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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 \V77sin 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- at4°C. To minimize the hazard for the environment, slurry should be subjected to
hygienic processes before use on arable land.
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WSTEP

Stosowanie nadmiernych ilosci gnojowicy stwarza ryzyko skazenia gleby pato-
gennymi bakteriami, wirusami, grzybami oraz jajami pasozytéw, ktdére moga prze-
dostawac sie do wdd gruntowych i na rosliny stanowiac zagrozenie dla zdrowia ludzi
i zwierzat [Kluczek 1986, Kluczek, Skinder 1993]. StopieA zagrozenia Srodowiska
ustali¢ mozna na podstawie badan wybranych drobnoustrojéw wskaznikowych i
patogenow wystepujacych w ptynnych odchodach zwierzecych. Nalezg do nich
Escherichia coli, paciorkowce grupy-D i pateczki Salmonella [Mackowiak 1999,
Paluszak iin. 1993]. Na zawartos¢ i zywotno$¢ drobnoustrojow w gnojowicy znaczacy
wplyw ma temperatura. W miare jej spadku procesy zyciowe bakterii przebiegaja
coraz wolniej i dtuzej zachowujg one zywotno$¢ [Olszewska 1998]. Badania Polako-
wa i Usaczewej [1974] wykazaty, ze w 1cm3swiezych ptynnych odchodéw wystepuje
wiosng 6-7 x 106jtk, natomiast latem - do 1,5 x 108jtk ecm'3. Najczesciej izoluje sie
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z gnojowicy pateczki Escherichia coli, bowiem ich liczebno$¢ moze wahaé sie w
granicach 105406 na 1 cm3 gnojowicy. Nieco mniej izoluje sie enterokokow -
104—08bakterii w 1 g [Pafuszak 1998]. Szczegdlne niebezpieczenstwo dla srodowi-
ska stanowia, obecne w odchodach zwierzat, bakterie z rodzaju Salmonella. Skazenie
Srodowiska tymi bakteriami wywotywane jest przede wszystkim przez zwierzeta
chore lub nosicieli niewykazujgcych zadnych zmian chorobowych [Himathongkham
iin. 1999].

Problem skazenia gleby, zwfaszcza drobnoustrojami patogennymi, nie jest w petni
rozpoznany, dlatego podjeto prace majacg na celu okre$lenie zakresu i stopnia
adaptacji wybranych bakterii do Srodowiska glebowego. Celem niniejszej pracy byto
ustalenie tempa eliminacji bakterii fekalnych w poziomie powierzchniowym mady
brunatnej. Do$wiadczenie przeprowadzono w dwoch temperaturach z wykorzysta-
niem bulionowej zawiesiny badanych drobnoustrojéw allochtonicznych i gnojowicy.

MATERIAL | METODY

1 Wiasciwosci fizykochemiczne badanej gleby

Gleba miata odczyn obojetny do stabo alkalicznego (pH - 7,0-7,2), zawierata w
catym profilu nie wiecej niz 1,65% CaC03. Zawarto$¢ wegla organicznego wynosita
1,88% (3,24% prochnicy). Najwiekszg zawarto$¢ materii organicznej stwierdzono w
poziomach powierzchniowych. Wraz ze wzrostem gtebokosci w profilu ilos¢ wegla
organicznego malata, cho¢ nadal byla znaczaca. Do badann wykorzystano made
brunatng $rednig, o dobrze wyksztalconej, trwatej strukturze gruzetkowej. Probki
pobierano z gtebokosci 0-13 cm.

2. Przygotowanie prob

Do badan wykorzystano 10-gramowe proby Swiezo pobranej i przesianej gleby,
ktére umieszczono w plastikowych pojemnikach. Po doprowadzeniu pojemnosci
wodnej wszystkich préb do 60% dodano do nich po 1 ml zawiesiny Salmonella
senftenbergVJ115 Escherichia coli i paciorkowcow grupy-D o gestosci 107- 109
jtk- cm“3. Dodatkowo do wybranych préb dodano gnojowice w ilosci 1¢cm3. Doswiad-
czenie prowadzono w 4° i 20°C wedtug nastepujacego schematu:

a) gleba -bzawiesina bakterii;

b) gleba -t-zawiesina bakterii + gnojowica.

Proby gleby (po 1g) do badan mikrobiologicznych pobierano w odstepach 3-tygo-
dniowych przez okres 36 tygodni.

3. lloSciowe oznaczenie badanych bakterii

3.1. Oznaczanie liczebnos$ci pateczek Escherichia coli

W pierwszym etapie przygotowano rzad rozcienczen préb glebowych od 101 do
10-8w 0,85% NaCl. Zawiesine przenoszono w trzech powtdrzeniach po 1cm3do
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9 cm3podtoza ptynnego Mac Conkeya (Merck, Mac Conkey-Bouillon). Proby inku-
bowano w temperaturze 43°C przez 24 h, a nastepnie z poszczegdlnych rozciericzen
wykonano posiew na podioze state z tergitolem (Merck, Tergitol 7-Agar) i dodatkiem
TTC. Inkubacje prowadzono przez 24 h w temperaturze 43°C.

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

3.2. Oznaczanie liczebnosci paciorkowcow katowych grupy-D

Rozcienczenia prob gleby przygotowano analogicznie, jak w p. 3.1. Z kazdego
rozcienczenia przenoszono po 1 cm3 do kwasnego podtoza ptynnego z glukoza
(Merck, Azid-Glucose-Bouillon). Inkubacje prowadzono w 37°C przez 24 h, a naste-
pnie materiat przesiewano na wybiércze podtoze state z kanamycyng (Merck, Kana-
micin, Asculin-Azid-Agar) i hodowano w 37°C przez 24 h. Koricowg identyfikacje
prowadzono korzystajac z testow serologicznych (Phadabac-test).

3.3. Oznaczanie liczebnosci pateczek Salmonella

Dziesieciokrotne rozciefAczenia prob gleby (10"1420"8) w wodzie peptonowej (3
powtdrzenia) inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 h. Nastepnie przenoszono
po 0,1 cm3 zawiesiny do 9 cm3 selektywnie namnazajgcego podtoza ptynnego wg
Rappaporta (Merck) i po 24 h inkubacji w temperaturze 43°C dokonano przeszczepu
z poszczegoblnych rozcienczen na podtoze agarowe BPL wg Kaufmanna (Merck).
Proby inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 h. W koncowej fazie identyfikacji
zastosowano testy serologiczne (surowica HM).

llosciowe oznaczanie bakterii przeprowadzono postugujac sie najbardziej prawdo-
podobng liczba drobnoustrojow (NPL). Badania wykonano w 3 powtorzeniach.

4. Obliczenia statystyczne

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

WY NIKI

W okresie prowadzonych badari zaobserwowano proces eliminacji bakterii fekal-
nych w glebie. Dotyczyt on wszystkich obserwowanych bakterii, przy czym przebie-
gat w ro6znym tempie zaleznym zardwno od temperatury przechowywania gleby, jak
i od gatunku drobnoustrojow. Wyniki badan przedstawiono w tabeli 1ina rysunkach
1-3. W glebie, do ktorej dodano zawiesiny wyhodowanych bakterii fekalnych, zaob-
serwowano diuzsza przezywalnos¢ bakterii inkubowanych w temperaturach 4°C niz
w 20°C. Prawidlowos¢ ta byfa szczegolnie widoczna w przypadku paciorkowcéow
katowych, ktore w 4°C przezywaly o 9,3 tygodnia dtuzej niz w 20°C. Podobng
reakcje na temperature stwierdzono w przypadku pateczek Escherichia coli. Ich
obecno$¢ wykrywana byta o 5 tygodni dtuzej w 4°C, z kolei pateczki Salmonella zyly
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TABELA 1 Proste regresji charakteryzujgce przezywalno$¢ badanych bakterii w zaleznosci od

temperatury

Z Paluszak, A Ligocka

TABLE 1 Regression lines for survival of investigated bacteria according to temperature

Préba
Sample

Gleba + bakterie
Soil + bacteria

Gleba + bakterie
+ gnojowica
Soil + bacteria
+ slurry

RYSUNEK 1 Proste regresji przezywalnosci Escherichia coli w glebie z gnojowica lub bez niej w
zaleznosci 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

Temp.
°C

20

20

Salmonella sp.

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

31,8 tyg.

y = 9,353 - 0,294x
r=- 0,973

33 tyg.
y=9,370-0,28 Ix
r=- 0,974

37 tyg.

y =18,772-0,234x
r=- 0,990

Escherichia coli

32 tyg.

y =9,673 - 0,294x
r=- 0,992

27 tyg.

y =8,559-0,314x
r=- 0,976

32 tyg.

y = 9,369 - 0,290x
r=- 0,990

24,5 tyg.

y =7,575-0,308x
r=- 0,979

czas [tygodnie] - time [weeks]

Streptococcus

grupy-D

Streptococcus

D-group

36 tyg.

y =9,792 - 0,270x

r=- 0,992

26,7 tyg.

y = 8,575 -0,321x
=-0,977

38,7 tyg.

y = 8,723 - 0,225x

r=- 0,977

23,8 tyg.

y = 8,436-0,353x

r=-0,981

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 przezywalnosci paciorkowcow grupy D w glebie z gnojowicg lub
bez niej w zaleznosci 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 przezywalnosci Salmonella senftenberg W775 w glebie z gnojowica
lub bez niej w zaleznosci 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 W77s 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 dtuzej w wyzszej temperaturze. Najkrotszg przezywalno$¢ w tempe-
raturze 20°C zaobserwowano u paciorkowcdw katowych, ktérych liczebnos¢
zmniejszata sie o 0,321 log/tydzien, wolniej ginety E. coli (0,314 log/tydzien).
W temperaturze 20°C najwolniej obumieraty bakterie z rodzaju Salmonella
(0,234 log/tydzien).

Nieco inaczej przedstawiata sie kinetyka zmian ilosciowych badanych bakterii w
glebie, do ktérej dodano gnojowice. Paciorkowce grupy-D w temperaturze 4°C
przetrwaly o0 2,7 tygodnia dtuzej w glebie z gnojowica, natomiast w temperaturze 20°C
- 0 2,9 tygodnia dtuzej w glebie bez gnojowicy. Okres przezywalnosci E. coli w
temperaturze 4°C byt jednakowy w probach z gnojowica i bez jej dodatku, natomiast
w temperaturze 20°C pateczki okreznicy izolowano o 2,5 tygodnia dtuzej w glebie z
gnojowica. Pateczki Salmonella w temperaturze 4°C przetrwaty o 9 tygodni dtuzej w
probie bez gnojowicy, a w temperaturze 20°C - 0 5,2 tygodnia dtuzej w glebie z
gnojowica.

Na podstawie uzyskanych wynikdw nalezy stwierdzi¢, iz bakterie byly elimino-
wane szybciej z gleby bez dodatku gnojowicy, z wyjatkiem pateczek Salmonella w
temp. 4°C i paciorkowcow w temp. 20°C.

DYSKUSJA

W $rodowisku naturalnym po kilku dniach od zastosowania intensywnego nawo-
Zenia gnojowica, nastepowaé moze krdtkotrwaty gwattowny wzrost liczebnos$ci ba-
kterii allochtonicznych, w tym roéwniez patogennych [Kluczek, Skinder 1993].
Jednakze mikroorganizmy autochtoniczne konkurujgc o zwigzki pokarmowe oraz
wytwarzajac substancje szkodliwe dla bakterii kalowych stopniowo przyspieszajg
eliminacje tych drobnoustrojow [Ahmed R.E., Miller H.G. 1984, Kermen, Janota-
Bassalik 1987, Strauch 1991].

W badaniach wiasnych wzrost temperatury gleby wyraznie skracat okres przezy-
walnosci drobnoustrojéw, ginety one znacznie szybciej w temperaturze 20°C niz w
temperaturze4°C. Podobne wnioski przedstawit Kibbey [1978], ktory badajgc zacho-
wanie Streptococcusfaecalis stwierdzit, ze eliminowane sg one szybciej z gleby o
temperaturze 25° i 37°C w poréwnaniu z temperaturg 4° i 10°C. Prawidtowos$¢ ta
dotyczy réwniez pateczek Escherichia coli [Himathongkham i in. 1999]. Z kolei
pateczki Salmonella typhimurium w odchodach zwierzecych przechowywanych w
temperaturze 20°C i w 4°C moga przetrwa¢ odpowiednio - 63 i 111 dni [Venglovsky
lin. 1997].

Na podstawie uzyskanych wynikéw nalezy wnioskowa¢, iz szybko$¢ eliminacji
bakterii wskaznikowych byta wigeksza w prébach gleby niezawierajacych gnojowicy.
Kluczek [1995] podaje, ze po wielokrotnym wylewaniu gnojowicy na poletka naste-
puje zjawisko niedostatecznego doptywu tlenu do gleby, co ogranicza rozwdj mikro-
organizmoéw autochtonicznych, a sprzyja bakteriom jelitowym. Frankenberger [1985]
okresla przezywalnos$¢ pateczek Salmonellana 70 dni w glebie wilgotnej nawadnianej
$ciekami zwierzecymi i na 35 dni w suchej glebie podczas lata. Wyniki badan
wiasnych znacznie odbiegaja od powyzszych obserwaciji. Sredni okres przezywania
pateczek Salmonella wynio6st 32 tygodnie (temp. 4°C) i 34 tygodnie (temp. 20°C).
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Bakterie te przetrwaty najdtuzej sposrod badanych drobnoustrojow. Z kolei pacior-
kowce katowe charakteryzowaty sie nizszg odpornosciag na wyzsze temperatury gleby
w poréwnaniu z pateczkami Escherichia coli, za$ te ostatnie szybciej eliminowane
byty w 4°C. Srednia dtugo$é zycia paciorkowcow katowych wyniosta 22 tygodnie
(temp. 20°C) i 37 tygodni (temp. 4°C). Pateczki E. coli izolowano w temperaturze
20°C do 25 tygodnia, a w temperaturze 4°C - do 31 tygodnia badan. Podobne wartosci
uzyskat Paluszak [1998].

Zachowanie funkcji zyciowych bakterii fekalnych przez dtugi czas w glebie budzi
watpliwosci natury sanitamo-higienicznej. Gnojowica wylewana na uzytki rolne
moze by¢ przyczyng zakazen wypasanych zwierzat, chociaz ryzyko powstawania
choréb jest trudne do oszacowania. W warunkach srodowiskowych cze$¢ populacji
drobnoustrojow przenoszonych do gleby wraz ze $ciekami odzwierzecymi moze
poprzez makro- i mikropory dosta¢ sie do wéd gruntowych, stad tez konieczno$é
higienizacji gnojowicy przed stosowaniem jej do celéw rolniczych jest niezbednym
warunkiem biobezpieczenstwa srodowiska.

WNIOSKI

1. Tempo eliminacji bakterii allochtonicznych w glebie byto znacznie szybsze w
temperaturze 20°C niz w 4°C, przy czym dodatek gnojowicy spowalniat ten proces.

2. Najwolniej zbadanej gleby eliminowane byly pateczki Salmonella. W temperaturze
20°C najszybciej obumieraty paciorkowce katowe, aw temperaturze 4°C-pateczki
Escherichia coli.

3. W celu zminimalizowania ryzyka sanitarno-epidemiologicznego gnojowica powin-
na by¢ poddana skutecznym procesom higienizacyjnym przed rozlaniem na uzytki
rolnicze ze wzgledu na duze prawdopodobienstwo wystepowania drobnoustrojow
patogennych.
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