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Wstep

Sanitarne wladciwosci osadéw $ciekowych maja zmienny charakter i zalezg
od standardu zycia, stanu zdrowotnego mieszkancéw na danym terenie, rodzaju
oczyszczanych $ciekéw oraz stosowanych metod przerdbki osadéw. Wigksza czgsé
zanieczyszczei mikrobiologicznych w osadach stanowig bakterie. Do najczgéciej
izolowanych nalezg Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp., Pseudomonas
aeruginosa, Clostridium perfringens, Yersinia enterocolitica, Streptococcus faecalis,
Enterobacter spp., Listeria monocytogenes, Mycobacterium spp., Campylobacter spp.,
Klebsiella spp., Serratia spp., Proteus spp. i1 inne [KOSAREWICZ i in. 1999]. Sposéb
wykorzystania osadéw $ciekowych uzalezniony jest gléwnie od ich wlasciwosci
nawozowych oraz od zawarto$ci substancji toksycznych i chorobotwérezych mi-
kroorganizmow. Duze zagrozenie stanowig organizmy patogenne, w tym pateczki
Salmonella. Bakterie te sa odporne na nieckorzystne warunki §rodowiska i sa
w stanie przezy¢ w nich dlugie tygodnie, a nawet lata. W warunkach terenowych
Salmonella przezywata w gnojowicy bydlgeej do 296 dni [KLuczek 1986]. Z badan
sanitarnych osadéw Sciekowych wynika, ze bakterie z rodzaju Salmonella wystg-
puja w okolo 62% préb osadéw przefermentowanych. Obecnos$¢ tych drobno-
ustrojéw w jednoznaczny sposéb dyskwalifikuje takie osady do rolniczego wyko-
rzystania bez uprzedniego procesu higienizacji. Waznym czynnikiem wplywajacym
na przezywalno$é Salmonella w osadach §ciekowych jest rodzaj osadéw i tempera-
tura.

W zwigzku z tym podjgto badania, ktérych celem bylo przesledzenie prze-
zywalnoS$ci pateczek Salmonella senftenberg w osadach §ciekowych w réznych wa-
runkach temperaturowych.

Materiat i metody badan

Przedmiotem badah byly osady powstale w wyniku mechaniczo-biologicz-
nego oczyszczania $ciekéw komunalnych. Doswiadczenie prowadzono w okresie
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od kwietnia do grudnia 2004 roku. Do badar pobicrano dwa rodzajc osadéw:

- po kwasnej fermentacji z zaggszczaczo-fermenterow (zawarto$é suchej masy
w granicach od 3,8% do 4,8%, pH od 4,9 do 5,5), (osad I);

- po fermentacji metanowej, a nast¢pnie odwodniane na prasach ta§mowych
(zawarto$¢ suchej masy od 19,2% do 22,3, pH od 5,9 do 6,9), (osad II).

Materiat do$wiadczalny o masic 3000 g (osad przefermentowany) oraz 3000
ml (osad po fermentacji kwasnej) pobierano zgodnie z norma PN-EN ISO 5667-
13:2004. W pierwszym ctapic badan przygotowywano zawiesing bakteryjng. Przy-
gotowano cztery préby osadu przefermentowanego 1 cztery proby osadu po fer-
mentacji kwasnej, ktére umicszczono w szklanych kolbach o pojemnosci 1000 ml.
Do kazdej z nich dodano uprzednio przygotowang zawicsing bakteryjng w ilo$ci
10 ml na kazde 200 g lub 200 ml osadu. Nast¢pnic oznaczono liczbg S. senften-
berg w 1 m] lub 1 g zaszczepionych osadéw (préba wyjsciowa). Jednoczesnie,
przygotowane proby osadu po fermentacji kwadnej 1 metanowcj umicszczono
w roznych temperaturach: A — 4°C, B - 20°C, C - 30°C, D - 40°C. Proby do
badan bakteriologicznych pobierano w réznych odstgpach czasu, co bylo uzalez-
nionc od temperatury, w ktérej przechowywano osady. Z temperatury 4 1 20°C
proéby pobierano $rednio co 7 dni, natomiast proby z temperatury 30 i 40°C po-
bierano codziennie. Pierwszym etapem identyfikacji Salmonella byto przednamna-
zanie w zbuforowanej wodzie peptonowej. Kolejnym etapem bylo selektywne
namnazanie na plynnej pozywce wybidrczo-namnazajacej wg Rappaporta z dodat-
kiem tetrationianu i zieleni malachitowej. W dalszej kolejnosci hodowle przenie-
siono na podloze agarowe BPLA z zielenig brylantowa, czcrwieniy fenolowa 1 la-
ktoza oraz na podloze agarowe XLD z ksyloza, lizyna 1 dezoksycholanem.
Typowe kolonie §. senftenberg W 775 na podiozu BPLA rosty w postaci blado-
rézowych koloni, wokét ktérych wystgpowalo charakterystyczne zabarwienie
agaru na rozowo. Na agarze XLD typowe kolonie bakterii rosly w postaci drob-
nych kolonii z czarnym §rodkiem, otoczone jasnoczerwong strefg. Koncowa iden-
tyfikacja polegata na zastosowaniu testéw serologicznych - surowicy poliwalentne]
HM i mikrotestu API 20 E. Uzyskane wyniki zweryfikowano i poddano analizie
statystycznej.

Wiyniki i dyskusja

Zanieczyszczenie bakteriami patogennymi osadéw §cickowych oraz fakt
intensywnego ich rozprzestrzeniania stwarza powazny problem w aspekcie bio-
bezpieczenistwa $rodowiska. Z przedstawionych przez licznych autoréw danych
wynika, ze w osadach wystgpuje znaczna liczba palteczek Salmonella rzgdu 10105
jtkeg™! [YANKO i in. 1995; BUDZINSKA 1999]. Osady $cickowe nic stanowig dla bak-
terii allochtonicznych naturalnego miejsca ich bytowania i po pewnym czasie ule-
gaja samoistnemu procesowi eliminacji. W do$wiadczeniu okrcélono przczywal-
nos$¢ w osadach Sciekowych S. senflenberg W 775, ze wzgledu na fakt, Zc szczep
ten cechuje duza termooporno$é, moze stanowié¢ mikroorganizm modelowy dla
tego typu badan. Zmiany liczebnosci populacji tych bakterii w badanych osadach
przedstawiono w tabclach 1 1 2. W doswiadczeniu po wprowadzeniu zawiesiny
bakteryjnej do osadu po fermentacji kwasnej (osad 1) liczba S. senftenberg wyno-
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sita 9,5-10° jtk-ml-!, natomiast w osadzic po fermentacji metanowc] (osad II)
45108 jtk-g-'. W trakcic trwania eksperymentu odnotowano zjawisko obumiera-
nia komdrek bakterii. Najdtuzej odnotowano wystgpowanie patcczek Salmonella
w osadach w temperaturze 4°C. W 24 dniu trwania do§wiadczenia ich liczba wy-
nosita 9,0-10" jtk'ml (osad I) i 2,0-10% jtk-gt (osad II). W obydwdch osadach
w temperaturze 20°C czas przczywania bakterii byl nieco krétszy. Juz w 20 dniu
trwania doswiadczenia liczebno§é wynosita 1,5-102 jtk-ml- 1 7,5-10? jtk-g-!, nato-
miast w dniu 22 cksperymentu, nie stwierdzono obecnosci tych bakterii
w analizowanym matcriale (tab. 1).

Tabela 1; Table 1

Liczba pateczek S. senftenberg w osadzie po fermentacji kwasnej
1 metanowej w temperaturze 4 i 20°C

Number of S.senftenberg in sludge after acid
and methane fermentation at 4°C and 20°C

Liczba S. senftenberg Liczba S. senftenberg jtk-g po
jtk'ml-! po fermentaciji fermentacji metanowej
kwasnej (osad I) (osad II)
Dni doéwiadczenia Number of S. senfienberg Number of S. senftenberg
Days of experiment jtk-ml-* after acid jtk-g in sludge after methane
fermentation fermentation
(sludge IT) (sludge 1)
temp. 4°C | temp. 20°C temp. 4°C temp. 20°C
Pr. wyjéciowa; Initial sample 9,510 9,5-10° 45108 4,5-10%
7 9,5-10° 7,5-10¢ 1,5-108 1,2:107
14 2,0-108 4,5-10° 9,510° 4,5-10¢
16 3,0-106 9,5-10° 1,5:105 2,510¢
18 2,5104 1,5-10°% 2,510° 9,0-10°
20 1,5-102 1,5-102 9,0-102 7,5-102
22 1,5-10? n.w. 2,0-10? n.w.
24 9,0-101 n.w. 2,0-102 n.w.
26 n.w. n.w. n.w. n.w.

n.w. nie wykryto; not detected

STRAUCH [1991] podaje, zc pateczki z rodzaju Salmonella najdluzej przezy-
waja w osadach w tempcraturze ponizej 10°C przy zawartosct suchcj masy ponad
5%. W temperaturze 30°C stwierdzono szybsze tempo inaktywacji drobnoustro-
jow patogennych w biomasic obydwdch osaddw, przy czym po fermentacji kwas-
nej izolowano patcczki Salmonella po taz ostatni w 9 dniu badafn (7,5-102
jtk'ml1), (tab. 2). Nieco inaczej zachowywaly sie badane baktcrie w osadach pod-
danych metanowcj fermentacji, w ktérych jeszeze w 11 dniu doswiadczenia wyste-
powaly w ilosci 4,0-100 jtk-g-!. Temperatura 40°C wplywala najbardzicj destrukty-
wnie na eliminacje S. senftenberg z badanego materiatu. W 6 dniu do$wiadczenia
wyizolowano z osadu po fermentacji kwasnej bakterie, ktérych liczba wynosita
4,5-10t jtk'ml-". Natomiast po tygodniu nie stwicrdzono obccnosci bakterii, Jesz-
cze szybeic) nastagpita climinacja tych mikroorganizméw z osadéw po proccsach
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metanowej przerébki. Komérki bakteryjne wykryto w 5 dniu doswiadczenia w li-
czbie 1,5-10% jtk-g-!. W kolejnych analizach paleczek Salmonella nie stwierdzono.
Tabela 2; Table 2

Liczba pateczek S. senftenberg w osadzie po fermentacji kwasnej
i metanowej w temperaturze 30 i 40°C

Number of S. senftenberg in sludge after acid
and methane fermentation at 30°C and 40°C

Liczba §. senftenberg jtk-ml-! po Liczba S. senftenberg jtk-g!
fermentacji kwasnej (osad 1) | po fermentaeji metanowcj (osad I1)
Dni doéwiadczenia Number of S. senftenberg Number of S. senftenberg jtk-g™!
Days of experiment jtk'ml-! after acid fermentation after methane fermentation
(sludge 1) (sludge 1)
temp. 30°C temp. 40°C temp. 30°C temp. 40°C
Pr. wyjSciowa; Initial sample 9,5-10° 9,5-10° 4.5-10° 4,5-100
1 7,5-108 2,0-10¢ 15100 2,0-10°
2 1,5-10% 1,5-107 7,5-10% 1,4-10%
3 1,5-10% 9,5-105 4,5-107 9,510¢
4 4,5-107 2,0-10¢ 2,0-10¢ 4,5-104
5 4,5-106 25108 7,510¢ 1,5-108
6 1,5:106 4,510 7,510 n.w.
7 9,5104 n.w. 9,5-10¢ n.w.
8 2,0-104 n.w. 7,0-10! n.w.
9 7,5-102 n.w. 9,5-101 n.w.
10 n.w. n.w. 4,0-100 n.w.
11 n.w. n.w. 4,0-100 n.w.
12 n.w. n.w. n.w. n.w.

n.w.  nie wykryto; not detected

Analiza réwnan regresji pozwolita okresli¢ tempo climinacji komdérek bak-
teryjnych z osadéw po fermentaciji kwasnej w temperaturze 4°C na 0,42 log/dzien.
W osadach po fermentacji metanowej tempo eliminacji paleczek w temperaturze
4°C wynosito 0,36 log/dzien, przy wysoko istotnym wspétczynniku korclacji. Mak-
symalny czas przezycia paleczck Salmonella obliczony z réwnain regresji wynosit
odpowiednio 28,33 i 28,13 dni. Natomiast w temperaturze 20°C szybkos$¢ redukgji
bakterii wynosita 0,41 log/dzien, a maksymalny czas przczywania paleczek Salmo-
nella wynosit 24,87 dni (osad 1) oraz 0,36 log/dzien i 26,13 dni (osad II). W osa-
dzie po fermentacji kwasnej szybko$¢ obumicrania komoérek Salmonella w tempe-
raturze 30°C wynosita 0,74 log/dzien, natomiast w temperaturze 40°C: 1,39
log/dzien. Przy czym wspoélezynniki korelacji byly wysoko istotne 1 wynosity odpo-
wiednio: —0,83 1 —0,97. Maksymalne czasy przezycia bakterii obliczone na podsta-
wie réwnan regresji wynosity odpowiednio: 13,21 dni w temperaturze 30°C oraz
7,44 w temperaturze 40°C. Stwierdzono, ze w osadach $cickowych poddanych
fermentacji metanowej obumieranie komérek Salmonella nastgpowalo szybcicj.
Tempo climinacji bakterii w temperaturze 30°C wynosito 0,87 log/dzicfi, nato-
miast 1,57 log/dzienr w temperaturze 40°C. Maksymalny teoretyczny czas przezy-
cia obliczony na podstawie réwnan regresji wynosit odpowiednio 11,49 i 6,69 dni
(tab. 3).
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Wielu autoréw jest zdania, Ze czas przezywania pateczek Salmonella zalezy
przede wszystkim od temperatury, zawartosci suchej masy, wilgotnosci i rodzaju
podloza oraz serotypu. W osadach gnilnych o temperaturze 10-20°C Salmone-
lla spp. moze przezywaé 83 dni, a S. typhimurium do 180 dni. W osadzie suchym
z kolei czas przezywania tych bakterii wynosi 120, a w $wiczym kale nawet 930
dni. S.enteritidis w osadzie gnilnym o temperaturze 12°C przezywa 143 dni,
a w suchym o temperaturze 26-32°C do 43 dni [MULLER 1984]. Badania nad prze-
zywalno$cig Salmonella typhimurium w osadach prowadzili VENGLOVSKY i in.
[1998]. Osad surowy zaszczepiony byl S. typhimurium 1 umieszczony w kontene-
rach. Uzyskanc wyniki wykazaly, ze zima, kiedy temperatura byla nizsza niz 10°C
czas przezywania bakterii wynosit 85 dni. Natomiast latem, przy temperaturze
wyzszej niz 20°C czas przezycia byl znacznie krétszy i wynosit 26 dni. Wedlug
AHMEDA i SORENSENA [1997] przezywalno$¢ S. typhimurium w odwodnionych osa-
dach komunalnych sktadowanych na lagunach wynosi okoto 90 dni.

LUCERO-RAMIREZ i MALINA [2000] w osadach surowych i przefermentowa-
nych odnotowali czas przezywania Salmonella w temperaturze 25 i 35°C przez 45
dni w warunkach beztlenowych. Tempo redukcji bakterii w temperaturze 25°C
wynosito 1,7 log/dzien, a w temperaturze 35°C 2,06 log/dzien. Natomiast w wa-
runkach tlenowych, w temperaturze 15°C czas przezywania Salmonella spp. wyno-
sit 60 dni, a w temperaturze 20°C - 40 dni. Badania prowadzone byly w warun-
kach laboratoryjnych.

Tabela 3; Table 3

Proste regresji przezywalnosci paleczek §. senftenberg w osadzie
po fermentacji kwasne) 1 metanowej pod wplywem réznych temperatur

Regression lines of S. senftenberg survival time in sludge after acid
and methane fermentation under the influence of different temperatures

Réwnanie proste) Wqu}czyn- Wspblczyn- Maks: czas
P . nik . .. | przezycia
Préba regresji 5 .. nik regresji f
. . r? korelacji . (dni)
Sample tested Equation of regression : Regression .
. Correlation - Max. survival
line . coeficient .
coefficient time (days)
A Osad [; Sludge I y = -0,42x + 11,90 0,87 -0,93 -2,08 28,33
Osad I1; Sludge 11 =-036x + 10,13 0,90 -0,93 -2,52 28,13
B Osad I; Sludge 1 y = 0,4Ix + 10,20 0,96 -0,98 -2,36 24,87
Osad II; Sludge 11 = -0,36x + 9,41 0,93 -0,97 -2,57 26,13
c Osad [; Sludge 1 y = -0,74x + 9,78 0,83 -091 -1,13 13,21
Osad I1; Sludge H y = -0,87x + 10,00 0,97 -0,98 -0,87 11,49
D Osad [; Sludge | y = -1,39% + 10,35 0,97 -0,99 -0,70 7.44
Osad II; Sludge 11 = -1,57x + 10,51 097 -0,98 -0,62 6,69
temperatura; temperature:
A 4°C B 20°C
C 30°C D 40°C

Czas przezywania S. senftenberg w przeprowadzonych badaniach byl stosun-
kowo kroétki, jednak moze stanowié realne zagrozenie skazenia gleby, wéd grun-
towych, ro$lin oraz zdrowia ludzi i zwierzat. W zwigzku z tym osady $ciekowe,
przed ich uzytkowaniem rolniczym nalezy poddawad higienizacji.
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Whioski

1. Tempo eliminacji Salmonella senftenberg w osadzie po fermentacji kwasnej
bylo szybsze w poréwnaniu do osadéw poddanych fermentacji metanowe;.

2. W obydwdch osadach stwierdzono, ze wraz ze wzrostem temperatury prze-
trzymywania osadéw czas przezywania bakterii byl coraz krétszy.
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Stowa kluczowe:  Salmonella, osady Sciekowe, kompost
Streszczenie

Badania wykazaly, ze najdluzej przezywaly palcczki S. senfienberg w tempe-
raturze 4°C. Dzienny czas przezycia okreslony na podstawie réwnaft prostych re-
gresji byl zblizony dla obydwdch rodzajéow osadow 1 wynosit od 28,13 do 28,33.
W temperaturze 20°C pateczki byly izolowane przez 24,87 dni w osadzic po fer-
mentacji kwasnej, natomiast w osadzic fermentacji metanowcej izolowano je 26,13
dni. Szybko$¢ obumierania komérek Salmonella w temperaturze 30°C wynosita
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-0,74 log/dzien (osad po fermentacji kwasnej) 1 0,87 log/dzieni (osad po fermen-
tacji metanowej), natomiast w temperaturze 40°C tempo eliminacji paleczek Sal-
monella wynosito odpowiednio -1,39 1 -1,57 log/dzien, przy wysoko istotnych
wspotczynnikach korelaci.

INFLUENCE OF THE TEMPERATURE
ON SURVIVAL OF Salmonella BACILLI
IN SEWAGE SLUDGE

Katarzyna Budziriska, Anita Jurek, Magdalena Michalska, Krzysztof Berleé
Department of Animal Hygicne and Microbiological Environment,
Academy of Technology and Agriculture, Bydgoszez
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Summary

The rescarch indicates that the rods of S. senftenberg at 4°C survived for
the longest time. Daily survival time dctermined on the basis of regression line
cquations was similar for both types of sludge and varied from 28.13 to 28.33. At
20°C the rods were isolated for 24.87 days in the sludge after acid fermentation,
while in the sludge of methane fermentation they were isolated for 26.13 days.
Elimination rate of Salmonella cells at 30°C amounted to -0.74 log/day (sludge
after acid fermentation) and -0.87 log/day (sludge after methane fermentation),
while at 40°C the chmination rate of Salmonella rods amounted to -1.39 and
~1.57 log/day, respectively, with highly significant correlation coefficients.
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