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Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wptywu preparatu EM (Efektywne Mikroorganizmy) na tempo in-
aktywacji bakterii wskaznikowych Salmonella Senftenberg W4,5 w gnojowicy bydlgcej. W sktad za-
stosowanego w eksperymencie preparatu EM wchodzity liczne szczepy drobnoustrojow, nalezace do
réznych jednostek systematycznych i fizjologicznych (m. in. bakterie kwasu mlekowego, promie-
niowce, grzyby). Badania modelowe prowadzono w warunkach laboratoryjnych w dwoch nastgpuja-
cych wariantach: gnojowica + zawiesina bakterii testowych (proba kontrolna — K), gnojowica + za-
wiesina bakterii testowych + EM (proba doswiadczalna — D). Liczebnos¢ drobnoustrojow wskazni-
kowych w poszczegdlnych probach oznaczono metoda NPL.

Badania wykazaly, ze wprowadzenie preparatu EM do gnojowicy przyczynito si¢ do zwigkszenia
tempa eliminacji pateczek Salmonella Senftenberg Wo7s. Stwierdzony na podstawie analizy staty-
stycznej teoretyczny czas przezycia bakterii wskaznikowych w probie gnojowicy, zawierajacej prepa-
rat EM (proba D) byl znacznie krotszy niz w probie bez jego udziatu (proba K). Z rezultatow do-
swiadczenia wynika, Ze istnieje mozliwo$¢ zastosowania EM w praktyce, jako dodatku do gnojowicy
poprawiajacego efekty jej higienizacji.
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goszcz; tel. +48 (52) 374-97-46, e-mail: grzegorz361@interia.pl
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WSTEP

Gnojowica jest pelnowartosciowym nawozem organicznym, przydatnym
w nawozeniu ro$lin uprawnych i uzytkow zielonych. Nawozenie gnojowica przy-
nosi wymierne efekty w postaci poprawy jakosci i zwigkszenia plonow oraz ko-
rzystnie oddzialuje na mikroflor¢ glebowsa, bedac dla niej cennym zrodiem pier-
wiastkow biogennych, takich jak wegiel, azot i fosfor [SMOLINSKI, WILCZEWSKI,
ANDRZEJEWSKA, 2004]. W rolniczym wykorzystaniu gnojowicy, obok jej duzej
warto$ci nawozowej, bardzo istotne sa rowniez aspekty sanitarno-higieniczne [OL-
SZEWSKA, GAWRYSIAK, 2007]. Jednym z waznych kryteriow ograniczajacych sto-
sowanie gnojowicy jest mozliwo$¢ mikrobiologicznego skazenia gleby, wod grun-
towych i powierzchniowych, a takze pogorszenie stanu fitosanitarnego roslin [GU-
AN, HOLLEY, 2003; OLSZEWSKA, 2005; WATABE i in., 2003].

Gnojowica nie podlega procesowi samozagrzania, dlatego jej rolnicze wyko-
rzystanie bez uprzedniej higienizacji powoduje ryzyko rozprzestrzeniania si¢ drob-
noustrojow patogennych w $srodowisku [ARRUS i in., 2006; BALODA, CHRISTEN-
SEN, TRAJCEVSKA, 2001; HEINONEN-TANSKI i in., 1998]. Sposréd mikroorgani-
zmoOw chorobotworczych na szczegdlng uwage zastuguja pateczki z rodzaju Sal-
monella, ktoére naleza do najwazniejszych czynnikow wywolujacych na catym
$wiecie zatrucia pokarmowe ludzi oraz zachorowania zwierzat. Proces zakazenia
tymi bakteriami moze przebiega¢ w sposob bezobjawowy, co powoduje, ze osob-
niki z utajong infekcja sa nierozpoznawalnymi nosicielami zarazkow [SZEINTUK
i1in., 2007]. Pateczki Salmonella w skazonej gnojowicy sa w stanie przetrwac przez
stosunkowo dtugi okres, a w sprzyjajacych warunkach moga si¢ szybko namnazac,
co stwarza powazne niebezpieczenstwo dla zdrowia ludzi i zwierzat [FRANZ i in.,
2005; HIMATHONGKHAM 1 in., 1999; OLSZEWSKA, PALUSZAK, SZEJNIUK, 1999;
PLACHA i in., 2001].

Celem badan bylo okreslenie wplywu preparatu EM (Efektywne Mikroorgani-
zmy) na tempo inaktywacji bakterii wskaznikowych Sal/monella Senftenberg W75
w gnojowicy bydlecej. W sktad zastosowanego w doswiadczeniu preparatu EM
wchodza liczne szczepy drobnoustrojéw, nalezace do réznych jednostek systema-
tycznych i fizjologicznych, m.in.: bakterie fototroficzne, promieniowce i grzyby
fermentyzujace. Wazna grupa mikroorganizmoéw technologii EM sa bakterie kwasu
mlekowego, ktorych zlozony mechanizm dziatania jest oparty na syntezie metabo-
litow o charakterze antybiotycznym, mogacych wptywaé na ograniczenie lub cat-
kowita eliminacj¢ mikroflory patogennej [AUGUSTYNOWICZ i in., 2008; LIGOCKA,
PALUSZAK, 2005; PALUSZAK, BAUZA-KASZEWSKA, SZALA, 2006].
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METODY BADAN

W przeprowadzonym do$wiadczeniu oceniono przezywalnos$¢ bakterii wskaz-
nikowych Salmonella Senftenberg W75 pod wptywem Efektywnych Mikroorgani-
zmow, aplikowanych do gnojowicy bydlgcej. Badania modelowe prowadzono
w warunkach laboratoryjnych w dwdéch nastepujacych wariantach:

— gnojowica + zawiesina bakterii testowych (proba kontrolna — K);
— gnojowica + zawiesina bakterii testowych + EM (proba doswiadczalna — D).

Gnojowicg uzyta w eksperymencie poddano podstawowej ocenie fizykoche-
micznej (tab. 1). Zakres wykonanych analiz obejmowatl oznaczenie: odczynu, za-
warto$ci suchej masy oraz azotu ogdlnego, fosforu i potasu metodami stosowanymi
w chemii rolnej [OSTROWSKA, GAWLINSKI, SZCZUBIALKA, 1991].

Tabela 1. Wiasciwosci fizykochemiczne gnojowicy bydlece;j

Table 1. Physico-chemical properties of bovine slurry

Parametr Proba kontrolna K | Proba doswiadczalna D
Parameter Control sample K Test sample D

pH 8,82 8,73

Sucha masa, mg-dm~ Dry matter, mg-dm™ 14 990 18 670

Azot, mg-dm™ Nitrogen, mg-dm> 1630 1530

Fosfor P,0s, mg-dm’3 Phosphorus P,0s, mg-dm’3 230 230

Potas K,O, mg~dm’3 Potassium K,O, mg-dm’3 2 040 2040

W celu okreslenia tempa eliminacji drobnoustrojow wskaznikowych, proby
gnojowicy o objetosci 4 dm’ umieszczono w jalowych pojemnikach i skazono 200
cm’ zawiesiny bakterii Salmonella Senftenberg Wy75. Do proby doswiadczalne;
wprowadzono dodatkowo 350 c¢cm’ namnozonego preparatu EM-1 (Greenland
Technologia EM). Zaszczepione proby przechowywano w temperaturze 20°C.

Liczebnos¢ pateczek Salmonella Senftenberg W75 w badanym materiale ozna-
czono metoda NPL w uktadzie trzyprobowkowym. W poczatkowym etapie stoso-
wano ptynne podloza namnazajace — 1% wodg peptonowa (37°C, 24 h) oraz podto-
ze wybiorcze wedlug Rappaporta i Vassiliadisa (43°C, 24 h). W dalszej kolejnosci
hodowle przenoszono na podtoza state — agar XLD z ksyloza, lizyna i dezoksycho-
lanem oraz agar BPL z zielenia brylantowa, czerwienia fenolowa i laktoza. Podloza
inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Koncowa fazg identyfikacji
przeprowadzono za pomoca surowicy poliwalentnej HM.Wyniki badan przezywal-
nosci bakterii wskaznikowych w gnojowicy bydlecej poddano analizie statystycz-
nej, wyznaczajac zaleznosci regresyjne liczby badanych drobnoustrojow od czasu:

log (N)=ax+Db
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gdzie:
N — liczba bakterii w danym czasie w gnojowicy;
a — wspotczynnik kierunkowy, odpowiadajacy $redniej zmianie logarytmu
liczby bakterii na jeden dzien;
X — czas w dniach;
b - wyraz wolny, odpowiadajacy teoretycznie logarytmowi liczby bakterii

zaangazowanych w dany proces w czasie zerowym.

Na podstawie przebiegu prostych regresji ustalono teoretyczny czas przezycia
oraz tempo eliminacji pateczek Salmonella Senftenberg W;75. Analizg wynikow
badan przeprowadzono za pomoca programu statystycznego SAS wersja 9.1.

WYNIKI I DYSKUSJA

Liczba pateczek Salmonella Senftenberg W75 w pierwszym okresie do§wiad-
czenia wynosita 9,5-10* NPL-cm ™ w probie kontrolnej, za§ w probie do$wiadczal-
nej osiagneta warto$é 4,5:-10* NPL-cm ™, po czym w drugim oznaczeniu wzrosta do
poziomu 1,5-10° NPL-cm™ w probie K i 1,1:10° NPL-cm™ w probie D (tab. 2).
W ostatnim oznaczeniu liczebno$¢ bakterii wskaznikowych wyraznie si¢ zmniej-
szyta, tj. do 9,5:10° NPL-cm ™ w probie kontrolnej i 1,5:10° NPL-cm™ w probie do-
s$wiadczalnej. Zaobserwowane w trakcie eksperymentu zjawisko namnazania si¢
pateczek Salmonella w analizowanej gnojowicy bylo wczesniej notowane w bada-
niach prowadzonych przez OLSZEWSKA [2005]. Podobne tendencje stwierdzono
takze w osadach $ciekowych, co moze si¢ wiaza¢ z wptywem réznych czynnikdw,
jak np.: temperatury, dostgpnosci substancji odzywczych oraz obecnosci mikroflo-
ry autochtonicznej [BUDZINSKA, 2004].

Badania wtasne kinetyki inaktywacji pateczek Salmonella Senftenberg W75
wykazaty ich szybsza eliminacj¢ w probie gnojowicy bydlecej zawierajacej Efek-
tywne Mikroorganizmy (tab. 3). Dzienne tempo redukcji liczby bakterii wedlug

Tabela 2. Liczba bakterii wskaznikowych Sal/monella Senftenberg W75 w badanych prébach gnojo-
wicy bydlgcej w czasie trwania do§wiadczenia

Table 2. The number of indicator bacteria Salmonella Senftenberg W5 in the tested samples of bo-
vine slurry during the experiment

. Liczba pateczek Salmonella Senftenberg W75, NPL-cm ™
Dzien

Oznaczenie A . The number of Salmonella Senftenberg W75, MPN-cm™
- doswiadczenia
Determination D . proba kontrolna K proba doswiadczalna D
ay of experiment
control sample K test sample D
L. 12. 9,5-10* 4,5-10*
18. 1,5:10° 1,1-10°

3. 22. 9,5-10° 1,5-10°
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Tabela 3. Wspoélczynniki regresji charakteryzujace dynamike inaktywacji pateczek Salmonella Sen-
ftenberg W75 w badanych probach gnojowicy bydlecej

Table 3. Regression coefficients characterising the inactivation dynamics of Salmonella Senftenberg
W75 bacilli in the tested samples of bovine slurry

Wspotezynnik Teoretyczny czas
Préba Coefficient Wspolczynnik korelacji przezycia, dni
Sample Correlation coefficient | Theoretical time of
a b survival, days
Kontrolna K —0,09+0,01 6,26%1,62 -0,70 70
Control K
DoswiadczalnaD  —0,13+0,02 6,55+2,58 0,67 50
Test D

obliczen statystycznych w probie kontrolnej wynosito 0,09 log, zas w probie do-
swiadczalnej byto o 0,04 log wigksze i przyjeto warto$¢ 0,13 log. Ustalony na pod-
stawie analizy regresji teoretyczny czas przezycia palteczek Salmonella Senftenberg
W775 W prébie gnojowicy bez udziatu preparatu EM (proba K) wynosit 70 dni,
podczas gdy w probie gnojowicy zawierajacej mieszaning Efektywnych Mikroor-
ganizmow (proba D) byl znacznie krétszy i nie przekraczat 50 dni (tab. 3).

Jak wynika z powyzszych danych preparat EM wyraznie wplynat na skrocenie
czasu przezywalnosci bakterii wskaznikowych w gnojowicy bydlecej. W sktad za-
stosowanego w eksperymencie preparatu EM wchodzily m. in. bakterie fermentacji
mlekowej. Ich wtasciwo$ci antagonistyczne w stosunku do szerokiego spektrum
drobnoustrojow chorobotworczych dla ludzi i zwierzat byly potwierdzone przez
wielu autoréw [FERNANDEZ, BORIS, BARBES, 2003; JACOBSEN i in., 1999; KOT,
JAKUBCZAK, BUKOWSKI, 2000; LASH, MYSLIWIEC, GOURAMA, 2005]. Oddziaty-
wanie bakterii kwasu mlekowego polega przede wszystkim na produkcji roznego
rodzaju metabolitow, gldwnie w postaci bakteriocyn, ktore moga skutecznie ha-
mowa¢ wzrost mikroorganizmow, takich jak: Salmonella spp., Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica czy Staphy-
lococcus aureus [ARIHARA i in., 1996; FOOKS, GIBSON, 2002; GIBSON, WANG,
1994]. Ponadto bakterie fermentacji mlekowej syntetyzuja metabolity rozktadu cu-
krow prostych, tj. kwas mlekowy, octowy i propionowy, a takze aldehydy, diacetyl
oraz nadtlenek wodoru. Zwiazki te przyczyniaja si¢ do zakwaszenia Srodowiska,
jak réwniez wptywaja na znaczne ograniczenie czasu przezycia bakterii chorobo-
tworczych [ADAMS, NICOLAIDES, 1997; BEDNARSKI, KUCZKOWSKI, 2006; REID,
1999], co zaobserwowano w badaniach wtasnych.

W przeprowadzonym eksperymencie okre§lono przezywalnos$¢ pateczek Sal-
monella Senftenberg W5, ktore sa czgsto wykorzystywane jako mikroorganizmy
wskaznikowe w badaniach nad skutecznoscia technologii higienizacji. Testowane
bakterie, z uwagi na duza oporno$¢ na czynniki srodowiskowe, moga by¢ szcze-
gblnie przydatne do tego typu badan, bowiem w przypadku ich pelnej eliminacji
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mozna wnioskowac o inaktywacji pozostatych mikroorganizmow [BAUZA-KASZE-
WSKA, SZALA, PALUSZAK, 2006; PALUSZAK, BAUZA-KASZEWSKA, LIGOCKA,
2003].

Z przegladu dostepnych publikacji wynika, iz dotychczas nie prowadzono
doswiadczen nad wptywem Efektywnych Mikroorganizméw na tempo eliminacji
bakterii chorobotwoérczych w gnojowicy oraz na jej wlasciwosci nawozowe. Bada-
nia BAUZY-KASZEWSKIEJ, SZALI i PALUSZAKA [2006] dotyczace wzajemnego od-
dzialywania, w warunkach hodowli mieszanej, bakterii fermentacji mlekowe;j
z rodzaju Lactobacillus oraz pateczek Salmonella Senftenberg W75 wykazaly, ze
w trakcie wspolnej 48-godzinnej inkubacji zaobserwowano catkowita inaktywacje
populacji drobnoustrojow patogennych. Podobne wyniki antagonistycznego od-
dziatywania paleczek kwasu mlekowego uzyskali BRASHEARS i DURRE [1999],
ktorzy stwierdzili catkowita eliminacjg Salmonella spp. po 24 godzinach inkubacji.
Natomiast BEDNARSKI i KUCZKOWSKI [2006], w eksperymencie dotyczacym sku-
tecznosci dziatania wybranych gatunkéw bakterii z rodzaju Lactobacillus wobec
drobnoustrojow patogennych, odnotowali najlepsze wtasciwosci hamujace szcze-
pow Lactobacillus acidophilus oraz Lactobacillus plantarum w stosunku do pale-
czek Salmonella enteritidis. Uzyte w powyzszych do$wiadczeniach bakterie fer-
mentacji mlekowej stanowily jeden z glownych sktadnikéw preparatu EM zasto-
sowanego w badaniach wiasnych.

Zdaniem BAUZY-KASZEWSKIEJ, SZALI i PALUSZAKA [2006], wtasciwosci anta-
gonistyczne bakterii kwasu mlekowego w stosunku do wielu mikroorganizmow
patogennych, w tym pateczek z rodzaju Salmonella, stwarzaja mozliwos$¢ szersze-
go wykorzystania tych drobnoustrojow i produktow ich metabolizmu w rolnictwie
migdzy innymi do eliminacji zarazkéw chorobotworczych wystepujacych w od-
chodach zwierzgcych przeznaczonych do celéw nawozowych.

WNIOSKI

1. Przeprowadzone badania dowiodty, ze wprowadzenie mieszaniny Efektyw-
nych Mikroorganizméw do gnojowicy bydlgcej przyczynilo si¢ do zwigkszenia
tempa eliminacji pateczek Salmonella Senftenberg Wy7s.

2. Ustalony na podstawie analizy regresji teoretyczny czas przezycia bakterii
wskaznikowych w probie gnojowicy, zawierajacej preparat EM (proba D) byt
znacznie krotszy niz w probie bez jego udziatu (proba K).

3. Z rezultatow doswiadczenia wynika, ze istnieje mozliwo$¢ zastosowania
Efektywnych Mikroorganizméw w praktyce, jako dodatku do gnojowicy poprawia-
jacego efekty jej higienizacji.
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Grzegorz WRONSKI, Bozena SZEJNIUK, Mirostawa AFFELSKA

EFFECT OF EM APPLICATION ON THE SURVIVAL
OF INDICATOR BACTERIA Salmonella SENFTENBERG W;;5 IN BOVINE SLURRY

Key words: bovine slurry, Effective Microorganisms, Salmonella Senftenberg W;s, survival
Summary

The aim of this study was to estimate the effect of EM (Effective Microorganisms) on the inacti-
vation rate of indicator bacteria Salmonella Senftenberg W75 in bovine slurry. EM cultures applied in
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the experiment contained numerous strains of microorganisms belonging to various systematic and
physiological units (lactic acid bacteria, actinomyces, fungi etc.). Model study was carried out in the
laboratory in the two following variants: slurry + test bacteria suspension (the control sample — K);
slurry + test bacteria suspension + EM (the test sample — D). Quantitative determinations of indicator
bacteria in individual experimental samples were made based on the MPN method.

The study showed that introducing the mixture of Effective Microorganisms into slurry increased
the elimination rate of Salmonella Senftenberg W;75s. The theoretical (statistically verified) time of
indicator bacteria survival in a sample of slurry containing EM (sample D) was considerably shorter
as compared with a sample without EM (sample K). The results obtained in the experiment show the
possibility of applying Effective Microorganisms in practice as an additive to slurry, which may im-
prove the effects of its sanitization.
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