Mikroflora kiszonek

Elzbieta Kukier, Krzysztof Kwiatek, Tomasz Grenda, Magdalena Goldsztejn

z Zakfadu Higieny Pasz Pafstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Pafistwowego

Instytutu Badawczego w Putawach

produkcyjnosci zwierzat gospodar-
skich decyduja osiagniecia w hodowli,
statusie zdrowotnym stada i Zywieniu zwie-
rzat. Warunkiem zdrowia i dobrych wyni-
kéw hodowlanych jest stosowanie paszy
o wysokiej warto$ci odzywczej. Kluczem
do sukcesu w hodowli bydta jest maksy-
malizacja udzialu dobrej jako$ciowo ki-
szonki (50-75%) w dziennej dawce pokar-
mowej (1). Kiszonke dobrej jakosci cechuje
pH 4-5, wysoka warto$¢ pokarmowa, sma-
kowitos¢ (przyjemny zapach, dobrze zacho-
wana struktura, oliwkowy kolor), stabilno$¢
tlenowa (niepodatno$¢ na wtérng fermenta-
¢je) i prawidlowa jakos¢ mikrobiologiczna.
Szacuje sie, ze kazde podwyzszenie tempe-
ratury kiszonki o 10°C powoduje podwoje-
nie aktywnosci biologicznej zasiedlajacych ja
mikroorganizméw. Karmienie zwierzat nie-
stabilna tlenowo kiszonka z kukurydzy po-
woduje hamowanie fermentacji w zwaczu,
wzrost pH plynu zwaczowego, obnizenie
ogolnej zawartosci lotnych kwaséw ttusz-
czowych (kwasy octowy i propionowy) oraz
wzrost ilosci kwasu mastowego i amoniaku
(2, 3). Obniza to wykorzystanie biatka paszy
i synteze biatka mikrobiologicznego w zwa-
czu. Kiszonki niestabilne tlenowo obniza-
ja réwniez ilo$¢ pierwotniakéw w zwaczu,
zmieniaja kolor i zapach plynu zwaczowe-
go, a wtdérna fermentacja kiszonek pogarsza
ich smakowito$¢, obnizajac pobieranie paszy
oraz prowadzi do zmian w skiadzie i jako-
$ci mleka. Karmienie taka kiszonka obniza
odporno$¢ zwierzat, co sprzyja wystepowa-
niu chordb (mastitis, biegunki, choroby ra-
cic) i ma bezpo$redni wplyw na stan zdro-
wia i odpornos$¢ rodzacych sie cielat, ktd-
re s3 mniej zywotne i bardziej podatne na
zachorowania (biegunki, wyzsza $miertel-
no$¢). Trudnosci sprawia takze leczenie za-
palent wymienia o podiozu grzybiczym, kté-
re s3 dlugotrwale i nawracajace. Ponadto
obecno$¢ toksycznych metabolitéw plesni
w kiszonkach (T-2, zearalenon) zaburza go-
spodarke hormonalng zwierzat, co objawia
sie op6Znieniem rui, ronieniami, zapalenia-
mi macicy w okresie poporodowym i krwa-
wieniami z gruczotu mlekowego u samic,
a u samcow pogarsza sie jako$¢ nasienia.
Poza niekorzystnym wplywem na zdro-
wie zwierzat, kiszonka zawierajaca liczne
drobnoustroje niepozadane (Clostridium
tyrobutyricum, Bacillus sporothermodu-
rans, Geobacillus stearothermophilus) czy
patogeny (L. monocytogenes, C. botulinum,
E. coli, B. cereus) jest zrodlem kontaminacji
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surowcow i produktéw zywnosciowych po-
zyskiwanych od zwierzat (mleko, mieso; 4).
Pogarsza to ich jako$¢ mikrobiologiczna
i przydatno$c technologicznag oraz stanowi
zagrozenie dla zdrowia ludzi. Potwierdzaja
to m.in. badania holenderskie, w ktérych wy-
kazano, ze poziom zanieczyszczenia mleka
przez spory bakterii kwasu mastowego za-
lezy przede wszystkim od ich liczby w skar-
mianej kiszonce, a tylko w niewielkim stop-
niu od czyszczenia strzykéw przed udojem
czy higieny w oborze (5).

Specyfika kiszonej paszy, tj. wysoka ak-
tywnos¢ wody (>0,8) i technologia produk-
¢ji (brak obrébki termicznej surowca, kon-
serwacja paszy przy udziale bakterii kwasu
mlekowego) sprawiaja, ze jako$¢ higieniczna
kiszonki jest bezwzglednie zalezna od mi-
kroflory obecnej w zielonce, uzyskanych wa-
runkéw fermentacji i uzytego biopreparatu
do zakiszania. Mikroflora zakiszanych zielo-
nek jest odzwierciedleniem mikroflory gleby,
z ktérej zostaly pozyskane. Ta z kolei zalezy
od rejonu geograficznego, jakosci gleby, na-
wozenia, zwierzat wystepujacych na danym
terenie (owady, gryzonie, ptaki) czy warun-
kéw klimatycznych. Na roélinach przezna-
czonych do zakiszania wystepuja bakterie
tlenowe, bakterie beztlenowe i grzyby ma-
jace bezposredni wplyw na jakos$¢ otrzyma-
nej kiszonki (tab. 1). Dominujaca populacja
sa drobnoustroje tlenowe i fakultatywnie
tlenowe, a liczba bakterii kwasu mlekowe-
go odpowiedzialna za konserwacje kiszonki
jest kilka rzedéw wielkosci nizsza od innych
grup mikroorganizméw (6). Mianem bakterii
kwasu mlekowego okre§la sie takie rodzaje,
jak: Lactobacillus, Pediococcus, Lactococcus,
Enterococcus, Streptococcus i Leuconostoc.
Gléwnym produktem powstajacym w wy-
niku fermentacji cukréw przez te bakterie
jest kwas mlekowy, a produktami ubocznymi
sa: kwas octowy, etanol i dwutlenek wegla.
Nie do kornca wyjasniono zjawisko domina-
¢ji bakterii kwasu mlekowego w silosie, jed-
nak wiadomo o produkowanym przez wiele
gatunkéw bakteriobdjczym nadtlenku wo-
doru (7), bakteriocynach i innych substan-
gjach (8) wykazujacych wlasciwosci bakte-
riostatyczne wobec Staphylococcus aureus,
Salmonella spp., Bacillus spp., Listeria spp.
czy Escherichia coli (9, 10). Dowiedziono, Ze
dodatkowa suplementacja kiszonki bakteria-
mi kwasu mlekowego (biopreparaty do za-
kiszania) zapewnia nizsze pH i wyzsza sta-
bilno$¢ tlenowa kiszonki w poréwnaniu do
metody spontanicznej fermentacji (11, 12).
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Wiele wskazuje na to, ze drozdze sa ta
grupa drobnoustrojéw tlenowych, ktéra
ma najwiekszy wplyw na jako$¢ kiszon-
ki. Do wzrostu potrzebuja cukréw i kwasu
mlekowego, ktére sa podstawowymi sklad-
nikami kiszonek. Zdolno$¢ wzrostu nawet
przy pH 3,5 sprawia, ze w wiekszosci przy-
padkéw drozdze sa pierwsza grupa drob-
noustrojow namnazajacych sie, gdy do ki-
szonki dostaje sie tlen (rozszczelnienie silo-
su, wybieranie kiszonki). Znacznie wolniej
w takich warunkach rosna bakterie kwasu
octowego i plesnie. Namnazanie drozdzy
w warunkach tlenowych z wykorzystaniem
kwasu mlekowego, podnosi pH kiszonki
i ulatwia namnazanie innych drobnoustro-
jow tlenowych (psucie), szczeg6lnie gdy pH
wzrasta powyzej 4,5.

Ple$nie to grzyby strzepkowe, rosnace
powoli w warunkach tlenowych i powszech-
nie obecne w srodowisku (gleba, owady) i na
roslinach uprawnych. Chociaz moga rosna¢
na do$¢ szerokiej gamie zwiazkow, to w ki-
szonce pojawiaja sie w znaczacej ilosci do-
piero, gdy ta ulegnie znaczacemu zepsuciu
przez drozdze i inne bakterie tlenowe, a wi-
zualne stwierdzenie ich obecnosci jest in-
dykatorem kiszonki zlej jakosci, z wysokim
prawdopodobienstwem skazenia mikotok-
synami. Biorac pod uwage czas produkcji
mikotoksyn w kiszonce, dzieli si¢ je na po-
lowe (powstajace w trakcie wegetacji roslin)
i mikotoksyny kiszenia (powstajace w trak-
cie kiszenia; tab. 2). Mikotoksyny najczesciej
produkowane przez gatunki Fusarium w ki-
szonkach to trichoteceny (deoksyniwalenol
— DON), niwalenol (NIV), diacetoksyscirpe-
nol (DAS), T2, HT2, zearalenon (ZEA) i fu-
monizyny. Pleénie te, cho¢ wystepuja ubi-
kwitarnie, sg szczegélnie rozpowszechnio-
ne w klimacie umiarkowanym. Produkcja
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Tabela 1. Liczba drobnoustrojow wystepujacych na roslinach przed zakiszeniem i w kiszonkach (52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59)

Grupa drobnoustrojow

Liczba drobnoustrojow na roslinach Liczba drobnoustrojow w kiszonce

Liczba drobnoustrojow w kiszonce (jtk/g)

(itk/g) (itk/g) wyniki PIWet-PIB Putawy
Bakterie tienowe >10 000 000 150 000 (K) 3400-32 000 000 (K) (Srednia 2 077 267)
1000 000 (K) 72000 (L) 1600-3 600 000 000 (T) (Srednia 275 271 528)
200000 (L) 160 000 (L)
1750000 (L)
Drobnoustroje 6200-440 000 000 (K) (Srednia 31 121 941)
- - 2100-5 300 000 000 (T) (Srednia 407 378 042)
Bakterie kwasu mlekowego 10-1 000 000 57 000 (L)
1200000 (L) -
65000 000-153 000 000 (K)
Lactobacillus spp. 6400 (K) 36000 (L) 100-450 000 000 (K) (Srednia 38 664 412)
<10 (L) 16 000 000 (L) 2300-750 000 000 (T) ($rednia 97 273 521)
0d <100 do >2000 (K)
Enterococcus spp. 100 000 (K) 3000 (L) -
1600 (L)

1000-1 000 000

200-5400 (K)

<10-20 000 (K) (Srednia 671)

Enterobacteriaceae 1000-1000 000 (L) <10-890 (T) ($rednia 67)
100 000-10 000 000 (K)
E. coli <10-750 (K) (Srednia 24)
- - <10-250 (T) (Srednia 17)
Drozdze i grzyby drozdzopodobne 1000-100 000 1300 (K)
120000 (L) -
660 000-2 600 000 (K)
Drozdze i plesnie 3200 (K) 6300 (T) 10-780 000 000 (K) (Srednia 41 014 356)
640 (L) 1000 000 (K) 10-42 000 000 (T) (Srednia 7 708 964)
Plesnie 1000-10 000 35 (K)
1000000 (L) -
2000-13 400 (K)
Clostridium (przetrwalniki) 100-1 000 30 (K) <10-10 000 (K) (Srednia 3 209)
<10 (K) 25000 000 (L) <10-1 000 (T) ($rednia 687)
2000 (L) 30-230 (K)
C. perfringens - - <10 (K)
<10(T)
Bacillus (przetrwalniki) 570 (K)
100-1 000 2000 (K) -
32000 (K)
63000 (T)
Bacillus cereus - 1000 (K) <10 (K)
160 (K) <10(T)
250 (K+T)
Bakterie kwasu octowego 100-1 000 - -
Bakterie kwasu propionowego 10-1 000 - -
Spory bakterii kwasu mastowego 10-100 1000 000 -
1000 (T, K)

K - kiszonka z kukurydzy, T - kiszonka z traw, L - kiszonka z lucerny

mikotoksyn fuzaryjnych odbywa sie jedynie
w trakcie wegetacji ro$lin, poniewaz ple$nie
z rodzaju Fusarium nie moga namnazac sie
w kwasnym i beztlenowym $rodowisku ki-
szonki (13). Mikotoksynami najczesciej wy-
stepujacymi w kiszonkach sa DON i ZEA,
a kiszonka z kukurydzy jest ich najwazniej-
szym zrédlem dla zwierzat (14). Wysokie
skazenie kiszonek przez mikotoksyny fuza-
ryjne obserwuje si¢ w zewnetrznych partiach
kiszonki, gdzie ma miejsce zaawansowany
proces psucia tlenowego (15). Najwazniejsza
aflatoksyna, biorac pod uwage toksycznoéé
i wysoki wskaznik przeniesienia z paszy do
mleka, jest aflatoksyna B1. Ple$nie z rodza-
ju Aspergillus i ich mikotoksyny zanieczysz-
czaja roéliny w trakcie wegetacji, zwlaszcza
w klimacie podzwrotnikowym i cieptym.
Ryzyko zakazenia kukurydzy przez plesnie
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Aspergillus i produkcji aflatoksyn roénie
wraz ze stopniem uszkodzenia ro$lin przez
owady oraz wystepowaniem stresu $rodo-
wiskowego (susza). Poniewaz wiekszo$¢ ga-
tunkéw plesni jest obligatoryjnymi tlenow-
cami, nie mogg one rozwijac si¢ w dobrze
zakonserwowanej, beztlenowej kiszonce.
W praktyce, jednak szczelnos$¢ beztleno-
wego Srodowiska kiszonki jest naruszana
przez uszkodzenia mechaniczne opakowarn
(gryzonie, ptaki, koty), porowato$¢ stoso-
wanych opakowan oraz otwieranie kiszon-
ki podczas jej wybierania. Dlatego tez ple-
$nie wystepuja czesciej w wierzchnich war-
stwach kiszonki, a prawidtowo prowadzony
proces kiszenia, w tym dobre ubicie kiszon-
ki, gwarantuje relatywnie niski poziom mi-
kotoksyn w kiszonce, poréwnywalny do po-
ziomu w zakiszanych zielonkach.

Bakterie kwasu octowego sa mikroor-
ganizmami tlenowymi rosnacymi przy ni-
skim pH, rozkladajacymi etanol do kwa-
su octowego, a po jego wyczerpaniu kwas
octowy do dwutlenku wegla i wody. Podno-
si to pH kiszonki i umozliwia wzrost innym
drobnoustrojom tlenowym, pogarszajac ja-
kos¢ kiszonki.

Do bakterii rosnacych w warunkach tle-
nowych i beztlenowych naleza rodziny Bacil-
laceae, Paenibacillaceae i Enterobacteriace-
ae. Dwie pierwsze rodziny rozkladaja cukry
i kwasy organiczne w kiszonce i kontynuuja
rozpoczety juz proces psucia kiszonki pod-
danej ekspozycji na tlen. W pierwszym sta-
dium psucia kiszonki drozdze i bakterie kwa-
su octowego podwyzszaja pH (>4,5) i tempe-
rature kiszonki (~40°C), a w drugim etapie
temperatura wzrasta do okoto 50°C, pojawia
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Tabela 2. Najwazniejsze mikotoksyny i plesnie toksynotwércze wystepujace w zielonkach i kiszonkach (1)

Higiena zywnosci i pasz

Grupa mikotoksyn Toksyna Gatunek plesni / Zrédto plesni! Roslina
Aflatoksyny aflatoksyna B1, B2, G1, G2 Aspergillus flavus/P kukurydza
Aspergillus parasiticus/P
Trichoteceny Typ A: T2, DAS Fusarium langsetiae/P kukurydza, zboza drobnoziarniste?
Typ B: DON, NIV Fusaruim poae/P kukurydza,
Fusarium sporotrichioides/P zboza drobnoziarniste
Fusarium graminearum/P
Fusarium culmorum/P
Fumonizyny fumonizyna B1, B2 Fusarium verticillioides/P kukurydza
Fusarium proliferatum/P
Laktony kwasu ZEA Fusarium graminearum/P kukurydza, zboza drobnoziarniste, trawa
rezorcylowego Fusarium culmorum/P
Ochratoksyny ochratoksyna A Aspergillus ochraceus/P zboza drobnoziarniste

Penicillium verrucosum/P

Alkaloidy sporyszu

klawiny, amid kwasu lisergowego, ergotamina

Claviceps purpurea/P

zboza drobnoziarniste

lolitrem B, ergowalina Neotyphodium lolii/P trawa
Neotyphodium coenophialum/P
Toksyny P. roqueforti roquefortyna C, Penicillium roqueforti/K wszystkie ww.
kwas mykofenolowy Penicillium paneum/K
Toksyny A. fumigatus gliotoksyna, fumigaklawiny Aspergillus fumigatus/K wszystkie ww.
Toksyny M. ruber monakolina K, Monascus ruber/K wszystkie ww.
cytrynina

17r6dto plesni: P - polowe, K - kiszenie; 2 pszenica, pszenzyto, zyto, jeczmien

sie Slisko$¢ kiszonki i jest to najczedciej efekt
aktywnosci bacilli (16). Nalezy dodac, ze
w obrebie tej grupy wystepuja gatunki, be-
dace przyczyna psucia sie produktéw UHT
(B. sporothermodurans). Poniewaz rezerwu-
arem bakterii z rodzaju Bacillus jest gleba,
liczba tych drobnoustrojéw w zielonce okre-
§la jej zanieczyszczenie glebowe. W kiszonce
z kolei, liczba tlenowych laseczek przetrwal-
nikujacych jest wyzsza w partiach, do kté-
rych dociera tlen i postepuje proces psucia
tlenowego kiszonki. Wykazano ponadto, ze
niektdre gatunki z rodzaju Bacillus namna-
zaja sie w kiszonkach wolniej niz inne, cze-
go przyktadem jest B. cereus, ktérego glow-
nym zrédlem w mleku surowym jest $ciotka
(trociny), pomimo ze drobnoustrdj ten wy-
stepuje tez w kiszonkach (17).

Paleczki jelitowe (Enterobacteriaceae)
jako fakultatywne beztlenowce uaktywniaja
sie w kiszonce w warunkach beztlenowych.
W poczatkowej fazie procesu kiszenia pa-
feczki jelitowe konkuruja m.in. z bakteria-
mi kwasu mlekowego o substancje odzyw-
cze. Wiekszo$¢ gatunkéw jednak ginie lub
ich namnazanie zostaje zahamowane, gdy
pH spada ponizej 4,5-5,0. Bakterie te prze-
zywaja jedynie w miejscach, gdzie dociera
tlen, a wraz z tlenowym psuciem kiszonki
i wzrostem pH moga si¢ namnaza¢, osia-
gajac nawet 10° jtk/g (18). Paleczki jelitowe
sq gléwnym zrédlem gazu w silosie (rézne
tlenki azotu) oraz najwazniejszym rywalem
bakterii kwasu mlekowego fermentujacych
cukry do kwasu octowego. Innymi produk-
tami ich aktywnosci sa kwas bursztynowy
i 2,3-butanodiol, dlatego fermentacja ta nie
jest pozadana w kiszonce. Ponadto obecnos¢
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pateczek jelitowych stwarza ryzyko obecno-
$ci endotoksyn w kiszonce, cho¢ jak dotad
niewiele wiadomo na ten temat. Podejrzewa
sie tez, ze produkty metabolizmu Enterobac-
teriaceae sa bezposrednia przyczyna niskiej
smakowitosci i stabego pobierania kiszon-
ki przez zwierzeta, ktéra zawiera duzo kwa-
su octowego. Wykazano tez, ze spozywanie
kiszonki ro$nie, gdy kwas octowy w kiszon-
ce jest wyprodukowany przez Lactobacillus
buchneri (19).

Poniewaz rezerwuarem Clostridium spp.
w $rodowisku jest kultywacyjna warstwa
gleby i tre$¢ przewodu pokarmowego or-
ganizméw zywych, to liczba tych drobno-
ustrojow w zielonce jest wskaznikiem zanie-
czyszczenia glebowego i kalowego. Beztle-
nowe laseczki przetrwalnikujace z rodzaju
Clostridium s bezwzglednymi beztlenow-
cami, a ich aktywnos$¢ metaboliczna wply-
wa na jako$¢ kiszonki dopiero, gdy bakterie
kwasu mlekowego zakornicza faze aktywnego
wzrostu. Biorac pod uwage fermentowane
substraty wyrdznia sie trzy grupy Clostri-
dium w kiszonce: proteolityczne, fermen-
tujace gtéwnie aminokwasy; grupe Clostri-
dium butyricum, fermentujaca weglowodany
i gatunek Clostridium tyrobutyricum, ktéry
metabolizuje gléwnie kwas mlekowy. Pro-
duktami rozkladu aminokwaséw sa: amo-
niak, aminy i dwutlenek wegla, a gtéwnymi
metabolitami grupy C. butyricum i gatunku
C. tyrobutyricum sa: kwasy maslowy, octo-
wy, wodér i dwutlenek wegla. Nie do korica
poznano mechanizm negatywnego wplywu
metabolitéw Clostridium na jakos¢ kiszon-
ki, jednak pewne jest, ze zwierzeta niechet-
nie pobieraja kiszonke, gdy poziom kwasu

maslowego przekracza 5g/kg suchej masy.
U kréw w okresie laktacji wzrasta tez ryzyko
ketozy. Ponadto rozklad kwasu mlekowego
do kwasu mastowego jest jedna z najbardziej
energochlonnych reakcji, w ktérej nastepuje
utrata okolo 50% suchej masy kiszonki (20).

Poniewaz wszystkie wymienione powyzej
grupy drobnoustrojow moga wykazywac ak-
tywno$¢ metaboliczna w sprzyjajacym $ro-
dowisku kiszonki (zawarto$¢ suchej masy
zwykle od 200 do 500 g/kg), dlatego nie-
zwykle wazna jest poprawnos¢ catego pro-
cesu produkgji kiszonki (zbiér zielonek we
wlasciwym stadium wegetacji, odpowied-
nie ubicie kiszonki, szczelnoéé silosu fer-
mentacyjnego, prawidlowe wybieranie ki-
szonki ograniczajace do minimum dostep
tlenu), ograniczajaca aktywnos$¢ biologicz-
na niepozadanych grup drobnoustrojéw. Li-
czebno$¢ poszczegdlnych grup drobnoustro-
jow w kiszonce informuje przede wszystkim
0 jej ogdlnym stanie higienicznym i warto-
$ci odzywczej. Ocena jako$ci mikrobiolo-
gicznej kiszonki uwzglednia¢ powinna tak-
ze obecnos¢ patogendéw i produkowanych
przez nie toksyn. Wedlug Europejskiego
Urzedu ds. Bezpieczeristwa Zywnoéci naj-
wazniejszymi patogenami jakie moga wyste-
powac i namnazac sie w kiszonkach sa Clo-
stridium botulinum, Listeria monocytogenes
oraz Escherichia coli O157:H7 (21). Kiszon-
ki sa réwniez wskazywane jako Zrédlo tok-
synotwdrczych plesni, bedacych przyczyna
mikotoksykoz zwierzat (22).

Zrédtem C. botulinum jest gleba, osa-
dy wodne (rzeki, jeziora, morza, oceany)
ale réwniez owady wodne, mieczaki, sko-
rupiaki i kregowce (m.in. zdrowe ptaki).
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Przetrwanie w niekorzystnych warunkach
$rodowiskowych umozliwia temu gatun-
kowi wytwarzanie termoopornych prze-
trwalnikéw. Czas redukcji dziesigtnej spor
C. botulinum wynosi 255, 98 i 4,2 minuty
odpowiednio w 75, 85 i 93°C (23). Biorac
pod uwage rezerwuar patogenu i spos6b
produkcji pasz, najwyzszym ryzykiem wy-
stapienia C. botulinum i toksyn botulino-
wych wsréd pasz sa kiszonki (bezposred-
ni kontakt zielonki z gleba, brak obrébki
termicznej paszy; 24, 25). Kluczowe zna-
czenie w aspekcie botulizmu zwierzat ma
pH kiszonki, poniewaz toksyny botulinowe
sa produkowane przy pH powyzej 4,6. Po-
tencjalnym Zrédlem toksyn botulinowych
sq kiszonki o zbyt wysokiej zawartosci su-
chej masy (zakiszanie przesuszonego mate-
rialu roslinnego lub zebranego w zbyt p6z-
nym stadium wegetacji). Kielkowaniu spor
C. botulinum i produkcji toksyn botulino-
wych w kiszonkach sprzyjaja dodatkowo
letnie upaly (26), zastepujace pasteryzacje
stosowana w hodowli Clostridium spp. w la-
boratorium (70-80°C/10 minut). Namnaza-
nie laseczek C. botulinum obecnych w ki-
szonce moze hamowac wysoka zawartos¢
suchej masy czy niskie pH kiszonki, jednak
juz sama obecno$¢ tego gatunku prowadzi
do rozleglej fermentacji wtérnej kiszonki
(27). C. botulinum dostaje sie do kiszon-
ki wraz z gleba zanieczyszczajaca zielonke
(gleba bogata w materie organiczna, z tere-
néw zalewowych, podmoktych), szczatka-
mi padlych zwierzat (ptaki, ssaki, jaszczur-
ki) czy pomiotem kurzym. Podejrzewa sie
réwniez, Ze nawozenie upraw przeznaczo-
nych na kiszonki pozostalosciami fermen-
tacyjnymi z biogazowni moze by¢ pierwot-
na przyczyna obecnosci C. botulinum w zie-
lonce, a w konsekwencji botulizmu bydla.
Przemawiaja za tym liczne przypadki prze-
wleklej postaci botulizmu bydla w pétnocne;j
czesci Niemiec, gdzie jest najwyzsza kon-
centracja instalacji biogazowych w tym kra-
ju (informacja ustna). Ponadto wzrost licz-
by przypadkéw botulizmu bydfa w Niem-
czech obserwowany jest od polowy lat 90.
XX wieku (28), co zbiega si¢ w czasie z bu-
dowg pierwszych biogazowni w tym kra-
ju (poczatek lat 90.). Badania prowadzone
przez autoréw artykulu wykazaly tez, ze
w osadach pofermentacyjnych z biogazow-
ni znajduja sie liczne przetrwalniki Clostri-
dium spp. (10*-10°spor/g; niepublikowane
dane wlasne), co identyfikuje dygestat jako
zrédto beztlenowcéw dla nawozonych nim
roslin. Wzrost liczby przypadkéw botulizmu
bydta jest obserwowany takze we Francji (od
1990 r.), Wielkiej Brytanii (od 2003 r.) i Au-
stralii (29). Niepokojace z punktu widzenia
ochrony zdrowia publicznego sa doniesie-
nia niemieckich badaczy, ktérzy obecnosé¢
C. botulinum i toksyn botulinowych stwier-
dzili w mleku i tkance wymienia pochodza-
cych od kréw podejrzanych o botulizm.

1034

W Polsce obserwuje si¢ rocznie od kilku
do kilkunastu ognisk botulizmu zwierzat.
Zachorowania wystepuja u bydfa karmio-
nego kiszonkami, rzadziej u koni karmio-
nych kiszonka z traw (30, 31, 32, 33). Obser-
wowane przypadki botulizmu bydla w Pol-
sce obejmuja zwykle od kilku do kilkunastu
sztuk zwierzat w stadzie, co sugeruje ogni-
skowe wystepowanie patogenu i jego tok-
syn w kiszonkach, a w przypadku kiszonek
z traw objawy choroby manifestuja zwykle
zwierzeta karmione pasza z tej samej beli.
Choroba przebiega z objawami wiotkiego
porazenia mieéni szkieletowych, spowodo-
wanego blokowaniem przewodnictwa ner-
wowo-mie$niowego. Porazenia zaczynaja
sie najczesciej od miesni glowy i majg cha-
rakter zstepujacy. Objawy pojawiaja sie od
18 do 48 h po spozyciu karmy zanieczysz-
czonej BoNT (rzadziej od 6 h do 10 dni).
U bydla pojawia si¢ ostabienie jezyka, §li-
notok, trudno$ci w polykaniu, opadanie
uszu, chwiejny i powolny chdd, zaleganie,
brak apetytu, zmniejszone napiecie skory,
obnizona temperatura, wysokie tetno i ni-
skie pH krwi. U koni obserwuje sie letarg,
brak apetytu, trudnosci w zuciu i potyka-
niu pokarmu, wypadanie jezyka (brak re-
akeji na pociggniecie jezyka), utrate masy
ciata, oslabienie (drzenie) mieéni piersio-
wych i przednich koniczyn oraz podwyz-
szone tetno. Zwierzeta moga przyjmowac
charakterystyczna pozycje zaby (koriczyny
tylne szeroko rozstawione, przednie kon-
czyny wysuniete do przodu), co utatwia im
oddychanie. Powiklaniem botulizmu moze
by¢ zachlystowe zapalenie ptuc. Nieleczony
botulizm moze prowadzi¢ do §mierci w wy-
niku porazenia mig$ni oddechowych. Botu-
lizm jest zoonozg, co potwierdzily réwniez
opisane niedawno w Niemczech pierwsze
przypadki botulizmu ludzi majacych bliski
kontakt ze zwierzetami chorymi na botu-
lizm (34, 35).

W obrebie rodzaju Listeria opisano do-
tad dwa gatunki patogenne dla czlowieka
i zwierzat, L. monocytogenes i L. ivanovii
(36, 37). Jednak dominujacym czynnikiem
etiologicznym rejestrowanych przypadkéw
listeriozy jest pierwszy z wymienionych pa-
togendw (38, 39). Listeria monocytogenes
wystepuje powszechnie w przyrodzie i cha-
rakteryzuje sie rzadko spotykana w $wiecie
bakterii opornoscia na czynniki fizykoche-
miczne. Drobnoustréj ten moze przezy¢ do
2 lat w glebie, kilka lat w chlodni, a nawet
5 minut w 80°C. Ponadto roénie on w bar-
dzo szerokim zakresie temperatur (0-45°C),
przy pH od 4,2 do 9,6, toleruje wysokie ste-
zenia soli (do 10%), niska aktywnos¢ wody
(~0,83) i jest wzglednym beztlenowcem. Byt
on wielokrotnie izolowany z gleby, wody (je-
ziora, rzeki, wody przybrzezne), gnijacych
roélin, $ciekéw i przewodu pokarmowego
zdrowych zwierzat (6-30% bydla, owiec,
kéz, $win, drobiu; 40, 41, 42). Ocenia sie ze

L. monocytogenes moze wystepowac w okoto
10% kiszonek, zwlaszcza zlej jakosci, tj. nie-
wystarczajaco sprasowanych (liczne kiesze-
nie tlenowe), stabo sfermentowanych, o pH
wyzszym niz 4,2 czy eksponowanych na tlen.
Réwniez szczepy nalezace do rodzaju Liste-
ria izolowano czesciej z kiszonek o pH > 4,5
(30%) niz z kiszonek o pH <4,5 (6%) (43). L.
monocytogenes izolowana jest czesciej z ki-
szonek belowanych w poréwnaniu do kiszo-
nek pryzmowanych, co wynika z trudnosci
w ubiciu, slabszej fermentacji i wyzszej po-
datnos$ci opakowan bel na uszkodzenia me-
chaniczne. Wiekszo$¢ szczepdw L. monocy-
togenes wyizolowano z wierzchnich warstw
kiszonek, kiszonek o wyzszym pH i bardziej
podatnych na degradacje tlenowa. Opisywa-
ne dotad przypadki listeriozy zwierzat ho-
dowlanych wskazuja na kiszonki, jako pier-
wotne lub wysoce prawdopodobne Zrédio
tego patogenu (44, 45, 46, 47). Listerioza
jest choroba zakazng, przebiegajaca naj-
czesciej w formie sporadycznych zachoro-
wan w stadzie. Do najwazniejszych obja-
wow listeriozy zwierzat naleza: wzrost tem-
peratury ciala oraz objawy nerwowe, takie
jak: élinienie, $wiatlowstret, wyciek z oczu,
nozdrzy, skurcze miesni, zgrzytanie zeba-
mi, ruchy manezowe (krecenie sie w koto
w jednym kierunku), parcie na przeszkody.
Obserwowane sa réwniez okresy podnie-
cenia z utrata Swiadomosci, a w koricowym
okresie choroby wystepuja porazenia i nie-
dowtlady. W niektdrych przypadkach jedy-
nym objawem choroby moga by¢ ronienia.
U cielat noworodkéw w formie septycznej
listeriozy wystepuje biegunka. L. monocyto-
genes jest czynnikiem zoonotycznym, a pato-
gen obecny w zywnosci pochodzenia zwie-
rzecego (mleko, sery) moze wywolywac li-
sterioze ludzi (48).

Najwazniejszymi patogenami z rodzi-
ny Enterobacteriaceae, ktére potencjalnie
moga wystapi¢ w kiszonkach, sa shigatok-
syczne (STEC) szczepy E. coli. Jest to tym
bardziej prawdopodobne, ze gtéwnym i na-
turalnym rezerwuarem STEC jest przewdd
pokarmowy zdrowych przezuwaczy, a mle-
ko surowe, produkty z niepasteryzowanego
mleka czy kontakt ze zwierzetami byly nie-
jednokrotnie zrédtem zakazen ludzi przez
E. coli O157:H7 (49). Jak dotad nie opisano
jednak przypadkéw izolowania STEC z ki-
szonek, chociaz badania wykazaly, ze E. coli
0157:H7 moze przezy¢ w kiszonce o niepra-
widlowo przebiegajacym procesie kiszenia,
tatwo ulegajacej tlenowemu psuciu (50, 51).

Jakos¢ mikrobiologiczng kiszonek sto-
sowanych w zywieniu bydta w Polsce oce-
niano w latach 2012-2014 w Zakladzie Hi-
gieny Pasz PIWet-PIB w Pulawach. Badania
obejmowaly 122 prébki kiszonek (kiszonki
z kukurydzy, traw, lucerny, koniczyny, wy-
stodkéw buraczanych, sorgo) z 13 woje-
wodztw (kujawsko-pomorskie, lubelskie, lu-
buskie, tédzkie, matopolskie, mazowieckie,
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podlaskie, pomorskie, $laskie, $wietokrzy-
skie, warminsko-mazurskie, wielkopolskie,
zachodniopomorskie). Probki kiszonek byty
pobierane od stycznia do czerwca. Fermy
hodowlane liczyly od 7 do 2700 sztuk by-
dta. W uprawie roélin przeznaczonych na ki-
szonki stosowano nawozy naturalne (gnojo-
wica, obornik), nawozy mineralne (azot, fos-
for, potas, siarka, magnez, wapn, séd) oraz
mocznik. W przypadku dwunastu kiszo-
nek zastosowano preparaty do zakiszania.
Z uzyskanego wywiadu wynikalo, ze w czasie
skarmiania kiszonek nie obserwowano za-
chorowan zwierzat, ktére moglyby by¢ spo-
wodowane niewlasciwa jakoscia mikrobio-
logiczna kiszonek (listerioza, botulizm). Do
badan stosowano znormalizowane metody
badawcze i metody wlasne oparte o tech-
niki PCR (konwencjonalny PCR, real-time
PCR, sekwencjonowanie genu 16S rRNA).
Badania obejmowaly wykrywanie: Salmo-
nella spp., C. botulinum, L. monocytogenes,
Campylobacter spp., oznaczanie liczby Ente-
robacteriaceae, Escherichia coli, C. perfrin-
gens, Clostridium spp., Bacillus spp., koagu-
lazododatnich Staphylococcus spp., bakterii
tlenowych mezofilnych, grzybéw, drobno-
ustrojow i Lactobacillus spp. oraz okre$la-
nie toksycznosci izolatéw z gatunku C. per-
fringens i C. botulinum. Przeprowadzone
badania wykazaly, ze 75,4% badanych ki-
szonek miato niewla$ciwg wartos¢ pH (od
3,07 do 7,13), co wskazuje na nieprawidlo-
wosci w prowadzonym procesie zakiszania.
W 29,5% wszystkich kiszonek zanotowano
pH wyzsze niz 5 i byly to zaréwno kiszon-
ki z traw (66%), jak i kiszonki z kukurydzy
(33%). Jest to wskaznik zbyt wysokiej zawar-
tosci suchej masy w kiszonce, bedacy efek-
tem zakiszania przesuszonego materialu ro-
$linnego lub zebranego w zbyt p6Znym sta-
dium wegetacji. W 45% wszystkich kiszonek
stwierdzono pH nizsze od 4 i bylo to obser-
wowane jedynie w kiszonkach z kukurydzy.
Swiadczy to o niskiej zawartoéci suchej masy
w kiszonce, bedacej nastepstwem burzliwe-
go przebiegu fermentacji. Zjawisko to jest
réwniez niekorzystne, ze wzgledu na stra-
ty sktadnikéw odzywczych kiszonki. Licz-
ba drobnoustrojéw w badanych kiszonkach
wahata sie od 1,3x10% do 5,3x 10° jtk/g,
liczba bakterii tlenowych mezofilnych od
1,3x10% do 4,9 x 10" jtk/g, liczba grzybéw
0d 10 do 5,0 x 108 jtk/g, liczba bakterii z ro-
dzaju Lactobacillus od 10 do 2,4 x 10° jtk/g,
a liczba bakterii z rodziny Enterobacteria-
ceae od ponizej 10 do 2,7 x 10* jtk/g. Obec-
no$¢ E. coli stwierdzono w 4 (3,3%) prob-
kach kiszonek, a liczba tych bakterii wahata
sie od ponizej 10 do 3,2 x 10° jtk/g. Obec-
nos¢ C. perfringens stwierdzono w 21 bada-
nych kiszonkach (17,2%), a liczba bakterii
z tego gatunku wynosita od ponizej 10 do
4,0 x 10* jtk/g. Wszystkie wyizolowane szcze-
py C. perfringens nalezaly do toksotypu A,
a 13 izolatéw (62%) posiadalo réwniez gen
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kodujacy toksyne beta2. Liczba beztleno-
wych laseczek przetrwalnikujacych z rodza-
ju Clostridium wynosita od ponizej 10 do
10° jtk/g. L. monocytogenes wyizolowano
z jednej kiszonki z traw (0,8%), a L. ivano-
vii z 5 kiszonek z kukurydzy i 4 kiszonek
z traw (7,4% probek dodatnich). Obecnosé¢
niepatogennych gatunkéw Listeria wykaza-
no w 21 badanych kiszonkach (17,2%) i na-
lezaly one do gatunkéw: L. seeligeri (9 kiszo-
nek z kukurydzy, 4 kiszonki z traw), L. we-
Ishimeri (4 kiszonki z kukurydzy, 3 kiszonki
z traw) i L. inocua (2 kiszonki z kukurydzy,
2 kiszonki z traw). W badanych kiszonkach
nie stwierdzono obecnosci bakterii z gatun-
kéw C. botulinum, B. cereus, Staphylococcus
aureus, Campylobacter spp. czy Salmonel-
la, co ma istotne znaczenie w aspekcie epi-
zootycznym i epidemiologicznym. Wyniki
badan jakosci mikrobiologicznej kiszonek
stosowanych w Polsce i w innych krajach
przedstawiono w tabeli 2.

Odnoszac uzyskane przez autoréw wyni-
ki badan kiszonek do wymienionych powy-
z€j jednostek chorobowych zwierzat, nalezy
stwierdzi¢, ze wystepowanie potencjalnych
czynnikéw patogennych w kiszonkach sto-
sowanych w Polsce jest niskie (L. monocyto-
genes, L. ivanovii) lub bardzo niskie (C. bo-
tulinum), zwlaszcza gdy prébki kiszonek sa
pobierane z glebszych warstw prawidlowo
przygotowanej kiszonki. Prewalencja tych
patogenéw w kiszonkach znaczaco rosnie,
gdy probki kiszonek pobierane s3 z ognisk
botulizmu czy listeriozy zwierzat i ludzi (nie-
publikowane dane autoréw) lub z tych cze-
$ci kiszonek, gdzie ma dostep tlen (Listeria
spp.). Ponadto zachorowania zwierzat na
tle niewlasciwej jakosci mikrobiologicznej
kiszonek maja miejsce zwykle, gdy zakisza-
nie roélin odbywa si¢ niezgodnie z reguta-
mi sztuki (nawozenie pomiotem kurzym czy
pozostatosciami fermentacyjnymi z bioga-
zowni, zakiszanie zielonek zebranych z tere-
néw popowodziowych, niewlasciwa dojrza-
to$¢ zakiszanych roélin, zbyt niskie kosze-
nie roslin, niewystarczajace rozdrobnienie/
zgniecenie roslin, stabe ubicie kiszonki, nie-
szczelno$¢ opakowan, niewlasciwe wybie-
ranie z silosu). Regule te potwierdzaja takze
przypadki botulizmu zwierzat hodowlanych
odnotowywane w ostatnich latach w Polsce.
W wigkszosci z nich Zrédlem przetrwalni-
kéw C. botulinum w kiszonce byl pomiot ku-
rzy, ktérym przez wiele lat nawozono pola
przeznaczone do uprawy roélin kiszonko-
wych. W niektérych gospodarstwach bo-
tulizm bydta pojawial si¢ jeszcze przez wie-
le lat po zaprzestaniu tego rodzaju nawoze-
nia, podobnie jak ma to miejsce na terenach
endemicznie skazonych przez C. botulinum.
Zapobieganie zachorowaniom zwierzat i lu-
dzi na tle tych patogenéw musi obejmo-
waé wlasciwe praktyki nawozenia terendw,
z ktérych pozyskuje sie zakiszane zielonki,
poprawnie prowadzony proces zakiszania
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roélin, a takze obrdbke termiczna Zywno-
$ci pochodzenia zwierzecego (mleko, mie-
s0), w ktdrej moze wystepowac L. monocy-
togenes (60, 61), C. botulinum czy toksyny
botulinowe.
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