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1. Wstep

Nawozowe wykorzystanie gnojowicy, ze wzgledu na znaczng
zawarto$¢ substancji biogennych, jest niewatpliwie waznym czynnikiem
plonotworczym, a takze przyczynia si¢ do rozwoju cennej mikroflory
glebowej. W rolniczym stosowaniu gnojowicy, obok jej duzej wartosci
nawozowej, bardzo istotne sg rowniez aspekty sanitarno-higieniczne [11,
17]. Gnojowica zawiera¢ moze zard6wno mikroorganizmy saprofityczne,
jak i liczne chorobotworcze bakterie, wirusy, grzyby oraz jaja i oocysty
pasozytow. Nalezy podkresli¢, ze gnojowica nie podlega procesowi sa-
mozagrzania, dlatego przy braku lub niewtasciwych metodach jej higie-
nizacji moze by¢ zroédlem rozprzestrzeniania si¢ w srodowisku drobnou-
strojow patogennych [1, 6], w tym réwniez pateczek Salmonella Enteriti-
dis. Jak donosi Puchalski i wsp. [16], infekcje powodowane przez te bak-
terie od wielu lat stanowig w Polsce istotny problem. Paleczki z rodzaju
Salmonella moga przezywac¢ w gnojowicy przez dtugi czas [15, 18] i w
nastepstwie nawozowego jej wykorzystania prowadzi¢ do skazenia gleb,
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ro$lin uprawnych oraz wdd, co stwarza powazne niebezpieczenstwo dla
zdrowia ludzi i zwierzat [1, 2].

Celem pracy bylto okreslenie w badaniach modelowych przezy-
walnosci i tempa eliminacji bakterii Salmonella Enteritidis w gnojowicy
pochodzacej z fermy trzody chlewnej oraz oszacowanie ryzyka sanitar-
no-epidemiologicznego, wynikajagcego z mozliwo$ci rozprzestrzeniania
si¢ testowanych mikroorganizméw w srodowisku naturalnym.

2. Material i metody

Do badan laboratoryjnych wykorzystano §wieza gnojowicg Swin-
ska, w ktorej 0znaczano czas przezycia oraz tempo inaktywacji pateczek
Salmonella Enteritidis zgodnie z normg PN-EN ISO 6579:2003. Za-
szczepione testowanymi bakteriami proby gnojowicy przechowywano
w dwoch wariantach temperaturowych: 4 i 20°C przez okres 10 tygodni.
Okreslenie liczebnosci mikroorganizméow Salmonella Enteritidis w mate-
riale do$wiadczalnym prowadzono w oparciu o metod¢ najbardziej
prawdopodobnej liczby drobnoustrojow (NPL) w uktadzie trzech probek.

2.1. Przygotowanie prob do badan

Zawiesing bakteryjng przygotowano wprowadzajac do 20 ml soli
fizjologicznej z peptonem kolonie Salmonella Enteritidis wyhodowane
na Tryptic Soy Agar. Przy uzyciu densytometru Vitek Systems ATB
1550, uzyskano wedtug skali Mc Farlanda zawiesing oznaczanych drob-
noustrojow o gestosci 8,0 - 10® NPL/cm?, Sporzadzong zawiesing bakte-
ryjng dodano do badanej objetosci gnojowicy i doktadnie wymieszano.
Do badan wykorzystano 6 dm® materiatu do$wiadczalnego, z czego
1 dm? przeznaczono do wstepnych badan fizykochemicznych. Pozostale
5 dm® gnojowicy rozlano do dwéch bioreaktoréw po 2,5 dm® kazdy
I umieszczono w specjalnych komorach o temperaturze 4 i 20°C.

2.2. Badania mikrobiologiczne

Ilosciowe oznaczenie pateczek Salmonella Enteritidis w materiale
doswiadczalnym przeprowadzono okreslajac najbardziej prawdopodobna
liczbe drobnoustrojow (NPL), korzystajac z tablic Mc Crady’ego.

W celu okreslenia liczebnosci badanych bakterii w poczatkowym
etapie eksperymentu stosowano ptynne podtoza namnazajace — 1% wode
peptonowg oraz podtoze wybidrcze wedtug Rappaporta i Vassiliadisa.
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W dalszej kolejnosci hodowle przenoszono na pozywki state — agar XLD
z ksylozag, lizyng i dezoksycholanem sodu oraz agar BPL, z zielenig bry-
lantowa, czerwienig fenolowa i laktoza. Podloza stale inkubowano
w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Koncowa faz¢ identyfikacji
drobnoustrojow przeprowadzono za pomocg surowicy poliwalentnej HM.

2.3. Badania fizykochemiczne

Gnojowice $winskg przeznaczong do badan poddano podstawo-
wej ocenie fizykochemicznej (tab. 1). Zakres wykonanych analiz obej-
mowat oznaczenie: odczynu, zawartosci suchej masy, ChZT¢,, BZTs,
azotu ogdtem, azotu amonowego, fosforu ogétem, chlorkow, siarczandow
oraz metali cigzkich za pomocg metod stosowanych w chemii rolnej [14].

2.4. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki badan przezywalnosci Salmonella Enteritidis
w gnojowicy $winskiej zweryfikowano, a nastepnie poddano transforma-
cji logarytmicznej oraz analizie statystycznej w oparciu o0 zmiany liczby
bakterii w czasie wedlug wzoru:

log(N)=ax+b @

gdzie:

N — liczba bakterii w danym czasie w gnojowicy,

a— wspotczynnik kierunkowy, odpowiadajacy Sredniej zmianie liczby
bakterii w postaci log na jeden tydzien,

X — czas w tygodniach,

b — wyraz wolny, odpowiadajacy teoretycznie log liczby bakterii w cza-
sie zerowym, zaangazowanych w dany proces.

Obliczono wspotczynniki determinacji i regresji, a takze ustalono
teoretyczny czas przezycia oraz tempo inaktywacji Salmonella Enteritidis
W gnojowicy na podstawie przebiegu prostych regresji.
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3. Wyniki badan i ich omowienie
3.1. Wyniki analizy fizykochemicznej gnojowicy

Whyniki przeprowadzonej analizy fizykochemicznej gnojowicy
przedstawiono w tabeli 1. Zawarto$¢ cennych sktadnikéw nawozowych
wedlug wielu autorow w duzej mierze uzalezniona jest od zawartosci
suchej masy. W badanej gnojowicy §winskiej zawarto$¢ suchej masy
ogétem byta niska i wyniosta 3,80%. Kluczek [5] na podstawie badan
wlasnych ustalit zawarto$¢ suchej masy gnojowicy pochodzacej od trzo-
dy chlewnej i bydta odpowiednio na poziomie 8,39% i 6,97%. Analiza
fizykochemiczna gnojowicy w doswiadczeniu Olszewskiej i wsp. [13]
wykazata zawarto$¢ suchej masy rowng 6,02%.

Tabela 1. Wtasciwosci fizykochemiczne gnojowicy swinskiej
Table 1. Physicochemical properties of pig slurry

Parametr Jednostka Wartos¢
odczyn pH 8,11
sucha masa ogdtem % 3,80
sucha masa organiczna % 3,17
ChZTc, mg O,/dm° 47820,00
BZTs mg O,/dm° 20250,00
azot ogotem mg N/dm® 1363,07
azot amonowy mg NH4/dm® 1204,05
fosfor ogdtem mg P/dm’ 255,10
chlorki mg Cl/dm?® 916,87
siarczany mg SO4/dm® 460,01
cynk mg Zn/dm’ 13,13
glin mg Al/dm® 0,66
mangan mg Mn/dm” 0,48
zelazo mg Fe/dm® 15,40

Badana gnojowica zawierata $rednio 255,10 mg/dm® fosforu ogé-
lem, natomiast koncentracja azotu ogélem wyniosta 1363,07 mg/dm®.
Zawartosci powyzszych pierwiastkow w gnojowicy bydlecej badanej
przez Olszewska [10] wynosity odpowiednio 2171 1 6232 mg/dm3. Spo-
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srod metali cigzkich obecnych w analizowanej gnojowicy, stwierdzono
zdecydowanie mniejszg ilo$¢ cynku w odniesieniu do rezultatow uzyska-
nych przez Budzinska [3], ktora oznaczyla jej zawarto$¢ na poziomie
44,70 mg/dm®. Badania wlasne wykazaly, ze gnojowica byla rowniez
ubozsza w chlorki (916,87 mg O./dm*) w poréwnaniu do badan Krapaca
i wsp. [7], gdzie stwierdzono ich udzial w granicach 990,00 mg/dm®.

Parametr ChZT¢, w do$wiadczeniu wlasnym ksztalttowat si¢ na
poziomie 47820 mg O,/dm®, natomiast warto§¢ BZTs wynosila
20250 mg O,/dm®. W badaniach Kutery [8] warto$ci obu parametréw zosta-
ty ustalone w granicach: 25000 mg O,/dm® (ChZT¢,) 113800 mg O,/dm®
(BZTs).

3.2. Wyniki badan mikrobiologicznych

Drobnoustroje z rodzaju Salmonella nie znajduja naturalnego $ro-
dowiska w glebie 1 nawozach naturalnych umozliwiajacego im stale by-
towanie. Bakterie te moga przez krotki czas namnazac sie¢, jednak w kon-
cowym efekcie podlegaja procesowi czg¢sciowej lub catkowitej elimina-
cji. Wyniki badan zmian liczebno$ci pateczek Salmonella Enteritidis
W gnojowicy swinskiej przedstawiono w tabeli 2.

Liczba badanych drobnoustrojow w pierwszym tygodniu oznaczenia
wynosita 1,9 - 10° NPL/cm® w temperaturze 4°C, natomiast w temperaturze
20°C osiagneta wartosé 4,5 - 10" NPL/cm?®, po czym w drugim oznaczeniu w
obu wariantach temperaturowych obnizyta si¢ do poziomu 2,5 - 10
NPL/cm®. W trzecim oznaczeniu liczba pateczek Salmonella Enteritidis w
temperaturze 20°C przyjela wartos¢ 9,5 - 10* NPL/cm?, za$ podczas kolej-
nych oznaczen w tej temperaturze badane bakterie nie zostaty stwierdzone.
Z kolei w temperaturze 4°C liczebno$¢ mikroorganizméw W trzecim ozna-
czeniu wzrosta do wartosci 9,5 - 10" NPL/cm?, po czym w nastepnych okre-
sach badawczych systematycznie zaczeta obnizac sie. W 8. tygodniu ekspe-
rymentu nie wykryto juz testowanych drobnoustrojow (tab. 2).

Uzyskane w badaniach wtasnych wyniki wskazuja na wyrazny
wplyw temperatury na tempo eliminacji pateczek Salmonella Enteritidis
w gnojowicy $winskiej (tab. 3, rys. 1 i 2). W analizowanych probach
stwierdzono tendencje do spowolnienia dynamiki inaktywacji testowa-
nych mikroorganizméw wraz z obnizeniem temperatury sktadowania
gnojowicy. Dzienne tempo redukcji liczby bakterii Salmonella Enteritidis
w gnojowicy wedhug obliczen statystycznych w temperaturze 4°C wyno-
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sito 0,94 log, natomiast w temperaturze 20°C byto znacznie wigksze
I przyjeto warto§¢ 2,54 log. Ustalony na podstawie analizy regresji teore-
tyczny czas przezycia oznaczanych bakterii w gnojowicy przechowywa-
nej w temperaturze 4°C wynosit 10,7 tygodnia, podczas gdy w tempera-
turze 20°C byl znacznie krotszy i nie przekraczat 4,5 tygodnia (tab. 3).

Tabela 2. Liczba bakterii Salmonella Enteritidis w probach gnojowicy
swinskiej w czasie do§wiadczenia

Table 2. Number of bacteria Salmonella Enteritidis in the samples of pig slurry
during the experiment

Tygodnie Liczba p_a%egzek Salmor?]ella Liczba p_al%e(_:zek Salm0r31ella
badas Enteritidis [NPL/cm”] Enteritidis [NPL/cm”]
w temperaturze 4°C w temperaturze 20°C
1. 1,9 - 10° 4510’
2. 2,510’ 2,510’
3. 9,510’ 9,5-10°
4, 20,0 - 10° n.s.
5. 9,510 n.s.
6. 9,5-10° n.s.
7. 2,5-10° n.s.
8. n.s. n.s.
9. n.s. n.s.
10. n.s. n.s.

n.s. — nie stwierdzono

Tabela 3. Wspoétczynniki regresji charakteryzujace dynamike inaktywacji
pateczek Salmonella Enteritidis w badanych probach gnojowicy

Table 3. Regression coefficients characterizing the inactivation dynamics of
Salmonella Enteritidis in the tested samples of slurry

.. | Maksymalny
, , . . .. | Wartos¢ .o
Badana proba | RoOwnanie prostej regresji 2 czas przezycla
(tygodnie)
4°C y =-0,94x + 10,03 0,76 10,7
20°C y =-2,54x + 11,35 0,85 4,5
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Rys. 1. Prosta regresji charakteryzujaca tempo eliminacji bakterii Salmonella
Enteritidis w gnojowicy w temperaturze 4°C

Fig. 1. Regression line characterizing the elimination rate of bacteria
Salmonella Enteritidis in slurry at 4°C
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Rys. 2. Prosta regresji charakteryzujaca tempo eliminacji bakterii Salmonella
Enteritidis w gnojowicy w temperaturze 20°C

Fig. 2. Regression line characterizing the elimination rate of bacteria
Salmonella Enteritidis in slurry at 20°C
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Zaobserwowane w badaniach wlasnych zjawisko wydtuzania si¢
przezywalnosci testowanych drobnoustrojow w gnojowicy przy niskich
temperaturach jest zbiezne z wynikami uzyskanymi przez Arrusa [1] oraz
Placha i wsp. [15]. W do$wiadczeniu przeprowadzonym przez Olszew-
ska 1 wsp. [12] maksymalny czas przezycia pateczek Salmonella Enteri-
tidis wynidst w probie gnojowicy przechowywanej w temperaturze 4°C
10 tygodni, natomiast w temperaturze 20°C oznaczane drobnoustroje
izolowano tylko do 6. tygodnia badan. Z kolei w eksperymencie nad
tempem eliminacji bakterii Salmonella Dublin z gnojowicy bydlecej wy-
kazano, ze przezywalno$¢ tych drobnoustrojéw wynosita 21 tygodni
w temperaturze 4°C i 16 tygodni w temperaturze 20°C [10]. Wedtug
Mackowiaka [9] pateczki Salmonella Enteritidis s3 w stanie przezy¢
w gnojowicy w temperaturze 8°C do 325 dni, podczas gdy w temperatu-
rze 17°C ich czas przezycia jest krotszy 1 wynosi 180 dni. Nalezy row-
niez podkresli¢, ze na stopien przezywalno$ci pateczek Salmonella Ente-
ritidis w gnojowicy, obok warunkow temperaturowych wptyw takze wy-
wiera obecno$¢ autochtonicznych mikroorganizmow oraz zawarto$¢ sub-
stancji pokarmowych [1, 4]. Jak podaje Budzinska [3], krotszy czas prze-
zycia badanych bakterii w gnojowicy w temperaturze 20°C, zwigzany
jest z faktem silniejszego rozwoju naturalnej mikroflory, ktéra wykazuje
antagonistyczne oddziatywanie wobec patogennych drobnoustrojow, w
tym pateczek z rodzaju Salmonella.

4. Whnioski

1. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze pateczki Salmo-
nella Enteritidis podlegaty stopniowej eliminacji w gnojowicy pochodzg-
cej od trzody chlewnej, przy czym dynamika inaktywacji drobnoustrojow
byta zalezna od warunkow termicznych procesu jej sktadowania.

2. Wykazano dhuzsza przezywalno$¢ oznaczanych bakterii w gnojowicy
swinskiej w temperaturze 4°C w poréwnaniu z temperaturg 20°C.

3. Ustalony na podstawie analizy regresji teoretyczny czas przezycia
badanych drobnoustrojow w gnojowicy wynosit 10,7 tygodnia w tem-
peraturze 4°C i 4,5 tygodnia w temperaturze 20°C.

4. Z rezultatow doswiadczenia wynika, ze mozliwo$¢ przezycia pateczek
Salmonella Enteritidis w badanej gnojowicy stanowi ryzyko rozprze-
strzeniania si¢ tych drobnoustrojow w Srodowisku naturalnym, jak
rowniez stwarza potencjalne zagrozenie dla zdrowia ludzi 1 zwierzat.
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Survival Rate of Salmonella Enteritidis in Pig Slurry

Abstract

The aim of this study was to estimate in a model research the survival
rate and the elimination rate of the indicator bacteria Salmonella Enteritidis in
slurry derived from a pig-breeding farm. Laboratory analyses were carried out
at temperatures of 4°C and 20°C in two replications. A suspension of the tested
bacteria Salmonella Enteritidis was introduced into slurry placed in a glass ves-
sel with a volume of 6 liters. To do so, colonies of Salmonella bacilli from two
Petri dishes were dissolved in 20 ml of Ringer's solution with peptone, and the
concentration of bacteria was determined at a level of 8.0-10° MPN/cm?, using
a densitometer. The suspension obtained was added to the whole volume of
slurry and then mixed thoroughly. From all the sample, 1 liter was intended for
initial physico-chemical analyses. The other 5 liters were placed in two glass
bioreactors 2.5 liter each, which were placed in chambers with temperatures of
4°C and 20°C. Quantitative determination of the test bacteria in particular sam-
ples was made by means of the MPN method for the three tube set. The identifi-
cation of Salmonella bacilli was carried out according to the norm PN-ISO
6579:1998. The survival rate of the test bacteria was determined based on an
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analysis of the course of linear regression lines characterizing the dynamics of
guantitative changes in Salmonella Enteritidis bacilli in the examined samples.

The study indicated that as early as in the first week after placing the
samples in varied thermal conditions, there was a decrease in the number of
tested bacteria by two powers in slurry stored at 20°C in comparison with the
initial results. Next quantitative examination of this samples in the second week
showed a slight decrease in the number of Salmonella, whereas in the fourth
week their presence was no more detected. The ambient temperature 4°C, in
turn, favored a slower elimination of the examined microorganisms. In the sub-
sequent weeks of the study, a gradual, even reduction in the number of Salmo-
nella bacilli occurred. The presence of the tested microorganisms was not ob-
served in this sample only in the 8" week.

Summing up the obtained results of the study, it should be stated that
the survival rate of Salmonella Enteritidis depended on the thermal conditions
in which the samples were collected. On the basis of a statistical analysis it was
found that the survival time of the indicator bacteria in a sample of slurry stored
at 20°C was 4.5 week, whereas for 4°C it was extended up to 10.7 week. The
week’s elimination rate of the test bacteria at 20°C amounted to 2.54 log,
whereas at 4°C it was low and assumed a value of 0.94 log.






