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Аннотация. Клостридии являются одним из самых крупных родов эубактерий, обитающих 
в воде, почве, кишечнике человека и животных. Род Clostridium включает как патогенные, 
так и непатогенные виды. Представители этого рода занимают лидирующее положение сре-
ди всех типов бактерий по продуцированию разнообразных токсинов. Благодаря способно-
сти к образованию спор эти микроорганизмы способны выживать в самых неблагоприятных 
условиях. Особую экологическую опасность представляют устойчивые к антибиотикам 
клостридии, переносимые в окружающую среду в составе навоза сельскохозяйственных 
животных. В настоящей работе изучено влияние различных способов обработки (аэрация, 
подкисление, внесение сурфактантов) жидкой фракции (ЖФ) свиных навозных стоков (НС) 
на видовой состав и численность клостридий. Установлено, что в НС навозонакопительных 
ванн доминирующее положение занимают Cl. septicum и Cl. perfringens. Оба вида принима-
ют активное участие в аммонификации органических соединений, выделяя в окружающую 
среду широкий спектр летучих веществ с неприятным запахом. Наиболее высокая доля кло-
стридий выявлена в биопленках, формирующихся на поверхности НС в анаэробных усло-
виях. Такие условия складываются при хранении ЖФ в крытых лагунах, что повышает эко-
логические риски переноса нежелательных микроорганизмов в окружающую среду. Круг-
лосуточная аэрация и подкисление НС до рН 5.5 способствовали снижению количества кло-
стридий. Соответствующие условия привели к формированию консорциумов микроорга-
низмов, в которых доминирующее положение занимали грибы. В биопленках подкислен-
ных НС доминировали Cl. difficile (32.52%), Cl. putrificum (31.62%) и Cl. septicum (30.72%), в 
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вариантах с добавкой ПАВ – Cl. difficile (69.98 – 95.26%). Наибольшая относительная чис-
ленность патогенных Cl. difficile (95.26%) наблюдалась в варианте с добавкой катионактив-
ного ПАВ (бензалкония хлорида). 
Ключевые слова: Clostridium, поверхностно-активные вещества, серная кислота, навозные 
стоки, микробиота навозных стоков 
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ВВЕДЕНИЕ 

Предотвращение рисков биологического загрязнения окружающей среды 
несвойственными природным экосистемам микроорганизмами (МО) входит в чис-
ло важнейших задач современного сельского хозяйства. Основными источниками 
переноса в природные среды широкого спектра опасных биологических объектов 
(патогенных МО, гельминтов, яиц гельминтов) являются побочные продукты жи-
вотноводства (ППЖ) – навоз и навозные стоки (НС), используемые в качестве ор-
ганических удобрений. Перед внесением в почву ППЖ подвергают специальной 
обработке – обезвреживанию, направленному на обеспечение биологической без-
опасности соответствующего материала. Большинство патогенных МО в процессе 
обезвреживания погибает, однако наиболее устойчивые сохраняют свою жизне-
способность как в ППЖ, так и в природных средах (Пилип, Сырчина, 2022; Пилип 
и др., 2023; Сырчина и др., 2023). Высокую резистентность к различным способам 
обработки проявляют бактерии рода Clostridium. Экспериментальные исследова-
ния показывают, что споры клостридий выживают при переработке навоза в био-
реакторных и биогазовых установках, выдерживании в условиях низких темпера-
тур, обработке бактерицидными препаратами (Гарайс, 2011; Leggett, 2012; Neuhaus 
et al., 2015).  

Клостридии представляют собой один из самых крупных родов эубактерий, 
характерными особенностями которого являются облигатно-анаэробный энергети-
ческий метаболизм, неспособность к осуществлению диссимиляционного восста-
новления сульфата и образование эндоспор при попадании МО в неблагоприятные 
для жизнедеятельности условия. Споры могут сохраняться в почве на протяжении 
многих лет и прорастать в вегетативные клетки при изменении условий в благо-
приятном направлении. 

К роду клостридий относятся как непатогенные, так и патогенные виды. Па-
тогенные спорообразующие клостридии представляют большую опасность для 
животных и человека. Известно, что представители этого рода занимают лидиру-
ющее положение среди всех типов бактерий по продуцированию разнообразных 
токсинов (Hailegebreal, 2017). Такие виды, как C. botulinum, C. septicum, C. chau-
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voei, C. haemolyticum, C. sordellii, C. perfringens, C. tetani могут вызывать заболева-
ния у сельскохозяйственных животных: эмфизематозный карбункул у крупного 
рогатого скота, брадзот у овец, клостридиальный некротический энтерит у птиц, 
анаэробную энтеротоксемию, злокачественный отек, столбняк, хронический кор-
мовой клостридиоз, а также у человека: ботулизм, столбняк, газовая гангрена 
(Джавадов и др., 2020; Bagge et al., 2010).  

Серьезные экологические проблемы вызывают не только патогенные, но и не-
патогенные виды клостридий, обитающие в кишечнике сельскохозяйственных жи-
вотных. Попадая во внешнюю среду, соответствующие МО продолжают активно 
метаболизировать содержащиеся в ППЖ органические компоненты, выделяя при 
этом различные вещества, имеющие характерный неприятный запах. Так C. scato-
logenes является продуцентом скатола (Whitehead et al., 2008), C. tyrobutyricum – 
масляной и уксусной кислот (Liu et al., 2006), C. saccharoperbutylacetonicum – ин-
дола (Keis et al., 2001). Запаховое загрязнение воздуха, обусловленное микробио-
логическими процессами деструкции биогенных соединений на животноводческих 
предприятиях и прилегающих территориях, становится все более актуальной и 
злободневной проблемой (Сырчина и др., 2022; Пилип, Сырчина, 2023).  

Для клостридий, попадающих в навоз из кишечника сельскохозяйственных 
животных, характерна повышенная резистентность к антибиотикам. Контамина-
ция почвы такими штаммами МО приводит к переносу генов антибиотикорези-
стентности в агроценозы и другие экосистемы, что существенно затрудняет борьбу 
с бактериальными инфекциями человека и животных (Пилип и др., 2022; Scott et 
al., 2018; Blau, 2019).  

Широкий спектр экологических, ветеринарных и санитарно-гигиенических 
проблем, обусловленных переносом клостридий из навоза сельскохозяйственных 
животных в природные биоценозы, свидетельствует о высокой актуальности ис-
следований, направленных на выявление условий, способствующих снижению 
количества этих МО в ППЖ.  

Цель настоящей работы – оценить влияние различных методов обработки по-
бочных продуктов животноводства на численность бактерий рода Clostridium. 

 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Для проведения исследований использовали жидкую фракцию (ЖФ) НС, по-
лученную методом сепарирования. Время нахождения НС в подпольных навозо-
накопительных ваннах производственных помещений – 10 суток. Образцы ЖФ 
отбирали в стерильные емкости сразу после сепарирования и транспортировали в 
химическую лабораторию. Влажность исследуемых образцов ЖФ – 99.4%; рН 6.7; 
зольность – 19.0% от массы сухого вещества.  

В качестве приемов обработки использовали разные режимы аэрации ЖФ ат-
мосферным воздухом и добавку реагентов (различных типов поверхностно-
активных веществ (ПАВ) и раствора H2SO4). Оба приема находят применение в 
производственных условиях для снижения эмиссии запахообразующих веществ и 
улучшения микробиологических характеристик ППЖ (Колеватых и др., 2022). 
Следует отметить, что если влияние аэрации и подкисления на активность микро-



 
 
 
 
 
 
 
 
 
ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ СПОСОБОВ ОБРАБОТКИ НА ЧИСЛЕННОСТЬ БАКТЕРИЙ 

ПОВОЛЖСКИЙ ЭКОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ   № 4   2023                                                                    469 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

организмов-аммонификаторов достаточно хорошо исследованы и описаны (Миро-
нов, Хмыров, 2002; Пилип и др., 2020), то сведения о характере воздействия раз-
личных типов ПАВ на микробиоту НС до настоящего времени весьма противоре-
чивы и неоднозначны, что затрудняет оценку эффективности применения ПАВ для 
обработки НС. 

Образцы ЖФ (объем 4.0 л каждый) помещали в пластиковые пятилитровые 
емкости, вносили добавки реагентов согласно вариантам эксперимента, переме-
шивали и на протяжении всего эксперимента (14 суток) выдерживали при темпе-
ратуре 20±2ºС в условиях слабого освещения (в помещении с закрытыми шторами 
окнами). Началом эксперимента считали момент внесения добавок и включения 
аэратора. Для аэрации ЖФ применяли регулируемый воздушный компрессор с 
керамическими распылителями. Объем подаваемого воздуха устанавливали на 
уровне 150 мл в минуту на 1 л ЖФ.  

Варианты эксперимента: контроль (нативная ЖФ без добавок и аэрации в ем-
кости с открытой крышкой); 1) круглосуточная аэрация; 2) аэрация 2 часа в сутки; 
3) анаэробные условия хранения (в емкости с герметичнозакрытой на протяжении 
всего эксперимента крышкой); 4) добавка раствора Н2SO4 до рН 5.5±0.1; 5) добав-
ка катионактивного ПАВ (бензалкония хлорида); 6) добавка неионогенного ПАВ 
(оксида лаурилдиметиламина); 7) добавка анионактивного ПАВ (лауретсульфата 
натрия). Все ПАВ вносили в дозировке 10.0 мл на 1м3 ЖФ (в расчете на безводную 
форму ПАВ). 

Микробиологические исследования контрольных и экспериментальных вари-
антов ЖФ осуществляли в специализированной микробиологической лаборатории. 
Для исследований отбирали пробы биопленок (с поверхности ЖФ) и пробы бакте-
риопланктона (с глубины 12 – 15 см от поверхности). Образцы отбирали через 14 
суток после начала эксперимента и сразу доставляли в лабораторию. Из исследуе-
мого материала готовили ряд серийных разведений с применением стерильного 
физиологического раствора. Посев осуществляли в питательную среду Анаэроагар 
(Himedia, Индия), инкубировали при 37оC в анаэробных условиях с использовани-
ем газогенерирующих пакетов «АНАЭРОГАЗ» (НПО «ИНКО», Россия). Изучали 
характерные для клостридий колонии, а также морфологические особенности кле-
ток при микроскопии фиксированных препаратов, окрашенных методами Грама и 
Ожешко. МО идентифицировали в биохимическом тесте АНАЭРОтест23 (Pliva – 
Lachema, Хорватия) (ГОСТ 31744-2012; Шелыгин и др., 2018; ГОСТ Р 70152-2022). 

Дополнительно были исследованы ЖФ сразу после сепарирования (ЖФ-1) и 
свежий свиной навоз (ССН), отбор проб которого осуществляли стерильным ин-
струментом в стерильную тару при соблюдении правил асептики непосредственно 
после дефекации животных. Влажность исследуемых образцов навоза – 87.0%; 
рН 7.2; зольность – 28.5% от массы сухого вещества. 

Все исследования проводили в трехкратной повторности. Статистическую об-
работку полученных результатов выполняли стандартными методами с использо-
ванием встроенного пакета программ Microsoft Excel (Microsoft Corp., USA). Ста-
тистическую значимость различий средних величин оценивали по t-критерию 
Стьюдента (использовали гетероскедастический двусторонний тест ТТЕСТ из ста-
тистического пакета Microsoft Excel). 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

В результате микробиологических исследований ССН и ЖФ-1 было выявлено 
6 видов клостридий, принимающих активное участие в процессах аммонификации 
(табл. 1). 

 
Таблица 1. Видовое разнообразие бактерий рода Clostridium в свином навозе и жидкой 
фракции (ЖФ-1) 
Table 1. Bacterial species of the genus Clostridium in pig manure and the liquid fraction of ma-
nure effluents (LF-1) 

Вид бактерий  
рода Clostridium / 

Species of the  
genus Clostridium 

Навоз свиной нативный / 
Pig manure native 

Жидкая фракция свиных навозных 
стоков (ЖФ-1) / Liquid fraction  

of manure effluents (LF-1) 

Абс-ное значение, 
КОЕ/мл / Absolute 

value, CFU/ml 

Отн-ное  
значение, % / 
Relative value, 

% 

Абс-ное значение, 
КОЕ/мл / Absolute 

value, CFU/ml 

Отн-ное  
значение, % /  

Relative value, % 

Cl. sporogenes (9.6±0.6)×103 0.14 (8.7±0.3)×102 0.14 
Cl. bifermentans (7.0±1.5)×105 10.00 (1.2±0.4)×104 1.97 
Cl. putrificum (3.2±1.3)×106 45.70 (1.7±0.3)×104 2.79 
Cl. septicum (9.0±1.4)×104 1.29 (3.5±0.4)×105 57.52 
Cl. perfringens (3.0±0.6)×106 42.86 (2.2±0.3)×105 36.16 
Cl. (Сlostridioides) difficile (3.7±0.3)×102 0.01 (8.6±0.3)×103 1.41 
Общее число бактерий рода 
Clostridium / Total numbers 
of bacteria of the genus Clos-
tridium  

(7.0±0.5)×106 100 (6.1±0.3)×105 100 

 
Общее количество бактерий рода Clostridium в ЖФ-1 оказалось на порядок 

меньше количества этих МО в ССН. Доминирующее положение в ССН занимали 
Cl. putrificum и Cl. perfringens, в ЖФ-1 – Cl. septicum и Cl. perfringens, относящиеся 
к возбудителям газовой гангрены (анаэробной раневой инфекции). Выявленные в 
ЖФ-1 и ССН Cl. putrificum принимают активное участие в процессах аммонифи-
кации и формировании неприятного запаха. Для Cl. septicum характерны выражен-
ная протеолитическая активность, способность образовывать споры с высокой 
термостойкостью, способность адаптироваться и прорастать в подкисленном до 
рН 5.0 субстрате (Brunt et al., 2020; Valero et al., 2020), что существенно увеличи-
вает возможность выживания бактерий во внешней среде.   

В ССН выявлено более высокое, чем в ЖФ-1 количество Cl. bifermentans. Для 
этого вида характерен широкий спектр метаболитов, включая вещества с выра-
женным запахом (масляная, уксусная и муравьиная кислоты, этанол, бутанол, аце-
тон) (Leja et al., 2013), формирующих специфический неприятный запах навоза.  

Особого внимания заслуживает наличие в НС-1 и ССН такого вида, как 
Clostridioides difficile. Указанный вид является возбудителем псевдомембранозно-
го колита (C. difficile – ассоциированных болезней) у человека. Данный вид веге-
тирует в кишечнике поросят раннего возраста. В 2011 г. C. difficile послужил при-
чиной заболевания порядка 500000 человек в США и смерти около 29000 человек 
(Sandhu et al., 2018). Вид Clostridium difficile был перенесен во вновь созданный 
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род Clostridioides семейства Peptostreptococcaceae и ему присвоено наименование 
Clostridioides difficile. 

Количество клостридий в ЖФ на начало эксперимента составляло 
(6.1±0.3)×105 КОЕ/мл, что не превышало 0.11% от общего микробного числа 
(ОМЧ) ЖФ-1. Однако к 14-м суткам в контрольных образцах этот показатель уве-
личился до (8.0±0.6)×107 КОЕ/мл (31.19% от ОМЧ). Согласно результатам иссле-
дований, на количество клостридий существенное влияние оказали способы обра-
ботки ЖФ. На рис. 1 приведены данные, характеризующие влияние условий аэра-
ции на относительную численность клостридий (%) в биопленке и бактериопланк-
тоне ЖФ по отношению к ОМЧ через 14 суток после начала эксперимента, а также 
относительная численность клостридий на начало эксперимента (0.11%). 

Приведенные на рис. 1 данные показывают, что относительная численность 
клостридий в ЖФ с течением времени существенно возрастает. Максимальное 
количество этих МО выявлено в биопленке четвертого варианта эксперимента 
(анаэробные условия). Такие условия складываются при обезвреживании ЖФ в 
крытых лагунах. Высокая относительная численность клостридий выявлена и в 
варианте 3 (периодическая аэрация). Наименьшая численность клостридий была в 
биопленках, формирующихся при непрерывной подаче атмосферного воздуха. В 
соответствующих биопленках доминирующее положение занимали грибы 
(85.48%), а облигатные анаэробы, к которым относятся бактерии рода Clostridium, 
составляли 14.30%. Тем не ме-
нее, клостридии сохраняли 
жизнеспособность и в условиях 
аэрации, по всей видимости, за 
счет образования спор. 

Условия эксперимента ока-
зали влияние не только на чис-
ленность, но и на видовое раз-
нообразие бактерий рода 
Clostridium (табл. 2). 

На 14-е сутки в бактеорио-
планктоне ЖФ контрольных 
образцов по-прежнему домини-
ровали Cl. septicum (61.25%) и 
Cl. perfringens (35.00%), однако 
в сформировавшихся биоплен-
ках изменилось соотношение 
видов клостридий: стали преоб-
ладать Cl. difficile (68.30%). 
Причем данная тенденция от-
мечалась в биопленках всех 
вариантов эксперимента, доля 
Cl. difficile составила от 67.31 
до 79.71%. 
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Рис. 1. Доля бактерий рода Clostridium в ОМЧ био-
пленок и бактериопланктона через 14 суток после
начала и в начале эксперимента (ЖФ-1): 1 – начало
эксперимента, 2 – контроль, 3 – вариант 1, 4 – вариант
2, 5 – вариант 3 
Fig. 1. Proportion of Clostridium bacteria in the TMN
(Total Microbial Number) of biofilms and bacterioplank-
ton 14 days after the start and at the beginning of the
experiment (LF-1): 1 – beginning of the experiment, 2 –
control, 3 – option 1, 4 – option 2, 5 – option 3 
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Постоянная аэрация ЖФ снизила относительное количество Cl. septicum и 
Cl. perfringens в бактеориопланктоне до 12.44%, при этом количество Cl. putrificum 
увеличилось до 63.87%. В условиях периодической аэрации весьма устойчивым 
оказался вид Cl. septicum (72.67%). В анаэробных условиях доминировали 
Cl. sporogenes (77.72%). 

На численность клостридий определенное влияние оказал приём подкисления 
и добавки ПАВ. На рис. 2 представлены результаты, характеризующие влияние 
серной кислоты и различных типов ПАВ на долю клостридий в ОМЧ биопленок и 
бактериопланктона. 

Наиболее значительное снижение абсолютной и относительной численности 
клостридий было установлено в варианте 5 (добавка H2SO4 до рН 5.5±0.1). Обра-
ботка ЖФ растворами ПАВ оказала менее выраженное воздействие на эти бакте-
рии. Даже катионактивный хлорид бензалкония, широко используемый в качестве 
надежного антисептического средства, не привел к существенному снижению МО 
этого рода. Статистически значимых различий в воздействии различных типов 
ПАВ на долю клостридий в ОМЧ выявить не удалось. Незначительный эффект 
воздействия ПАВ на жизнедеятельность клостридий был установлен и в работах 
других исследователей (Reddy et al., 1999). Кроме того, в ряде публикаций отмече-
но, что катионактивные ПАВ могут стимулировать прорастание спор этих МО в 
питательной среде (Paredes-Sabja et al., 2009).  

В табл. 3 приведены данные о влиянии подкисления и добавок ПАВ на видо-
вое разнообразие бактерий рода Clostridium. 

Использование приема под-
кисления привело к доминиро-
ванию в биопленках НС Cl. dif-
ficile 32.52%), Cl. putrificum 
(31.62%) и Cl. septicum (30.72%). 
В вариантах с добавкой ПАВ в 
биопленках доминировали Cl. dif-
ficile 69.98 – 95.26%). Наиболь-
шая относительная численность 
патогенных Cl. difficile (95.26%) 
наблюдалась в варианте с до-
бавкой катионактивного ПАВ. 

В бактеориопланктоне НС 
при подкислении и добавке не-
ионногенного ПАВ преобладали 
Cl. perfringens (88.82 и 88.01% 
соответственно), Cl. septicum 
доминировали при применении 
катионактивного и неионактив-
ного ПАВ (77.36 и 89.23% соот-
ветственно). 
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Рис. 2. Влияние добавок H2SO4 и ПАВ на долю бак-
терий рода Clostridium в биопленке и бактериопланк-
тоне ЖФ: 1 – контроль, 2 – вариант 4, 3 – вариант 5,
4 – вариант 6, 5 – вариант 7 
Fig. 2. Effect of H2SO4 and surfactant additives on the
proportion of Clostridium bacteria in biofilms and bacte-
rioplankton of the liquid fraction: 1 – control, 2 – option
4, 3 – option 5, 4 – option 6, 5 – option 7 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Регулирование переноса бактерии рода Clostridium из навоза животных в 
окружающую среду представляет серьезную технологическую проблему. Благода-
ря способности к спорообразованию эти бактерии проявляют высокую устойчи-
вость к воздействию таких методов обработки ППЖ, как аэрирование, подкисле-
ние, воздействие различных типов ПАВ, включая катионактивные. Соответству-
ющие методы приводят к подавлению численности большинства МО, попадаю-
щих в ППЖ из кишечника животных, но относительное количество клостридий 
при этом существенно возрастает. 

В навозных стоках навозонакопительных ванн, расположенных в подпольном 
пространстве свинарников, доминирующее положение занимают такие виды, как 
Cl. septicum и Cl. perfringens. Оба вида принимают активное участие в аммонифи-
кации органических соединений, выделяя в окружающую среду широкий спектр 
летучих веществ с неприятным запахом.  

Наиболее высокая доля клостридий выявлена в биопленках, формирующихся 
на поверхности НС в анаэробных условиях. Такие условия складываются при хра-
нении ЖФ в крытых лагунах, что повышает экологические риски переноса неже-
лательных МО в окружающую среду.  

Самое низкое количество клостридий наблюдали в поверхностных биоплен-
ках ЖФ, формирующихся в условиях круглосуточной аэрации, а также в условиях 
подкисления до рН 5.5. Как аэрация, так и подкисление способствовали формиро-
ванию консорциумов МО, в которых доминировали грибы. 

Результаты работы могут найти применение при разработке технологий сни-
жения рисков микробиологического загрязнения окружающей среды отходами 
животноводства. 
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Abstract. Clostridia are one of the largest genera of eubacteria living in water, soil, the intestines 
of humans and animals. The genus Clostridium includes both pathogenic and non-pathogenic spe-
cies. Representatives of this genus occupy a leading position among all types of bacteria in pro-
ducing a variety of toxins. Due to their ability to form spores, these microorganisms can survive in 
the most unfavorable conditions. Antibiotic-resistant Clostridia, which are released to the envi-
ronment as part of farm animal manure, are of particular environmental danger. We have studied 
the influence of various treatment methods (aeration, acidification, and surfactant application) of 
the liquid fraction of pig manure effluents (ME) on the species composition and the numbers of 
Clostridia. Cl. septicum and Cl. perfringens were found to occupy a dominant position in the ME 
of manure storage baths. Both species are actively involved in the ammonification of organic com-
pounds, releasing a wide range of volatile substances with an unpleasant odor into the environ-
ment. Most of the Clostridia were detected in biofilms formed on the surface of ME under anaero-
bic conditions. Such conditions are formed during storage of the liquid fraction in closed lagoons, 
which increases the environmental risks of the release of undesirable microorganisms into the en-
vironment. Round-the-clock aeration and acidification of ME to pH 5.5 reduce the numbers of 
Clostridia. Such conditions contribute to the formation of microorganism consortia with fungi to 
occupy a dominant position. Cl. difficile (32.52%), Cl. putrificum (31.62%) and Cl. septicum 
(30.72%) predominated in biofilms of acidified ME, whilst only Cl. difficile (69.98–95.26%) did 
in options with surfactants added. The largest relative numbers of pathogenic Cl. difficile (95.26%) 
were observed in the option with the addition of a cationic surfactant (benzalkonium chloride). 
Keywords: Clostridium, surfactants, sulfuric acid, manure effluents, microbiota of manure effluents 
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