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Streszczenie

Celem pracy byto okreslenie wskaznikow mikrobiologicznych pozwalajg-
cych potwierdzi¢ zjawisko nieszczelnoSci szamba, przez skazenie pobli-
skiej gleby Sciekami komunalnymi. Z probek Sciekow i gleby wyizolowano
i zidentyfikowano kilka gatunkow bakterii, stanowigcych potencjalne sa-
nitarne zagrozenie dla Srodowiska: Escherichia coli, Enterococcus faeca-
lis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Clostridium diffici-
le, Streptococcus uberis.

Stowa kluczowe: $cieki komunalne, szambo, wskazniki mikrobiologiczne, bakterie
chorobotworcze, gleba

WPROWADZENIE

Zjawisko zanieczyszczenia $rodowiska $Sciekami stanowi wazny problem.
Czasem jest on nawet lekcewazony, badz niezauwazalny, zwlaszcza w odnie-
sieniu do prywatnych posesji z domkami jednorodzinnymi.

Przedostajace si¢ do gleby i wod gruntowych $cieki sg grozne dla $rodowi-
ska ze wzgledu na wystepujace w nich szkodliwe czynniki biologiczne. Wér6d
nich wymieni¢ mozna takie grupy jak: wirusy, grzyby, pierwotniaki, robaki
pasozytnicze i bakterie. Mozna je znalez¢ zaréwno w $ciekach surowych, jak
i w tych, ktére zostaty podane oczyszczaniu [Btaszczyk 2007, Cyprowski, Kra-
jewski 2003, Gotofit-Szymczak 2007, Romdhana i in. 2009, Toze 1999, Zamor-
ska 2007]. Biorac pod uwage specyficzne warunki powstawania $ciekdw, w ich
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sktadzie mozna wykry¢ charakterystyczne dla bioty przewodu pokarmowego
gatunki bakterii, w szczeg6lnosci takie, ktére sa obecne w kale ludzi oraz zwie-
rzat. Sg to m.in. bakterie nalezace do rodzaju: Bacteroides, Bifidobacterium,
Lactobacillus, Clostridium, Enterococcus, Pseudomonas, Clostridium, Myco-
bacterium, Micrococcus, Staphylococcus, Streptococcus, oraz rodziny Entero-
bacteriaceae (E. coli, Salmonella sp., Shigella sp. Proteus sp.) [Btaszczyk 2010,
Cyprowski, Krajewski 2003, Goftofit-Szymczak 2007, Maukonen i in. 2008,
Romdhana i in. 2009, Toze 1999, Zamorska 2007].

Wazne jest szybkie reagowanie i przeciwdziatanie zagrozeniom, wynikaja-
cym z zanieczyszczania gleby Sciekami z nieszczelnych instalacji przeznaczo-
nych do ich magazynowania i transportu. Stad niezbedne jest poszukiwanie
wskaznikéw mikrobiologicznych, potwierdzajacych nieszczelno$ci tych kon-
strukcji.

OBIEKT BADAN

Obiektem badan byt trzy komorowy, pierscieniowy zbiornik bezodptywowy
na nieczystosci ciekle, znajdujacy si¢ na prywatnej posesji na terenie Warszawy
oraz otaczajacy go grunt. Obiekt funkcjonuje od 2002 roku. Przy oddaniu
zbiornika do uzytku, zabezpieczono go i uszczelniono, aby spetniat obowigzu-
jace przepisy. Zbiornik jest oprézniany $rednio co 3-4 tygodnie. Na terenie po-
sesji w ciggu doby z wody korzystajg $rednio 4 osoby. Wystapit problem z nie-
szczelnoscia zbiornika ze wzgledu na uszkodzone dno w pierwszej komorze
oraz prawdopodobne uszkodzenia pomigdzy pierscieniami (kregami) w komo-
rach. Obiekt znajduje si¢ ok. 3m od budynku mieszkalnego.

METODYKA BADAN

Do badan pobrano 1 prébke $ciekéw z przeciekajacego zbiornika bezodpty-
wowego na nieczystosci ciekle — szamba (S), 3 prébki gleby z odlegtosci 1 m
od zbiornika, w tym: prébka X I z powierzchniowej warstwy gleby pobrana
laska Egnera, z 1 m (X II) i 2 m giebokosci (X III), pobrane §widrem recznym —
odwiert, a takze 3 odpowiadajace im probki kontrolne z odleglosci 13-16 m od
zbiornika (odwierty w odlegtosci 14,5 m, oznaczone jako K I — K III). Nastep-
nie przeprowadzono mikrobiologiczne badania ilo$ciowe i jako$ciowe, majace
na celu okreslenie liczebnos$ci poszczegdlnych grup bakterii i izolacje¢ oraz iden-
tyfikacje bakterii patogennych. Uzyto nastgpujace podtoza: TSA, Columbia
Agar, podloze Baird-Parker’a, Endo Agar, podioze MacConkey’a, Streptococ-
cus Agar, Cetrymide Agar, King B. W celu poszukiwania bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae oraz Staphylococcaceae dodatkowo zastosowano Petrifilmy
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firmy 3M (Enterobacteriaceae, Staph Express, ogdlna liczba drobnoustrojow
tlenowych). Identyfikacje potencjalnych patogenéw wykonano zgodnie z sys-
tematyka wg Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology [De Vos i in. 2009,
Staley i in. 2005], na podstawie badan cech morfologicznych (kolonii i komé-
rek), hodowlanych, fizjologicznych i biochemicznych. Do oznaczenia cech
biochemicznych wykorzystano ptytkowe testy biochemiczne (m.in. dot. syntezy
katalazy i oksydazy) oraz testy API firmy bioMerieux (20NE, API Staph, API
Strep, 20A). Dokumentacje zdjeciowg izolatow wykonano przy pomocy mikro-
skopu Nikon E600 sprzezonym z kamera.

WYNIKI BADAN

Wyniki przedstawiajace liczebnos$¢ bakterii na zastosowanych w badaniach
podiozach statych przedstawiono na rys. 11 rys. 2.

Analiza wynikow wskazuje, ze w probkach gleby pobranej przy zbiorniku
bezodptywowym (X I — X III) liczebno$¢ hodowlanych bakterii jest w znacz-
nym stopniu wyzsza na wigkszo$ci z stosowanych podiozy (przewaznie od 10
do 1000 razy), niz w prébkach gleby kontrolnej (K I — K III). Szczegdlnie jest
to zauwazalne, gdy poréwnamy prébki K III i X III, pobrane z gtebokosci 2 m.
Najmniej widoczne réznice zaobserwowano w przypadku podtozy TSA i Co-
lumbia Agar. Podobne, mniej zaznaczajace si¢ réznice (lub ich brak) wida¢ przy
poréwnaniu powierzchniowych préobek K 11 X I. Wyjatek stanowi tutaj podtoze
Baird-Parker, gdzie na ptytkach Petriego z zaszczepionym materiatem pocho-
dzacym z kontrolnej prébki K I nie odnotowano wzrostu bakterii. W prébce
sciekéw (S) stwierdzono najwiekszg liczebnos¢ bakterii w przypadku kazdego
zastosowanego podtoza.

Na rys. 3 przedstawiono wyniki poréwnujace liczebno$¢ wyhodowanych
bakterii z uzyciem tradycyjnych metod ptytkowych Kocha i testéw Petrifilm
(ogdlnej liczby bakterii tlenowych, bakterii z rodziny Enterobacteriaceae oraz
nalezacych do Staphylococcaceae).

Analiza wynikéw badan (rys. 3), wykazuje istotne podobienstwa w uzyskanej
liczebnosci bakterii na Petrifilmach z oznaczeniami dokonanymi przy uzyciu
ptytek Petriego (wszystkie trzy badania porownawcze). Najwigksza liczbg bakte-
rii wykazano w prébce $ciekdw (S), przy zastosowaniu obu metod. Zauwazono
znaczgce réznice w liczebnos$ci bakterii pomigdzy probkami kontrolnymi gleby
(KT-K 1D, a ich odpowiednikami pobranymi przy zbiorniku bezodptywowym
(X T - X III). Réznice te nie sg jedynie tak dobrze widoczne w badaniu przepro-
wadzonym przy uzyciu podtoza TSA i Petrifilméw na ogdlng liczbe tlenowych
bakterii. W prébkach z otoczenia zbiornika (X I — X III), liczebno$¢ drobnoustro-
jow byla przewaznie wigksza od 10 do 100 razy. Najwyzsza liczebno$¢ bakterii
stwierdzono w prébkach gleby pobieranej z gtebokosci 2 m (K 1T 1 X III).
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Poréwnanie liczby jtk bakterii na podtozach statych w
poszczegdlnych prébkach (1)

1,00E+09

1,00E+08
% 1,00E+07
S 1006406 | Prébka K1
£ .
< Pi kaK 1l
4 100405 rébka
3 Prébka K11l
S 1,00E+04
an =Probka X1
2
= LOOE03 mProbka X Ii
2 1,00E+02 mPrébka X 11l
N
% 1,00E+01 mPrébka S
o
2 1,00£+00 +

TSA Columbia Agar MacConkey Endo Agar
Zastosowane podtoza

Rys. 1. Liczebnos¢ jtk bakterii na czterech podstawowych, stosowanych
w badaniach ilosciowych podtozach statych
Fig. 1. Number of CFU of bacteria on the four used in quantitative research,
primary solid medium

Poréwnanie liczby jtk bakterii na podtozach statych w
poszczegdlnych prébkach (I1)
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Rys. 2. Liczebnos¢ jtk bakterii na dodatkowych czterech, stosowanych
w badaniach ilosciowych, podtozach statych
Fig. 2. Number of CFU of bacteria on the four used in quantitative research,
additional solid medium
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Poréwnanie liczby bakterii na podtozach statych i
odpowiadajacym im testom Petrifilm w poszczegdlnych

prébkach gleby i scieku
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Rys. 3. Skutecznosc testow Petrifilm w odniesieniu do tradycyjnych podtozy statych
Fig. 3. The effectiveness of Petrifilm tests for the traditional solid medium

Z prébek $ciekéw i gleby wyizolowano i zidentyfikowano kilka gatunkéw
bakterii o wtasciwos$ciach chorobotworczych, stanowigcych potencjalne sani-
tarne zagrozenie. Uznano te bakterie za podstawowe wskazniki mikrobiologicz-
ne w badaniach (tab. 1).

Tab. 1. Gatunki bakterii (prawa kolumna) wykryte w pobranych probkach gleby
i Sciekow (lewa kolumna), bedgce potencjalnymi wskaznikami zagrozenia sani-
tarno-mikrobiologicznego

Tab. 1. Bacterial species (right column) detected in samples of soil and sewage
(left column), which are potential indicators of sanitary-microbiological haz-
ards

Prébka Wyizolowane patogenne gatunki bakterii (potencjalne wskazniki)

KI-KII Eschericha coli - brak w K III; Pseudomonas aeruginosa - brak w KII i
B KIII; Enterococcus faecalis - brak w K 111 K IIT

Clostridium difficile - brak w X II; Eschericha coli; Pseudomonas ae-

XI-X1II ruginosa; Enterococcus faecalis; Streptococcus uberis; Staphylococcus
aureus
S Clostridium difficile; Eschericha coli; Pseudomonas aeruginosa; En-

terococcus faecalis; Streptococcus uberis; Staphylococcus aureus
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Analiza wynikéw (tabela 1) potwierdza wyizolowanie i zidentyfikowanie
z pobranych prébek 6 gatunkéw bakterii bedacych patogenami badz potencjal-
nymi patogenami. Najwigksze podobienstwo pod wzglgdem réznorodnosci tych
bakterii wystepuje pomiedzy prébkami Sciekéw (S) oraz gleby z najblizszego
sgsiedztwa zbiornika (X I — X IIT). W prébkach X 11 X III gatunki te pokrywaty
si¢ z tymi, ktére wyizolowano ze $ciekéw. Natomiast w probce X II byty obec-
ne wszystkie bakterie poza Clostridium difficile. W prébkach kontrolnych (K I
— K III) wykryto tylko 3 gatunki sposrdd tych bakterii, przy czym nalezy zazna-
czy¢, ze w probece K III nie bylo zadnego z nich, a w KII obecne byty tylko
bakterie Eschericha coli. Pod wzgledem liczebnosci bakterii nalezacych do tych
gatunkéw, w probkach X I — X III byly one bardziej liczne niz w prébkach kon-
trolnych (K I — K III). Przyktadowe obrazy bakterii uzyskane z preparatéw mi-
kroskopowych przedstawiono na fot. 1.

Fot. 1. Przyktadowe zdjecia uzyskane podczas obserwacji mikroskopowej (mikroskop
NIKON Eclipse E600, powigkszenie 1000x) preparatow bakterii wyhodowanych na
zastosowanych podtozach: 1 - Eschericha coli, 2 - Clostridium difficile, 3 - Staphylo-
coccus aureus, 4 - Pseudomonas aeruginosa
Phot. 1. Sample images obtained during observation microscope (NIKON Eclipse E600,
extension 1000x) preparations of bacteria grown on used medium: 1 - Eschericha coli,
2 - Clostridium difficile, 3 - Staphylococcus aureus, 4 - Pseudomonas aeruginosa]
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PODSUMOWANIE

Zanieczyszczanie gleby i wod nalezy do jednego z gltéwnych probleméw
zwigzanych z gospodarowaniem powstajacych $ciekdw bytowo-gospodarczych.
Zjawisko to jest czasami wynikiem przypadku, jednak znacznie cze¢$ciej celo-
wej dziatalno$ci ludzkiej [Zadroga i in. 2001]. Problem jest szczegdlnie wazny,
gdyz mamy tutaj do czynienia z bezpos$rednim kontaktem §ciekéw z najbliz-
szym otoczeniem czlowieka. Dlatego istotnym elementem prowadzonych
w tym zakresie badan, jest poszukiwanie wskaznikéw (w tym mikrobiologicz-
nych) pozwalajacych na szybkie wykrywanie i usuwanie skutkéw skazen. Do
ilosciowych wskaznikéw zaliczy¢ mozna hodowle prowadzone w kierunku
oznaczania liczebnosci bakterii z rodziny Pseudomonadaceae, Staphylococca-
ceae, Streptococcaceae, Enterobacteriaceae [Bahig i in. 2008, Kobabe i in.
2004]. Zastosowanie w czesci przypadkéw, oprécz tradycyjnej metody Kocha,
moga znalez¢ réwniez testy Petrifilm, ktérych skuteczno$¢ potwierdzono
w badaniach. Jako wskazniki jako$ciowe moga stuzy¢ powszechne w $ciekach
oraz przewodach pokarmowych ludzi i zwierzat gatunki patogendéw bakteryj-
nych, jak np. Eschericha coli; Pseudomonas aeruginosa; Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus czy Clostridium difficile [Kazmierczuk i Kalisz 2010,
Smytta i in. 2003]. Ich obecno$¢ potwierdzono w Sciekach i glebie w poblizu
zbiornika bezodptywowego. Sa to przewaznie bakterie chorobotwoércze,
w wiekszosci réwniez toksynogenne. Ich wystepowanie wynikajace najprawdo-
podobniej z nieszczelnos$ci konstrukcji szamb i kanalizacji, moze zagrazaé
zdrowiu mieszkancow.
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MICROBIOLOGICAL INDICATORS FOR SANITARY SOIL
CONTAMINATION NEAR LEAKING CESSPOOL

Summary

The main purpose of this thesis was to determine the microbiological in-
dicators confirm that the phenomenon of leakages cesspool, contamina-
tion of nearby soil by municipal sewage. In the sewage samples and the
soil were isolated and identified several species of bacteria, representing
a potential health hazard: Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Pseu-
domonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Clostridium difficile, Strep-
tococcus uberis.

Key words: municipal sewage, cesspool, microbiological indicators,
pathogenic bacteria, soil



