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1. Wstep

Racjonalne wykorzystywanie osadéw $ciekowych obok trudnosci tech-
nicznych, stanowi wazny 1 niedostatecznie rozpoznany problem natury higienicz-
nej. Nalezy pamietac, ze sanitarne wlasciwosci osadéw §ciekowych maja charak-
ter zmienny i sg ksztaltowane przez wiele czynnikow, takich jak: standard zycia
i stan zdrowotny mieszkancow na danym terenie, rodzaj oczyszczalni $ciekow
oraz stosowane metody przerobki osadow. Gospodarka osadowa znajduje sig¢
czgsto na marginesie procesow oczyszczania $ciekow. Niewielkie ilosci osadow
powstajacych w malych oczyszczalniach prowadza czesto do pomijania lub baga-
telizowania tego problemu przez projektantow i inwestorow [5, 9].

Osady $ciekowe ze wzgledu na sklad fizyko-chemiczny, a szczegdlnie
duzg zawarto$¢ substancji organicznej zasiedlone sg przez mikrofaung i mikro-
flore tworzac swoistg biocenoze. W jej sktad wchodza wirusy, bakterie, grzyby,
pasozytnicze bezkregowce i ich jaja. Wérdd nich wystepujg zarowno mikroor-
ganizmy patogenne, grozne dla czlowieka, jak i saprofityczne, oboj¢tne z sani-
tarnego punktu widzenia [7, 17, 18]. Marcinkowski [12] podaje, ze w §ciekach
i osadach $ciekowych najczgéciej wystepuja nastgpujace gatunki bakterii:
Escherichia coli Salmonella typhi, Clostridium botulinum, Vibrio cholerae,
Mycobacterium tuberculosis. W przypadku przyrodniczego wykorzystania osa-
déw, bardzo wazna jest znajomo$¢ czasu przezywalnosci organizméw chorobo-
tworczych. Koniecznos¢ prawidtowego, z punktu widzenia zagadnien sanitar-
no—higienicznych, unieszkodliwiania osadoéw przed wykorzystaniem do pro-
dukcji rolniczej sprawia, ze badania biologicznych skazen osadéw poddanych
procesom technologicznym stajg si¢ sprawa wazng i pilna.
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Celem pracy byla ocena sktadu ilosciowego i gatunkowego bakterii pa-
togennych lub wzglednie chorobotworczych w czasie skladowania komunal-
nych osadéw $ciekowych.

2. Material i metody
2.1. Pobieranie préobek do badan

Materialem badawczym byly komunalne osady $cieckowe mechanicznie
odwodnione na prasie hydraulicznej typu VSMI. Poddane badaniom osady $cie-
kowe charakteryzowaly si¢ §rednig zawartoscig suchej masy 17,45% wartoScig
pH 6,6. Na poletku zdrenowanym o powierzchni 177 m?usypano z osadéow luzna
pryzmg o wymiarach 2x1,5x4 m. Probki sktfadowanych osadéw byly pobierane po
uprzednim zdjg¢ciu wierzchniej warstwy o grubosci 20 cm z wyznaczonych punk-
tow do szklanych sterylnych pojemnikéw. Masa probki laboratoryjnej wynosita
1000g. Pobrany material poddano analizom w odstepach miesiecznych analizy
ilosciowe 1 jakoSciowe bakterii z rodziny Enterobacteriaceae i1 innych paleczek
gram-ujemnych, paciorkowcow oraz gronkowcoéw 1 mikrokokow.

2.2. Analiza iloSciowa bakterii

Ilosciowego oznaczenia bakterii z wymienionych grup taksonomicznych
dokonano metoda ptytkowa. Do kolb o pojemnosci 1000 ml odwazono po 100 g
osaddw, nastepnie dolano po 900 ml plynu fizjologicznego (0,85% NaCl). Proby
zostaly poddane homogenizacji na wytrzasarce typu 358S przez 1 godzing, przy
obrotach 120/minute. Z otrzymanego homogenatu wykonano rzad rozcienczen
dziesietnych od 10" do 107. Z kazdego przygotowanego rozcienczenia wykony-
wano posiewy, rozprowadzajac trojkatem bakteriologicznym 0,1 ml na odpo-
wiednie podioze stale. Zastosowano nastgpujace pozywki: agar Mac Conkeya,
Chapmana, D—Doccosel. Tak przygotowane posiewy inkubowano w temperatu-
rze 37°C przez 24 godziny. Po uplywie tego czasu policzono wyroste kolonie.
Liczbe bakterii podano w 1g §wiezej masy osadu stosujac nastepujacy wzor:

C
T (N;+0,1-Ny)-d

L 10 (1)

gdzie:
C — suma kolonii na wszystkich liczonych ptytkach,
N; — liczba ptytek w pierwszym liczonym rozcieniczeniu,
N, — liczba ptytek w drugim liczonym rozcienczeniu,
d — wskaznik rozcienczenia odpowiadajacy pierwszemu liczonemu roz-
cienczeniu.
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2.3. Identyfikacja gatunkowa bakterii

Rozpoznania gatunkowego bakterii z rodziny Enterobacteriaceae i in-
nych pateczek gram—ujemnych, paciorkowcéw oraz gronkowcow i mikrokokoéw
dokonano za pomocg systemu API przy uzyciu nastgpujacych mikrotestow: API
20 E, API 20 STREP i API STAPH.

2.4. Obliczenia statystyczne

Wyniki badan przezywalnosci bakterii w sktadowanych osadach zwery-
fikowano, a nast¢gpnie poddano analizie statystycznej w oparciu o zmiany ich
liczby w czasie wedlug wzoru:

log(N)=ax+b (2)
gdzie:

N — liczba bakterii w danym czasie,

a — wspotczynnik kierunkowy, odpowiadajacy $redniej zmianie liczby
bakterii w postaci log na jeden miesigc,

X — czas w miesigcach,

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

Ustalono teoretyczny czas przezycia, a takze tempo eliminacji bakterii
w osadach na podstawie przebiegu krzywych regresji.

3. Wyniki badan i ich oméwienie

Obecnos¢ organizméw patogennych w osadach Sciekowych jest jednym
z istotnych elementdéw stwarzajacych zagrozenie sanitarne, ktéry musi by¢ bra-
ny pod uwagg przy rozwazaniu dalszego sposobu postepowania z tym rodzajem
odpadoéw. Do najczeséciej oznaczanych rodzajow i gatunkow bakterii nalezg:
Escherichia spp., Salmonella spp., Shigella spp., Pseudomonas aeruginosa,
Clostridium perfringens, Bacillus anthracis, Listeria monocytogenes, Vibrio
cholerae, Mycobacterium tuberculosis, Streptococcus pyogenes, Proteus vulga-
ris [1, 19].

Analiza mikrobiologiczna wykazata w badanych osadach wystgpowanie
licznych bakterii z rodziny FEnterobacteriaceae 1 innych paleczek gram-
ujemnych. Na poczatku do§wiadczenia liczba tych drobnoustrojow ksztaltowata
si¢ na poziomie 6,6-10° jtk/g. W czasie trwania sktadowania $rednia liczba pa-
feczek gram-ujemnych w osadach ulegala zmniejszeniu, przy czym przez
pierwsze cztery miesigce badan eliminacja tych bakterii nie przekroczyta 1 log.
Dalsze badania wykazaly ciagla zamieralno$¢ komorek enterobakterii, po trzech
miesigcach sktadowania ich ilo$¢ obnizyla si¢ o 2 jednostki logarytmiczne.
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W koncowej fazie eksperymentu wykrywano w badanych osadach pateczki gram-
ujemne w liczbie 6,6-10° jtk/g. Tempo eliminacji bakterii z rodziny Enterobacte-
riaceae w omawianych osadach podczas magazynowania wynosilo
—0,36 log/miesigc. Obliczony z réwnan regresji teoretyczny czas przezywania
tych mikroorganizméw w osadach okreslono na 17,6 miesigca (tabela 1, rys. 1).
Analizowane osady cechowaly si¢ duzg roznorodnoscig sktadu gatunkowego
mikroorganizméw, poniewaz w okresiec prowadzenia badan wyizolowano 16
rodzajow paleczek gram-ujemnych. Najczes$ciej identyfikowanymi gatunkami
byly: Escherichia coli, Serratia odorifera, Citrobacter freundii, Enterobacter
cloacae, Pseudomonas fluorescens, Klebsiella ozaenae, Proteus vulgaris, (tabe-
la 2). Podkresli¢ nalezy, ze we wszystkich probkach stwierdzono obecnos$¢ pale-
czek Salmonella spp. Larski 1 Truszczynski [10] uwazaja, ze wszystkie serotypy
Salmonella nalezy uznac za potencjalnie chorobotworcze dla czlowieka i zwierzat.

Tabela 1. Liczba bakterii w sktadowanych osadach $ciekowych w okresie prowadzo-

nych badan
Table. 1. Number of bacteria from sewage sludge during the experimental period
Liczba bakterii (jtk/g)
Miesigce badan Ent grobacterzacgae . Gronkowce
i inne pateczki Paciorkowce S .
. i mikrokoki
gram-ujemne

v 6,6:10° 9,7-10° 1,6:10°

A 5,9:10° 2,5-10° 6,7-10*

VI 13-10° 3,2:10° 22104

VIl 1,6:10° 2.1-10° 2,0-10*

VIII 24104 4,1-10* 1,6:103

IX 6,3-10* 3,8:10* 1,3-103

X 6,6:10° 3,3:10° 7,3:10?

Wedlug aktualnie obowigzujacego stanu prawnego w Polsce [13] osady
scickowe mogg by¢ stosowane w $rodowisku przyrodniczym pod warunkiem,
ze nie stwierdza si¢ w nich obecnosci pateczek z rodzaju Salmonella. Doniesie-
nia naukowe wskazujg jednak, Ze jest to niewystarczajacy wskaznik sanitarny.
Zaobserwowano, ze w sktadowanych osadach $ciekowych, w ktorych nie wy-
stepowaly pateczki Salmonella byly izolowane inne bakterie patogenne. Sahls-
trdm 1 wsp. [14] stwierdzili, Ze po dwoch miesigcach sktadowania osadéw nie
izolowano Salmonella, gdy tymczasem inne bakterie chorobotworcze wystepo-
waly licznie nawet po uptywie jednego roku przetrzymywania tych odpadow.
Podobne wyniki prezentujg Berggren i wsp. [1]. Gibbs i wsp. [6] natomiast
podaja, ze Salmonella w osadach $cieckowych moze przezywac znacznie dtuzej,
nawet przez okres jednego roku. Kazmierczuk i Kalisz [8] rowniez wskazujg na
fakt, ze Salmonella nie powinna by¢ jedynym mikrobiologicznym wskaznikiem
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przydatnosci osadow do stosowania w rolnictwie. Autorzy twierdza, ze czgsto
pod nieobecno$¢ tych bakterii w osadach wystepuja inne drobnoustroje choro-
botworcze, stwarzajace powazne ryzyko z epidemiologicznego punktu widze-
nia. Proponujg rozszerzenie kryteriow oceny jakosci osadow do rolniczego wy-
korzystania 0 oznaczanie w nich bakterii hemolizujacych.

Badania dotyczace enterobakterii w osadach komunalnych wskazujg na
liczne ich wystgpowanie od 2,7-10% jtk/g [5] do 2,2-107 jtk/g [2, 3, 5]. Sktad
gatunkowy bakterii z tej grupy taksonomicznej wyizolowanych z osadow $cie-
kowych byt podobny do gatunkow wystepujacych w osadach z innych komu-
nalnych oczyszczalni, jak i osadow z zaktadéow migsnych, przetworstwa owo-
cowo-warzywnego [3, 4].

Tabela 2. Izolowane najcze¢sciej gatunki bakterii w osadach Sciekowych w okresie
prowadzonych badan

Table. 2. Bacteria species isolated most often from sewage sludge during the
experimental period

Enterobacteriaceae i inne
pateczki gram-ujemne

Paciorkowce

Gronkowce
1 mikrokoki

Escherichia coli, Citrobacter
freundii, Enterobacter cloa-
cae, Proteus vulgaris,
Serratia odorifera
S.marcescens, S.liquefaciens,
Pantoea spp, Shigella spp.,
Salmonella spp,

Klebsiella ozaenae,
K.pneumoniae, K.oxytoca,
Vibrio fluvialis,

Yersinia enterocolitica, Pseu-
domonas aeruginosa,
P.fluorescens,

Aeromonas hydrophila

Enterococcus faecalis,
E.faecium, E.durans,
Streptococcus uberis,
S.sanguis, S.salivarius,
S.pneumoniae,
S.pyogenes,
Lactococcus lactis,
Aerococcus viridans,
Gemella haemolysans,
G. morbillorum, Leuco-
nostoc spp.,

Listeria monocytogenes,

Staphylococcus lentus
S.hominis, S. sciuri,

S. xylosus,

S. haemolyticus,

S. simulans S. aureus,
S. epidermidis,
S.wamnerii, S. capitis,
S.caprae,
Micrococcus spp.

W badaniach osadéw ustalono liczbe paciorkowcdéw na poziomie od
9,7-10° na poczatku doswiadczenia do 3,3-10° jtk/g w koncowej jego fazie.
W czasie sktadowania osadow zaobserwowano we wszystkich przypadkach
sukcesywny spadek liczebnosci tych bakterii. Analiza regresji wykazata zamie-
ralno$¢ komorek tych drobnoustrojow w tempie —0,36 log/miesiac. Wykazano
rowniez podobnie dhigi do enterobakterii okres przezywania tych mikroorgani-
zmow w srodowisku osadow s$ciekowych (17,8 miesiaca) (tabela 1, rys. 2). Sa-
hlstrom 1 wsp. [14] stwierdzili po rocznym okresie sktadowanie osadow $cie-
kowych obecnos$¢ paciorkowcow katowych na poziomie 3,2 log. Podczas iden-
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tyfikacji gatunkowej drobnoustrojow w osadach stwierdzono bardzo bogata
mikroflorg wérdd, ktorej dominujgcymi gatunkami byty: Enterococcus faecalis,
E. faecium, Aerococcus viridans, Streptococcus sanguis oraz Gemella spp.,
Leuconostoc spp. (tabela 2). Stwierdzony sktad gatunkowy paciorkowcow w
analizowanych osadach byt podobny do identyfikowanych gatunkéow w innych
doswiadczeniach. Wérod paciorkowcow oznaczanych w osadach mozemy odna-
lez¢ gatunki nie stanowigce zagrozenia dla zdrowia ludzi 1 zwierzat, jednak
wickszos$¢ stanowig paciorkowce zaliczane wedhug klasyfikacji Lancefielda do
grupy D, nazywane paciorkowcami katowymi [20].
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Rys. 1. Tempo eliminacji bakterii z rodziny Enterobacteriaceae z osadow $ciekowych
w okresie prowadzonych badan

Fig. 1. Elimination rate Enterobacteriaceae from sewage sludge during the
experimental period

Bakterie z tej grupy bardzo czegsto stajg si¢ istotnym czynnikiem po-
wstawania chorob zakaznych, w szczeg6lnosci mogg by¢ przyczyna zapalenia
gornych drég oddechowych, uktadu rozrodczego, a takze ostrych i podostrych
zakazen przyrannych [15, 16]. Ziarniaki gram—dodatnie sa jednymi z najczgst-
szych czynnikow etiologicznych chorob u ludzi 1 zwierzat, moga uczestniczy¢
zarowno w zakazeniach pierwotnych, jak i wtornych. Drobnoustroje te sg za-
zwyczaj bardziej oporne na wzrost temperatury i lityczne dzialania réznych
zwigzkoéw chemicznych niz bakterie gram — ujemne [20].

Bakteriami wystepujacymi powszechnie w $rodowisku naturalnym (gle-
bie, wodzie, powietrzu, Sciekach, na roslinach) sa gronkowce i mikrokoki. Gram-
dodatnie ziarniaki bardzo licznie wystgpowaly w analizowanych osadach. Na
poczatku doswiadczenia drobnoustroje te stwierdzono w liczbie 1,6:10° jtk

1160 ———— Srodkowo-Pomorskie Towarzystwo Naukowe Ochrony Srodowiska



Dynamika zmian mikroflory bakteryjnej w sktadowanych osadach sciekowych

w 1 gramie osadow. Podobnie jak w przypadku enterobakterii i paciorkowcow
w okresie prowadzonych badan odnotowano zmniejszanie si¢ populacji tych mi-
kroorganizmow, przy czym w 7 miesigcu eksperymentu $rednia ich liczba ksztal-
towala sie na poziomie 7,3-10% jtk/g. Tempo eliminacji gronkowcow i mikroko-
kéw z osadow wynosilo 0,42 log/miesigca (tabela 1, rys. 3). Czas przezywalno$ci
tych drobnoustrojow w czasie skladowania osadow $ciekowych byl znacznie
krotszy w porownaniu do paciorkowcow i pateczek gram-ujemnych i wyniost
13,8 miesigca. Identyfikacja gatunkowa wykazala wystepowanie wiclu izolatow
nalezgcych do rodziny Micrococcaceae w badanym materiale. Drobnoustrojami
identyfikowanymi najczesciej byty: Staphylococcus xylosus, S.lentus, S.hominis,
S.caprae, S.epidermidis, S.aureus oraz Micrococcus spp. (tabela 2).
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Rys. 2. Tempo eliminacji paciorkowcoéw z osadow Sciekowych w okresie
prowadzonych badan
Fig.2. Elimination rate of streptococci from sewage sludge during the experimental period

Sktadowane osady Scickowe przechodzg przez szereg procesow bio-
chemicznych, w ktorych kluczowa role odgrywaja organizmy heterotroficzne
mineralizujgce mas¢ osadu. Obnizajaca si¢ sukcesywnie baza pokarmowa
w trakcie dojrzewania osadow staje si¢ czynnikiem ograniczajagcym rozwoj
bakterii chorobotworczych, prowadzac w konsekwencji do higienizacji osadow.
Malej 1 Boguski [11] wskazuja, ze skladowanie osadow w lagunach, to proces
mato efektywny w niszczeniu organizmdéw chorobotworczych, powoduje cze-
sciowe obnizenie wirusoOw, natomiast w odniesieniu do bakterii, grzybow 1 jaj
pasozytniczych bezkrggowcow proces ten nie jest skuteczny. Wedlug tych auto-
row redukcja bakterii z rodzaju Salmonella nastepuje dopiero po okresie rocznego
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magazynowania. W Polsce czgsto stosowang praktyka w matych oczyszczalniach
ScickOw jest miesigczny, czasami dwumiesieczny okres sktadowania osadow,
a nastepnie ich przekazywanie do rolniczego wykorzystania. Niepokoi zwlaszcza
fakt, ze wyniki badan udostgpnionych przez oczyszczalnie $ciekoéw komunalnych
prawie nigdy nie wykazuja w osadach obecnosci bakterii Salmonella.
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Rys. 3. Tempo eliminacji bakterii z rodzaju Staphylococcus 1 Micrococcus z osadow
scieckowych w okresie prowadzonych badan

Fig. 3. Elimination rate of Staphylococcus and Micrococcus from sewage sludge during
the experimental period

Wynika z tego, ze sktadowanie, jako jedna z form przej$ciowego po-
stepowania, moze stuzy¢ poprawie stanu sanitarnego osadow. Efekt higienizacji
zalezy od czasu sktadowania, jak rowniez od wrazliwos$ci organizméw zasiedla-
jacych osad. Nalezy stwierdzi¢, iz sktadowanie osadow bez procesu higienizacji
nie zapewnia eliminacji mikroorganizmow stanowiagcych wskazniki oceny sani-
tarno—higienicznej. Wylaczne sktadowanie osadow nawet przez okres roku nie
jest skutecznym sposobem usunigcia skazen mikrobiologicznych, mogacych
stanowi¢ zanieczyszczenia Srodowiska naturalnego. W zwigzku z tym nasuwa
si¢ konieczno$¢ prowadzenia higienizacji osadow Sciekowych poprzez ich wap-
nowanie lub kompostowanie.

4. WniosKki

1. Ocena mikrobiologiczna osadow z oczyszczalni sciekow komunalnych wy-
kazata wystepowanie w nich licznych bakterii patogennych i wzglednie cho-
robotworczych.
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2. Sktadowanie osadow Sciekowych przyczynia si¢ do obnizenia skazenia bak-
teriologicznego, jednak nie zapewnia dostatecznej ich higienizacji.
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Dynamics of Changes in Bacterial Microflora
of Stored Sewage Sludge

Abstract

The subject of the study was mechanically dewatered municipal sewage
sludge, which was subjected to deposition process. At the beginning of the experiment,
the total number of bacteria from the family Enterobacteriaceae and other gram-
negative bacilli, streptococci and staphylococci and micrococci was determined in the
tested material. The number of gram-negative bacilli at the beginning of the experiment
was equal 6.6-10° cfu/g, while at final stage of research the number of isolated bacteria
was on the level of 6.6-10° cfu/g. The number of streptococci in researches of sewage
sludge ranged from 9.7-10° cfu/g (first month of experiment) to 3.3-10° cfu/g (last
month of experiment). Micrococci and staphylococci in initial stage of research were
isolated in number 1.6-10° cfu in 1g of sewage sludge. The reduction of these bacteria
during the storage of sewage sludge was observed, just like in case of Enterobacteria-
ceae and streptococci. The average number of micrococci and staphylococci was equal
7.3-10% cfu/g in 7 month of experiment. Then the bacteriological composition of sludge
was analysed at monthly intervals. The results of the study indicated that numerous
Gram-negative bacilli, streptococci and staphylococci occur in raw sludge. Pathogenic
species were identified among isolated microorganisms: Serratia odorifera, Citrobacter
freundii, Klebsiella ozaenae, Proteus vulgaris Aerococcus viridans, Streptococcus san-
guis oraz Gemella spp., Leuconostoc sp. Staphylococcus xylosus, S.lentus, S.hominis,
S.caprae, S.epidermidis, S.aureus. The fact that the presence of Salmonella sp. was
observed in all samples is very significant. It was stated that dying of pathogenic bacte-
ria cells in sewage sludge during its deposition proceeds slowly. Consequently, their
survival rate amounted to 13+18 months. The results obtained indicate that municipal
sewage sludge subjected only to deposition should not be used in agriculture for sanita-
ry and hygienic reasons.
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