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1. WSTEP

Wartos¢ uzytkowa gnojowicy dla rolnictwa, ze wzgledu na bogate zasoby nawozo-
we jest niekwestionowana. Duzy udziat fatwo dostgpnego azotu, fosforu i potasu sprawia,
ze traktowana jest jako substytut nawozow mineralnych i wykazuje wyrazne oddzialywa-
nie plonotworceze. Jednym z czynnikow ograniczajacych stosowanie gnojowicy jest ryzy-
ko mikrobiologicznego skazenia gleby, wod gruntowych, powierzchniowych, jak rowniez
pogorszenie stanu fitosanitarnego roslin w nastepstwie jej nadmiernego wykorzystania.
Gnojowica zawiera¢ moze znaczny tadunek mikroorganizméw saprofitycznych, patogen-
nych bakterii, grzybow oraz jaj pasozytéw zoladkowo-jelitowych [Strauch 1986, Olszew-
ska i wsp. 1994, Paluszak i wsp. 1994, Kluczek 1995]. Dominujaca populacje stanowig
saprofityczne bakterie Jehtowe wérdd ktorych najliczniej wystepuja pateczki grupy coli.
Srednio izoluje sie ich 10°-10° cfuml ! [Stromberg 1984]. Szczegolne zagrozenie dla
Srodowiska stanowia mikroorganizmy patogenne zawarte w gnojowicy, a zwlaszcza
bakterie z rodzaju: Salmonella, Brucella, Mycobacterium, Leptospira, enteropatogenne
szczepy E. coli i inne [Jones 1 wsp. 1981, Jones 1982, Markert 1990, Kudva i wsp. 1998].
Jakkolwiek mikroorganizmy patogenne stanowia niewielki odsetek catosci populacii
wystepujacej w Sciekach odzwierzecych, to jednak z powodu duzej opornosci na czynniki
$rodowiskowe i mozliwod¢ kontaminacji wod ich udziat w szerzenin wielu choréb moze
by¢ znaczacy. Sprzyjaja temu whadciwosci fizykochemiczne gnojowicy, ktéra nie podlega
procesowi samozagrzania i w przypadku zbyt krétkiego skladowania moze by¢ zrédlem
drobnoustrojow patogennych wprowadzonych do gleby [Kibbey i wsp. 1978, Jones 1980].
Sposdréd patogendw z gnojowicy mozna izolowaé pateczki z rodzaju Salmonella, ktore
w $rodowisku moga przetrwaé od kilku do 270 dni [Biirger 1984, Dinter 1988, Philipp
i wsp. 1990). W gnojowicy bydlecej dominuje Salmonella Dublin, rzadziej spotyka sie
Salmonella Typhimurium [Thunegard (975, Munch i wsp. 1987].

Nawozenie gnojowica wigzac sig moze z ryzykiem rozpowszechniania w érodowi-
sku bakterii antybiotykoopornych. Szerokie stosowanie terapeutyczne antybiotykow
u ludzi i zwierzat oraz profilaktyczne w chowie zwierzat sprzyja powstawaniu szcze-
pow antybiotykoopornych bakterii jelitowych [Schroeder i wsp. 2002]. Odpornosé bak-
terii na szereg powszechnie stosowanych antybiotykow z grupy B-laktaméw, aminogliko-
zydow, cefalosporyn oraz na wankomycyne utrudnia zwalczanie chorob powodowanych
przez np. enterokoki. Bakterie wystgpujace w odchodach zwierzgcych i éciekach nie pod-
legajacych higienizacji, a stosowane jako nawozy moga by¢ zrodlem transmisji antybioty-
kooporno$ci na inne drobnoustroje. W konsekwencji rozlewanie gnojowicy umozliwia
transfer genéw opornosci na antybiotyki do takich bakterii glebowych jak: Proteus spp.,
czy Pseudomonas spp. W wielu krajach europejskich enterokoki odporne na wankomy-
cyne pojawily si¢ w efekcie wzbogacania pasz w awoporycyng — antybiotyk glikopep-~
tydowy {Corpet 1996, Nijsten i wsp. 1996, Bager i wsp. 1997).

Drobnoustroje fekalne wprowadzone z gnojowica do gleb podlegaja wptywom
roznorodnych czynnikéw. Ich wymagania termiczne [Cools i wsp. 2001] nie pozwalaja
Jjednak na stale zasiedlenie przez nie srodowiska glebowego, chociaz w krétkim okresie
po aplikacji gnojowicy bakterie te moga si¢ namnazaé w glebie. W koficowym jednak
efekcie podlegaja procesowi czedciowej lub catkowite] eliminacji ze $rodowiska glebo-
wego [Tate 1978, Moller 1984, Sorber i Moore 1987, Pepper i wsp. 1993].



Spadek liczebnosci populacji bakterii jelitowych w glebach jest przede wszystkim
zwiazany z ich obumieraniem [Althaus i wsp. 1982]. Tempo eliminacji drobnoustrojéw
w érodowiskn glebowym jest bardzo zréznicowane. Z dostgpnej literatury wynika, ze
czas przezycia bakterii waha¢ si¢ moze od kilku dni do nawet kilku lat [van Donsel
i wsp. 1967, Gerba i wsp. 1975]. Baloda i wsp. [2001] podaja, iz bakterie z rodzaju
Salmonella wykrywano w glebach nawozonych gnojowica do 14 dni, natomiast Strauch
i wsp. [1981} obserwowal je w $cidtce lesnej jeszeze po dwoch latach od aplikacji $cie-
kow odzwierzecych. Sposréd wielu czynnikéw wplywajacych na inaktywacje drobno-
ustrojow patogennych, szczeg6lna role odgrywa: zawarto$é materii organicznej, odezyn
gleby, temperatura i stosunki wilgotnosciowe w glebie [Kibbey i wsp. 1978, Chandler
i Craven 1980, Storey i Philip 1985, Scheffer i Schachtschabel 1989]. Zwykle dluzsza
przezywalno$¢ stwierdza sig zima, jakkolwiek na przemian pojawiajace si¢ okresy za-
marzania i odwilzy sprzyjaja szybszej eliminacji mikroorganizméw z gleb [Gerba i wsp.
1975, Kibbey i wsp. 1978, Guan i Holley 2003]. W glebach zasobnych w materig orga-
niczng, gdzie wystepuje bogata rodzima flora glebowa, drobnoustroje wprowadzone
z gnojowica szybceiej obumieraja z powodu duzej konkurencji o sktadniki pokarmowe
oraz obecnosci w §rodowisku antybiotykéw i produktéw przemiany materii mikroflory
glebowej [Frankenberger 1985). Z kolei w glebach mato zasobnych bakterie jelitowe
mogg podlegaé szybkiej eliminacji, poniewaz rowniez nie sa w stanie konkurowaé
o sktadniki pokarmowe z rodzimymi drobnoustrojami glebowymi [Klein i Casida
1967]. Edmonds [1976] podaje, iz wzbogacanie gleby w materie organiczna wplywa
zwykle korzystnie na przezywalnosé drobnoustrojéw allochtonicznych, w wyniku udo-
stgpnienia fatwo przyswajalnych sktadnikéw koniecznych dla ich wzrostu.

Niezwykle istotnym problemem zwigzanym z nawozowym stosowaniem gnojowi-
cy jest mozliwo§¢ rozprzestrzeniania si¢ choréb inwazyjnych. Wystepuja w niej
bowiem formy inwazyjne pasozytéw, miedzy innymi: Eimeria, Trichuris, Moniezia,
Fasciola, Ascaris [Bitrger 1 Stoye 1978]. Szczeg6lna role sposrod pierwotniakow odgry-
waja: Giardia 1 Cryptosporidium, ktdrych oocysty sa bardzo oporne na procesy oczysz-
czania Sciekow [Caccid i wsp. 2003]. Gnojowica, zwlaszcza §winska, czesto skazona
jajami Ascaris odgrywa istotng role w rozprzestrzenianiu nicieni [Muff i wsp. 1984].
Okres aktywnosci jaj pasozytow w gnojowicy jest bardzo zroznicowany. W zalezno$ci
od gatunku pasozyta, rodzaju gnojowicy oraz temperatury $rodowiska jaja moga za-
chowywaé inwazyjno$é od kilku dni do nawet roku [Strauch 1991].

Ze wzgledow epidemicznych, szczegdine znaczenie dla ludzi i zwierzat, wydaja sig
mie¢ wystepujace w $ciekach odzwierzecych wirusy: pryszczycy, zapalenia zotadka i jelit
Swin, rotawirusy, wirus choroby pecherzykowej, cieszynskiej, Aujeszky i inne [Wekerle
1988, Haas i wsp. 1995, Pejsak i Markowska-Daniel 1996]. Czesto z gnojowicy izoluje sig
enterowirusy, ktérych miano zakazne moze waha¢ sig od 10° do 10° TCIDsy'ml™ [Strauch
1988]. Przezywalno$¢ wirusow w gnojowicy jest silnie zréznicowana. W gnojowicy
Swinskiej wirus Aujeszky zachowuje patogenno$é od 3 do 15 tygodni, a wirus choroby
Mareka 7 dni. W zaleznosci od typu wirusa i temperatury, przezywalno§é wiruséw
w gnojowicy wahata sie od 70 do 112 dni [Haas i wsp. 1995], a nawet do 300 dni
[Monteith i Shannon 1986].

_Nalezy zauwazy¢, ze takze w $rodowisku glebowym, do kiorego zostaty przeniesio-
e wirusy wraz z gnojowica nie ulegaja one inaktywacji przez dtugi okres. Stotsky i wsp.
[1980] stwierdzali, ze fag T7 £. coli, w zaleznodci od temperatury i typu gleby, nie ulega
inaktywacji od 1 do 31 tygodni. Larkin i wsp. [1976] w nawozonych $ciekami organicz-
nymi glebach izolowali wirusy do 96 dni w okresie zimy. Podobnie Straub i wsp. [1995]



wykrywali wirusy w trzy miesiace po nawozeniu gnojowica gleby. Wirusy, ktore wraz
z nawozami organicznymi przedostaja si¢ do Srodowiska z jednej strony podiegaja inak-
tywacji, z drugiej za$ — moga by¢ adsorbowane na czastkach gleby, a w dalszej kolejnosci
— przenoszone w jej glgbsze warstwy [Reddy 1980]. Zachowanie sie wirusow w glebie
okreslaja trzy procesy: transport, sorpcja lub retencja oraz inaktywacja [Tim i Mostaghimi
1991]. W odroznieniu od bakterii, wirusy nie podlegaja procesowi filtracji, lecz przede
wszystkim ulegaja wiazaniu na powierzchni czastek glebowych [Wuhrmann 1977).

Adsorpcje mikroorganizméw na czastkach gleby ilustruje izoterma Freundlicha, we-
dlug ktorej koncentracja adsorbowanych mikroorganizmow zalezy od liczby drobno-
ustrojow w zawiesinie, ich rodzaju, a takze od typu gleby, zawartosci w niej kationow
wymiennych, pH, zawartosci rozpuszczonej materii organicznej oraz stopnia wysycenia
woda [Vaughn i Landry 1983, Filip i wsp. 1986]. Proces adsorpcji jest wypadkowa dzia-
fania sil masowych, powierzchniowych, molekularnych (van der Waalsa) i elektrostatycz-
nych Coulomba [Althaus i wsp. 1982]. Efektem adsorpcji jest bardzo silna retencja wiru-
sow w powierzchniowych warstwach gleby [Gerba i Goyal 1982]. Niektérzy autorzy
[Drewry i Eliassen 1968] sa zdania, ze zdecydowana ich wigkszo§¢ zatrzymywana jest
w dwucentymetrowej warstwie gruntu, za$ inni [Wang i wsp. 1981] uwazaja, ze decydu-
Jjacy wptyw na mozliwosci transportu wiruséw wywiera typ gleby.

Procesy adsorpcji zachodza bardzo szybko. Wedlug Sobseya i wsp. [1980] wigk-
sz0$¢ wiruséw polio i reowiruséw zostaje zaadsorbowana na czastkach gleby juz
w 15 minut po ich wptowadzeniu do $rodowiska. Zdolno$é adsorpcji wiruséw uzaleznio-
na jest od wielu czynnikéw, migdzy innymi od: gatunku zarazka, typu gleby, pH, zawarto-
$ci itow, kationdw wymiennych i materii organicznej [Crane i wsp. 1983, Sorber i Moore
1987]. Zle na czastkach glebowych adsorbuja sie wirusy ECHO 1 i 11, wirusy Coxsackie
By, By, $rednio fag 1), za$ dobrze wirusy polio 1, ECHO 7, Coxsackie B;, Ty, T4 [Nasser
i Lopez-Pila 1986].

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze procesowi adsorpcji podiegaja takze bakterie jelitowe.
Zachodzi on znacznie wolnigj niz u wiruséw [Reddy 1980]. Ustalenie stanu réwnowagi
pomigdzy drobnoustrojami w fazie plynnej, a bakieriami na powierzchni czastek gleby
nastgpuje dla przyktadu u £. coli po 2 godzinach [Carlson i wsp. 1968]. Latwigjszej ad-
sorpcji podlegajg bakterie Gram-dodatne niz Gram-ujemne [Filip i wsp. 1986].

Proces adsorpcji ulatwia przetrwanie w srodowisku glebowym zaréwno wirusow,
jak i bakterii. Nalezy przypuszczaé, ze wszystkie czynniki, ktore zwigkszaja adsorpcje
mikroorganizmdw na czastkach gleb posrednio wplywaja takze na przezywalnosé drob-
noustrojéw allochtonicznych w glebie [Hurst i wsp. 1980]. W przypadku obfitego nawo-
zenia gnojowica, gdy stezenie wprowadzanych do gleby drobnoustrojow jest duze, domi-
nujacq role w procesie ograniczania przemieszezania mikroorganizmow w glebie zaczyna
petni¢ proces filtracji [Althaus i wsp. 1982].

Mozliwosci adsorpeyjne gleb zwigkszaja sie wraz ze wzrostem zawartoSci itow
[Gerba i Bitton 1984]. Istotny wplyw wywiera takze jej odczyn (pH). Mikroorganizmy,
dzigki otoczce proteinowej, sa amfoterami [Althaus i wsp. 1982]. Przy niskim pH, ponizej
ich punktu izoelektrycznego, zyskuja tadunek dodatni i sq lepiej wigzane przez czastki
gleby. Nie odgrywa to istotnej roli w adsorpcji bakterii, dla ktérych punkt izoelektryczny
waha sie w zakresie od 2,5 do 3,4 [Maier i wsp. 2000], bowiem w warunkach naturalnych
pH gleby nie spada ponizej tej wartodci. W przypadku wirusow charakteryzujacych sig
wyzszym punktem izoelekirycznym w poréwnaniu z bakteriami odczyn gleby jest
podstawowym czynnikiem wplywajacym na ich adsorpcjg. Nie mozna wykluczy¢ takze
wplywu innych czynnikéw $rodowiska glebowego na proces adsorpcji, jak na przyklad



zawartosci kationow wymiennych, czy stgzenia kwasow huminowych [Gerba i Bitton
1984).

Bardzo waznym czynnikiem wplywajacym na adsorpcje bakterii i wirusow jest
obecno$¢ w glebie kationéw wymiennych, zwlaszcza dwuwartoSciowych jonéw wapnia
i magnezu oraz trojwartoiciowych — Zelaza i glinu [Althaus i wsp. 1982, Scheffer
i Schachtschabel 1984]. Zwickszaja one sile wiazania drobnoustrojéw obnizajac podsta-
wowy potencjat czastek gleby i mikroorganizméw. Nalezy przyjaé, ze nawozenie Scieka-
mi poprawia wiasciwosci adsorpcyjne gleb [Wellings i wsp. 1974, Duboise i wsp. 1976].
Gleby wzbogacone w kationy tworza z zawiesin 1 zanieczyszczef zawartych w Sciekach
warstwe organiczng o dobrych wiasciwosciach adsorpcyjnych. Dowodem tego sg duze
zdolnodei retencji mikroorganizméw w glebach humusowych [Althaus i wsp. 1982,
Tate 1987]. Gerba i Bitton [1984] zwracaja uwage, ze rozpuszczona materia organiczna
konkuruje z bakteriami i wirusami o miejsca wymienne w niewielkim stopniu zmniejsza-
jac mozliwodci adsorpeyjne gleb. Prace Moore i wsp. {1981] dowodza, ze w glebie jest
dostateczna ilo$¢ wymiennikéw, a wirusy zajmujg jedynie 1% migjsc wymiennych. Nale-
7y podkreslié, ze procesy adsorpcji powoduja opdznienie transportu mikroorganizmoéw
w glebie, co mozna okreslic wspodtezynnikiem opdznienia. Proces adsorpcji na czastkach
gleby jest wige bezsprzecznie jedng z wazniejszych przeszkod dla migracji mikroorgani-
zmdw w glab jej warstw genetycznych [Althaus i wsp. 1982].

Szczegblnie duze zagrozenie dla $rodowiska stanowi gnojowica stosowana
w nadmiernsj ilosci do nawozenia, zwlaszcza w przypadku, gdy nie zostata poddana
zadnym zabiegom kondycjonowania [Kluczek 1 wsp. 1990 a,b, Tachtler 1991]. Moze
wowczas dochodzié do zaburzenia zdolnosci samooczyszczania gleby [Olszewska
1 wsp. 1994, Kluczek 1995].

Zasadnicza role w procesie samooczyszcezania gleby pelnia jej wlasciwodci fizyko-
chemiczne oraz aktywno$é biologiczna [Althaus 1983, Pekdeger 1984]. Na proces ten
wplywaja réwniez czynniki atmosferyczne, miedzy innymi temperatura, opady atmosfe-
ryczne i promieniowanie stoneczne [Thunegard 1975, Kibbey i wsp. 1978]. Znany
Jjest dezynfekcyjny wplyw promieniowania slonecznego na eliminacje bakterii fekal-
nych i wiruséw nie tylko z powierzchniowych warstw gleby, ale takze z wod morskich
[Crane i Moore 1986, Hughes 2003]. Na przezywalno$¢ bakterii w glebach wplywa
niewatpliwie czgstotliwodé opadéw, jakkolwiek badania Sainia i wsp. [2003] wskazuja,
iz ich brak nawet przez 16 dni po nawozeniu gnojowica nie wyklucza mozliwosci prze-
zycia w glebie wprowadzonych z gnojowica paleczek okreznicy.

Z przytoczonych danych jasno wynika, Zze gleba stanowi¢ moze wazne ogniwo
w faficuchu epidemicznym. Do zakazeti ludzi i zwierzat moze dochodzi¢ wskutek spozy-
wania roslin z pol obficie nawozonych $ciekami komunalnymi i odzwierzecymi [Bonda-
renko i Grigorieva 1975, Solomon i wsp. 2002]. Stwierdzano obecnos¢ poliowiruséw na
rodlinach i warzywach nawozonych $ciekami po uptywie 36 dni. Ten sam wirus na
sztucznie zakazanej kapuscie, pieprzu i pomidorach przezywat odpowiednio — 4, 12 i 18
dni. Z kolei inne badania {Feachem i wsp. 1978, 1981, Wellings 1981, Natvig i wsp. 2002,
Solomon i wsp. 2002] wykazaty, ze zarowno wirusy, jak i bakterie moga przenikaé do
systemow korzeniowych i fodyg roélin, co wskazuje na mozliwosé wewnetrznego, jak
i zewnetrznego skazenia roslin przez drobnoustroje pochodzace ze dciekéw. Drobno-
ustroje z rodzaju Salmonella na sztucznie zakazonych pomidorach przezywaty 49 dni,
przy czym mozliwo$¢ skazenia owocow zachodzita nawet wowcezas, kiedy inokulacja
bakterii miala miejsce w czasie kwitnienia roslin [Guo i wsp. 2001]. Stosowanie nawozo-
we gnojowicy jest takze niekiedy przyczyna szerzenia sig chotdb pasozytniczych. Jaja



Ascaris moga zachowywaé inwazyjno$é w glebie do 2 lat, za$ na roslinach wykrywano je
przez kilka miesigey, co stwarza realne ryzyko inwazji pasoZytniczych [Strauch 1991].

Na skutek obfitych opadéw deszczu cze$é drobnoustrojéw uprzednio zwiazanych
z czastkami gleby moze ulega¢ desorpcji i szybko przenosi¢ sig do wéd podskérnych oraz
gruntowych [Althaus { wsp. 1982, Althaus 1983, Gerba i Bitton 1984]. W przypadku
stosowania duzych dawek plynnego nawozu, pomimo retencji w gornej warstwie gleby
znacznej liczby mikroorganizmoéw, ilogé drobnoustrojow wnikajacych w glab profilu
glebowego wzrasta, zwigkszajac ryzyko skazenia wod gruntowych {Hirte 1979]. Na pod-
kredlenie zastuguje fakt, iz Keswick 1 wsp. [1984] stwierdzali obecnosé enterowirusow
i rotawiruséw nawet w probach uzdatnionej wody pitnej. Dla bezpieczeistwa zdrowia
ludzi i zwierzat w pelni uzasadnione wydaje sie poddawanie gnojowicy procesom uniesz-
kodliwiania w celu inaktywacji patogennych drobnoustrojow. Jednoczesnie bardzo wazne
jest ustalenie wlasciwych metod badawezych, ktére pozwolg okresli¢ efektywnod¢ zabie-
g6w kondycjonowania gnojowicy [Lund { wsp. 1996].

W zwiazku z mozliwoscia zagrozenia zdrowia ludzi i zwierzat, jakie niesie inten-
sywne nawozenie gnojowica niezwykle istotne jest doskonalenie metod badawczych,
pozwalajacych na wykrycie patogendéw w glebach i §ciekach organicznych. Rolg te spet-
niaja bakterie wskaznikowe, ktérych obecnosé w danym $rodowisku pozwala wniosko-
waé o ewentualnym jego zagrozeniu innymi bakteriami [Maier i wsp. 2000]. W przypad-
ku wirusow, ktére podlegaja adsorpcji na czastkach gleby wstepnym etapem badaf jest
elucja wirusa z materiahy badawczego. Wiazanie wirusa z czastkami gleby powoduje duza
trudnos¢ w doborze buforu eluujacego. Bufory, odpowiednie dla jednego rodzaju gleby
czesto sa nieprzydatne dla pozostatych. Najezesciej do elucji wiruséw z gleb stosuje sig:
ekstrakt wotowy, glicyne oraz surowice plodows bydta [Landry i wsp. 1980, Soares i wsp.
1992, Jarzabek i wsp. 1995). Odczyn roztworéw uzywanych do elucji powinien by¢ wy-
soki, utatwia to bowiem wyplukiwanie wirusow [Gerba i wsp. 1977, Bitton i wsp. 1979a,
Hurst i wsp. 19911,
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2. CEL BADAN

Gnojowica zawiera pewien tadunek patogennych drobnoustrojow, ktore mogg sta-
nowi¢ zagrozenie dla zdrowia ludzi oraz zwierzat. Procesy jakim podlegajg drobnoustroje
allochtoniczne w glebach sa zlozone i uwarunkowane przez wiele czynnikéw. Celem
pracy bylo poszerzenie wiedzy na temat wpltywu zaréwno temperatury, jak i zréznicowa-
nych warunkow glebowych na tempo eliminacji wybranych drobnoustrojéw z gleby,
gnojowicy i wody. Podjgto prébe okreslenia przezywalnosci wybranych bakterii oraz
enterowirusa bydla w $rodowisku glebowym, do ktérego zostaly wprowadzone wraz
z gnojowica. Przeprowadzone badania stanowié moga podstawe do opracowania mode-
lowej metody monitoringu $rodowiska glebowego dla oceny ryzyka sanitamego zwiaza-
nego z nawozowym stosowaniem gnojowicy. Do badan wlasnych uzyto bakterii E. coli
i Streptokokéw grupy D, ktére uznane sa za drobnoustroje wskaZnikowe [Maier i wsp.
2000]. Z racji mozliwosci wystepowania w gnojowicy pateczek z rodzaju Salmonella,
jako przedstawiciela patogenow przyjeto w modelu do$wiadczenia bakterie Salmonella
Dublin. W badaniach zastosowano takze enterowirusy bydta, ktére w znacznej ilogci izo-
lowane sq z gnojowicy. Ponadto sa one oporne na czynniki érodowiskowe i daja wyrazny
efekt cytopatyczny [Kopecka i wsp. 1993].



3. MATERIAL IMETODY

3.1. Gleby

Do badan uzyto trzech wystepujacych w rejonie Kujaw gleb':
A — bielicowej, zlokalizowanej w obiekcie I (okolice wsi Marcinki),
B — czarnej ziemi, pobranej w abiekcie II (rejon wsi Gizewo),
C — czarnej ziemi zbrunatniatej, z obiektu III (okolice Lagiewnik),
Dwie pierwsze zostaly uformowane z dwoch warstw genetycznych, trzecia —
Z trzech oznaczonych jako:
Al — gleba bielicowa poziom préchniczny,
A2 — gleba bielicowa skata macierzysta,
B3 — czarna ziemia poziom préchniczny,
B4 - czarna ziemia skata macierzysta,
C5 — czarna ziemia zbrunatniala poziom préchniczny,
€6 - czarna ziemia zbrunatniala poziom brunatnienia,
€7 — czarna ziemia zbrunatniata skala macierzysta.
W wybranych obiektach badawczych wykonano odkrywki i pobrano préby do ba-
dan z poszczegolnych fragmentéw genetycznych gleb. W laboratorium, gleby po wysu-
szeniu w temperaturze pokojowej przesiano przez sito o $rednicy oczek 1 mm.

3.2. Badania fizykochemiczne gleby

Pierwszy etap badan obejmowal oceng fizykochemiczng wybranych gleb. W po-
szczegolnych poziomach genetycznych gleb oznaczono ich sklad granulometryczay
aerometrycznie metoda Bouyoucosa w modyfikacji Casagrande’a i Prészynskiego
[Lityaski i wsp. 1976]. Préby gleby o nienaruszonej strukturze, dla zbadania jej gestosci
objetosciowej, pobierano do cylindrow o objetosci 100 em® w 4 powtdrzeniach z 8
pozioméw do glebokosci 100 cm. Charakterystyki wodne gleby (krzywe desorpcji wo-
dy), zgodnie z metodyka Zawadzkiego [(1973], cznaczono w prdbach o naturalnej
strukturze i zaggszczeniu, przy czym proby do tych analiz pebrano z poszczegdlnych
poziomdw genetycznych gleb o wilgotno$ci zblizonej do polowej pojemnosci wodnej.

Opierajac sie na charakterystykach wodnych gleb ustalono rozktad wietkosci po-
row glebowych (porowatosé réznicowa gleb). Odezyn gleby okreslono potencjome-
trycznie w wodzie i roztworze KCIl. Popielnodé gleby oznaczono powszechnie
stosowanymi w chemii rolniczej metodami [Lityhski i wsp. 1976]. Sktad chemiczny
gleb badano metoda spektrofotometrii atomowej (AAS). Pojemnod¢ wymienng katio-
noéw wyliczono w wyciagu In CH;COONH,, za$ woddr wymienny w 0,5 n BaCl,
10,055 n trietanolaminie (TEA) [Kociotkowski i wsp. 1994].

Do oznaczenia wegla organicznego (TOC) w praobkach statych zastosowano anali-
zator TOC Primacs firmy Skalar (Breda, Holandia). Zawartto$¢ TOC probie glebowej

" Badania zrealizowano przy wspotpracy z Pafistwowym Zakltadem Higicny w Warszawie oraz
Institut filr Umwelt- und Tierhygiene sowie Ticrmedizin mit Tierklinik Universitdt Hohenheim
Stuttgart.
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obliczono z réznicy pomiedzy zawartoscia wegla catkowitego (TC) oraz wegla nieorga-
nicznego (IC). Dla analizowanych gleb wykonano badanie skfadu frakcyjnego metoda
Schnitzera [Schnitzer i Khan 1978}, polegajaca na jednorazowej ekstrakeji zwigzkow
prochnicznych 0,5 M NaOH. Stosunek gleby do roztworu przyjeto 1:10, czas ekstrakeji
24 godziny. W pierwszym etapie przeprowadzono dekalcytacj¢ prob gleby 0,5 M HCl ~
w ekstrakcie oznaczono rozpuszczalny wegiel organiczny (RWO). Wiasciwa ekstrakeje
kwasow humusowych przeprowadzono 0,5 M NaOH. Otrzymany ekstrakt zawieral
sume kwasow huminowych i fulwowych (Cygy + Cyr). Oznaczono w nim wegiel orga-
niczay (TOCcxy + cxr) za pomoca analizatora TOC Primacs firmy Skalar. Nastepnie
stosujac 2 M HCI doprowadzano roztwér do pH 2, wytracajac kwasy huminowe. Wy-
tracone kwasy huminowe oddzielano przez wirowanie, a w ekstrakcie oznaczano wegiel
kwaséw fulwowych (Cxy). Z réznicy pomigdzy suma KH (kwaséw huminowych) a KF
(kwasow fulwowych) (Cxy + Cir) obliczono zawarto$¢ kwaséw huminowych (Cyp).
Wytracone kwasy huminowe 3-krotnie wytrzasano roztworem HCH-HF, obmywano
woda destylowana, liofilizowano i rozcierano w mozdzierzu agatowy. Nastepnie proby
przechowywano w eksykatorze w obecno$ci P,Os. W preparatach oznaczano widma w
podczerwieni (IR). Analize widm w podczerwieni wykonano spektrometrem IR-M80
firmy Carl Zeiss Jena dla pastylek 3 mg kwasow huminowych w 800 mg KBr [Wegner
19991.

3.3. Badania fizykechemiczne gnojowicy

Badania skfadu chemicznego gnojowicy obejmowaly okreslenie: suchej masy, po-
zostato$ci po prazeniu oraz odczynu pH metodami powszechnie stosowanymi w chemii
rolniczej [Ostrowska i wsp. 1991]. Zawarto$é potasu i wapnia zbadano metoda foto-
ptomieniows, azotu ogdlnego metoda Kjeldahla, a fosforu metoda kolorymetryczna.
Poziom metali cigzkich okreslono metoda spekirometrii atomowej i spektrometrii emi-
syjnej [Ostrowska i wsp. 1991].

3.4. Badania bakteriologiczne

3.4.1. Izolacja oraz identyfikacja badanych bakterii z gnojowicy dla uzyskania
zawiesiny bakteryjnej

Dla uzyskania czystych kolonii bakteryjnych E. coli pobierano (0 m! gnojowicy
bydlecej, ktora dodawano do 90 ml bulionu Mac Conkeya (MacConkey-Bouillon,
Merck, art. nr 5396). Po inkubacji w temperaturze 37°C przesiano material na selek-
tywne podioze stale - agar z tergitolem (Tergitol-7-Agar, Merck, art. nr 5471), a nastep-
nie na agar odzywezy. Wyroéniete kolonie testowano przy uzyciu zestawu API 20E
oraz okreslono zdolno§¢ wytwarzania dekarboksylazy kwasu glutaminowego (punkt
3.6.1.2). Czyste kolonie Streptokokéw-D uzyskiwano, dodajgc 10 ml gnojowicy do 90
ml bulionu z glukoza i azydkiem (Azid-Glucose-Bouillon, Merck, art. nr 1590). Na-
stepnego dnia przenoszono materiat na selektywne podtoze state z kanamycyna, eskuli-
ng i azydkiem (Kanamycin-Asculin-Azid-Agar, Merck, art. nr 5222). Po przesianiu na
agar zwykly przeprowadzono koncowa identyfikacje kolonii testem API 20 STREP oraz
za pomocy aglutynacji szkietkowej. Pateczki Salmonella enterica subsp. enterica ser.
Dublin otrzymano z kolekeji Instytutu Medycyny Morskiej i Tropikalnej w Gdyni.
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3.4.2. Namnazanie czystych kultur na bulionie wzbogaconym

Do kazdej z 3 probéwek zawierajacych 10 ml bulionu odzywezego (Standard I
Nahr-Bouillon, Merck art. nr 107882) przenoszono odpowiednio po kilka czystych
kolonii bakteryjnych paleczek E. coli, Streptokokéw grupy D i pateczek Salmonella,
keore inkubowano nastepnie w 37°C przez 24 godziny. Zawarto$¢ probéwek przenoszo-
no nastgpnego dnia do 3 butelek zawierajacych 1 litr bulionu odzywczego, ktore po
doktadnym zmieszaniu inkubowano w identycznych warunkach. Po uptywie 24 godzin
zawiesing przenoszono do lodowki, gdzie przechowywano jg przez 7 dni.

3.5. Badanie przezywalnosci paleczek E. coli, Streptokokéw grupy D
i pateczek Salmonella enterica subsp. enterica ser. Dublin w glebach,
gnojowicy i wodzie

Dla przeprowadzenia eksperymentu laboratoryjnego przygotowano 20-gramowe
nawazki badanych gleb, w ktorych nie stwierdzano obecnodci pateczek Salmonella.
Proby umieszezano w jatowych pojemnikach skazajac kazda 3 ml mieszaniny gnojowi-
cy i zawiesiny badanych bakterii w stosunku 1:2. Po dodaniu wody (gleba A 0,4 ml,
gleby B 1 C 1,2 ml) uzyskiwano wysycenie woda prob w okoto 60% pojemnosci wodnej
gleb. Pojemniki przechowywano w temperaturze 4 i 20°C. Jednoczesnie do 100 ml
gnojowicy oraz 100 ml wody dodano po 2 ml zawiesiny badanych bakterii i przecho-
wywano w takich samych warunkach jak proby glebowe. Liczbe bakterii oznaczano po
uplywie godziny od wprowadzenia zawiesiny bakterii do gleby, wody i gnojowicy
(proba zerowa), a nastgpnie w temperaturze 20°C po 3, 6, 9, 12, 15 tygodniach prze-
chowywania prob. Natomiast w temperaturze 4°C badania kontynuowano do 21 tygo-
dnia dogwiadczenia.

3.6. Badanie mikrobiologiczne gleby

Préby do badan stanowity trzy 10-gramowe nawazki glebowe, ktore dodawano do
90 ml bulionéw namnazajacych oraz 3 nawazki po 1 g, ktore umieszczono w 9 ml bu-
lionu. Proby mieszano na ultrawytrzasarce, a nastgpnie z [-gramowych nawazek spo-
rzadzano rzedy rozcienczen od 10° do 107, Po 24-godzinnej inkubacji z kazdego roz-
cieficzenia przesiewano badany materiat na podloza state. Liczbg bakterii oznaczano
w ukladzie trzyprobowkowym opierajac si¢ na metodzie NPL.

Wyniki badan bakteriologicznych przedstawiono podajac najbardziej prawdopo-
dobna liczbe drobnoustrojéw w | g badanych préb gleby.

3.6.1. Oznaczenie iloSciowe paleczek E. coli w glebie

3.6.1.1. Hodowla na podfoiach plynnych i stalycht

Nawazki glebowe (10 i | g) dodawano w pierwszym etapie do podfoza ptynnego
Mac Conkeya (Mac Conkey-Bouillon, Merck, art. nr 5396) i inkubowano w temperatu-
rze 43°C przez 24 godziny. Do dalszych badan uzywano rozcieficzen, w kiérych stwier-
dzano rozklad laktozy, co potwierdzala zmiana barwy bulionu z fioletowej na z6ltq.
W kolejnym etapie przesiewano material na agar z tergitolem (Tergitol-7-Agar, Merck,
art. nr 5471) z dodatkiem (% roztworu 2,3,5-TTC (2,3,5-triphenyltetrazoliumchlorid,
Merck, art. nr 8380), poddajac podtoze state ponownej inkubacji przez 24 godziny
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w temperaturze 43°C. Wzrost bakterii E. coli zachodzit w postaci zoltych kolonii wokot
ktérych nastapilo rozjasnienie podioza. W przypadkach watpliwych przenoszono mate-
rial na agar zwykly (Standard [-Nahragar Merck, art. nr 7881), celem uzyskania czys-
tych kolonii (37°C przez 24 godziny).

3.6.1.2. Koricowa identyfikacja paleczek E. coli

W celu koacowej diagnostyki i potwierdzenia obecnosci paleczek E. coli wykony-
wano test polegajacy na wykrywaniu obecnosci dekarboksylazy kwasu glutaminowego.

W badaniu wykorzystano zdolnosé wytwarzania 1+dekarboksylazy kwasu gluta-
minowego przez E. coli [Schubert i wsp. 1988]. Kazdorazowo préby wykonywano w 3
powtérzeniach. Do serologicznych probowek, zawierajacych 0,2 ml toluenu przenoszo-
no czyste kultury kolonii bakteryjnych nie w petni zidentyfikowanych w dotychczaso-
wych badaniach. Dokladnie wcierano je w $cianki probéwki, tuz nad warstwa toluenu.
Préby wstrzasano, odwirowywano i odciagano supernatant. Natomiast do osadu zawie-
rajacego roztarta mase bakteryjng dodawano zakwaszonej wody destylowanej (pH 4.,9)
i wysycone kwasem glutaminowym krazki bibutowe (krazki bibutowe Becton-
Dickinson, art. nr 095354). Préby po zmieszaniu inkubowano przez 30 minut w tempe-
raturze 37°C, a nastepnie dodawano indykator zieled bromokrezolowsg. Obecnosé¢
E. coli byta potwierdzana zmiana barwy na niebieska lub zielonkawoniebieska. Nega-
tywne proby przyjmowaty kolor zolty lub zielonozolty. Jednoczesnie przygotowywano
3 proby kontrolne pozytywne (z koloniami E. coli) i 3 proby negatywne (bez masy
bakteryjnej).

Ostatnim etapem cyklu identyfikacji bylo potwierdzenie fekalnego pochodzenia
pateczek E. coli. W tym celu badano zdolno$¢ rozkiadu laktozy przez wyhodowane
E. coli do kwasu z wydzieleniem gazu (44°C przez 48 godzin). Pozytywna reakcja po-
legata na zmianie zabarwienia bulionu laktozowego (DEV-Lactose-Bouillon Merck, art.
nr 10689) na kolor 26lty oraz obecnosei gazu w rurce Durhama.

3.6.2. Oznaczenie iloSciowe Streptokokéw grupy D w glebie
3.6.2.1. Hodowla na podioiach plynnych i stalych

Nawazki gleby do badan i rzedy rozcienczen przygotowano analogicznie jak
w przypadku oznaczania E. coli. Dla selektywnego wzrostu fekalnych streptokokow
wykorzystano podtoze plynne z glukoza i azydkiem (Azid-Glucose-Bouillon, Merck,
art. ar 1590). Préby inkubowano przez 48 godzin w temperaturze 37°C. Na obecnosé
badanych bakterii wskazywalo zmetnienie podtoza, natomiast jego brak byt wynikiem
negatywnym. 7 préb pozytywnych przesiewano materiat na podtoze state, tj. agar
z kanamycyna, eskuling i azydkiem (Kanamycin-Asculin-Azid-Agar, Merck, art. nr 5222)
i poddawano inkubacji (37°C przez 48 godzin). Streptokoki katowe rosty w postaci
drobnych kolonii wokot ktorych pojawiato sie ciemno zabarwione podioze. Do korico-
wej identyfikacji Streptokokow grupy D zastosowano test serologiczny (Phadebact
Strep D Test Karo Bio Diagnostics AB, Huddinge, Sweden), przeprowadzajac na czys-
tych kulturach odezyn aglutynacji.
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3.6.3. Oznaczanie iloSciowe paleczek Salmonella w glebie

3.6.3.1, Namnazanie na podtozach plynnych i stalych

W procesie izolacji drobnoustrojoéw z rodzaju Sa/monella wykorzystano w wymie-
nionej kolejnodci nastgpujace podioza namnazajace: 1% woda peptonowa (Pepton-
Wasser (gepuffert), Merck, art. nr 7228) (inkubacja 24 godziny w 37°C) oraz selektyw-
nie namnazajace podioze plynne wedlug Rappaporta (Salmonella — Anreicherungs-
bouillon nach Rappaport, Merck, art. nr 10236), na ktére przenoszono z kazdej probow-
ki 0,1 ml materialu z pierwszego podtoza (43°C przez 24 i 48 godzin).

W dalszej kolejnosci materiat przesiewano na selektywne podloze agarowe BPLA
wedtug Kaufmanna (BPL-Agar nach Kaufinann, Merck, art. nr 7236) (24 godziny
37°C).

Drobnoustroje rosty w postaci bladorézowych kolonii wokot ktorych nastepowato
charakterystyczne zabarwienie agaru na rézowo. Koficowa identyfikacja polegata na
zastosowaniu testow serologicznych — surowicy poliwalentnej HM.

3.7, Szezepy wirusow i hodowle komorkowe

Do badan uzyto wirusa z rodziny Enferoviridae — enterowirusa bydia szczepu
LCR-4 (z kolekeji Instytutu Higieny Zwierzat Uniwersytetu Hohenheim — Niemcy).
Enterowirus bydla namnazano na linii komorkowej MDBK (Madin and Darby Bovin
Kidney), stosujac plyn utrzymujacy Eagle’a bez surowicy z dodatkiem antybiotykow
(penicylina, streptomycyna, mykostatyna). Komorki linii MDBK, namnozone w butel-
kach Roux, zakazano szczepem LCR-4 w dawce 2-4 TCIDsp na jedna komorke.
Po 3-krotnym zamrazaniu i rozmrazaniu hodowli, a nastgpnie wirowaniu, uzyskano
pule wirusa o mianie okoto 107" TCIDsy 1 ml™. Przygotowane wirusy przechowywano
w zamrozeniu (temperaturze okoto ~20°C) i uzyto jako szczepdw wyjsciowych do
badaf.

3.8. Roztwory do elucji wirusow

Opierajac sie na wynikach badan Hursta i Gerby [1979] oraz Jarzabka i wsp.
[1995] w badaniach wiasnych do elucji wiruséw wykorzystano 10% surowice ptodowa
bydla (firmy Sigma) o pH 10,5.

3.9. Ustalenie warunkéw adsorpeji i elucji wiruséw z poszczegdlnych
poziomow genetycznych badanych gleb

Enterowirus bydta (miano 1070 T CIDsy'ml™") rozeienczono w stosunku 1:2 w wo-
dzie bidestylowanej i gnojowicy. W celu zaadsorbowania wiruséw na czastkach stalych
rozeieficzalnikéw proby inkubowano przez godzing w temperaturze pokojowej. Nastgp-
nie tak przygotowana zawiesing wirusow wprowadzono do plastikowych szczelnie
zamykanych naczyniek zawierajacych 5 g wysuszonych prob gleb. Do préb gleby czar-
nej ziemi (B3, B4) i czarnej ziemi zbrunatniatej (C5, C6, C7) wprowadzono po 1,2 ml
zawiesiny wiruséw, a do préb gleby bielicowej (Al i A2) — po 0,85 ml. Pozwolito to na
uzyskiwano 60% wysycenia pojemnosci wodnej badanych gleb. Dawka wirusa szczepu
LCR-4 w przeliczeniu na | g gleby wynosita okoto 1,2 - 10%° TCIDsp. Przygotowano
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takze proby kontrolne: 1,2 lub 0,85 ml odpowiednio rozcienczonego wirusa uzupetnia-
no woda bidestylowana i gnojowica do objetosci 5 ml.

Proby zamrazano (~70°C) po jednogodzinnej inkubacji w temperaturze 4°C.
Po rozmroZeniu poddano je dziataniv roztworéw eluujacych (objeto$¢ 20 ml), natomiast
w prébach kontrolnych uzyto 20 ml wody bidestylowanej. W celu elucji wiruséw proby
wytrzasano przez 10 minut, a nastepnie wirowano przez 10 minut (3000 obrotdw na
minute). Supernatant przenoszono do probowek, doprowadzano do pH 7 i zamrozono
do czasu oznaczenia miana wiruséw w HK.

Jednoczesnie przeprowadzono badania majace na celu okreslenie wptywu czynni-
kéw dodwiadezalnych (gnojowicy i eluatéw glebowych) na obecno$¢ czynnikdw repli-
kujacych w stosunku do uzywanych linii komérkowych, a takze na wywolywanie przez
te czynniki efektu cytotoksycznego.

3.10. Oznaczanie miana wirusow

Badania miana wiruséw wykonano na liniach komorkowych MDBK metodg mi-
kroptytkowa. Zawiesiny szczepéw w roztworze eluujacym rozcieficzano w plynie
utrzymujacym Eagle’a w postepie logarytmicznym (od 10™ do 107%). Do 4 dotkéw
w mikroptytkach dodawano po 0,05 ml odpowiednio rozcieficzonej zawiesiny wirusa,
po 0,05 ml plynu utrzymujacego oraz po 0,1 ml zawiesiny komérek MDBK do ozna-
czenia miana szczepu LCR-4 (8000 komérek w 0,1 ml). Mikroplytki inkubowano
w cieplarce CO, w 37°C. Zakazone hodowle ogladano 4. i 5. dnia w mikroskopie od-
wréconym. Miana obliczono metoda Kérbera i przedstawiono jako TCIDsg ‘ml"* konco-
wej objetosei roztworéw eluujacych [WHO EPL, 1990].

3.11. Oznaczanie przezywalnosci enterowirusa bydla w badanych rodza-
jach gleb z dodatkiem gnojowicy bydlgcej

W szczelnie zamykanych plastikowych pojemnikach umieszczano, uprzednio wy-
suszone i przesiane przez sito nawazki badanych gleb (5 g). Nastepnie, w zaleznosci od
typu gleby, dodawano 1,2 ml lub 0,85 ml zawiesiny wiruséw w gnojowicy, uzyskujac
60% zawarto$¢ wody w probkach gleby. Zamkniete pojemniki przechowywano w tem-
peraturze 4°C i 20°C. Miano enterowirusa bydla w probie przechowywanej w 20°C
badano w dniach ,,0” oraz 7, 21, 35, 49, natomiast w 4°C w czasie ,,0” i po 7,21, 42,70,
135 dniach. Wirus eluowano z gleby 10% surowica ptodowa, a eluaty do chwili ozna-
czania miana zamrazano w temperaturze —~70°C. Technika oznaczania miana wirusa
przebiegata identycznie jak w punikcie 3.10.

3.12. Obliczenia statystyczne

Wyniki badan przezywalnosci enterowirusow, bakterii wskaznikowych w glebach
i poszezegélnych nognikach poddano analizie statystycznej. Przeprowadzono podsta-
wowe analizy oparte na zmianach w czasie ilodci badanych drobnoustrojow w glebie,
gnojowicy, wodzie. Wzor opisujacy te zmiany mial postac:



log(W)y=a-t+b

gdzie:
N-—  liczba mikroorganizméw w danym czasie w probie gleby, wody, gnojowicy,
t — czas w tygodniach,
a— wspdlezynnik kierunkowy odpowiadajacy $redniej zmianie liczby wirusow,
bakterii wskaznikowych w postaci log na jeden tydzien,
b~ wyraz wolny odpowiadajacy teoretycznej wartosci liczby wirusow, bakterii
wskaZnikowych odzyskiwanych z danego ukladu w czasie ,,zero”.

Parametr log (N) okreslat czas, po ktorym liczba badanych drobnoustrojéw w ana-
lizowanym $rodowisku osiagnie poziom 1.

Na podstawie przebiegu prostych regresji ustalono teoretyczny czas przezycia wi-
ruséw bakterii wskaznikowych w wodzie, gnojowicy i poszezegblinych glebach, biorac
pod uwage teoretyczng warto$é miana drobnoustrojéw odzyskiwanych w czasie ,,0”
oraz tygodniowe tempo inaktywacji w danym uktadzie. Znamienno$¢ réznic czasu
przezycia enterowirusoéw w poszczegolnych srodowiskach okre$lono testem t-Studenta
przy poziomie istotnodci p < 0,05. Obliczono ponadto wspotczynniki korelacji dla
wszystkich rownan oraz odchylenie standardowe wyniku pomiarow od prostej przed-
stawiajgcej rownanie korelacji.



4. WYNIKI BADAN
4.1. Charakterystyka gleb obiektéw badawczych

Obiekt I (gleba A1 i AZ)

W I obiekcie badawczym wystgpowaly gleby bielicowe przeksztalcone uprawa
polowa (profil A). Potozenie odkrywki, z ktérej pobrano préby bylo plaskie na niewiel-
kim wzniesieniu. Grunt ten stanowil take, ale wezesniej byl uzytkowany jako grunt
orny. W obrebie tej gleby wyrézniono dwie warstwy:
~ poziom préchniczny (Al) — w warstwie powierzchniowej (0-5 cm) wytworzony
z piasku luznego o barwie jasnobrunatnej, ukfad pulchny, struktura gruzetkowata
stabo wyksztalcona do ziarnistej. Poziom prochniczy 5-30 ¢cm wytworzony uprawg
mechaniczna, barwy jasnobrunatnej, o ziarnistej strukturze,

— skala macierzysta (A2) — ponizej 30 cm zbudowana z piasku luznego, barwy jasno-
zoltej z pionowymi rdzawymi zaciekami oraz ziarnistej strukturze.

Byla to gleba jednorodna pod wzgledem skladu granulometrycznego i wytworzona
z piaskow luznych. Zawartoé¢ frakcji sptawialnych (< 0,02 mm) wahala sie w zakresie
od 4 do 5% (tab. 1). Profil gleby zbudowany byt gléwnie z piaskow kwarcowych i pytu
grubego o bardzo niskich zdolnosciach sorpcyjnych, bowiem pojemnos¢ sorpcyjna
kationdow w poziomie prochnicznym (A1) wynosita 7 me-100 g, a ponizej tylko
2,92 me 100 g' (tab. 2). Cechq charakterystyczng gleby bielicowej byla bardzo mata
zawarto$¢ materii organicznej — 1,7%. Poziom prochniczny posiadal odezyn lekko kwa-
$ny, glebiej kwasny (tab. ). Zardwno w warstwie prochnicznej, jak i skale macierzystej
obserwowano niska zawarto$é makro- i mikroelementéw (tab. 3). Gesto$é objetosciowa
sleby biclicowej w warstwie prochnicznej wynosita 1,52 g-em™. Byt wiec to profil
gleby lekkiej o dobrych wiasciwosciach drenazowych ze wzgledu na duza ilogé makro-
porow (tab. 4).

Obicekt 11 (gleba B3 i B4)

W I obiekcie badawczym wystepowaty gleby zaliczane do czarnych ziem (gleba

B). Odkrywka, z ktérej pobrano glebg do badan polozona byla ptasko w nieznacznym

obnizeniu, a grunt uzytkowano jako pastwisko. Podobnie, jak w glebie bielicowej,

w czarnej ziemi wystgpowaty dwie warstwy genetyczne:

— poziom prochniczny (B3) — w warstwie powierzchniowej (0-5 cm) wytworzony
z piasku gliniastego lekkiego. Barwa czarna, struktura gruzelkowata, uklad luzny.
W warstwie nieco glebszej préchnicy (5-45 cm) stwierdzano podobna barwe
i znaczna zawarto$¢ materii organicznej, jednak uklad gleby byt zbity, struktura ma-
sywna, porowato$¢ zblizona do teksturalnej, nieliczne pionowe ciagle makropory,

- skala macierzysta (B4) — ponizej 45 cm glina $rednia, barwa szara, oglejenie
$wiadczace o oktesowym wysokim poziomie wody gruntowej. Struktura masywna
lub orzechowata stabo wyksztatcona, uklad zwiezly. Dosé liczne pionowe kanaliki
po dzdzownicach i liczne kanaliki o érednicy < 1 mm po korzeniach.
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Byta to gleba o skladzie granulometrycznym piasku gliniastego mocnego na
podtozu gliny $redniej. Poziom préchaiczny zawieral 13% frakeji sptawialnych i 5%
frakeji kol oidalnych (< 0,002 mm) (tab. 1). Gleba ta cechowata si¢ znaczng zawartoscia
materii owamcznej (7,9%). Stad posiadata wysokq pojemnodé wymlenm kationow
26,28 me 100 g gleby w warstwie prochmczneJ i 30,64 me-100 g'' glebiej (tab. 2).
Odczyn (w KCI) badanej gleby w poziomie prochnicznym wynosit 7,6, za$ glebiej
stwierdzono odczyn zasadowy w zwiazku z wystepowaniem duzej ilosci weglanow
(tab. 1). W poréwnaniu z glebg bielicowa czarna ziemia zawierata znacznie wiecej
makro- i mikroelementéw (tab. 3). Zwlaszcza w skale macierzystej stwierdzono duza
obecnos$¢ wapnia (5,04% a.s.m.), magnezu (1,26% a.s.m.) oraz zelaza (1,19% a.s.m.).
Gestos¢ objetosciowa wzrastaka wraz z glebokoscia pobierania prob i wahata sig
w zakresie od 1,42 do 1,66 g-cm™ (tab. 4). Gleba ta zawicrala znacznie mniej makropo-
réw w poréwnaniu z bielicowa (tab. 4), co znacznie pogarszato warunki drenazowe.

Obiekt I (C5, C6 1 C7)

W III obiekcie badawczym wystepowaly gleby zaliczane do czarnych ziem zdegra-
dowanych zbrunatniatych (czarne ziemie kujawskie) — profil C. Uzytkowane jako taka,
potozone byly ptasko. Czara ziemia zbrunatniata obejmowata trzy warstwy genetyczne:
— poziom préchniczny (C5) — o migzszosci od 0 do 40 cm, wytworzony byl z gliny

lekkiej, barwa ciemno-szara, cechowatl si¢ gruzetkowata, stabo wyksztalcong struk-
tura, tworzyt uktad pulchno-zbity z matq iloscia pionowych ciaglych makroporéw,

- poziom brunatnienia (C6) — mieszczacy sie w zakresie gtebokosci od 40 do 60 cm,
wytworzony z gliny lekkiej na granicy ze §rednia, o barwie brunatnej, orzechowatej
stabo wyksztalconej strukturze z do$¢ Heznymi pionowymi kanaliki po dzdzowni-
cach i korzeniach roslin,

— skala macierzysta (C7) — ponizej 60 cm glina $redaia, barwa szaro-zéhobrunatna
z naciekami CaCOj; liczne drobne < | mm $rednicy kanaliki po korzeniach.

Byla to gleba o skladzie granulometrycznym gliny lekkiej na podtozu gliny $red-
niej. Poziom préchniczny zawierat 26% frakcji splawialnych i 12% koloidalnych
(tab. 1). Pojemno$¢ wymienna kationow w tym poziomie byta posnednn (w porownaniu
z wezesniej omdwionymi glebami) i wynosita 16,38 me-100 g ! (tab. 2). Podobnie byto

z zawartoéciq materii organicznej ksztaltujaca sie na poziomie 3,5%. Warto$¢ odczynu
w warstwie préchnicznej (w KC1) wynosita 7,2, glebiej odczyn zasadowy (tab. [). Sktad
chemiczny poszezegolnych poziomow genetycznych czarnej ziemi zbrunatniatej byt
zroznicowany i zdecydowanie odbtegak od gleby bielicowej (tab. 3)

Gestod¢ objetosciowa wahata si¢ w zakresie 1,70-1,75 grom™ i byta wyzsza w po-
rownaniu z dotychczas omawianymi glebami. Niewatpliwie niska zawarto$¢ makropo-
rOw (tab. 4) w czarnej ziemi mogta ograniczy¢ warunki drenazowe.

4.1.1. Wyniki badan skladu frakeyjnego gleb

Wyniki badan sktadu frakcyjnego gleb przedstawiono w tabeli 5. Zawarto$¢ roz-
puszczalnego wegla organicznego (RWO) w analizowanych probkach gleb wahata sig
od 6,40% (czarna ziemia) do 8,13% (gleba bielicowa). Materia organiczna gleby bieli-
cowej byla bogatsza we [rakcje rozpuszczalng w pordéwnaniu z materia organiczng
czarnej ziemi i czarnej ziemi zbrunatnialej. Zawartosé wegla kwaséw huminowych oraz
fulwowych miescita sie w zakresie od 39,01 do 58,71%, przy czym wartoéé najnizsza
dotyczyla gleby bielicowej, za$ najwyzsza czarne] ziemi. Z kolei w czarnej ziemi zbru-
natniatej suma wspomnianych kwasow wynosita 54,60%.
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Tabela 5. Skiad frakcyjny gleb doswiadczalnych
Table 5. Fractions composition of investigated soils

. Roz- Wegiel kwasow . el
Cal‘kowuy puszezalny | huminowych kW le(el kW eBle
wegiel orga- el i fulwowyeh Wasow wasow
Typ alob niczny nglie g;ga Y fulwowych | huminowych Cord
yp giedy . ez Carbon of KH
., | Total organic \ Carbon of Carbonof |
Type of soil carbon Sgluble huxr‘uc apd fulvic acids | humic acids K
TOC organic carbon| fulvic acids (Ce) (Cxn)
M9 1 "RWO) | (CrutCue) e
okg! % TOC % TOC % TOC % TOC
Gleba bielicowa
Podzolic soil 3,6 8.13 39,01 20,20 18,80 0,93
(A1)
Bﬁf&i‘g\f{f‘(“gg) 84,7 6,40 58,71 16,77 41,94 | 2,50
Czarna ziemia
Bzrg‘“‘/‘;’e“é“éﬂzk 197 7.8 54,60 24,04 3056 | 1,27
earth (€9)

Najwyisza zawarto$¢ wegla kwasow huminowych oznaczano w probee KH (kwa-
s6w huminowych) czarnej ziemi, najnizsza w glebie bielicowej 18,8%, natomiast za-
wartod¢ kwasoéw fulwowych byta najnizsza w KH czarnej ziemi. Zréznicowane warto-
ci Cgy 1 Cyp oznaczen poszezegblnych gleb determinowaly warto$¢ stosunku wegla
kwaséw huminowych do kwasow fulwowych (Cxw/ Cyr) od 0,93 dla gleby bielicowsj
do 2,50 dla czarnej ziemi. Wskazuje to, iz materia organiczna czarnej ziemi jest bogalt-
sza w kwasy huminowe w poréwnaniu z pozostatymi glebami (tab. 5).

4.1.2. Analiza widm w podczerwieni (IR)

Widma w podczerwieni kwasow huminowych przedstawiono na rysunkach [-3.
Obserwowano szereg roznic, ktore przejawily sie w wystepowaniu oraz intensywnosci
pasm absorpcyjnych. Analizowano nastepujace charakterystyczne pasma:

3600-3200 cm™ — to szerokie pasmo odpowiadajace drganiom grup (-OH) w alkoho-
lach, fenolach, kwasach. We wszystkich preparatach KH badanych gleb stwierdzono
wystgpowanie tego pasma (rys. 1-3),

2960-2920 em™ — w zakresie tych liczb falowych wystepuje pasmo uwarunkowane
obecnoscia weglowodorow alifatycznych i pochodzacym od drgan wiazan C-H
(grup metylowych —CHj; i metylenowych =CH,). Pasmo to traktowane jest takze ja-
ko miara alifatycznodci kwaséw huminowych, W tym zakresie falowym najbardziej
intensywne pasmo stwierdzono dla preparatow KH z gleby bielicowej (rys. 1), za$
najmniej intensywne dla prob KH czarnej ziemi (rys. 2),

1720-1710 em™ — strefa adsorpcji w tym zakresie spowodowana jest obecnoscig grup
karboksylowych w kwasach i ketonach. W tym zakresie falowym najbardziej inten-
sywne pasmo stwierdzono dla KH z czarnej ziemi (rys. 2), mniejsze za§ w pozosta-
tych glebach (rys. 1 i3),

1670-1600 cm™ — zlozone pasmo zwiazane zaréwno z wystepowaniem w aminach
I-rzgdowych drgaf C=0O (1630-1680), jak i -NH (1610-1650). W tym zakresie fa-
lowym najmniej intensywne pasmo stwierdzono dla KH z czarnej ziemi (rys. 2),
w pozostatych glebach byty do siebie zblizone (rys. 1 i 3),
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1510 em™ ~ pasmo to determinowane obecnoscia drgan wigzan C=C w pierécieniu
aromatycznym byto najbardziej intensywne w KH z czarnej ziemi (rys. 2), zas
w pozostatych miato podobna intensywnosé (rys. 1 i 3).
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Rys. 1. Widma w podczerwieni kwaséw huminowych w prébach gleby bielicowej

Fig. 1. Infrared spectra of humic acids in samples of podzolic soil
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Rys. 2. Widma w podczerwieni kwaséw huminowych w probach czarnej ziemi

Fig. 2. Infrared spectra of humic acids in samples of black earth
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Rys. 3. Widma w podczerwieni kwasow huminowych w probach czarne] ziemi zbrunatniatej

Fig. 3. Infrared spectra of humic acids in samples of browned black earth

4.2. Badania gnojowicy

W przeprowadzonych badaniach no$nikiem bakterii wskaznikowych oraz entero-
wirusa bydla byta gnojowica bydleca. Sredni sklad chemiczny $ciekéw zwierzgcych

przedstawiono w tabeli 6. Badana gnojowica zawierata 61332 mg suchej masy w dm’

oraz 6232 mg azotu organicznego w dm’, Z kolei zawartos¢ fosforu i potasu wynosita
o =4 g

odpowiednio: 2171 i 1772 mg-dm™. W badanej gnojowicy nie wykryto kadmu, nato-
miast ilo§¢ pozostatych badanych metali byta niewielka. Odczyn wynosit 7,1 (tab. 6).

Tabela 6. Sklad chemiczny gnojowicy (wartosci srednie)
Table 6. Chemical composition of slurry (mean values)

Lp. Cechy Jednostki Gnojowica
Ordinal number Traits Units Slurry
| 2 3 4
L Zawartosé suchej masy, Dry malter content mg-dm 61332
2 Pozgst21l0§é po prajZeniu me- dm” 8740
Residue afier roasting
3 Straty po prazeniu, Losses after roasting mg-dnn” 52592
4 Zawarto$¢ azotu (N, ), Nitrogen content mg-dm’ 6232
3 Zawartos¢ tosforu, Phosphorus content mg-dm” 2171
6 Zawarto$¢ potasu, Potassium content mg-dm” 1772
7 Zawarto§é wapnia, Calcium content mg-dm™ 912
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cd. tabeli 6
Table 6 continued

1 2 3 4
Zawartos¢ metali, Metals content:
— Kadmu Cd, Cadmium Cd 0,0
8 — Otowiu Pb, Lead Pb mg-dm” 0,44
— Cynku Zn, Zinc Zn 0,50
— Miedzi Cu, Copper Cu 0,11
9 Odczyn pH, Reaction pH 7,1

4.3. Wyniki przezywalnosci bakterii wskaznikowych w badanych
srodowiskach

4.3.1. Przezywalnoéé bakterii wskaznikowych w gnojowicy i wodzie

Wyniki badaf zmian ilodciowych paciorkowcow grupy D, pateczek E. coli 1 pate-
czek Salmonella Dublin w gnojowicy i wodzie w temperaturze 4 i 20°C przedstawiono
na rysunkach 4-12. Wyniki analizy statystycznej zawiera natomiast tabela 7.

W temperaturze 4°C miano poczatkowe paciorkowcéw grupy D wynosilo
4,0 - 10" NPL-ml™" gnojowicy i obnizato si¢ do poziomu 3,0 - 10" NPL:mI™" w 21. tygo-
dniu doswiadczenia (rys. 4). Tempo eliminacji enterokokéw w gnojowicy wynosito
wedbug prostych regresji 0,34 log na tydziett (rys. 5). Wyliczony teoretyczny czas prze-
zycia paciorkowcdw w gnojowicy (4°C) ustalono na 23 tygodnie (tab. 7).

W temperaturze 20°C po dodaniu do gnojowicy zawiesiny paciorkowcow grupy D
ich liczba wynosita 6,3 - 10® NPL-ml™" (rys. 4). Liczba bakterii izolowanych w trakcie
do$wiadczenia stopniowo obnizata sie, podlegajac niewielkim wahaniom wynoszac
w 15. tygodniu badan 1,0 - 10> NPL-mi™. Analiza regresji wykazata, iz tempo eliminacji
bylo wyzsze w poréwnaniu z eliminacja w temperaturze 4°C i wynosito 0,42 log/ ty-
dziefi, za§ teoretyczny czas przezycia bakterii w gnojowicy wyliczono na 18 tygodni
(rys. 5, tab. 7).

Wyniki badan paleczek Escherichia coli ilustruje rysunek 6 i tabela 7. W badaniu
zetowym i w trzecim tygodniu do$wiadczenia ilo$é ich pozostawata prawie na nie
zmienionym poziomie (rys. 6). Nastepnie stwierdzano stopniowa eliminacj¢ bakterii
E. coli. W temperaturze 4°C w 15. tygodniu doswiadczenia wykrywano w gnojowicy
3,0 - 10° NPL-mI™" pateczek okreznicy, za$ w 21. tygodniu ich liczba obnizala sig
do poziomu 1,0 - 10' NPL-ml™ (rys. 6). Z kolei w prébach przechowywanych w tempe-
raturze 20°C w ostatnim oznaczeniu (15 tydziet) izolowano pateczki £ coli w ilodci
(,2 - 10 NPL-ml". Tygodniowe tempo eliminacji pateczek okreznicy byto nieznacznie
wyZsze w poréwnaniu z eliminacja paciorkoweow grupy D i wynosito w temperaturze
4120°C odpowiednio 0,36 i 0,44 log (rys. 7). Teoretyczny czas przezycia, wyliczony na
podstawie prostych regresji wynosit 19 122 tygodnie (tab. 7).
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Rys. 4.
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Number of group D streptococei in investigated slurry expressed in log MPN-ml™ at the
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Regression lines for survival of group D streptococci in water and slurry at the tempe-
rature of 4 and 20°C
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Rys. 6. Liczba pateczek E. coli w badanej gnojowicy wyrazona w log NPL-ml™ w temperaturze
4 120°C w czasie trwania doswiadczenia
Fig. 6. Number of E. coli in investigated slurry expressed in log MPN-ml™ at the temperature
of 4 and 20°C during the experiment
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Rys. 7. Proste regresji przczywalnodci pateczek E. coli w wodzic i gnojowicy w tempceraturze 4
i20°C
Fig. 7. Regression lines for survival of £. coli in water and slurty at the temperalure of 4 and 20°C

Najszybciej z badanej gnojowicy eliminowane byty palcczki Salmonella Dublin.
W prébach utrzymywanych w temperaturze 4, jak i 20°C juz w trzecim tygodniu do-
$wiadczenia stwierdzono Ldecyclowcmy spadek liczby tych bakterii (ry% 8). W oshtmm
pobraniu izolowano 1,0 - 10" NPL-ml™" w temperaturze 4°C i 1,2 - (0" NPL-ml™ w tem-
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peraturze 20°C. Analiza statystyczna wykazata, ze w ciagu kazdego tygodnia populacja
pateczek Salmonella maleje o 0,38 log w temperaturze 4°C i 0,50 log w temperaturze
20°C (rys. 9). Stad tez teoretyczny czas przezycia bakterii wyliczony z analizy staty-
stycznej wynosit odpowiednio 16 i 21 tygodni (tab. 7).
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Rys. 8. Liczba paleczek Salmonella Dublin w badanej gnojowicy wyrazona w log NPL-ml™
w temperaturze 4 1 20°C w czasie trwania doswiadczenia

Fig. 8. Number of Sa/monella Dublin in investigated slurry expressed in log MPN-ml™ at the
temperature of 4 and 20°C during the experiment
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Rys. 9. Proste regresji przezywalnodei pateczek Salmonella Dublin w wodzie i gnojowicy
w temperaturze 4 1 20°C

ig. 9. Regression lines for sutvival of Salmonella Dublin in water and slurry at the temperature
of 4 and 20°C
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Tabela 7. Wspolczynnik regresji charakteryzujacy dynamike inaktywacji bakterii
wskaznikowych w wodzie i gnojowicy w temperaturze 4°C i 20°C

Table 7. Regression coefficient of the inactivation rate of indicator bacteria in water
and slurry at the temperature of 4°C and 20°C

Maksymalny

Srodowisko Temperatura Wspélczynnik A* | Wspélezynnik B##* Czas przezycia

. Temperature g - w tygodniach

Medium > Coefficient A Coefticient B . .
(&8 Maximum time of
survival in weeks
Pacjorkowce grupy D
Woda 20 -0,19+0,05 7,30+0,47 38
Water 4 -0,10+0,02 7,83+0,30 78
Gnojowica 20 —0,42+0,10 7,78+0,87 18
Slurry 4 ~0,34+0,05 7,76+0,62 23
Escherichia coli
Woda 20 —0,24+0,05 8,67+0,48 36
Water 4 —0,12+0,03 8,39+0,39 70
Gnojowica 20 —0,44+0, 10 8,59+0,94 19
Slurry 4 —0,36+0,05 7,99+0,68 22
Salmonelia Dublin

Woda 20 ~0,28+0,07 7,90+0,66 28
Water 4 —0,1740,04 7,34+0,46 43
Gnojowica 20 -0,50+0,09 7,97+0,90 16
Slurry 4 ~0,38+0,05 7,92+0,64 21

* wspolezynnik regresji odpowiadajacy $redniemu spadkowi liczby bakterii (w log) w okresie
jednego tygodnia,
regression coefficient corresponding with mean drop of bacteria number (in log) during one
wecek,

#* teorctyczna liczba bakierii odzyskiwanych z danego uktadu w czasie ,,07,
theoretical number of bacteria recovered from a given system in ,,0” time.

Przedledzono takze zachowanie bakterii wskaznikowych w wodzie (rys. [0-12).
Srodowisko to zdecydowanie bardziej sprzyjato bytowaniu badanych bakterii w potdw-
naniu z gnojowica. /

W temperaturze 4°C liczba enterokokéw obnizata si¢ bardzo wolno i w 21. tygo-
dniu doswiadczenia izolowano je w ilosci 1,5 - L0’ NPL-ml™ (rys. 10). Z kolei w tempe-
raturze 20°C spadek ich byl szybszy, bowiem juz w 5. tygodniu badan izolowano je
w ilosci 1,0 - 10° NPL-ml™". Tygodniowe tempo eliminacji ustalone na podstawie pro-
stych regresji wynosito 0,10 log (4°C) 10,19 log (20°C) (rys. 5). Stad teoretyczny czas
przezycia paciorkowcéw grupy D w wodzie, ustalony na podstawie analizy regresji, byt
dhugi i wynosit odpowiednio 78 i 38 tygodni (tab. 7).

Réwnie wolno nastepowalo zmnigjszanie populacji pateczek E. coli w wodzie ska-
zonej zawiesina bakterii. Obserwowano spadek liczby pateczek z 1,2 - 10%do 1,2 - 10°
NPLml" (w temperaturze 4°C) w 21. tygodniu do$wiadczenia i do 2,0 - 10> NPL-ml"
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(w temperaturze 20°C) w 15. tygodniu badan (rys. 11). Analiza regresji wykazata, ze
w ciagu tygodnia liczba E. coli obnizata sie o 0,12 log (4°C) i 0,24 log (20°C) (rys. 7).
Wyliczony z prostych regresji teorelyczny czas przezycia E. coli w wodzie wynosit
odpowiednio okoto 70 oraz 36 tygodni i byt krotszy w poréwnaniu z przezywalnoscia
paciorkowcdw w wodzie (tab. 7).

1

(E4°C 1
1

log NPL-mI"’; log MPN-ml™*
S = N W R N ) RO

0 3 6 9 12 15 18 21

czas, tygodnie; time, wecks

Rys. 10. Liczba paciorkoweow grupy D w badanej wodzic wyrazona w log NPL- mi™! w tempe-
raturze 4 1 20°C w czasie frwania do$wiadczenia

Fig. 10. Number of group D streplococei in investigated water expressed in log MPN- ml™! at the
temperature of 4 and 20°C during the experiment
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Rys. Il. Liczba pateczek E£. coli w badane] wodzie wyrazona w Jog NPL-ml! w temperaturze

4120°C w czasie trwania doswiadczenia

Number of E. coli in investigated water expressed in log MPN'ml™ at the temperature
of 4 and 20°C during the experiment

Fig. 11.
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Rys. 12. Liczba paleczek Salmonella Dublin w badanej wodzie wyrazona w log NPL'ml”!
w temperaturze 4 { 20°C w czasie trwania do$wiadczenia

Fig. 12. Number of Salmonella Dublin in investigated water expressed in log MPN-ml™" at the
temperature of 4 and 20°C during the experiment

Badania kinetyki inaktywacji pateczek Salmonella Dublin wykazaly, ze podobnie
jak w gnojowicy, réwniez w wodzie podlegaly one najszybszej eliminacji (rys. [2).
W temperaturze 4°C dopiero od 12 tygodnia doswiadczenia nastapit systematyczny,
szybki spadek liczby bakterii do wartosci 1,0 - 10* NPL-m[" wody w ostatnim tygodniu
badan (21 tydzien). Tygodniowe tempo redukcji liczby bakterii przyjmowalo warto$é
0,17 log, za$ teoretyczny czas przezycia S. Dublin wynosit okolo 43 tygodnie (tab. 7
i rys. 9). Z kolei w temperaturze 20°C juz w trzecim tygodniu doswiadczenia stwier-
dzono wyrazne obnizenie liczby bakterii w poréwnaniu z pobraniem zerowym (rys. {2).
Natomiast w ostatnim badaniu (15 tydzien) izolowano 1,0 - 10* NPL'ml" pateczek
Salmonella. Z analizy prostych regresji wynika, Ze tygodniowe tempo eliminacji bada-
nych bakterii w wodzie wynosito 0,28 log, a teoretyczny czas przezycia okoto 28 tygo-
dni (tab. 7).

4.3.2. Wyniki badan przezywalnosci bakterii wskaznikowych w glebach

4.3.2.1. Gleba bielicowa (A1 iA2)

Wyniki zmian ilo§ciowych oraz tempa eliminacji badanych bakterii wskazniko-
wych w warstwie prochnicznej i skale macierzystej gleby bielicowej przedstawiono
w tabeli 8 i na rysunkach {3-21,

W warstwie prochnicznej gleby bielicowej (A1), przechowywane] w temperaturze
4°C, liczba paciorkowcow grupy D wynosita poczgtkowo 3,0 - 107 NPL-g" gleby
(rys. 13). W kolejnych badaniach (po 3 i 6 tygodniach) liczba bakterii nieco wzrastala,
a nastepnie stopniowo si¢ obnizata do wartodci 3,2 - 10° NPL-g"' gleby. Wedtug analizy
regresji liczba paciotkowcédw grupy D wyrazona w log malata w ciagu tygodnia o 0,16
log (rys. 14), a wyliczony teoretyczny czas przezycia (przy zachowaniu niezmienionych
warunkéw) wynosil okoto 50 tygodni (tab. 8). W temperaturze 20°C obserwowano
nieznacznie szybszy spadek liczby badanych bakterii, poczawszy od trzeciego tygodnia
doswiadczenia (rys. 13). Z prostej regresji wynika, ze tygodniowe tempo eliminacji
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wynosito 0,28 log (rys. 14), za§ wyliczony teoretyczay czas przezycia paciorkowcow
erupy D w badanej glebie okoto 29 tygodni (tab. 8).

Tabela 8. Wspolczynnik regresji charakteryzujacy dynamike inaktywacji bakterii
wskaznikowych w glebie bielicowej i czarnej ziemi w temperaturze 4 1 20°C

Table 8. Regression coefficient of the inactivation rate of indicator bacteria in
podzolic soil and black earth at the temperature of 4 and 20°C

Maksymalny

. . Temperatura | Wspdtezynnik | Wspotezynnik czas przezycia

Sg&izmﬁ ° Temperature A* B w tygodniach

(°0) Coefficient A Coefficient B Maximum time of
survival in weeks
Paciorkowce grupy D
Gleba Al i gnojowica 20 ~0,28+0,08 7,99+0,74 29
Soil Al and slurry 4 —0,16+0,04 8,07+0,47 50
Gleba A2 i gnojowica 20 -0,33+0,08 8,35+0,77 25
Soil A2 and sturry 4 ~0,22:+0,04 7,77%0,49 35
Gleba B3 i gnojowica 20 ~0,23+0,05 8,80+0,47 38
Soil B3 and slurry 4 -0,11+0,01 8,80£0,22 80
Gleba B4 i gnojowica 20 ~0,27+0,06 8,78+0,59 33
Soil B4 and slurry 4 —0,16+0,04 8,23%0,51 51
Fscherichia coli
Gleba Al i gnojowica 20 ~0,3120,08 7,28+0,71 23
Soil Al and slurry 4 —0,20+0,05 8,25+0,56 41
Gleba A2 i gnojowica 20 —0,35+0,04 7,33%0,38 21
Soil A2 and slurry 4 —0,23+0,04 8,64+0,50 38
Gleba B3 i gnojowica 20 —-0,28+0,07 7,84+0,64 28
Soil B3 and slurry 4 —0),16:0,04 7,84+0.48 49
Gleba B4 i gnojowica 20 ~0,33+0,01 7,11+0,10 22
Soil B4 and slurry 4 —0,20+0,03 7,54::0,44 38
Salmonella Dublin

Gleba Al i gnojowica 20 -0,37+0,08 7,56+0,69 21
Soil Al and slurry 4 —0,26+0,04 8,37%0,57 32
Gleba A2 i gnojowica 20 -0,37+0,07 7,72+0,68 21
Soil A2 and slurry 4 —-0,30+0,04 8,48+0,45 28
Gleba B3 1 gnojowica 20 -0,33+0,08 7,595+0,68 23
Soil B3 and slurry 4 ~0,23+0,04 7,59+0.49 33
Gleba B4 i gnojowica 20 —0,38+0,06 8,21%0,50 22
Soil B4 and slurry 4 —0,28+0,06 8,40+0,70 30

* wspolezynnik regresji odpowiadajacy $redniemu spadkowi liczby bakterii (w log) w ciagu

jednego tygodnia,

regression coetlicient corresponding with mean drop of bacteria number (in log) during one week,
#* teoretyczna liczba bakterii odzyskiwanych z danego ukladu w czasie ,,07,

theoretical number of bacteria recovered from a given system in ,,0” time,
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W skale macierzystej gleby bielicowe] liczba omawianych bakterii wykazywala
w trakcie badan tendencje spadkowa, jakkolwiek obserwowano nieznaczny wzrost ich
liczby w 6. tygodniu badan zaréwno w temperaturze 4, jak 120°C (rys. 15). Tygodniowy
ubytek liczby obserwowanej populacji wynosit 0,22 log (4°C) oraz 0,33 log (20°C)
(rys. 14). Z kolei wyliczony z analizy statystycznej teoretyczny czas przezycia tych bakte-
rii w skale macierzystej gleby bielicowej ustalono na okoto 35 125 tygodni (tab. 8).
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Rys. 15. Liczba paciorkowcow grupy D wyrazona w log NPL-g? gleby w probach ze skaly
macierzystej gleby bielicowsj przechowywanych w lemperaturze 4 i 20°C w czasie
trwania doswiadczenia

Fig. 15. Number of group D streptococei expressed in log MPN-g™' of soil in samples from parent
rock of podzolic soil stored at the temperature of 4 and 20°C during the experiment
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Rys. 6. Li?zbn pﬂkc.cz?k L. c.*oli wyrazona w log NPL-g™! gleby w prébach z warstwy prochnicz-
1}(:_]' gleby biclicowej przechowywanych w temperaturze 4 { 20°C w czasie trwania do-
$wiadczenia

I'ig. 16.

Nulhbq of.E‘ coli expressed in log MPN-g™" of soil in samples from humus layer of
podzolic soil stored at the temperature of 4 and 20°C during the experiment
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7. przeprowadzonych badat wynika, ze redukcja liczby £. coli z gleby bielicowej
nastgpowata nieco szybciej niz paciorkowcow grupy D (rys. 16). W warstwie préch-
nicznej w temperaturze 4°C miano poczatkowe (po dodaniu do gleby zawiesiny bakterii
wskaznikowe]) przyjmowato wartos¢ 6,5 - 107 NPL-g™ gleby i obnizato si¢ do poziomu
4,5 - 10* NPL-g"' gleby w 21. tygodniu doswiadczenia. Tygodniowe tempo eliminacji
E. coli z warstwy prochniczne] gleby bielicowej wynosito 0,20 log (rys. 17) i byto nieco
wyzsze w porownaniu z wyliczonym dla paciorkowcow grupy D. Z prostej regresji
wynika, ze pateczki okreznicy, przy utrzymaniu warunkéw doswiadczalnych, zacho-
walyby zywotno$é¢ populacji przez 41 tygodni (tab. 8). W temperaturze 20°C tendencja
spadkowa E. coli zaznaczylta si¢ juz w 3. tygodniu doswiadczenia (rys. 16), za$ w 5.
tygodniu badan izolowano z | g gleby 8,0 - 10° NPL pafeczek okreznicy. Analiza staty-
styczna wykazata, iz tygodniowe tempo redukeji liczby tych bakterii wynosi 0,31 log
(rys. 17), za$ teoretyczny czas przezycia okoto 23 tygodnie (tab. 8).
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Rys. 17. Proste regresji przezywalnodcei pateczek E. coli w probach gleby z warstwy prochnicz-
nej i skaly macierzystej gleby bielicowej przechowywanych w temperaturze 4 1 20°C

Fig. 17. Regression lines for survival of £ coli in soil samples from humus layer and parent
rock of podzolic soil stored at the temperature of 4 and 20°C

Podobnie jak paciorkowce grupy D, réwniez pateczki okreznicy podlegaly szyb-
szej eliminacji w probach gleby pochodzacych ze skaly macierzystej (rys. 18). W tem-
peraturze 4°C wykrywano pateczeki okrgznicy w liczbie 3,0 - 107 NPL-g" gleby w 21,
tygodniu badaf, zas w temperaturze 20°C juz w (5. tygodniu izolowano 3,2 - 10? NPLg!
gleby. Tygodniowe tempo redulcji liczby pateczek £. coli wynosito w temperaturze
4°C { 20°C odpowiednio 0,23 log i 0,35 log (rys. 17), za$ teoretyczny czas przezycia
bakterii w badanym $rodowisku ustalono na okres 38 i 21 tygodni (tab. 8).
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Rys. 18. Liczba pateczek E. coli wyrazona w log NPL-g™! gleby w prébach ze skaty macierzy.stej
gleby bielicowej przechowywanych w temperaturze 4 1 20°C w czasie trwania doswiad-
czenia

Fig. 18. Number of £. coli expressed in log MPN-g"' of soil in samples from parent rock of
podzolic soil stored at the temperature of 4 and 20°C during the experiment

Badania wykazaly, ze w obu warstwach gleby bielicowej najszybciej eliminacji
podlegaty pateczki Salmonella Dublin. W warstwie prdchnicznej liczba pateczek
Salmonella w temperaturze 4°C obnizala sig z 5,0 - 10’ NPL-g”' gleby (préba zerowa)
do 2,0 - 10° NPL-g" gleby w 21. tygodniu badania (rys. 19).
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Rys. 19. Liczba paleczek Salmonella Dublin wyrazona w log NPL-g" gleby w probach z war-
stwy préchnicznej gleby biclicowej przechowywanych w temperaturze 4 i 20°C w cza-
sie trwania do$wiadczenia

Fig. 19. Number of Salmonella Dublin expressed in log MPN-g"! of soil in samples from humus
layer of podzolic soil stored at the temperature of 4 and 20°C during the experiment
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Ubytek populacji pateczek Salmonella, wedtug analizy regresji, wynosit w ciagu
tygodnia 0,26 log (rys. 20), za§ wyliczony teoretyczny czas przezycia ustalono na
32 tygodnie (tab. 8). W temperaturze 20°C juz w 15. tygodniu badaf liczba paleczek
Salmonella Dublin przyjmowata wartoéé 4,0 - 10' NPL-g"' gleby, przy zblizonej warto-
$ci poczatkowe] do notowanej w glebach przechowywanych w temperaturze 4°C.
Tygodniowa redukcja liczby badanych bakterii wynosita 0,37 log (rys. 20), za$ wyli-
czony z prostej regresji teoretyczny czas przezycia ustalono na 21 tygodni (tab. 8).

W skale macierzystej pateczki Salmonella Dublin zachowywaly sig nieco inaczej
niz pozostale bakterie wskaznikowe (rys. 21). W temperaturze 20°C obserwowano
identyczne tempo eliminacji (0,37 log/tydzien) jak w warstwie prochnicznej (rys. 20),
natomiast w temperaturze 4°C ich populacja, podobnie jak pozostatych badanych bakte-
rii, szybciej sie zmniejszala w probach gleby skaty macierzystej. Tygodniowe tempo
eliminacji bakterii z rodzaju Salmonella wynosito 0,30 log, za$ teoretyczny czas prze-
zycia wyliczono na okoto 28 tygodni (tab. 8).
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Rys. 20. Proste tegresji przezywalnodci pateczek Salmonella Dublin w probach gleby 7z warstwy
prochnicznej i skaty ‘macierzystej gleby bielicowe] przechowywanych w lemperalurze
4i20°C

Fig. 20. Regression lines for survival of Salmonella Dublin in soil samples frorm humus layer
and parent rock of podzolic soil stored at the temperature of 4 and 20°C
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Rys. 21. Liczba pateczek Salmonella Dublin wyrazona w log NPL-g"! gleby w probach ze skaty
macierzystej gleby bielicowej przechowywanych w temperaturze 4 i 20°C w czasie
trwania doswiadczenia

Fig. 21. Number of Sa/monella Dublin expressed in log MPN-g™! of soil in samples from parent
rock of podzolic soil stored at the temperature of 4 and 20°C during the experiment

4.3.2.2. Czarna ziemia (B3 i B4)

Wyniki badaf przezywalnosci badanych bakterii w obu warstwach genetycznych
czarngj ziemi oraz analizy regresji przedstawiono na rysunkach 22-30 i w tabeli 8.
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Rys. 22, Liczba paciorkowedw grupy D wyrazona w log NPL-g" gleby w prébach z warstwy
prochniczngj czarnej ziemi przechowywanych w temperaturze 4 1 20°C w czasie trwa-
nia dodwiadczenia

I'ig. 22, Number of group D streptococei expressed in log MPN-g”! of soil in samples from

humus layer of black carth stored at the temperature of 4 and 20°C during the experi-
ment
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W warstwie prochnicznej czarnej ziemi zaréwno w temperaturze 4, jak i 20°C
stwierdzono najwoliniejszy spadek liczby bakterii w calym okresie doswiadczenia.
Liczba paciorkowcow grupy D w tej glebie w temperaturze 4°C byta stabilna, bowiem
po 21 tygodniach spadta o 2,8 log i wynosita 1,0 - 10° NPL-g"' gleby. Z kolei w tempe-
raturze 20°C redukcja liczby paciorkowcéw nastgpowala nieco szybciej (rys. 22). Od-
zwierciedlaja to wyniki analizy statystycznej, za§ tygodniowe tempo eliminacji
w temperaturze 4 i 20°C byto najwolniejsze ze wszystkich badanych préb i wynosito
odpowiednio 0,111 0,23 log (rys. 23), a czas przezycia paciorkowcdw grupy D w war-
stwie préchnicznej czarnej ziemi byl najdhuzszy — okoto 80 (4°C) i 38 tygodni (20°C)
(tab. 8).

Podobng tendencje zaobserwowano w probach gleby ze skaly macierzystej czarnej
ziemi, jakkolwiek redukcja liczby bakterii byta nieco szybsza w poréwnaniu z warstwa
prochniczng (rys. 24). Liczba paciorkowcow grupy D w temperaturze 4°C obnizata sie
do wartosci 5,0 - 10° NPL-g™' gleby w 21. tygodniu do$wiadczenia, a tygodniowy spa-
dek przedstawiony w postaci logarytmicznej wynosit 0,16 log (rys. 23). Teoretyczny
czas przezycia bakterii wyznaczono na 51 tygodni (tab. 8). W temperaturze 20°C tygo-
dniowe tempo eliminacji przyjmowato warto$é 0,27 log, a teoretyczny czas obecno$ci
bakterii w prébach wyliczono na okoto 33 tygodnie (tab. 8).
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Rys. 23. Proste regresji przezywalnosci paciorkowcedw grupy D probach gleby z warstwy
prochnicznej i skaty macierzystej czarngj ziemi przechowywanych w lemperaturze
4120°C

Fig. 23. Regression lines for survival of group D streptococci in soil samples from humus layer
and parent rock of black earth stored at the temperature of 4 and 20°C
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Liczba paciorkoweéw grupy D wyrazona w log NPL-g' gleby w prébach ze skaty
macierzystej czarnej ziemi przechowywanych w temperaturze 4 i 20°C w czasie trwania
dogwiadcezenia

Fig. 24. Number of group D streptococei expressed in log MPN-g” of soil in samples from

Rys. 25.

Fig. 25,

parent rock of black earth stored at the temperature of 4 and 20°C during the experiment
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Liczba pateczek E. coli wyrazona w log NPL g™ gleby w probach z warstwy prochnicz-
nej czarnej ziemi przechowywanych w temperaturze 4 i 20°C w czasie trwania do-
$wiadczenia

Number of E. coli expressed in log MPN-g™ of soil in samples from humus layer of
black earth slored at the temperature of 4 and 20°C during the experiment
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Rys. 26. Proste regresji przezywalnoscei pateczek E. coli w probach gleby z warstwy prochnicz-
nej i skaly macierzystej czarnej ziemi przechowywanych w temperaturze 4 i 20°C

Fig. 26. Regression lines for survival of E. coli in soil samples from humus layer and parent
rock of black earth stored at the temperature of 4 and 20°C

Znacznie wolniej, w pordwnaniu z glebg bielicowa, eliminowane byly z czarnej
ziemi, podobnie jak paciorkowce, pateczki £. coli. W temperaturze 4°C liczba pateczek
okrgznicy wynosita w poczatkowym okresie badan 5,0 - 10° NPL-g"' gleby. W trzecim
tygodniu izolowano 2,0 - 10° NPL-g"' gleby i na tym poziomie obserwowano je jeszcze
w 12, tygodniu dosdwiadczenia (rys. 25). Wedlug analizy regresji liczba £. cofi obnizata
sig 0 0,16 log na tydzien (rys. 26). Wyliczony z prostej regresji teoretyczny czas prze-
zycia E. coli w omawianej glebie byt stosunkowo dtugi i wynosit okolo 49 tygodni
(tab. 8). Zdecydowanie szybciej, podobnie jak w innych glebach, przebiegata redukeja
liczby pateczek okreznicy w temperaturze 20°C. Tygodniowe tempo eliminacji przyj-
mowato wartos¢ 0,28 log, za$ teoretyczny czas przezycia tych bakterii w warstwie
prochnicznej czarnej ziemi wyliczono na okolo 28 tygodni (tab, 8).

W skale macierzystej czarnej ziemi pateczki £. coli podlegaly takze szybszej reduk-
¢cji w pordwnaniu z paciorkowcami. Zaobserwowano réwniez, Ze i w tej warstwie czarne]
ziemi spadek liczby paleczek okreznicy byt wolniejszy w poréwnaniu z glebg bielicowa,
W temperaturze 4°C liczba pateczek okreznicy obnizata sig z 1,0 - 07 NPL-g" gleby do
poziomu 1,3 - 10° NPL-g" gleby w 21. tygodniu badania, gdy tymczasem w temperatu-
rze 20°C wartos¢ 2,0 - 10° NPL-g”' gleby stwierdzono juz w 15. tygodniu dogwiadczenia
(rys. 27). Okreélono tygodniowe tempo eliminacji bakterii na 0,20 log (4°C) i 0,33 log
(20°C) (rys. 26). Natomiast teoretyczny czas przezycia tych bakterii w glebie ustalono
na 38 i 22 tygodnie (tab. 8).

Podobnie jak w glebie bielicowej, takze w obu warstwach czarnej ziemi, najszyb-
szej eliminacji spoéréd badanych bakterii podlegaly patcczki Salmonella Dublin.
W probach z warstwy préchnicznej izolowano w temperaturze 4°C w 21. tygodniu
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badania w ilosci 3,2 - 10° NPL-g" gleby, za$ w temperaturze 20°C wykrywano tylko
13 - 10> NPL-g" gleby (15 tydzien) (rys. 28). Z prostych regresji wynika, e W ciagu
tygodnia liczba pateczek Salmonella Dublin w poziomie préchnicznym w temperaturze
4 i 20°C malata odpowiednio o 0,23 i 0,33 log (rys. 29). Teoretyczny czas przezycia
tych bakterii wyliczony z analizy statystycznej wynosit 33 (4°C) i 23 (20°C) tygodnie
(tab. 8). W skale macierzystej czarnej ziemi bakterie Salmonella podlegaly najszybszej
redukeji, jakkolwiek poczatkowy ich ubytek byt powolny (rys. 30). Tygodniowe tempo
eliminacii wedlug prostych regresji wynosito w temperaturze 4°C 0,28 log i w tempe-
raturze 20°C 0,38 log (rys. 29). Wyliczony z analizy statystycznej teoretyczny czas
przezycia pateczek Salmonella wynosit odpowiednio 30 1 22 tygodnie (tab. 8).

log NPL-g; log MPN-g™

10

|Em4°C |
Jma0oc

6 9 12 15 18 21

czas, tygodnie; time, weeks

Rys. 27. Liczba pateczek E. coli wyrazona w log NPL-g! gleby w probach ze skaty macierzystej

czarnej ziemi przechowywanych w temperaturze 4 1 20°C w czasie trwania dodwiadezenia
Number of E. cofi expressed in log MPN-g”! of soil in samples from parent rock of
black earth stored at the temperature of 4 and 20°C during the experiment

Fig. 27.

Rys. 28.

Fig. 28,
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Liczba pateczek Salmonella Dublin wyrazona w log NPL-g”! gleby w probach z war-
stwy prochniczne] czarncj zlemi przechowywanych w temperaturze 4 i 20°C w czasie

trwania do$wiadczenia

Nurber of Sa/monella Dublin expressed in log MPN-g™! of soil in samples from humus
layer of black earth stored at the temperature of 4 and 20°C during the experiment
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Rys. 29. Proste _regresji przezywalnosci pateczek Salmonella Dublin w prébach gleby z warstwy
prochnicznej i skaly macierzystej czarnej ziemi przechowywanych w temperaturze
4120°C

Fig. 29. Regression lines for survival of Salmonella Dublin in soil samples from humus layer
and parent rock of black earth stored at the temperature of 4 and 20°C
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Rys. 30. Liczba pateczek Salmonella Dublin wyrazona w log NPL-g™" gleby w probach ze skaty
macierzystej czarnej ziemi przechowywanych w temperaturze 4 1 20°C w czasic trwania
doswiadczenia

Fig. 30. Number of Salmonella Dublin expressed in log MPN-g"! of soil in samples from parcni
rock of black earth stored at the temperature of 4 and 20°C during the experiment
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4.3.2.3. Czarna ziemia zbrunatniata (C5, €6, C7)

Wyniki badaf przezywalnosci bakterii wskaznikowych w zlozonej z trzech po-
ziomdw genetycznych czarnej ziemi zbrunatnialej przedstawiono w tabeli 9 i na rysun-
kach 31-45.

W warstwie prochnicznej czarnej ziemi zbrunatnialej w temperaturze 4°C liczba
paciorkowcéw grupy D obnizyta si¢ z 6,3 - 10® NPL-g" gleby (badanie zerowe) do
poziomu 3,0 - 10 NPL-g" gleby w 21. tygodniu badan (rys. 31). Analiza regresji wyka-
zala, iz tygodniowe tempo eliminacji wynosito 0,15 log (rys. 32) i byto wyzsze w po-
réwnaniu z czarng ziemia i minimalnie wolniejsze w odniesieniu do gleby bielicowej
(rys. 14 123).

g

log NPL-¢™*; log MPN-

0 3 6 9 12 15 18 21

czas, tygodnie; time, weeks

Rys. 31, Liczba paciorkowcéw grupy D wyrazona w log NPL-g!' gleby w probach z warstwy
préchnicznej czarnej ziemi zbrunatnialej przechowywanych w temperaturze 4 i 20°C
w czasie trwania doswiadczenia

Fig. 31. Number of group D streptococci expressed in log MPN-g! of soil in samples from

humus layer of browned black earth stored at the temperature of 4 and 20°C during the
expetriment

Obliczony z analizy regresji teoretyczny czas przezycia paciorkowedw grupy D
w warstwie prochnicznej czarnej ziemi zbrunatniatej okre$lono na okoto 52 tygodnie
(tab. 9). Podobnie jak w pozostatych glebach liczba ich malata szybciej w temperaturze
20°C {rys. 31). W ciggu tygodnia odnotowano spadek o 0,26 log (rys. 32), za$ teore-
tyczny czas przezycia wyliczono na okoto 28 tygodni (tab. 9).

W drugim poziomie genetycznym omawianej gleby (poziom brunatnienia) w tempe-
raturze 4°C odnotowano gorsze warunki bytowania dla paciorkowcéw grupy D. W 21.
tygodniu doswiadczenia izolowano w badanych probach 3,2 - 10* NPL-g™ gleby (badanie
zerowe 2,5 - 10° NPL-g" gleby) (rys. 33). Liczba paciorkoweow grupy D zmnigjszata sie
tygodniowo o 0,17 log (rys. 34), za$ teoretyczny czas ich przezycia wynosit okolo
46 tygodni (tab. 9). W poziomie brunatnienia w temperaturze 20°C paciorkowcee obumie-
raly nieco wolniej w poréwnaniu z ich eliminacja z warstwy prochnicznej, bowiem tygo-

daiowa redukcja wynosita 0,24 log (rys. 34), a teoretyczny czas przezycia bakteril nie
przekraczat 31 tygodni (tab, 9).
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Rys. 32. Proste regresji przezywalnosci paciorkowcow grupy D prébach gleby z warstwy
prochnicznej i skaty macierzystej czarnej ziemi zbrunatniatej przechowywanych w tem-
peraturze 4 i 20°C

Fig. 32. Regression lines for survival of group D streptococci in soil samples from humus layer
and parent rock of browned black earth stored at the temperature of 4 and 20°C
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Rys. 33. Liczba paciorkowcéw grupy D wyraZona w log NPL-g" gleby w probach 7 poziomu
brunatnienia czarnej ziemi zbrunatnialej przechowywanych w lemperaturze 4 i 20°C
w czasie trwania doswiadczenia

Fig. 33. Number of group D slreptococci expressed in log MPN-g” of soil in samples from
browning horizon of browned black carth stored al the temperalure of 4 and 20°C du-
ring the experiment
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Proste regresji przezywalnodci paciorkowedw grupy D prébach gleby z poziomu bru-
naihicnia i skaty macierzystej czarnej ziemi zbrunatniatej przechowywanych w tempe-
raturze 4 120°C

Regression lines for survival of group D streptococei in soil samples from browning
horizon and parent rock of browned black earth stored at the temperature of 4 and 20°C
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Rys. 35. Liczba paciotkowcéw grupy D wyrazona w log NPL-g! gleby w probach ze skaly

Fig. 35.

macietzystej czarnej ziemi zbrunatnialej przechowywanych w temperaturze 4 1 20°C
w czasie trwania dowiadczenia

Number of group D streptococci expressed in log MPN-g™” of soil in samples from
parent rock of browned black earth stored the temperature of 4 and 20°C during the
experiment
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Na podstawie przeprowadzonych badan zaobserwowano, ze podobnic jak w obu
poprzednich glebach, paciorkowce grupy D najszybeiej obumieraly w skale macierzy-
stej czarnej ziemi zbrunatniatej. W temperaturze 4°C liczba tych bakterii zmniejszala
sigz2,5 - 10° NPL-g"' gleby w badaniu zerowym do 1,0 - 10" NPL-g” gleby w 21. tygo-
dniu dos$wiadczenia (rys. 35). Z kolei w temperaturze 20°C juz w15, tygodniu
izolowano 1,0 - 10° NPL-g"' gleby paciorkowcow grupy D (poziom wyjéciowy
3,0 107 NPL-¢" gleby) (rys. 35). Z obliczen statystycznych wynika, iz populacja bakte-
rii zmniejszata sie w ciagu Llygodnia o 0,20 (4°C) i 0,30 log (20°C) (rys. 32), a wyliczony
teoretyczny czas przezycia bakterii wynosit odpowiednio okoto 42 i 25 tygodni (tab. 9).

Tabela 9. Wspélezynnik regresji charakteryzujacy dynamike inakiywacji bakterii
wskaznikowych w czarnej ziemi zbrunatniatej w temperaturze 4 i 20°C

Table 9. Regression coefficient of inactivation rate of indicator bacteria in browned
black earth at the temperature of 4 and 20°C

Maksymalny

g , Temperatura | Wspélezynnik | Wspotezynnik czas przezycia

l&dZWISkO Temperalure A* Bk w tygodniach

edium (°C) Coefficient A Coefficient B Maximum time of
survival in weeks
Paciorkowce grupy D
Gleba C5 gnojowica 20 ~-0,26+0.,06 7,18+0,54 28
Soil C5 and slurry 4 -0,15£0,04 7,86+0,46 52
Gleba C6 1 gnojowica 20 -0,24+0,07 7,53:0,69 3t
Soil C6 and slurry 4 ~0,17+0,04 7.81:£0.50 46
Gleba C7 i gnojowica 20 -0,30£0,05 7.37:0,42 25
Soil C7 and slurry 4 -0,20:0,03 8,40:0.34 42
Escherichia coli
Gleba €5 i gnojowica 20 -0,31+0,09 8,09£0,78 26
Soil €5 and slurry 4 -0,17:0,04 7,90£0.45 46
Gleba €6 i gnojowica 20 -0,35+£0,09 8,40+0,75 24
Soil €6 and slurry 4 -0.19:+0,03 8.49£0,36 45
Gleba C71 gnojowica 20 —0,36+0,08 7,49 0,69 21
Soil C7 and slurry 4 ~0.22+0,02 8.,33::0,27 38
Salmonella Dublin

Gileba C3 i gnojowica 20 -0,34:£0,08 7,850,611 23
Soil C5 and slurry 4 —0,24:0,03 7.55+0.38 31
Gleba €6 i gnojowica 20 -0,37+0,06 8,13::0,56 22
Soil C6 and slurry 4 —0,27+£0,03 7,98:0.41 30
Gleba C7 i gnojowica 20 —0,38::0,06 8,160,358 21
Soil C7 and slurry 4 ~(.28+0,04 8,46.£0,55 30

* wspélezynnik regresji odpowiadajucy srednicmu spadkowi liczby bakicrii (w log) w ciagu
Jednego tygodnia,
regression coefficicnt corresponding with mean drop of bacteria nunber (in log) during one week,
** teoretyczna liczba bakierii odzyskiwanych 7 dancgo ukladu w czasic 07,
theoretical number of bacteria recovered [rom a given system in 07 tinue,
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Badania wykazaly, ze eliminacja paleczek E. coli ze wszystkich warstw czarngj zie-
mi zbrunatnialej nastgpowata nieco szybciej w poréwnaniu z paciorkowcami grupy D
(rys. 36, 38 i 40). W poziomie préchnicznym w pobraniu zerowym izolowano8 pa-leczk}
E. coli w tempetaturze 4°C w liczbie 3,2 - 10® NPL-g" gleby i w 20°C 8,0 - 10° NPL-g’
gleby. W ostatnim oznaczeniu, tj. w 21. tygodniu (4°C) wykrywano 2,0 - [0° NPL £. coli
w g gleby, natomiast w 13. tygodniu (20°C) 6,3 - 10* NPL-g" gleby (rys. 36). Tygodniowe
tempo eliminacji wynosito odpowiednio 0,17 i 0,31 log (rys. 37), za$ teoretyczny czas
przezycia pateczek okreznicy okreslono na okolo 46 i 26 tygodni (tab. 9).
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Rys. 36. Liczba pateczek . coli wyrazona w log NPL-g™' gleby w probach z warstwy prochnicz-
negj czarnej ziemi zbrunatnialej przechowywanych w temperaturze 4 i 20°C w czasie
trwania dodwiadczenia

Fig. 36. Number of £. coli expressed log MPN-g™! of soil in samples from humus layer of brow-
ned black carth stored at the temperature of 4 and 20°C during the experiment

W poziomie brunatnienia liczba . coli po 3 tygodniach przechowywania prob nie
wykazywala tendencji spadkowej (rys. 38). Dopiero w 6. tygodniu badan zaobserwo-
wano ubytek liczby tych bakterii w obu zakresach temperatury. W ciagu tygodnia zgod-
nie z analiza regresji nastepowalo zmniejszenie liczby paleczek okreznicy w poziomie
brunatnienia 0 0,19 log (4°C) i 0,35 log (20°C) (rys. 39). Wyliczony z prostych regresji
teoretyczny czas przezycia bakterii £. coli wynosit odpowiednio okoto 45 i 24 tygodnie
{tab. 9).

Jeszeze szybceiej malata liczba E. coli w skale macierzystej czarnej ziemi zbrunat-
niatej zarowno w temperaturze 4°C, jak i 20°C (rys. 40). Tygodniowy stopien redukcii
pateczek okrgznicy wynosit 0,22 log (4°C) 1 0,36 log (20°C) (rys. 37) i byt zblizony do
wynikow uzyskanych w prébach ze skaly macierzystej gleby bielicowej (rys. (7). Wyli-
czony teoretyczny czas przezycia E. coli w skale macierzystej czarnej ziemi zbrunat-
niatej wynosit odpowiednio 38 i 21 tygodni (tab. 9).
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Rys. 37. Proste regresji przezywalnosei paleczel\ E. coli w probach gleby z warstwy prochnicz-
nej i skaty macierzystej czarnej ziemi zbrunatniatej przechowywanych w temperaturze
4i20°C

Fig. 37. ‘Regression lines for survival of £ coli in soil samples from humus layer and parent
rock of browned black earth stored at the temperature of 4 and 20°C
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Rys. 38. Liczba pateczek £. coli wyrazona w log NPL-g” ;,lbby w probach 7 poziomu ‘blunalnic-
nia czarngj ziemi 1brundtma g; pwcghmvywanych w temperatutze 4 | 20°C w czasic
trwania dogwiadczenia e Y

Fig. 38. Number of E. coli exprosséd'i
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Fig. 39.
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Proste regresji przezywalnosei paleczek E. coli w prébach gleby z poziomu brunatnie-
nia i skaly macierzystej czarnej ziemi zbrunatnialej przechowywanych w temperaturze
4120°C

Regression lines for survival of E. coli in soil samples from browning horizon and
parent rock of browned black earth stored at the temperature of 4 and 20°C
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Liczba pateczek E. coli wyrazona w log NPL-g"! gleby w prébach ze skaty macierzysiej
czanej ziemi zbrunatniatej przechowywanych w temperaturze 4 i 20°C w czasie rwa-
nia dodwiadczenia

Number of £ coli expressed in log MPN-g of soil in samples from parent rock of
browned black carth stored at the termperature of 4 and 20°C during the experiment



W czarnej ziemi zbrunatnialej pateczki Salmonella Dublin podlegaty najszybszej
eliminacji w poréwnaniu z bakteriami £ coli i paciorkowcami grupy D. W warstwie
prochnicznej czarnej ziemi zbrunatnialej w temperaturze 4°C spadek liczby pateczek
Salmonella nastepowal od 6 tygodnia badarfi osiagajac wartos¢ 1,0 - 10° NPL-¢” gleby
w 21. tygodniu do$wiadczenia (rys. 41). W temperaturze 20°C liczba bakterii obnizata
si¢ systematycznie osiagajac poziom 4,5 - 10° NPL-g” gleby w 15. tygodniu badan.
Analiza regresji wykazata, iz tygodniowe tempo eliminacji wynosito odpowiednio 0,24
(4°C) 10,34 fog (20°C) (rys. 42), za$ teoretyczny obliczony czas przezycia tych bakterii
odpowiednio 31 123 tygodnie (tab. 9).

W poziomie brunatnienia pateczki Salmonella Dublin, podobnie jak pozostate bakte-
rie wskaznikowe, obumieraly nieco szybciej niz w warstwie prochnicznej. W tempe-
raturze 4°C w badaniu zerowym izolowano pateczki Salmonella w ilosci 1,2 - 10’ NPL-g™*
gleby, zag w 21. tygodniu badan 1,0 - 10 NPL-g" gleby (rys. 43). W ciagu tygodnia
liczba tych bakterii obnizala sie wedlug analizy regresji o 0,27 log (rys. 44),
a teoretyczny czas przezycia bakterii wynosit okoto 30 tygodni (tab. 9). W temperaturze
20°C spadek byt szybszy, bowiem w ciagu tygodnia liczba drobnoustrojéw zmniejszata
sig 0 0,37 log (rys. 44). Teoretyczny czas przezycia tych bakterii w poziomie brunatnie-
nia omawianej gleby wynosit okoto 22 tygodni (tab. 9).

Podobnie przebiegala eliminacja pateczek Salmonella w skale macierzystej czarnej
ziemi zbrunatniatej (rys. 45). Wyniki analizy statystycznej sa bardzo zblizone do wartosci
uzyskanych w poziomie brunatnienia. Tygodniowe tempo eliminacji bakterii Sa/monella
wynosito bowiem dla temperatury 4°C 0,28 log i dla temperatury 20°C 0,38 log
(rys. 44). Obliczony teoretyczny czas obecnosci bakterii w badanych prébach przyjmo-
wat wartosci odpowiednio 30 i 21 tygodni (tab. 9).
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Rys. 41, Liczba pateczek Salmonella Dublin wyrazona w log NPL: g™ gleby w probach 7 war-
stwy prochniczng] czarncj ziemi zbrunatnialej przechowywanych w lemperaturze
4120°C w czasic trwania doswiadezenia

Fig. 41. Number of Sa/monella Dublin expressed in log MPN- g™ of soil in samples from humu§
layer of browned black earth stored the temperature of 4 and 20°C during the cxpeti-
ment
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log NPL-g" gleby; log MPN-g™ of soil
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Fig. 42.

Rys. 43,

Fig. 43.
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Proste regresji przezywalnosci pateczek Salmonella Dublin w prabach gleby z warstwy
préchnicznej i skaly macierzystej czarnj ziemi zbrunatnialej przechowywanych w tem-
peraturze 4 120°C

Regression lines for survival of Sa/monella Dublin in soil samples from humus layer
and parent rock of browned black earth stored at the temperature of 4 and 20°C
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Liczba palteczek Salmonella Dublin wyrazona w log NPL-g gleby w probach z pozio-
mu brunatnienia czarnej ziemi zbrunatnialej przechowywanych w temperaturze 4 i 20°C
w czasie trwania doswiadczenia

Number of Salmonella Dublin expressed in tog MPN-g' of soil in samples from brow-

ning horizon of browned black earth stored at the temperature of 4 and 20°C during the
experiment
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Fig. 44.
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Fig. 45.
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Proste regresji przezywalnosci pateczek Salmonella Dublin w prébach gleby z poziomu
brunatnienia i skaly macierzystej czarnej ziemi zbrunatniatej przechowywanych w tem-
peraturze 4 i 20°C

Regression lines for survival of Salmonella Dublin in soil samples from browning hori-
zon and parent rock of browned black earth stored at the temperature of 4 and 20°C
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Liczba pateczek Salmonella Dublin wyrazona w log NPL-g" glcby w probach w skzll)(
macierzystej czarnej ziemi zbrunatnialej przechowywanych w temperaturze 4 i 20°C
w czasie trwania do$wiadczenia .

Number of Sa/monella Dublin expressed in log MPN-g' of soil in samples from parcn}t
rock of browned black earth slored at the temperature of 4 and 20°C during the experi-
ment
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Reasumujac mozna stwierdzi¢, ze czarna ziemia zbrunatniata, zwlaszcza poziom
préchniczny, stwarzata korzystniejsze warunki dla przezycia bakterii wskaznikowych
w poréwnaniu z czarng ziemia.

4.4. Wyniki przezywalnosci enterowirusa bydla w badanych §rodowiskach

4.4.1. Stopien elucji enterowirusa bydia z badanych gleb

W zaleznosei od typu gleby stopien elucji enterowirusa bydta wahat sie w zakresie
od 10 do 100% (tab. 10).

Tabela 10. Miano enterowirusa bydta (w log TCIDsy-ml™") zawieszonego w wodzie,
gnojowicy 1 eluowanego z réznych rodzajow gleb w 1 ml roztworu eluuja-
cego po trzydniowej inkubacji w temperaturze 4°C

Table 10.  The titer of bovine enterovirus (in log TCIDsy'ml™") suspended in water,
slurry and eluated from different types of soils in 1 ml of elution medium
after three-day incubation at the temperature of 4°C

Nosnik wirusa 10% surowica ptodowa bydta
Virus carrier 10% fetal bovine serum
Woda, Water 5,30+0,50 (100 %)**

Gnojowica, Slurry 5,0540,00% (100%)**

Gleba, Soil Al 3,05 (100 %)**

Glcba, Soil A2 4,8 (56 %)**

Gleba, Soil B3 4,05 (10 %)**

Gleba, Soil B4 4,30 (18 %)**

Gleba, Soil €5 4,05 (10 %)**

Gleba, Soil C6 4,30 (18 %)**

Gleba, Soil C7 4,55 (33 %)**

* odchylenie standardowe, standard deviation,

**odsetek odzyskiwanegoe wirusa w stosunku do proby kontrolnej (wirus zawieszony w wodzie),
percentage of virus recovery in comparison with the control sample (virus suspended in water).

4.4.2. Przezywalno$¢ enterowirusa bydla w wodzie i gnojowicy

W badanej gnojowicy i eluatach glebowych nie stwierdzono obecnogci czynnikow
replikujacych si¢ w hodowli komérkowej MDBK. Nieznaczny efekt cytopatyczny wy-
stepowat jedynie po dodaniu nierozcieniczonych eluatéw gnojowicy i gleb, Jednakze
mogt by¢ on roznicowany zaleznie od efektu cytopatycznego, ktéry wywolany zostat
przez wirus.

Spadek miana enterowirusa bydta w wodzie przedstawiono na rysunkach 46 i 47.
Miano poczatkowe w temperaturze 20°C wynosito $rednio 5,42 log TCIDsyml" (wahania
5,3-5,55 log TC[Dso-ml"), aw 49. dniu badaf wynosito 3,55 log TCIDSo-ml‘I. W tempe-
raturze 4°C $rednie miano wyjéciowe 5,38 log TCIDsyml™ w 135. dniu badania obni-
zato si¢ minimalnie do poziomu 5,3 log TCIDsyml™. Tygodniowe tempo eliminacji
enterowirusa bydta dla temperatury 20°C i 4°C wynosito 0,32 log i 0,07 log (rys. 48).
Wyliczony na podstawie prostej regresji maksymalny czas przezycia enterowirusa bydta
w wodzie powinien wynosi¢ 17 tygodni w 20°C i 75 tygodni w 4°C (tab. 11).
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Rys. 46. Dynamika zmian ilosciowych enterowirusa bydla w wodzie i gnojowicy w temperaturze
20°C w czasie trwania doswiadczenia

Fig. 46. Dynamics of quantitative changes of the bovine enterovirus in water and slurry at the
temperature of 20°C during the experiment
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Rys. 47. Dynamika zmian ilo§ciowych enterowirusa bydta w wodzie i gnojowicy w lemperaturze
4°C w czasie trwania do$wiadczenia

Fig. 47. Dynamics of quantitative changes of the bovine enterovirus in water and slurry at the
temperature of 4°C during the experiment
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Rys. 48. Proste regresji przezywalnoscei enterowirusa bydla w wodzie w temperaturze 4 i 20°C

Fig. 48. Regression lines for survival of the bovine enterovirus in water at the temperature of
4 and 20°C

Dodatek buforu eluujacego do zawiesiny wirusa w wodzie oraz w gnojowicy nie
wywierat toksycznego wplywu, bowiem nie wplynat znaczaco na jego przezywalnosé
(rys. 46 1 47). Z kolei wprowadzenie wirusa do gnojowicy spowodowalo w temperatu-
rze 20°C szybki spadek miana z wartosci wyjsciowej 5,05 log TCIDsy'ml" do poziomu
ponizej granicy czutosci metody (1,05 log TCIDsyml™) w 49. dniu badania (rys. 46).
Natomiast w temperaturze 4°C obserwowano stopniowy spadek miana wirusa z poczat-
kowego (w czasie ,,0”) do 4,97 log TCIDse'ml" do 3,8 log TCIDsyml™ w 42. dniu do-
$wiadezenia. W 1335, dniu doswiadczenia stwierdzono niewielki wzrost miana enterowi-
rusa bydla w gnojowicy do poziomu 4,55 log TCIDse'ml" (rys. 47). Analiza regresji
wykazata, Zze tempo eliminacji wirusa w temperaturze 20°C wyniosto 0,65 log w tygo-
dniu, za$ w temperaturze 4°C 0,03 log w ciagu tygodaia (rys. 49).

Na podstawie prostej regresji okre$lono teoretyczny czas przezycia enterowirusa

bydta w gnojowicy na 8 tygodni w temperaturze 20°C i 167 tygodni w temperaturze
4°C (tab. 11).
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Rys. 49. Proste regresji przezywalnosei enterowirusa bydla w gnojowicy w temperaturze 4 { 20°C
Fig. 49. Regression lines for survival of the bovine enterovirus in slurry at the temperatuce of
4 and 20°C

4.4.3. Przezywalno$é enterowirusa bydla w glebach nawozonych gnojowicy

4.4.3.1. Gleba bielicowa (A1 i A2)

Po dodaniu do warstwy prochnicznej gleby bielicowej (A1) zawlesiny entero-
wirusa bydla i gnojowicy jego Srednie miano (czas ,,0””) w temperaturze 20°C  wynosito
5,14 log TCIDsyg™ gleby (wahania od 35,02 do 5,25 log TCIDsyg™" gleby). W miarg uply-
wu czasu przechowywania prob rejestrowano stopniowy spadek miana witusa (rys. 50).
Natomiast w temperaturze 4°C zaobsetwowano iz miano wyjsciowe przyjmujace mcd-
nig warto$¢ 5,02 log TCIDsyg " gleby po 7 dniach wzrastato do 5,52 log TCIDsyg

gleby (rys. 51). Jednak juz w kolejnych dniach dogwiadczenia nastgpowat systematyczny
Spadek miana enterowirusa bydta, bowiem w 135. dniu eksperymentu wynosito ono
3,77 log TCIDsyg™" gleby.

Dynamika inaktywacji enterowirusa bydta w warstwie prochnicznej gleby bieli-
cowej w temperatuue 20°C wyniosla 0,43 log w ciagu tygodnia (1ys 52). Byla ona
zatem znacznie nizsza (o 0,22 log) w porowndmu z inaktywacja w gnojowicy (rys. 49).

Na podstawie analizy prostej regresji ustalono teoretyczny czas przezycia cntero-
wirusa bydta na 1| tygodni (tab. {1). Z kolei w temperaturze 4°C inaklywacja witusa
nastgpowata szybciej w poziomie préchnicznym gleby biclicowej w odniesicaiu do
wirusa zawieszonego w gnojowicy. Tygodniowe tempo eliminacji wynosito bowicm
0,09 log (rys. 52), co pozwolito okreslié teoretyczny czas przezycia witusa w gleble na
54 tygodnie (tab, 11).
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Tabela 1 1. Wspolezynnik regresji charakteryzujacy dynamike inaktywacji enterowirusa
bydta w wodzie, gnojowicy i glebach w temperaturze 4 1 20°C

Table 11. Regression coefficient of the inactivation rate of the bovine enterovirus in
water, slurry and soils at the temperature of 4 and 20°C

Maksymalny
. ) Temperatura | Wspolezynnik | Wspdiczynnik czas przezycia
SI&::SXEQ Temperature A¥ B w tygodniach
°C) Coeflicient A Coefficient B Maximum time of
survival in weeks
Kontrola woda 20 -0,32+0,03 5,41+£0,13 17
Control water 4 -0,07+£0,02 5,27+0,02 75
Kontrola gnojowica 20 —0,65+0,08 5,20+0,25 8
Control slurry 4 —0,03+0,007 5,0+0,07 167
Gleba Al i gnojowica 20 —0,43+0,04 4,80+0,15 11
Soil Al and slurry 4 —0,09:+0,02 4,82+0,17 54
Gleba A2 i gnojowica 20 —0,42+0,04 4,79+0,19 11
Soil A2 and slurry 4 -0,10+0,01 5,03+0,13 50
Gleba B3 i gnojowica 20 -0,61+0,10 4.36+0,27 7
Soil B3 and slutry 4 —0,11+0,02 4,23+0,21 39
Gleba B4 1 gnojowica 20 —0,69+0,08 4,2940,22 6
Soil B4 and slurry 4 —0,08+0.02 4,2240,20 53
Gleba C5 { gnojowica 20 -0,310,06 3,25+0,21 10
Soil C5 and slurry 4 —0,08+0,02 3.85+0,30 48
Gleba €6 i gnojowica 20 -0,39+0,06 3,71£0,25 10
Soil €6 and slurry 4 —0,12+0,02 4,29+0,15 36
Gleba C7 i gnojowica 20 -0,31£0,06 4,28+0,22 14
Soil C7 and slurey 4 -0,07+0,02 4.36:x0,26 62

jednego tygodnia,

wspotezynnik regresji odpowiadajacy $redniemu spadkowi miana wirusa (w log) w ciagu

regression coefficient corresponding with mean drop of virus titer (in log) during one week,

B

teoretyczna warto$é wirusa odzyskiwanego z danego uktadu w czasie ,,0”,

theoretical value of virus recovered from a given system in ,,0” time.

Skata macierzysta (A2) stanowita drugi poziom gleby bielicowej. W temperaturze
20°C po tygodniu badan nastapit wzrost miana enterowirusa bydta do wartosci 5,27 log
TCIDspg" (poziom wyjéciowy — 5,02 log TCIDsyg™ gleby) (rys. 50). W kolejnych
dniach do$wiadczenia stwierdzano stopniowy spadek miana wirusa do 2,27 log
TCIDseg! gleby w 49. dniu badania. Podobng dynamike zmian obserwowano w pro-
bach przechowywanych w temperaturze 4°C, jednak redukcja miana nastepowata
znacznie wolniej (rys. 51). Wyniki analizy regresji wykazaly, ze tempo eliminacji ente-
rowirusa bydla w warstwie prochnicznej i skale macierzystej gleby bielicowej byto

zblizone (rys. 52).
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Rys. 52. Proste regresji przezywalnodei enterowirusa bydla w probach gleby z warstwy proch-
nicznej | skaly macierzystej gleby bielicowe] przechowywanych w temperaturze
4120°C

Fig. 52. Regression lines for survival of the bovine enterovirus in soil samples from humus layer
and parent rock of podzolic soil stored at the temperature of 4 and 20°C

4.4.3.2. Czarna ziemia (83 i B4)

Miano enterowirusa bydta w warstwie prochnicznej czarnej ziemi w temperaturze
20°C wahato sie od 4,27 do 5,02 log TCIDsyg” gleby ($rednio 4,64 log TCIDsyg”
gleby). W 35. dniu badan obnizylo si¢ ono do granicy czutodci metody (1,05 log
TCIDsyg™"), zag w 49. dniu doswiadczenia nie wykrywano wirusa (rys. 50). Zdecydo-
wanie wolniej nastgpowata eliminacja enterowirusa bydta z czarnej ziemi w probach
przechowywanych w temperaturze 4°C. Stwierdzono bowiem w 7. dniu doéwiadczenia
nieznaczny wzrost miana (4,77 log TCIDsyg" gleby) w poréwnaniu ze stanem wyj-
Sciowym (4,52 log TCIDsy g™ gleby). Natomiast w 135. dniu badan wykrywano wirusa
na poziomie 2,52 log TCIDsy'g gleby (rys. 51). Wirus w czarnej ziemi podlegat znacz-
nie szybszej redukeji w poréwnaniu z glebg bielicowa. Tygodniowe tempo eliminacji
wyniosto 0,61 log w temperaturze 20°C i 0,11 log w temperaturze 4°C (rys. 53). Mak-
symalny teoretyczny czas przezycia ustalany na podstawie prostej regresji enterowirusa
bydta w warstwie préchnicznej czarnej ziemi (B3) wynosit 7 tygodni (20°C) i 39 tygo-
dni (4°C) (tab. I1).

W probach pobranych ze skaty macierzystej czarnej ziemi (B4) w temperaturze
20°C spadek miana wirusa do wartosci 2,27 log TCIDsyg" gleby rejestrowano juz
w 21, dniu do$wiadczenia (rys. 50), natomiast w temperaturze 4°C stwierdzono znacz-
nie wolniejsze tempo eliminacji tego zarazka w badanym poziomie gleby. W 135. dniu
dodwiadczenia miano wykrywanego wirusa wynosito 3,27 log TCIDsyg” gleby
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(rys. 51). W ciagu tygodnia miano enterowirusa bydta obnizato si¢ w tej warstwie gleby
) 0,69 log w temperaturze 20°C i o 0,08 log w temperaturze 4°C (rys. 53). Z prostej
regresji wynika, ze czas przezycia enterowirusa bydla w skale macierzystej czarnej ziemi
wynosit 6 tygodni w temperaturze 20°C i 53 tygodnie w temperaturze 4°C (tab. 11).
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Rys. 53. Proste regresji przezywalnodei enterowirusa bydta w probach gleby z warstwy proch-

} niczngj i skaty macierzystej czatnej ziemi przechowywanych w temperaturze 4 i 20°C

Fig. 53. Regression lines for survival of the bovine enterovirus in soil samples from humus layer
and parent rock of black earth stored at the temperature of 4 and 20°C

) Zwraca uwage fakt, ze w skale macierzystej czarnej ziemi proces inaktywacji ente-
towirusa bydta nastepowat szybciej w poréwnaniu z eliminacja z gnojowicy. Tendencja
ta dotyczyta obu analizowanych zakresow temperatury (tab. 11).

4.4.3.3. Czarna ziemia zbrunatniala (C5, C6iC7)

Miano enterowirusa bydla w warstwie prochnicznej czarnej ziemi zbrunatnialej
(C§) w temperaturze 20°C wyniosto poczatkowo 3,52 log TCIDsyg" gleby. Po tygo-
dniu badan zanotowano pewien wzrost ilodci eluowanego wirusa, jednak w kolejnych
probach nastgpowat szybki spadek jego miana (rys. 50). W 49. dniu do$wiadezenia
W temperaturze 20°C w warstwie C5 nie wykrywano witusa, bowiem jego miano spa-
dlo ponizej granicy czutosci metody. Tygodniowe tempo redukeji wirusa wyniosto 0,31
log (rys. 54) i byto nizsze w poréwnaniu z szybkoscia inaktywacji witusa w gnojowicy
0 0,34 log (rys. 49). Maksymalny teoretyczny czas przezywalnodci wirusa okredlono na
podstawie prostej regresji na 10 tygodni (tab. | ). Podobnie, jak w omawianych dotych-
Czas glebach, takze w warstwie prochnicznej czarnej ziemi zbrunatniatej w temperatu-
rze 4°C miano enterowirusa bydla spadato zdecydowanie wolniej (rys. 51), ponicwaz
W czasie ,0” wahato sie ono od 3,27 do 3,52 log TCIDse-g™" gleby, za$ w 135. dniu
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wynosito 3,02 log TCIDsy'g! gleby. Stad tez teoretyczny maksymalny czas przezycia
okreslono na 48 tygodni przy tygodniowym tempie eliminacji 0,08 log (rys. 54).

6 —C—gleba C5, soil C5; 4°C
E ] —&— gleba €S, soil €5;20°C
o —8— gleba C7, soil C7;4°C |
T O —&— gleba C7, s0il C7;20°C |
g
Q
b
an
2
S‘ TT—m
L
[=Y0]
'T'{?l) \\_ﬂ
=
@]
=
an
2

O L 23 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20
czas, ty godnie; time, weeks

Rys. 54. Proste regresji przezywalnodci enterowirusa bydla w probach gleby z warstwy proch-
nicznej i skaly macierzystej czarnej ziemi zbrunatnialej przechowywanych w tempe-
raturze 4 { 20°C

[ig. 54. Regression lines for survival of the bovine enterovirus in soil samples from humus layer
and parent rock of browned black earth stored at the temperature of 4 and 20°C

W drugim poziomie genetycznym czarne] ziemi zbrunatniate) (C6), enterowirus
bydta w temperaturze 20°C podiegal szybkiej eliminacji, by w 49. dniu do§wiadczen
znalez¢ si¢ na poziomie nizszym od granicy czutosci metody (rys. 50). Temperatura
4°C dziatata stabilizujaco na wirusa, poniewaz dopiero w 135. dniu do$wiadczenia
miano spadato do poziomu 2,52 log TCIDsy'g™! gleby (rys. 51). W ciagu tygodnia naste-
powata, jak wskazuje prosta regresji, redukcja miana w temperaturze 4°C o 0,12
i w temperaturze 20°C o0 39 log (rys. 55).

Nalezy zaznaczyé¢, ze w glebie pobranej z poziomu brunatnienia czarnej ziemi
zbrunatniatej (C6) stwierdzono w temperaturze 4°C najkrotszy czas przezycia enterowi-
tusa bydta (36 tygodni) w poréwnaniu z pozostatymi glebami. Inaktywacja przebiegala
0 0,09 log szybeiej w odniesieniu do tempa eliminacji w gnojowicy (rys. 49 i 55).
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Rys. 55. Proste regresji przezywalnodci enterowirusa bydla w prébach gleby z poziomu brunat-
nienia i skaty macierzystej czarnej ziemi zbrunatniatej przechowywanych w temperatu-
rze 4 120°C

Fig. 55. Regression lines for survival of the bovine enterovirus in soil samples from browning
horizon and parent rock of browned black earth stored at the temperature of 4 and 20°C

W prébach gleby pochodzacych ze skaly macierzystej czarnej ziemi zbrunatniatej
(C7) byly nieco lepsze warunki przezywalnosci enterowirusa bydta w temperaturze
20°C. Zaréwno w temperaturze 4°C, jak i 20°C stwierdzano stopniowa eliminacje wiru-
sa (rys. 50 i 51). Tygodniowe tempo inaktywacji wyniosto w temperaturze 20°C 0,31 log
i byto 0 0,34 log nizsze w poréwnaniu z inaktywacja wirusa w gnojowicy (rys. 49 i 55).
Na 14 tygodni okreslono teoretyczny czas przezycia. Natomiast w temperaturze 4°C
analizq regresji ustalono, ze tempo redukcji wynosi 0,07 log w tygodniu, za$ czas prze-
zycia 62 tygodnie (tab. 1 1).

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze w glebach nawozonych gnojowica, ktére prze-
chowywano w temperaturze 20°C obserwowano wolnigjsze tempo inaktywacji badane-
80 wirusa w poréwnaniu z przebiegiem tego procesu w gnojowicy. Jedynic w czarne
ziemi (B3, B4) enterowirus bydfa ulegal szybszej inaktywacji (tab. |1). Enterowirus
bydta zachowywat najdluzej infekcyjnosé w skale macierzystej czarnej ziemi zbrunat-
niafej (C7) i glebie bielicowej (AL, AZ).
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5. DYSKUSJA

5.1. Drobnoustroje wskaznikowe i metody badawcze

Nawozowe wykorzystanie $ciekow odzwierzecych, komunalnych i osadow $cie-
kowych stanowi, z racji duzej zawartosci w nich mikroorganizméw patogennych,
znaczne zagrozenie dla érodowiska naturalnego. Badanie obecnosci poszezegdlnych
drobnoustrojéw w probach srodowiskowych (gleby, gnojowicy, $ciekdw, osadow Scie-
kowych) jest trudne i czasochlonne, dlatego ryzyko skazenia mikrobiologicznego okre-
§la sig wykorzystujac obecnosé¢ drobnoustrojow wskaznikowych. Ich wykrycie z duzym
prawdopodobiefstwem informuje o mozliwodci wystapienia w érodowisku takze
mikroorganizméw patogennych [Maier i wsp. 2000]. Przyjety w badaniach wiasnych
model oceny mikrobiologicznego skazenia gleby oparty byt na przezywalnosci dwoch
bakterii wskaznikowych. Sposrod bakterii grupy coli (Escherichia spp., Citrobacter
spp., Enterabacter spp., Klebsiella spp.) izolowano pateczki E. coli, ktére stosunko-
wo tatwo identyfikowaé, a ktérych wrazliwosé w drodowisku jest pordwnywalna
z wiekszoscia patogendow [Maier i wsp. 2000]. Z kolei paciotkowce katowe grupy D
(Enterococcus faecalis, E. faecium, Streptococcus bovis 1 S. equinus) charakteryzuja sie
duza tolerancja na czynniki srodowiska [Gleeson i Gray 1997]. Wystepowanie tych
drobnoustrojow, uwazanych za indykatory ryzyka wystapienia zaburzen zoladkowo-
jelitowych, czgsto wskazywaé moze na réwnoczesng obecnos¢ enterowirusow w $ro-
dowisku [Cabelli 1989, Maier i wsp. 2000]. Jako przedstawiciela patogenow wybrano
do badan pateczki Salmonella Dublin, ktére najezedciej wystepuja w gnojowicy bydle-
cej. Bakterie z rodzaju Salmonella czgsto izolowane w $ciekach odzwierzecych i wpro-
wadzone do $rodowiska moga staé si¢ przyczyna zachorowan zotadkowo-jelitowych
{Strauch 1991]. Zastosowanie podlozy plynnych (wody peptonowej, podtoza Rappa-
porta), statych (BPL-agar) i surowicy HM pozwalato na stosunkowo fatwa, identyfikacje
badanych bakterii, nawet w przypadku niewielkiej ich liczby w materiale badawczym.
Dobre efekty w reizolowaniu paleczek Salmonella, zwlaszeza 7 wody, $ciekow, osadow
$cickowych, uzyskuje sie stosujgc podtoze wedlug Rappaporta-Vasilidadisa. Pozwala
ono bowiem na wzrost wigkszo$ci serotypow bakterii z rodzaju Salmonella, a jednocze-
$nie skutecznie hamuje wzrost mikroorganizméw towarzyszacych w poréwnaniu
z innymi podtozami [Rhodes i Quesnel 1986, Morinigo i wsp. 1993]. We wszystkich
badaniach bakteriologicznych zastosowano analize dwuetapowa: podloza ptynne,
a nastepnie state, co zwigkszato czuto$é metody badawczej [Wagner 1993]. Nalezy
podkresli¢, ze ustalana metoda NPL liczba bakterii obarczona byta bledem rzedu 10'
[De Man 1983].

Sposrod wiruséw do badan modelowych wybrano enterowirus bydta LCR-4. Jest
on do$¢ oporny na czynniki $rodowiskowe, daje wyrazny efekt cytopatyczny, jest
wzglednie bezpieczny i dlatego spetnia wymogi stawiane mikroorganizmom wskazni-
kowym [Kopecka i wsp. 1993, Kéhler 1993]. W najnowszej literaturze [Ley i wsp.
2002] potwierdza sie celowosé wyboru enterowiruséw bydlgeych jako mikroorgani-
zmow wskaznikowych, jakkolwiek pojawiaja sie takze informacje o duzej przydatnosci
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niektorych bakteriofagow (colifagi, fagi infekujace Bacteroides fragialis i inne) z racji
ich wigkszej opornoéci na dziatanie temperatury [Mocé-Llivina i wsp. 2003].

Do elucji wiruséw z badanych gleb uzyto 10% surowice ptodowa bydta o pH 10,5.
Eluat dobrano na podstawie badan Hursta i Gerby [1979] oraz Jarzabka i wsp. [1995].
Wysoki odezyn eluatow zwieksza sily powodujace odpychanie czastek wirusa od cza-
stek gleby, co znacznie utatwia desorpcje i wypltukiwanie wirusow [Landry i wsp. 1980,
Sobsey i Glass 1980]. W wyborze eluatu kierowano si¢ mozliwoscia duzego odzysku
wiruséw z wszystkich badanych warstw gleb. Sobsey i Glass [1980] informuja o trud-
nosciach w doborze jednego roztworu eluujacego dla gleb o bardzo réznych cechach
fizykochemicznych. Jakkolwiek dos¢ dobre efekty odzysku wirusa z osadéw $cieko-
wych gwarantuje metoda podana przez Bermana i wsp. [1981] i zmodyfikowana przez
Gehringa [1987], to jednak ze wzgledow technicznych w badaniach wlasnych jej nie
zastosowano. Badania Jarzabka i wsp. [1995] oraz wyniki badan wtasnych (tab. 10)
dowodza, iz 10% surowica ptodowa pozwala na stosunkowo dobry stopien elucji wirusa
ze wszystkich badanych gleb wykorzystanych w doswiadczeniu w niniejszej pracy.
Z kolei Hurst i Gerba [1979] uzyskiwali dobre rezultaty elucji, stosujac glicyng z dodat-
kiem EDTA oraz ekstrakt wolowy. Nalezy podkreslic, ze zasadniczy wptyw na odzysk
wirusow z gleby wywieraly jej wlasciwoscei fizykochemiczne, a zwlaszcza zawartosc
iéw. Z danych literaturowych wynika, ze przy matej zawartosei iHow (3-4%) eluowano
0d 97 do 100% wiruséw polio, zas przy 54% itow odzysk spadat do 65% [Hurst i Gerba
1979]. Podobne wyniki uzyskano w badaniach wtasnych, bowiem przy zawartosci itow
4-5% (gleba bielicowa) wyplukiwano od 56 do 100% wirusow. Z kolei z gleb ciezkich,
ktore zawieraly ity w zakresie 13-37%, eluowano od 10 do 33% wirusa (tab. 1 i 10).
Nalezy nadmieni¢, ze stopien elucji zalezy od ilodci czastek drobnych w glebach oraz
innych czynnikéw warunkujacych procesy adsorpeji. Oznaczenia miana wiruséw doko-
nano kazdorazowo w S-gramowych usrednionych nawazkach gleb, dzigki czemu unika-
no bledu mogacego wynikaé z braku reprezentatywnosci prob.

Miano eluowanych wiruséw z gnojowicy i gleb podlegato w okresie badan d‘os’*c’
znaczaym wahaniom (rys. 47, 50, 51). Zdarzalto sie, iz byto ono nieco wst'ze w miate
uptywu czasu doswiadczenia w poréwnaniu z warto$ciami 0bserw0waqynu w poczat-
kowym jego okresie. Poniewaz w prébach glebowych i gnojowicy wiriony moga wy-
stegpowaé jako agregaty lub aglomeraty, nie mozna wykluczyé, iz w tak (lynamxcz'nym
ekosystemie jakim jest gleba, nastepuje czesciowe uwalnianie wirionéw do $rodowiska,
na skutek réznych zmian chemicznych. Podobne obserwacje poczynita Kohler [1993]. ‘

Dla pelniejszego zrozumienia proceséw adsorpeyjnych zachoch‘zLCyCh w glebie
oznaczono w badanych probach zawarto$é kwasow fulwowych i huminowych. Doko:
nano takze analizy widm w podczerwieni kwaséw huminowych. Metodg spelft-roskop“u
w podezerwieni wykorzystuje sie do badan struktury substancji humusowy.ch i }clentyfl—
kacji poszczeg6lnych substancji. Jest to mozliwe, gdyz widmo poclczel"wxem jest cha-
rakterystyczna dla danego zwiazku wiagciwoscia [Sktodowski 1974, Bailly 1976, Przy-
gocki 1990]. W badaniach wtasnych stwierdzono, ze widma w podczerwem _kwasow
huminowych (KH) gleb dogwiadczalnych sa zblizone do wynikow analizy widm KH
gleb przedstawionych przez Trojanowskiego [1973].
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5.2. Przezywalnos¢ mikroorganizmoéw wskaznikowych badanych
w gnojowicy, wodzie i glebach

Wykorzystywany do nawozenia gleb obornik, ze wzgledu na wzrost temperatury
zachodzacy w trakcie kompostowania, nie stwarza zagrozenia sanitarno-higienicznego
dla $rodowiska. Scieki odzwierzece stosowane do celow nawozowych nie podlegaja
procesom samozagrzania, dlatego moga zawiera¢ liczne drobnoustroje patogenne, nio-
sac ryzyko skazenia $rodowiska, w przypadku ich rolniczego wykorzystania [Jones
1980].

W niniejszej pracy okreslano tempo eliminacji drobnoustrojow wskaznikowych
z gnojowicy, wody i wybranych typéw gleb w warunkach laboratoryjnych. Proby te
przechowywano w temperaturze 4 i 20°C. Uzyskane w badaniach wlasnych wyniki
wskazujg na zdecydowany wplyw temperatury oraz gatunku bakterii na tempo elimina-
cji drobnoustrojéw z badanego Srodowiska. W gnojowicy najwolnie] obumieraty
paciorkowce grupy D, ktérych liczba w ciagu tygodnia zmniejszala sie w temperaturze
20°C 0 0,42 log i w temperaturze 4°C o 0,34 log (tab. 7). Nieco szybciej spadata liczba
pateczek E. coli w gnojowicy, bowiem tygodniowe tempo redukcji wynosito odpowied-
nio 0,44 i 0,36 log. Najbardziej wrazliwe na dziatanie $cieku odzwierzecego byly pa-
teczki Salmonella Dublin, dla ktérych tempo eliminacji wynosito 0,50 (20°C) i 0,38
(4°C) log/tydzien (tab. 7). Uzyskane w badaniach wlasnych wyniki przezywalnosci
bakterii wskaznikowych w gnojowicy sa zbiezne z doniesieniami innych autoréw.
Badacze podkreslaja zdecydowany wplyw temperatury, a takze skladu gnojowicy (za-
wartosci suchej masy) na przebieg procesu eliminacji bakterii fekalnych z gnojowicy
[Jones 1976]. W piSmiennictwie znajdujg si¢ doniesienia o przezywalnosci pateczek
Salmonella od 13 dni do nawet roku [Jones 1978, Strauch 1978]. Wedlug Hima-
thongkhama i wsp. [1999] w gnojowicy Salmonella enterica Typhimurium w tempera-
turze 37°C byta wykrywana do 19 dni, natomiast w temperaturze 4 i 20°C do 60 dni.
Czas niezbedny do 90% redukeji liczby E. coli 0157:H7 wynosi 21,5 dnia (4°C) i 14,8
dni (20°C), za$ w przypadku pateczek Salmonella jest nieco krotszy — 16,4 dnia w tem-
peraturze 4°C i 12,7 dnia w temperaturze 20°C [Himathongkham i wsp. 1999]. Z kolei
Kudva i wsp. [1998] izolowali w nawozie owczym, w zmiennych warunkach §rodowi-
skowych, E. coli 0157:H7 przez ponad rok. Badania wiasne dowiodly takze wickszej
wrazliwosci pateczek Salmonella na warunki $rodowiskowe w obu zakresach temperatury
w pordwnaniu z innymi bakteriami jelitowymi. Teoretyczny czas przezycia Salmonella
Dublin w do$wiadczeniu wiasnym wynosit 21 tygodni w temperaturze 4°C i 16 tygodni
w temperaturze 20°C. Zblizone wyniki uzyskat Findlay [1972], ktory izolowat S. Dublin
z gnojowicy bydlecej przez 31-33 tygodnie zima oraz (8-19 tygodni latem, za$ Ekesbo
[1979] okreslil przezywalnodc tych bakterii w temperaturze 5°C na 13 tygodni.

Odmienne $rodowisko stanowita dla bakterii wskaznikowych woda. Rezultaty
badan wtasnych wskazuja wyraznie na dluzsza przezywalnosé bakterii w wodzie
w poréwnaniu z gnojowica. Wynika¢ to moze migdzy innymi z mniejszej liczby auto-
chtonicznych mikroorganizméw, a co za tym idzie stabiej wyrazonej konkurencji
o skladniki pokarmowe. Wskazuja na to wyniki badan Santo Domingo i wsp. [2000],
ktérzy obserwowali szybsza redukcje pateczek Salmonella w wodzie nieuzdatnianej
W poréwnaniu z wodg uzdatniona. Badania wiasne potwierdzaja i w tym przypadku
wplyw temperatury na inaktywacje bakterii wskaznikowych w wodzie. Tygodniowe
tempo eliminacji E. coli wynosito 0,12 log (4°C) i 0,24 log (20°C). Nieco wolniej
obumieraly paciorkowce katowe, ktorych liczba w ciagu tygodnia malata w zaleznosci
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od temperatury o 0,10 i 0,19 log, natomiast najszybciej z wody eliminowane byly pa-
teczki Salmonella (tab. 7). Z obserwacji Wang i Doyle [1998] wynika, iz przezywalno$é
E. coli DI157:H7 w wodzie wyraznie zalezy od temperatury i wynosi 91 dni w tempera-
turze 4°C, natomiast w temperaturze 21°C jest krétsza, poniewaz bakterie nie byly izo-
lowane z badanych préb pomiedzy 45 i 84 dniem badaf., W naturalnym $rodowisku
Mitscherlich i Marth [1984] stwierdzili, ze pateczki Salmonella przezywaja w wodzie
152 dni (temperanira 18-20°C).

Badania wiasne dowiodly, ze réwniez wirusy moga by¢ izolowane z gnojowicy
przez diugi okres. W temperaturze 20°C wirus LCR-4 wykrywano w gnojowicy wedtug
analizy prostej regresji przez 8 tygodni, natomiast w temperaturze 4°C tempo inaktywa-
¢ji wirusa byto niezwykle wolne i wynosito 0,03 log na tydzien (tab. {1). Powolne tem-
po eliminacji wirusa z gnojowicy potwierdzaja takze badania innych autoréw [Winter
i wsp. 1995]. Pesaro i wsp. [1995] ustalili tempo inaktywacji faga E. coli £2 w gnojowi-
¢y na 0,05 log na dobe zima, za$ latem 0,14 log. Pekdeger i Matthess [1983] obserwo-
wali spadek miana zakaznego wiruséw o 7 log dopiero po okresie 583 dni. Na czas
przezywalnosci wiruséw w gnojowicy wydaje sie wplynat jej sklad chemiczny (tab. 6).
Wyzsza zawarto$c suchej masy (ok. 5%) i jonéw dwuwartosciowych sprzyja zachowa-
niu infekcyjnodci wirusdw [Burge i Enkiri 1978, Lance i Gerba 1984, Pancorbo i wsp.
1988]. Zwraca uwage fakt bardzo powolnej eliminacji enterowiruséw z wody.
W badaniach wlasnych teoretyczny czas przezycia enterowirusa bydla w wodzie wyno-
sit od 17 do 75 tygodni (tab. 11). W niekiérych do$wiadezeniach wirusy izolowano
z wody po 200, a nawet 260 dniach, co mozna wiazaé z mata aktywnoScia biologiczng
wody [Matthess { Pekdeger 1981, Dizer i wsp. 1984, Keswick i wsp. 1984].

Z przeprowadzonych badaf wynika, Ze gleba moze stanowi¢ wazne ogniwo
w faficuchu epidemicznym i epizootycznym. Nie ulega watpliwosei, iz drobnoustroje
wprowadzone w nastepstwie nawozenia do gleb zachowuja w nich infekcyjnosé przez
dtugi okres, chociaz nie sg przystosowane do diugiego bytowania w tym Srodowisku
[Mims i wsp. 1993]. W badaniach wlasnych obserwacje prowadzono do 15. i 21. tygo-
dnia (w zaleznosci od temperatury przechowywaniana prob) i we wszystkich probach
glebach wykrywano badane bakterie. Wyliczony z prostych regresji teoretyczny czas
przezycia bakterii wskaznikowych byt bardzo dtugi i wahal sig dla £ coli od 2do 49
tygodni, paciorkoweéw grupy D od 25 do 80 tygodni i pateczek Sa/monetla od 21 do 33
tygodni (tab. 8 i 9).

Niezaleznie od typu gleby bakterie wskaznikowe szybeiej byly inaktywowane
w temperaturze 20°C w poréwnaniu z probami przechowywanymi w 4°C. Wykazar’lz}
zaleznosé potwierdzity wyniki badaf innych autoréw, wedhg ktdrych obumneralnoso:
bakterii fekalnych moze wzrastaé nawet dwukrotnie w temperaturze O.d 5 do 30°C
[Klein i Casida 1967, Kibbey i wsp. 1978, Reddy i wsp. 1981, Cools i wsp. 2001},
Warto podkreslic, ze we wszystkich badanych glebach zaréwno w warstwlie préchnicz-
nej, jak i skale macierzystej najszybszej eliminacji podlegaly pateczki A,S’almor/e//.az na-
stepnie £. coll, a najdluzej wykrywano paciorkowee grupy D, co s"wmdczy 0 muniejszej
wrazliwosel paciorkoweow katowych na warunki Srodowiska [Wilson i wsp. 1983,
Crane i Moore 1986, Mims i wsp. 1993]. o

Nalezy zauwazyé, ze przyczyna redukeji populacji bakterii jelitowych w glebach
moze takze byé: stosunkowo mala zasobnoéé gleb w skladniki pokas‘mov‘ve, 5:mbsza
konkurencja z rodzima mikroflora glebowa, odczyn gleb, ich wilgotnosc i wiele innych
[Tate 1978, Reddy i wsp. 1981, Althaus i wsp. (982, Moller 1984
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W zaleznosci od przyjetego modelu do$wiadczenia, gestosci uzytej zawiesiny
bakterii i sposobu aplikacji gnojowicy do gleby, dane charakteryzujace zachowanie
drobnoustrojéw allochtonicznych w glebach sa bardzo zréznicowane i wahaja sig
w zakresie od kilku godzin do kilku miesi¢cy. Wedlug pi$miennictwa mozna wykrywac
pateczki Salmonella w glebie przez okres od 6 do 64 tygodni [Hess i wsp. 1974, Thune-
gard 1975], zas baktetie £. coli od 8 do 14 tygodni [Bolton i wsp. 1999, Mubiru i wsp.
2000]. Z kolei Paluszak [1998] izolowat ze skazonych zawiesing bakterii gleb pateczki
okreznicy do 28 tygodni, paciorkowce katowe do 34 tygodni i pateczki Salmonella do
15 tygodni. Nalezy przyjaé, ze zwykle okres 2-3 miesigcy jest wystarczajacy dla reduk-
cji liczby patogenéw do poziomu, ktory jest mato istotny ze wzgledéw sanitarno-
epidemiologicznych [Gerba i wsp. 1975], poniewaz w ciagu miesiaca liczba bakterii
fekalnych obniza sie 10-krotnie [Sorber i Moore 1987].

Przezywalno$¢ wiruséw w glebie podlega wielorakim wplywom, jednak ich miano
po wprowadzeniu do gleby wraz z nawozami organicznymi stopniowo spada. Decydu-
jaca role w procesie inaktywacji wirusa odgrywaja: temperatura, adsorpeja do czasiek
glebowych, wlasciwodci fizykochemiczne gleby oraz cechy samego wirnsa.

Kohler [1993] stwierdzita, iz enterowirusy bydla w zréznicowanych warunkach
glebowych w temperaturze 20°C przezywaly 24-28 tygodni, zas w temperaturze 4°C od
52 do 60 tygodni. W badaniach wlasnych uzyskano podobne wyniki. Teoretyczny czas
przezycia enterowirusow bydla w temperaturze 20°C byl nieco krétszy, wynosit bo-
wiem od 6 do 14 tygodni, za$ w temperaturze 4°C od 36 do 62 tygodui (tab. 11). Na
przezywalnoéé enterowirusa bydlta LCR-4 wyraZzny wplyw wywarla temperatura gleby.
We wszystkich poziomach genetycznych gleb enterowirusy bydla przezywaty zdecy-
dowanie dluzej w temperaturze 4°C w poréwnaniu z temperaturg 20°C. Na podstawie
przebiegu prostej regresji wykazano, ze najwigksze roznice czasu przezycia wirusa
w temperaturach 4 { 20°C wystapily w skale macierzystej czarnej ziemi zbrunatnialej
(C7) okoto 48 tygodni, skale macierzystej czarnej ziemi (B4) 47 tygodni oraz w war-
stwie prochnicznej gleby bielicowej (A1) 43 tygodnie (tab. 11). Podobne wyniki uzy-
skali takze inni autorzy [Bagdasaryan 1964, Duboise i wsp. 1976, Sobsey i Shields
1987]. Przyjmuje sig, ze temperatura jest najistotnigjszym czynnikiem $rodowiskowym
wplywajacym na przezywalno$é wiruséw w glebie [Hurst i wsp. 1980, Sobsey i Shields
1987, Snowdon i wsp. 1989]. Dowodzg tego prace Tierneya i wsp. [1977], ktorzy
stwierdzali, ze w glebach nawozonych $ciekami miano wirusa polio 1 w ciagn 20 dni
obnizalo si¢ zima o | log, za$ latem w tym samym czasie o 1,5 log.

Obok temperatury na przezywalnos¢ drobnoustrojow allochtonicznych w glebach
wplywa takze wilgotnos¢. Wielu autoréw [Gerba i wsp. 1975, Hirte 1977, 1979] wska-
zuje na dluzsza przezywalnogé bakterii jelitowych w glebach o wyzszej zawartodci
wody. Bez wzgledu na temperature przy 100% wysyceniu gleb woda zaréwno pacior-
kowce katowe, jak i £. coli przezywaja znacznie dhuizej niz w glebach o 60 i 80% wil-
g.ot.nos':ci [Cools i wsp. 2001]. W badaniach wlasnych teoretyczny czas przezycia bakte-
rii Jelitovvych w temperaturze 20°C przy wilgotnosci 60% wahal sie od 21 do 38 tygo-
dni. Nalezy podkresli¢, ze zaréwno zbyt niska, jak i wysoka wilgotnosé gleb przyspie-
sza tempo inaktywacji wiruséw [Yeager i O’Brien 1979b]. Parowaniec wody z gleb
zdecydowanie ogranicza czas przezywalnodci w nich wirusow [Straub i wsp. 1992].
Wptyw wilgotnodei moze polegac takze na zwigkszaniu stopnia adsorpeji wirusow na
czastkach gleby w okresie suszy, czego odzwierciedleniem jest spadek miana eluowa-
nxch w tym okresie ze Srodowiska glebowego wiruséw [Hurst i wsp. 1980]. Przy niskiej
wilgotnosci gleb zaobserwowano szybka inaktywacje wirusa polio i Coxsackie B
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[Yeager i O’Brien 1979a, Bitton i wsp. 1980]. W badaniach wlasnych wplyw wilgotno-
Sci gleb na przezywalnos¢ zaréwno wiruséw, jak i badanych bakterii byt ograniczony,
bowiem proby utrzymywano w zamknietych pojemnikach. Gleby byty nasycone woda
w 60%, a mozliwoéci parowania byly minimalne.

Wyniki dotychczasowych badafi wskazuja, ze obok warunkéw termiczno-
-wilgotnosciowych duzy wplyw na warunki zycia bakterii fekalnych i wiruséw w gle-
bach wywiera typ gleby i zwiazane z tym jej wlasciwosci fizykochemiczne.

Istotng role odgrywa odczyn gleby. Zaréwno $rodowisko kwasne, jak i zasadowe
gleb wptywa niekorzystnie na wiekszosé znajdujacych sie w glebach bakterii. Obumie-
ranie ich jest szybsze w glebach kwasnych, chociaz Hirte [1979] stwierdzil, ze niskie
PH gleby, w wyniku niszczenia autochtonicznej mikroflory glebowej, moze niekiedy
stwarza¢ lepsze warunki dla bytowania paleczek coli. W niniejszej pracy wykazano, ze
bakterie jelitowe podlegaty najszybszej eliminacji w probach gleby ze skaly macierzy-
stej gleby bielicowe]j przy pH 5,5 (tab. | i 8). Jednoczesnie zaobserwowano szybsza
redukeje populacji badanych bakterii w glebach o odczynie zasadowym. W skale macie-
rzystej czarnej ziemi (pH 8,5) oraz poziomie brunatnienia i skale macierzystej czarnej
ziemi zbrunatnialej (pH 8,3), w wiekszodci przypadkow badane drobnoustroje obumie-
raly szybciej niz w poziomie préchnicznym tych gleb o nieco nizszym odczynie (tab. [,
8 19). Wydaje si¢, ze odczyn obojetny (pH 7,0) sprzyja wzrostowi enterobakterii [Crane
i wsp. 1983, Crane i Moore 1984]. Nalezy podkresli¢, iz pH Srodowiska nie jest naj-
wazniejszym czynnikiem decydujacym o przezywalnosci bakterii jelitowych wprowa-
dzonych do gleby z gnojowica, bowiem w poziomie prochnicznym gleby bielicowej,
mimo iz odczyn byt bliski obojetnego (pH 6,8), to jednak bakteric jelitowe przezywaly
krécej niz w analogicznej warstwie czarnej ziemi o pH 7,8 (tab. 1 i 8). Moglo to wyni-
ka¢ ze zroznicowanej zawartoéci materii organicznej w badanych profilach genetycz-
nych [Gerba i Bitton 1984]. Dla enterobakterii Zrédtem wegla jest materia organiczna
zawarta w glebach, badZ dostarczona do nich z gnojowica, stad obecnodé zwigkszonej
ilosci materii organicznej wplywa korzystnie na florg allochtoniczna. Bakterie fekalne
ze wzgledu na stosunkowo szybkie tempo przemiany materii nie sa w stanie dostosowaé
si¢ przez dhuzszy czas do warunkéw niskiej zawartosci zwiazkéw pokarmowych [KFein
i Casida 1967]. Jednoczesnie nie sa one zdolne do skutecznego konkurowania z rodzima
florg glebowa o dostepne sktadniki pokarmowe [Gerba i wsp. 1975]. Badania Pa_luszaku
[1998] dowodza, ze bakterie jelitowe najszybciej obumieraja w ubogiej w matetig orga-
niczna glebie rdzawej, zdecydowanie natomiast wolniej w glebach bardziej zasobnych.
Wyniki badan wlasnych réwniez potwierdzily te zaleznoc. W ubogie] W matetie
organiczna glebie bielicowej teoretyczny czas przezycia bakterii £ coli i palcc;ek
Salmonella byt najkrotszy i wynosit odpowiednio 23 i 21 tygodni (tab. 8) za$ pacior-
kowcow 29 tygodni i byt zblizony do wynikéw przezywalnosci baktetii u?yskanycl}
w czarnej ziemi zbrunatniale]. Najdhizej badane bakterie izolowano‘z prob.czamq
ziemi, a wige z gleby najbardziej bogatej w materig organiczna (tab. 1 i 8). Wazng r(.)leg
odgrywa autochtoniczna mikroflora glebowa, ktora poptzez konkurencje o Sk'ledtlfkl
pokarmowe i wydzielanie substancji antybiotycznych niejednokrotnie moze przysple-
szaC tempo eliminacji drobnoustrojow fekalnych, rowniez w gleb_ach zasobnych w ma-
terig organiczna [Gerba i wsp. 1975, Ahmed i Miiller 1984, Jiang i wsp. 2(_)()2 |‘..

Na przezywalno$é wiruséw w glebach w znacznie wigkszym stopniu niz w przy-
padku bakterii istotny wplyw wywieraja procesy adsorpcji. Wirusy za'adgorb(?wanc na
czastkach gleby przezywaja o wiele diuzej w poréwnaniu z wirusal-m. niezwiazanymi
z gleba [Merkli 1974, Bitton i wsp. 1979b, Foster i wsp. 1980]. Wyniki licznych badad



72

[Hurst i wsp. 1980, Sobsey i wsp. 1980] wskazuja na krotsza przezywalnodé wirusow
w glebach o stabych wlasciwo$ciach adsorpeyjaych. Przyjmuje si¢ na og6l dosé zgod-
nie, ze wiekszosé czynnikow wplywajacych na adsorpejg, to jest: pH gleby, pojemnosé
wymienna kationdw, zawarto$¢ materii organicznej, sklad granulometryczny, a 7wiasz-
cza zawarto$é itéw, posrednio oddziatuje takze na przezywalno$é wirusow w glebach.
Mozna przypuszcezaé, ze chronia one wirusy przed dziataniem czynnikow $rodowisko-
wych,

Gleby bedace przedmiotem badan zdecydowanie roznity si¢ od siebie wiadciwo-
$ciami fizykochemicznymi. Najwyzszy kompleks sorpcyjny (32,85 me-100 g!) oraz
zawartosé itéw (37%) charakteryzowaty skate macierzysta czarnej ziemi zbrunatniatej
(tab. 1 i2). Jednoczesnie w tej warstwie badanych gleb stwierdzono najwolniejsze tem-
po inaktywacji enterowirusa bydta, bowiem tygodniowe tempo eliminacji wynosito
w temperaturze 20 i 4°C odpowiednio: 0,31 i 0,07 log w ciagu tygodnia (tab. 11). Sto-
sunkowo wolno enterowirus bydla byt takze eliminowany z warstwy brunatnienia czat-
nej ziemi zbrunatniatej, ktora zawierata 35% itow, a wartos¢ kompleksu sorpcyjnego
wynosila 27,56 me-100 g, Tygodniowe tempo eliminacji w zaleznosci od temperatury
wynosito 0,39 10,12 log (tab. 11).

Na uwagg zastuguja wyniki przezywalnosci enterowirusa bydla w glebie bielico-
wej i czarnej ziemi (tab. 11). Analiza gleb wykazata, ze skala macierzysta gleby bieli-
cowej cechowata sie bardzo niskim kompleksem sorpeyjnym i zawartoscia itéw. Mimo
to, zwlaszcza w temperaturze 4°C, tygodniowe tempo eliminacji enterowirusa byto
niskie (0,10 log — tab. 11). Mozna przypuszczaé, iz istotng role w procesie adsorpcji
w tej warstwie odgrywal odezyn gleby (pH 3,5). Z licznych doniesiefh wynika, iz przy
odczynie kwasnym wirusy zachowujac sie jak kationy silniej wiaza sie z czastkami
gleby, za$ punkt izoelekiryczny dla enterowirusow jest przy pH bliskim 5 [Mandel
1971, Gerba i wsp. 1975, Landry i wsp. 1979]. Badania Dizera [1988] wskazuja, ze
zwlaszeza w glebach piaszcezystych odezyn gleby wplywa na proces adsorpcji w znacz-
nie wiekszym zakresie niz w innych glebach, a najsilniej procesy te zachodza przy pH
5,1. O lepszej adsorpeji enterowirusa bydla w skale macierzystej gleby bielicowej
$wiadezy tez nizszy procent elucji wirusa w poréwnaniu z warstwa prochniczng tej
aleby (tab. 10). Mimo niskiej adsorpeii (elucja 100%) tempo eliminacji enterowirusa
bydfa w warstwie prochnicznej gleby bielicowej byto niemal identyczne jak w skale
macietzystej (tab. 11). Mozna to wigza¢ z wzbogaceniem gleby w kationy w wyniku
nawozenia gnojowica zwlaszcza, ze sklad chemiczny gleb wskazuje na matq zawarto$é
zwiazkow wapnia, magnezu i zelaza (tab. 3), pelniacych istotng role w procesach ad-
sorpeji [Gerba i wsp. 1975). Niektorzy autorzy [Wellings i wsp. 1974, Duboise i wsp.
1976] podkresdlaja korzystny wplyw nawozenia organicznego gleb lekkich na ich zdol-
nosci adsorpcyjne. Natomiast w obu warstwach czarnej ziemi, mimo wysokiego kom-
pleksu sorpeyjnego (26, 28 i 30,64 me-100 g™ — tab. 2) enterowirus bydta w temperatu-
rze 20°C podlegat najszybszej inaktywacji w poréwnaniu z pozostalymi glebami
(tab. 11). Co prawda warstwa prochniczna tej gleby zawierala stosunkowo malto 6w
(13%), to jednak w skale macierzystej najwigcej (37%) byto czastek drobnych o §rednicy
< 0,02 mm (tab. 1). Wydaje sie wiec, ze na proces eliminacji enterowiruséw ze $rodowi-
ska glebowego wplywa takze bardzo wiele czynnikéw trudnych do okreslenia, a ad-
sorpcja jest tylko jednym z nich. Podobnie jak w przypadku bakterii na przezywalnosé
wirus_(’)w w Srodowisku glebowym wywiera wplyw obecnos$é¢ mikroflory glebowej, co
potwierdzaja liczne badania {Cliver i Hermann 1972, Hurst i wsp. 1979, Cheo 1980,
Althaus 1 wsp. 1982]. W glebach jatowych wirusy podlegaja znacznie wolniejszej eli-
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minacji w poréwnaniu z niesterylnymi [Hurst 1988]. W glebach piaszczystych, do kté-
rych nalezata bedaca przedmiotem badaf wlasnych gleba bielicowa, zawarto$¢ mikro-
organizméw glebowych jest niska, co moze sprzyja¢ wolniejszej eliminacji wiruséw
z tego typu gleb. Wrazliwosé wirusa polio na dziatanie enzymow proteolitycznych
niektorych drobnoustrojow stwierdzili Deng i Cliver [1992]. Potwierdzony jest ujemny
wplyw na wirusy bakteril Peudomonas aeruginosa [Cliver i Herman 1972].

Kolejnym czynnikiem warunkujacym przezywalno$¢ wiruséw w glebach jest za-
warto$¢ materii organicznej, jakkolwiek mechanizm oddzialywania na wirusy rézni sig
w zasadniczy sposob od wplywu na bakterie. Poglady badaczy na ten temat sg bardzo
zréznicowane., Wediug niektorych autoréw [Althaus i wsp. 1982, Tate 1987] obecnosé
materii organicznej poprawia wiadciwosci adsorpcyjne gleb i tym samym sprzyja prze-
zywalnosci wiruséw. Nie brak jednak i informacji o konkurencji rozpuszczalnej materii
organicznej z wirusami o miejsca wymienne w glebie [Sobsey i Hickey 1985, Powelson
i wsp. 1991]. W niniejszych badaniach dluzsza przezywalnos¢ enterowirusa bydta ob-
serwowano w glebie bielicowej, ktéra zawierata mato materii organicznej, jednakze
frakcja wegla rozpuszczalnego byta w niej najwyzsza w poréwnaniu z pozostatymi
glebami (tab. 5). Zdaniem Asmar i wsp. [1994] dodanie obornika czy gnojowicy do
gleb lekkich wyraznie podnosi w nich zawartoé¢ rozpuszczalnej w wodzie materii orga-
nicznej. Obserwacje Sobsey i Hickey [1985], ktorzy stwierdzali nizszy stopiefi adsorpcji
wirusa na filtrach membranowych w obecnosci rozpuszezalnej materii organicznej
zdaja si¢ potwierdzaé konkurowanie jej z wirusami o miejsca wymienne w glebie. Jed-
nak Cookson [1969] uwaza, ze wiazanie wirusa z weglem zachodzi za posrednictwem
grup karboksylowych. W badaniach wlasnych ich Zrédlem mégh by¢ jedynie wegiel
rozpuszczalny, bowiem pasmo widma dla tych grup z analizy podczerwieni kwasow
huminowych byto niskie w glebie bielicowej (rys. 1).

By¢ moze wyjasnienia zachowania wiruséw w glebach nalezy takze szuka¢ w za-
wartosci kwasow fulwowych i huminowych w badanych glebach. Najwyzsza zawarto$é
tych kwasow notowano w warstwie prochnicznej czarnej ziemi (58,71% TOC), zas
najnizsza w poziomie préchnicznym gleby bielicowej — 39,01% TOC (tab. 5). ch)re—
tyczny czas przezycia enterowirusa w tych warstwach gleb wynosit odpowiednio 7 i 11
tygodni w temperaturze 20°C oraz 39 i 54 tygodnie w temperaturze 4°C (tab. 11). Bixb}f
i O’Brien [1979] stwierdzili, ze kwasy fulwowe tworzac kompleksy z bakteriofagami
MS-2 obnizaja ich adsorpcje na czastkach glebowych. Nie mozna wykluczyC, 7e zacho-
dzi to podobnie jak w przypadku rozpuszczalnej frakcji wegla z udziatem grup l@l'bgl{»
sylowych, wchodzacych w skiad kwasow fulwowych. Nalezy zaznaczy¢, ze fagl zwid-
zane z kwasami fulwowymi nie traca infekcyjnosci i moga by¢ eluowane ckstl‘gl(tcrn
wolowym o pH 9,5. Mniejsza adsorpcja fagow do czastek glebowych w obecnoscet kW{l-
sow fulwowych jest efektem blokowania przez te kwasy miejsc wymiennych w gleblg
[Bixby i O’Brien 1979]. Kwasy huminowe, cho¢ nie wehodza w kompleksy z wirusam
téwniez obnizaja whadciwosei adsorpeyjne gleb [Guitman-Bass i Catf.llano-Sl.\erman‘
1986]. Zhuang i Jin [2003] stwierdzili, ze kwasy huminowe konl.(u.rtuz‘L z witusatni
0 migjsca wymienne w glebie. Uzyskane w badaniach wlasnych wymk{ najnizsze) pree-
zywalnodci enterowirusa bydta w czarnej ziemi (tab. 11), zawierajace] nz{]})VlQCG_] kwa-
sow huminowych zdaja sie potwierdza¢ te teze. Jezeli uznac za stuszng teorig COf)kSOHil
[1969] o wiazaniu grup aminowych wirusa z grupami karboksylowymi materti otga-
nicznej mozna sadzié, ze proces ten zachodzit wyraznie w glebach uzytych w ba‘clamz@h
whasnych. Analiza widm podczerwieni kwaséw huminowych wykazata bowicm, 7¢
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najintensywnigjsze pasmo (1710-1720 cm™) spowodowane obecnoscia grup karboksy-
lowych wystapito w czarnej ziemi (rys. 2).

Wirusy moga zachowywac sig czgsto nietypowo w glebie, bowiem spotyka sig do-
niesienia o niskiej adsorpcji wiruséw w glebach o dobrych wlasciwodciach sorpeyjnych,
jak réwniez o nieoczekiwanie dobrej adsorpeji w glebach o niskim kompleksie sorpcyj-
nym [Drewry i Eliassen 1968, Burge i Enkiri 1978]. Rola materii organicznej w proce-
sach adsorpcyjnych zalezy znaczaco od jej wiasciwosei, jak rowniez typu wirusa.
Stwierdzano wptyw kwaséw huminowych na rmniejsza adsorpcje faga M2, podezas gdy
ich oddzialywanie na adsorpcje faga X174 byto znikome [Zhuang i Jin 2003].

Reasumujac uzyskane w badaniach wiasnych wyniki nalezy stwierdzi¢, ze mikro-
organizmy wprowadzone do gleby wraz z gnojowica podlegaly dziataniu wielu czynni-
kéw srodowiskowych. Niewatpliwie na tempo ich eliminacji ze §rodowiska glebowego
wywierala wplyw temperatura oraz wiasciwoscel fizykochemiczne gleb. Zachodzace
w glebie procesy sa bardzo zlozone i trudno jednoznacznie ocenié, ktory z czynnikow
glebowych odgrywa zasadnicza role w procesie redukcji populacji wprowadzonych do
gleby mikroorganizméw. Stad dla zminimalizowania ryzyka sanitarnego konieczne jest
poddawanie gnojowicy procesom kondycjonowania przed jej nawozowym wykotrzysta-
niem. Zasadne jest takze opracowanie metod systematycznego monitoringu gleb pod
wzgledem ryzyka skazenia bakteriologicznego, wirusologicznego zwlaszcza na tere-
nach, gdzie intensywnie rozlewana jest gnojowica.
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WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowano nastepujace wnioski:

. Przyjety uklad doswiadczenia pozwolit na $ledzenie dynamiki inaktywacji bakterii

i wiruséw w gnojowicy i glebie.

Bakierie fekalne podlegaly stopniowej eliminacji w badanych glebach, wodzie
i gnojowicy.

Inaktywacja enterowirusa bydia zachodzita zdecydowanie wolniej w pordwnaniu
z bakteriami jelitowymi zwlaszcza w temperaturze 4°C.

Niska temperatura 4°C dziatata stabilizujaco zardwno na bakterie, jak i badane ente-
rowitusy, co powodowato wydluzenie czasu przezywalnosci badanych drobno-
ustrojow.

. Mikroorganizmy przezywaly dtuzej w prébach gleb z warstw préchnicznych,

w poréwnaniu z ubogimi w skladniki pokarmowe skatami macierzystymi. Najko~
rzystniejsze warunki bytowania dla bakterii fekalnych stwarzata bogata w materig
organiczng czarna ziemia, zas najgorsze gleba bielicowa.

. Najmniejsza oporno$¢ na dziatanie czynnikéw $rodowiskowych wykazywaly

pateczki Salmonella Dublin, znacznie mniej wrazliwe byly pateczki &. coli oraz pa-
ciorkowce grupy D.

Stwierdzono wplyw typu gleby na tempo inaktywacji badanego enterowirusa.
Najmniej korzystne warunki dla jego przezywalnosci stwarzata czama ziemia,
bogata w materi¢ organiczna, a zwlaszcza w kwasy huminowe.

Dtugotrwata obecno$é wszystkich badanych mikroorganizméw w Srodowisku g.le~
bowym wskazuje na koniecznosé bakteriologicznego i wirusologicznego monitorin-
gu gleb nawozonych gnojowica.
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ASPEKTY HIGIENICZNE
ROLNICZEGO WYKORZYSTANIA GNOJOWICY

Streszezenie

Badano w warunkach laboratoryjnych przezywalno$é bakterii wskaznikowych
(E. coli i paciorkowce grupy D), paleczek Salmonella Dublin i enterowirusa bydla
szczepu LCR-4 w trzech typach gleb. Tempo eliminacji bakterii i wirusa oceniano
w probach gleb z warstwy prochnicznej i skaly macierzystej, a takze w wodzie i gnojo-
wicy w temperaturze 4 i 20°C. Gleby skazano zawiesing badanych bakterii lub wirusa
i gnojowica, za$ do wody i gnojowicy dodawano zawiesine bakterii wzglednie entero-
wirusa bydta. Dokonano analizy fizykochemicznej gleb okreélajac miedzy innymi:
zawartos¢ materii organicznej, w tym zawarto$ci kwasow fulwowych i huminowych
z analiza widm podczerwieni kwasow huminowych, odeczyn gleby, sktad granulome-
tryczny oraz zawarto$¢ kationdw wymiennych.

Zaréwno bakterie jelitowe, jak i enterowirus bydta podlegaly stopniowej eliminacji
z badanych érodowisk. Niska temperatura (4°C) dzialata stabilizujaco na badane drobno-
ustroje, za$ wysoka (20°C) przyspieszata ich inaktywacje. Spostod badanych bakterii
najwieksza wrazliwosé na warunki Srodowiskowe wykazaty pateczki Salmonella Dublin,
natomiast najmniejsza paciorkowce grupy D. Analiza statystyczna wykazata, Ze teore-
tyczny czas przezycia pateczek E. coli w badanych glebach wahat sie od 21 do 49 tygo-
dni, paciorkowcow grupy D od 25 do 80 tygodni i pateczek Salmonella od 21 do 33
tygodni. Na tempo eliminacji badanych bakterii wplywat typ gleby, przy czym najko-
rzystnigjsze warunki stwarzala bogata w materie organiczng czarna ziemia. Ponadto
bakterie fekalne przezywaly krocej w probach pochodzacych ze skaly macierzystej
analizowanych gleb.

7 kolei enterowitus bydta wedtug analizy statystycznej zachowywat bardzo dtugo
infekeyjnosé w gnojowicy i wodzie przy temperaturze 4°C. W $rodowisku glebowym,
w zaleznosci od typu gleby, teorstyczay czas przezycia wirusa okreslono w zakresie od
6 do 62 tygodni. Enterowirus bydta najszybciej byt eliminowany z préb czarnej ziemi,
zdecydowanie za$ wolniej z pozostatych gleb. W prébach pochodzacych z warstw
prochnicznych gleb teoretyczny czas przezycia wirusa byl krotszy w porownaniu
z czasem przezycia w skale macietzystej. Niewatpliwie tempo inaktywacji wirusa
zalezato od odezynu gleby, zawartosci itow, kationow wymiennych oraz materii orga-
niczne;j.

W zwiazku 7z dlugg przezywalnodcia badanych mikroorganizméw w $rodowisku
glebowym istnieje koniecznos¢ opracowania i przyjecia metod monitoringu gleb nawo-
zonych gnojowica, ktora przed jej rolniczym wykorzystaniem powinna takze podlegac
procesom higienizacji.
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HYGIENIC ASPECTS OF
AGRICULTURAL UTILIZATION OF SLURRY

Abstract

The survival rate of indicatory bacteria (£ coli and D-group streptococci),
Salmonella Dublin bacilli, and the bovine enterovirus of the strain LCR-4 in three types
of soil was investigated in laboratory conditions. The elimination rate of the bacteria
and the virus was estimated in soil samples from the humus layer and the soil marix, as
well as in water and slurry in 4°C and 20°C. The soils were infected with the suspen-
sions of bacteria or the bovine enterovirus. Physical and chemical soil analysis was
carried out to determine the content of organic matter, including fulvic and humic acids,
with the analysis of the infrared spectrum of humic acids, as well as pH value of soils,
grain composition, and the content of exchangeable cations.

Both enteric bacteria and the bovine enterovirus underwent gradual elimination
from investigated habitats. Low temperature (4°C) stabilized the examined microor-
ganisms, while high (20°C) hastened their inactivation. Sa/monella Dublin showed the
biggest sensitivity to environmental conditions, while D-group streptococei were least
sensitive of the studied bacteria. Statistic analysis indicated that the theoretical time of
survival in investigated soils ranged from 21 to 49 weeks for £. coli, from 25 to 80
weeks for streptococei D group, and from 21 to 33 weeks for Salmonella. The type of
soil appeared to have an impact on the elimination rate of the bacteria, and black earth
tich with organic matter created the most favorable conditions. Faecal bacteria survived
for a shorter time in samples coming from the soil matrix of the examined soils.

The bovine enterovirus, in turn, according to the statistic analysis maintained i‘ls
infectiousness for a very long time in slurry and water at the temperature of4°(?. In soil,
depending on the soil type, the theoretical time of survival of the virus ranged h‘o}n 6 to
62 weeks. Cattle enterovirus was most quickly eliminated from the samples of black
earth, and remarkably slower from the other soils. In the samples coming from the h'u~
mus layers the theoretical time of survival of the virus was shorter than in soil matri.
The inactivation rate of the virus undoubtedly depended on the pH value of a soil, the
content of clays, exchangeable cations, and organic matter. ' .

Due to the long survival time of the studied microorganisms in soil mctho.ds of
monitoring of soils fertilized with slurry should be worked out and accepted, Slurry
should also be hygienized before using for agricultural purposes.
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