lub bez niej w 
zależności od temperatury: 1 -  gleba + gnojowica, 20°C, 2 -  gleba + gnoiowica, 4°C, 3 -  gleba, 
20°C, 4 -  gleba 4°C
FIGURE 1. Regression lines for survival of Escherichia coli in soil with/without slurry according 
to temperature: 1 -  soil + slurry, 20°C, 2 -  soil + slurry, 4°C, 3 -  soil 20°C, 4 -  soil 4°C
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czas [tygodnie] - time [weeks]
RYSUNEK 2. Proste regresji przeżywalności paciorkowców grupy D w glebie z gnojowicą lub 
bez niej w zależności od temperatury: 1 -  gleba + gnojowica, 20°C, 2 -  gleba + gnojowica, 4°C, 3 
-  gleba, 20°C, 4 -  gleba 4°C
FIGURE 2. Regression lines for survival of group D streptococci in soil with/without slurry 
according to temperature: 1 -  soil + slurry, 20°C, 2 -  soil + slurry, 4°C, 3 -  soil 20°C, 4 -  soil 4°C

czas [tygodnie] - time [weeks]
RYSUNEK 3. Proste regresji przeżywalności Salmonella senftenberg W775 w glebie z gnojowicą 
lub bez niej w zależności od temperatury: 1 -  gleba + gnojowica, 20°C, 2 -  gleba + gnojowica, 
4°C, 3 -  gleba, 20°C, 4 -  gleba 4°C
FIGURE 3. Regression lines for survival of Salmonella senftenberg W775 in soil with/without slurry 
according to temperature: 1 -  soil + slurry, 20°C, 2 -  soil + slurry, 4°C, 3 -  soil 20°C, 4 -  soil 4°C
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0 10,2 tygodni dłużej w wyższej temperaturze. Najkrótszą przeżywalność w tempe­
raturze 20°C zaobserwowano u paciorkowców kałowych, których liczebność 
zmniejszała się o 0,321 log/tydzień, wolniej ginęły E. coli (0,314 log/tydzień). 
W temperaturze 20°C najwolniej obumierały bakterie z rodzaju Salmonella 
(0,234 log/tydzień).

Nieco inaczej przedstawiała się kinetyka zmian ilościowych badanych bakterii w 
glebie, do której dodano gnojowicę. Paciorkowce grupy-D w temperaturze 4°C 
przetrwały o 2,7 tygodnia dłużej w glebie z gnojowicą, natomiast w temperaturze 20°C 
-  o 2,9 tygodnia dłużej w glebie bez gnojowicy. Okres przeżywalności E. coli w 
temperaturze 4°C był jednakowy w próbach z gnojowicą i bez jej dodatku, natomiast 
w temperaturze 20°C pałeczki okrężnicy izolowano o 2,5 tygodnia dłużej w glebie z 
gnojowicą. Pałeczki Salmonella w temperaturze 4°C przetrwały o 9 tygodni dłużej w 
próbie bez gnojowicy, a w temperaturze 20°C -  o 5,2 tygodnia dłużej w glebie z 
gnojowicą.

Na podstawie uzyskanych wyników należy stwierdzić, iż bakterie były elimino­
wane szybciej z gleby bez dodatku gnojowicy, z wyjątkiem pałeczek Salmonella w 
temp. 4°C i paciorkowców w temp. 20°C.

DYSKUSJA
W środowisku naturalnym po kilku dniach od zastosowania intensywnego nawo­

żenia gnojowicą, następować może krótkotrwały gwałtowny wzrost liczebności ba­
kterii allochtonicznych, w tym również patogennych [Kluczek, Skinder 1993]. 
Jednakże mikroorganizmy autochtoniczne konkurując o związki pokarmowe oraz 
wytwarzając substancje szkodliwe dla bakterii kałowych stopniowo przyspieszają 
eliminację tych drobnoustrojów [Ahmed R.E., Müller H.G. 1984, Kermen, Janota- 
Bassalik 1987, Strauch 1991].

W badaniach własnych wzrost temperatury gleby wyraźnie skracał okres przeży­
walności drobnoustrojów, ginęły one znacznie szybciej w temperaturze 20°C niż w 
temperaturze4°C. Podobne wnioski przedstawił Kibbey [1978], który badając zacho­
wanie Streptococcus faecalis stwierdził, że eliminowane są one szybciej z gleby o 
temperaturze 25° i 37°C w porównaniu z temperaturą 4° i 10°C. Prawidłowość ta 
dotyczy również pałeczek Escherichia coli [Himathongkham i in. 1999]. Z kolei 
pałeczki Salmonella typhimurium w odchodach zwierzęcych przechowywanych w 
temperaturze 20°C i w 4°C mogą przetrwać odpowiednio -  63 i 111 dni [Venglovsky
1 in. 1997].

Na podstawie uzyskanych wyników należy wnioskować, iż szybkość eliminacji 
bakterii wskaźnikowych była większa w próbach gleby niezawierających gnojowicy. 
Kluczek [1995] podaje, że po wielokrotnym wylewaniu gnojowicy na poletka nastę­
puje zjawisko niedostatecznego dopływu tlenu do gleby, co ogranicza rozwój mikro­
organizmów autochtonicznych, a sprzyja bakteriom jelitowym. Frankenberger [1985] 
określa przeżywalność pałeczek Salmonella na 70 dni w glebie wilgotnej nawadnianej 
ściekami zwierzęcymi i na 35 dni w suchej glebie podczas lata. Wyniki badań 
własnych znacznie odbiegają od powyższych obserwacji. Średni okres przeżywania 
pałeczek Salmonella wyniósł 32 tygodnie (temp. 4°C) i 34 tygodnie (temp. 20°C).
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Bakterie te przetrwały najdłużej spośród badanych drobnoustrojów. Z kolei pacior­
kowce kałowe charakteryzowały się niższą odpornością na wyższe temperatury gleby 
w porównaniu z pałeczkami Escherichia coli, zaś te ostatnie szybciej eliminowane 
były w 4°C. Średnia długość życia paciorkowców kałowych wyniosła 22 tygodnie 
(temp. 20°C) i 37 tygodni (temp. 4°C). Pałeczki E. coli izolowano w temperaturze 
20°C do 25 tygodnia, a w temperaturze 4°C -  do 31 tygodnia badań. Podobne wartości 
uzyskał Paluszak [1998].

Zachowanie funkcji życiowych bakterii fekalnych przez długi czas w glebie budzi 
wątpliwości natury sanitamo-higienicznej. Gnojowica wylewana na użytki rolne 
może być przyczyną zakażeń wypasanych zwierząt, chociaż ryzyko powstawania 
chorób jest trudne do oszacowania. W warunkach środowiskowych część populacji 
drobnoustrojów przenoszonych do gleby wraz ze ściekami odzwierzęcymi może 
poprzez makro- i mikropory dostać się do wód gruntowych, stąd też konieczność 
higienizacji gnojowicy przed stosowaniem jej do celów rolniczych jest niezbędnym 
warunkiem biobezpieczeństwa środowiska.

WNIOSKI
1. Tempo eliminacji bakterii allochtonicznych w glebie było znacznie szybsze w 

temperaturze 20°C niż w 4°C, przy czym dodatek gnojowicy spowalniał ten proces.
2. Najwolniej z badanej gleby eliminowane były pałeczki Salmonella. W temperaturze 

20°C najszybciej obumierały paciorkowce kałowe, a w temperaturze 4°C-pałeczki
Escherichia coli.

3. W celu zminimalizowania ryzyka sanitarno-epidemiologicznego gnojowica powin­
na być poddana skutecznym procesom higienizacyjnym przed rozlaniem na użytki 
rolnicze ze względu na duże prawdopodobieństwo występowania drobnoustrojów 
patogennych.
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