KOSMOS

PROBLEMY NAUK BIOLOGICZNYCH

Tom 68 2019
Numer 3 (324)
Strony 475-487

Polskie Towarzystwo Przyrodnikéw im. Kopernika

MICHAY. MICHALKIEWICZ

Politechnika Poznariska

Instytut Inzynierii Srodowiska

Berdychowo 4, 61-138 Poznan

E-mail: Michal Michalkiewicz@put.poznan.pl

METODY BADAN MIKROBIOLOGICZNEGO ZANIECZYSZCZENIA POWIETRZA
NA TERENACH OCZYSZCZALNI SCIEKOW — PRZEGLAD LITERATUROWY

WSTEP

Bioaerozole obecne w atmosferze wyste-
puja w postaci wiruséw, bakterii, zarodnikow
grzybow, pylkow, metabolitéow, toksyn, aler-
genow i fragmentéw roslin i zwierzat. Wiel-
kos¢ czastek bioaerozoli waha sie od 0,005
do 100 um. Ilos¢ i jakosS¢ bioaerozoli zale-
zy m.in. od zrédla emisji, lokalizacji w te-
renie, warunkow klimatycznych (temperatu-
ra, wilgotnosé, opady atmosferyczne, wiatr),
promieniowania stonecznego i pory roku. Ze
wzgledu na dosc¢ zroznicowany sklad bioero-
zolu wystepujacego w otaczajacym nas Sro-
dowisku oraz jego negatywne oddzialywanie
na czlowieka, zaleca sie prowadzenie badan
zard6wno powietrza zewnetrznego, zwlaszcza
w sasiedztwie potencjalnych emitorow zanie-
czyszczen, jak 1 wewnetrznego. Zagrozenie
dla zdrowia ludzi wynika z obecnoSci czynni-
kéw chorobotworczych, ktére przenoszone sa
droga powietrzna do naszych drég oddecho-
wych i na powloki ciata, powodujac infekcje,
podraznienia, reakcje alergiczne i toksyczne
(BRANDI i wspotaut. 2000, FRACCHIA i wspol-
aut. 2006, CYPROWSKI i wspotaut. 2008, Ko-
RZENIEWSKA 2011, GUO i wspoétaut. 2014,
ADAMUS-BIALEK i wspotaut. 2015, TOMASI i
Lupr 2017).

Znanych jest kilka metod pobierania i
badania probek powietrza atmosferycznego
pod katem obecnych w nim zanieczyszczen
mikrobiologicznych. Niestety, do tej pory
nie doczekaliSmy sie ani jednej referencyj-
nej, Swiatowej, zalecanej i bardzo dokladnie
opisanej metody takich badan. Ze wzgledu
na to, ze kazda ze stosowanych metod po-
boru probek powietrza jest inna, niekiedy

bardzo trudno jest porownac¢ wyniki pomia-
row prowadzonych przez réznych autorow.
Oczyszczalnie Sciekow sa jednym z antropo-
gennych zrédel emisji bioaerozoli, dlatego w
tym artykule zostanie zwrécona uwaga na
metody badan stosowane na terenie tych
obiektow komunalnych. Nalezy jednoczesnie
mie¢ swiadomosé, ze ze wzgledu na lokaliza-
cje oczyszczalni Sciekow w poblizu skupisk
ludzkich, obiekty te nie tylko moga stano-
wi¢ potencjalne zagrozenie mikrobiologiczne
dla mieszkajacych tam ludzi, ale powoduja
rowniez dyskomfort w odbiorze srodowiska,
m.in. ze wzgledu na emisje odoréw.

Oprécz problemoéw dotyczacych pobo-
ru powietrza do badan pojawia sie tak-
ze druga trudnos¢, zwigzana ze stosowa-
niem réznych pozywek (podlozy) do hodowli
mikroorganizmow i warunkéw ich inkubacji.
Zagadnienia te sa bardzo wazne, gdyz sktad
bioaerozolu emitowanego m.in. wokol oczysz-
czalni Sciekéw jest zréznicowany i zalezy za-
rowno od charakteru i rodzaju Sciekow, jak
i metod ich oczyszczania. NajczesSciej w ba-
daniach mikrobiologicznego zanieczyszczenia
powietrza badane sa roézne grupy bakterii,
grzyby mikroskopowe oraz ich metabolity,
a takze prowadzona jest szczegélowa iden-
tyfikacja niektérych drobnoustrojow na po-
zywkach wybiérczych lub réznicujacych.
Aby oceni¢ stopien skazenia powietrza na-
lezy pobrac¢ z niego drobnoustroje i okrasli¢
ich liczebnos¢. Uzyskane wyniki przeliczane
sa na wspoblna jednostke 1 m?® powietrza.
W Polsce od 1989 r. obowiazywaly Polskie
Normy dotyczace metod poboru i badan mi-
krobiologicznego zanieczyszczenia powietrza
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(PN-89/Z2-04111/01, PN-89/Z-04111/02, PN-
-89/72-04111/03, Pn-89/Z-04008/08), w
ktorych podawano graniczne wartosci trzech
stopni zanieczyszczenia powietrza wybranymi
bakteriami i grzybami mikroskopowymi. W
innych panstwach najczeSciej nie bylo ta-
kich przepiséw, lub byly caltkowicie odmien-
ne.

W celu stwierdzenia koncentracji oraz
skltadu bakterii i grzybéw mikroskopowych
wystepujacych w powietrzu, stosuje sie naj-
czesciej trzy podstawowe grupy metod ba-
dawczych: mikroskopowe, hodowlane i me-
taboliczne (KRzYSZTOFIK 1992, BARTLETT i
wspotaut. 2002, DUTKIEWICZ i GORNY 2002,
KrROGULSKI 2006, PN-89/Z-04111/01, PN
-89/Z-04111/02, PN-89/Z-04111/03, PN-
-89/Z-04008/08).

METODY BADAN BIOAEROZOLU

METODA MIKROSKOPOWA

Badania prowadzone ta metoda polegaja
na poborze probki powietrza atmosferyczne-
go na filtr membranowy, a nastepnie poli-
czeniu pod mikroskopem liczby komorek
drobnoustrojow (bakterii i grzybow) i przeli-
czeniu uzyskanych wynikéw na 1 m® powie-
trza atmosferycznego. W metodzie tej moz-
na rowniez stosowac szkietka, na ktorych
znajduje sie lepka substancja (np. zelatyna
z gliceryng), do ktorej przyklejaja sie opa-
dajace drobnoustroje (AIZENBERG i wspoétaut.
2000, MARTINEZ i wspotaut. 2004, PATENTA-
LAKIS i wspoétaut. 2008).

METODY HODOWLANE

Metody te polegaja na poborze probki
powietrza atmosferycznego na przygotowane
podloza stale (agarowe) lub plynne o odpo-
wiednim skladzie (w zaleznosci od badanych
mikroorganizméw), a nastepnie po okresie
hodowli (inkubacji w optymalnych warun-
kach dla danej grupy mikroorganizmow) ob-
liczeniu liczby zdolnych do rozwoju drobno-
ustrojow w okreslonej objetosci powietrza.
Wynik ostateczny podawany jest jako jtk/1
m® lub CFU/1 m?® (jednostki tworzace kolo-
nie; ang. colony forming units). Sa to naj-
czesSciej stosowane metody badawcze, gdyz
z uzyskanych w hodowli mikroorganizmow
mozna przeprowadzi¢ dalsza ich identyfika-
cje (np. do rodzaju lub gatunku). Znanych
jest kilka sposobéw poboru probek powie-
trza, ktore wykorzystane sa w metodach ho-
dowlanych.

METODY MOLEKULARNE I METABOLICZNE

Metody te najczesciej stosowane sa do
oznaczenia DNA lub produktéw metabolizmu
drobnoustrojéw, np. metody lancuchowej re-

akcji polimerazy (ang. polymerase chain re-
action, PCR), a takze stosuje sie¢ rozne te-
sty diagnostyczne, np. bioluminescencji ATP,
test LAL (do oznaczania endotoksyny) lub
testy biochemiczne API do doktadnego ozna-
czenia wybranych gatunkéw mikroorgani-
zmoéw. Uzywajac roznych testow API mozna
zidentyfikowa¢ m.in. Gram-ujemne palecz-
ki z rodziny Enterobacteriaceae (APl 20E,
Rapid 20E), Gram-ujemne bakterie niefer-
mentujace glukozy (API 20NE), gronkowce i
inne bakterie z rodziny Micrococcaceae (API
Staph), paciorkowce (API STREP), beztlenow-
ce (API 20A), drozdzaki (API Candida, API
20C AUX), Lactobacillus (API S50CHL), czy
Bacillus (API SOCHB). Metody te stosowa-
ne byly m.in. w licznych badaniach powie-
trza na terenach oczyszczalni Sciekéw (KARL
1980; ALVAREZ i wspotaut. 1995; MACNEIL i
wspotaut. 1995; MROWIEC i SUSCHKA 1995;
STEWART i wspotaut. 1997; RANALLI i wspol-
aut. 2000; WILLIAMS i wspoétaut. 2001; ORSINI
i wspoétaut. 2002; THORN i wspoélaut. 2002;
SCHAFER i wspoétaut. 2003; ZENG i wspoétaut.
2004; CYPROWSKI i wspoétaut. 2006, 2018;
MICHALKIEWICZ 2006; FILIPKOWSKA i wspol-
aut. 2008; KORZENIEWSKA i wspolaut. 2008;
GOTKOWSKA-PLACHTA 1 wspétaut. 2008; KM
i wspoélaut. 2011, VANTARAKIS i wspoélaut.
2016; KOwWALSKI i wspoétaut. 2017).

METODY POBIERANIA POWIETRZA DO
BADAN BIOAEROZOLI

Badania bioaerozoli oparte sa na pobra-
niu (zbadaniu) okreslonej objetosci powie-
trza i wykryciu w nim obecnych mikroor-
ganizmow. ObjetoS¢ pobieranego powietrza
uzalezniona jest od stopnia jego zanieczysz-
czenia, a takze prawdopodobnej liczebno-
§ci analizowanych drobnoustrojow. W wielu
przypadkach dla wyhodowania i okresSlenia
ogoblnej liczebnosci bakterii i grzybéw mi-
kroskopowych pobiera sie¢ mniejsza obje-
tos¢ powietrza, natomiast dla wykrycia np.
wybranych drobnoustrojow wskaznikowych,
ktérych liczebnos¢ w atmosferze moze by¢é
mniejsza, pobieramy do badan wieksza obje-
tos¢ powietrza. Podczas badan nalezy kiero-
wac sie zasada, ze w efekcie koncowym mu-
simy okresli¢ liczbe wszystkich mikroorgani-
zmow, dlatego objetos¢ badanego powietrza
powinna byc¢ taka, aby nie popelni¢ bledow
podczas liczenia wyrostych kolonii. Zalecane
jest pobieranie kilku prébek o roznej objeto-
Sci powietrza.

METODA SEDYMENTACYJNA KOCHA

Jest to jedna z najstarszych i najprost-
szych metod mikrobiologicznego badania
powietrza. Polega na swobodnym opadaniu
(sedymentacji) czgstek wraz z drobnoustroja-
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mi na zestalong pozywke na plytce Petriego.
Chcac okreslic liczebnos¢é réznych drobno-
ustrojow nalezy przygotowac ptlytki Petriego
z odpowiednimi pozywkami. Czas ekspozycji
plytek moze by¢ zréznicowany, w zalezno-
Sci od spodziewanego stopnia zanieczyszcze-
nia powietrza i wynosi zwykle od 10 do 30
minut. W metodzie tej nie zawsze wszystkie
drobnoustroje zostaja wychwycone, gdyz bar-
dzo drobne skladniki bioaerozolu majg diugi
czas sedymentacji i nie opadna na ekspo-
nowane plytki Petriego. Badania powietrza
ta metoda prowadzilo wielu badaczy (FILIP-
KOWSKA 1 wspotaut. 2000, 2008; KRUCZALAK
i OLANCZUK-NEYMAN 2004; KROGULSKI 2006;
KORZENIEWSKA i wspétaut. 2007, 2008; GOT-
KOWSKA-PLACHTA i wspoétaut. 2008, 2013;
GRISOLI i wspétaut. 2009; MICHALKIEWICZ i
wspoélaut. 2011; KOLwzAN i wspélaut. 2012a,
b; SEETHA i wspoétaut. 2013; ADAMUS-BIALEK
i wspotaut. 2015).

METODY OBJETOSCIOWE (WOLUMETRYCZNE)

Oparte sa one na dokladnym poborze
(badaniu) okreslonej objetosci powietrza,
przy uzyciu specjalistycznych przyrzadow
(urzadzenia wolumetryczne: aspiratory, im-
paktory, aeroskopy). Urzadzenia te réznia
sie konstrukcja, wielkoscia, sposobem pobo-
ru i przeplywu powietrza, liczba i wielkoscig
dysz, ale ze wzgledu na latwos¢ obshugi i
stosunkowo dostepne ceny sa one najcze-
Sciej wykorzystywane w monitoringu powie-
trza.

METODA ZDERZENIOWA

W metodzie tej strumien powietrza ude-
rza o lepkie podloze (najczesciej pozywke
agarowa) powodujac, ze czastki w nim za-
wieszone przylepiaja sie do pozywki. W ten
spos6b drobnoustroje zostaja wychwycone z
badanej objetosci powietrza. Metoda ta na-
zywana jest rowniez impakcyjna, a urzadze-
nia, ktorymi pobiera sie¢ odmierzony stru-
mien powietrza — impaktorami. Znanych jest
wiele urzadzen dzialajacych na zasadzie me-
tody zderzeniowej m.in.:

— Kaskadowy impaktor Andersena (ACI)
firmy Tisch Environmental, Inc., USA

Dostepne sa szescio- lub os$miostopnio-
we urzadzenia, w ktorych kazdy stopien ma
400 otworow o malejacej Srednicy. Na kaz-
dym poziomie mozna zainstalowa¢ plytke
Petriego z pozywka agarowa. ACI pracuja
przy natezeniu przeplywu powietrza 28,3,
60 lub 90 dm3/min. Podczas badan istnieje
mozliwos¢ analizowania czastek pod wzgle-
dem wielkosci. Konicowa liczebnosé wyhodo-
wanych mikroorganizméw poprawiana jest
przez wspoélczynnik korekcyjny zalaczony do
instrukcji urzadzenia. Impaktor ten stoso-
wany byt w licznych badaniach mikrobiolo-

obiektow komu-
GOFF i wspotaut.

gicznego zanieczyszczenia
nalnych (ANDERSEN 1958,
1973, FANNIN i wspotaut. 1985, THORNE i
wspoétaut. 1992, SAWYER i wspoétaut. 1993,
MARCHAND i wspoétaut. 1995, BRANDI i wspol-
aut. 2000, BELLIN i SCHILLINGER 2001, WLA-
zrO i wspotaut. 2002, HEINONEN-TANSKI i
wspotaut. 2009, HUNG i wspoétaut. 2010,
BRAGOSZEWSKA i wspoétaut. 2013, LI i wspol-
aut. 2013, MALAKOOTIAN i wspélaut. 2013,
PASTUSZKA i wspélaut. 2013, GUO i wspol-
aut. 2014, DING i wspotaut. 2015, SHRA-
VANTHI i wspotaut. 2016, FATHI i wspoétaut.
2017, KOWALSKI i wspoétaut. 2017, UHRBRAND
i wspotaut. 2017, CYPROWSKI i wspolaut.
2018, WANG i wspoétaut. 2018).

— Prébniki serii MAS-100 firmy MERCK,
Niemcy

MAS-100 Eco® przystosowany jest do
pracy ze standardowymi plytkami Petriego
o Srednicy 90 mm i idealnie nadaje sie¢ do
monitoringu powietrza w przemysle spozyw-
czym oraz powietrza zewnetrznego. Natezenie
przeplywu powietrza wynosi 100 dm?®/min.
W glowicy probnika znajduje sie 400 otwo-
row. Automatyzacja urzadzenia daje moz-
liwos¢ poboru probki powietrza w zakresie
od 1 do 1000 dm?3. Uzywanie prébnika za-
twierdzone jest przez liczne normy (np. EN
50082-1,1997, Iso 14698-1/2, 2003).

Liczebnos¢ wyrostych kolonii jest kory-
gowana przy uzyciu tablicy poprawek staty-
stycznych wedlug Fellera. Z tablicy tej dla
kazdego zliczenia kolonii (r), mozna odczy-
ta¢ jego poprawiona prawdopodobna war-
tosé (Pr). Probniki MAS-100 NT® i MAS-100
NT® Ex - zalecane sa do mikrobiologiczne-
go monitoringu powietrza. Posiadaja auto-
matyczng kalibracje i przystosowane sg do
pracy z plytkami Petriego o Srednicy 90 mm
lub kompaktowymi o $rednicy 60 mm. Za-
sada dziatania urzadzen wzorowana jest na
probniku Andersena. Glowica posiada 300
otworow o Srednicy 0,6 mm, co zwieksza
skutecznos¢ poboru mikroorganizméw z po-
wietrza, przy natezeniu przeplywu powie-
trza 100 dm®/min. Prébniki przeznaczone sa
glownie dla przemystu spozywczego i ochro-
ny Srodowiska.

Probniki serii MAS-100 uzywane byly w
licznych badaniach powietrza na terenach
oczyszczalni Sciekéw (PASCUAL i wspétaut.
2003; KRUCZALAK i OLANCZUK-NEYMAN 2004,
BRANDL i wspoétaut. 2005; BREZA-BORUTA i
PaLUszAK 2007a, b; KARRA i KATSIVELA 2007,
KORZENIEWSKA i wspoétaut. 2007; FILIPKOW-
SKA 1 wspotaut. 2008; GREGOVA i wspol-
aut. 2008; PATENTALAKIS i wspotaut. 2008;
HaAs i wspoétaut. 2010; MALECKA-ADAMOWICZ
i wspotaut. 2011, 2016; MICHALKIEWICZ i
wspoétaut. 2011, 2018; VITEZOVA i wspoétaut.
2012; TEIXEIRA i wspotaut. 2013; AZEVE-
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DO i wspélaut. 2014; PASMIONKA i wspolaut.
2015; BREzA-BORUTA 2016; SZYLAK-SZYDEOW-
SKI i wspotaut. 2016).

- Air IDEAL® 3P™ firmy bioMérieux,
Marcy 1’Etoile, Francja

Jest to urzadzenie przeznaczone gléwnie
do mikrobiologicznego monitorowania za-
nieczyszczenia powietrza w pomieszczeniach
placowek szpitalnych, farmaceutycznych i
przemyslowych. Aparat przystosowano do
plytek Petriego o Srednicy 90 i 65 mm. Na-
tezenie przeplywu powietrza wynosi 100
dm?®/min. Praca urzadzenia jest zgodna 2z
obowiazujacymi normami. Probnik ten uzy-
wany byl m.in. w badaniach powietrza na
terenach oczyszczalni (OZDEMIR i wspotaut.
2010, M'EHEUST i wspotaut. 2013, PASTUSZ-
KA i wspélaut. 2013).

— Préobniki serii SAS firmy PBI Interna-
tional, Wtochy

DUO SAS Super 360 ma pojedynczy kor-
pus z dwiema glowicami zasysajacymi (487
otworéw) i pracuje przy natezeniu przepltywu
powietrza 180 lub 360 dm?®/min. Mozna w
nim stosowac plytki Rodac 55 mm lub Pe-
triego o Srednicy 90 mm.

SAS Super ISO 100/180 ma pojedynczy
korpus z jedna glowica zasysajaca, jest w
nim mozliwo$s¢ stosowania plytek Rodac 55
mm lub Petriego o srednicy 90 mm i pracu-
je przy natezeniu przeptywu powietrza 100
lub 180 dm?/min.

SAS Super IAQ ma dajaca sie progra-
mowac objetos¢ zasysanego powietrza od 1
do 1999 dm?® przy natezeniu przeplywu po-
wietrza 100 dm?®/min. Przygotowany jest do
pracy ze standardowymi ptytkami kontak-
towymi Rodac 55 mm i plytkami Petriego
o Srednicy 90 mm. Probniki serii SAS sto-
sowane byly podczas badan powietrza na
terenach obiektéow komunalnych (MROWIEC
i SUSCHKA 1995, BRANDI i wspotaut. 2000,
RANALLI i wspélaut. 2000, BELLIN i SCHILLIN-
GER 2001, ORSINI i wspotaut. 2002, FRAC-
CHIA i wspotaut. 2006, BUDZINSKA i wspol-
aut. 2011, VANTARAKIS i wspoétaut. 2016).

— Selektywny aerobioskop

Probnik ten zostal skonstruowany i opa-
tentowany w Polsce przez Instytut Medycyny
Wsi w Lublinie i powinien trafic do seryjnej
produkcji. Umozliwia pobo6r bioaerozolu w
celu okreslenia ogodlnej liczby mikroorgani-
zmOw oraz najdrobniejszej frakcji wnikaja-
cej do drog oddechowych. Powietrze uderza
przez dysze na dwie obracajace sie plyt-
ki Petriego z pozywka (DUTKIEWICZ i GORNY
2002).

— Inne prébniki

Probnik do pobierania stalych czasteczek
zawieszonych TH-150C zostal wykorzystany
w badaniach HAN i wspoétaut. (2018), polega-
jacych na filtracji powietrza przez jalowy filtr

kwarcowy Whatman QM-A, ktéry po homo-
genizacji w jalowej wodzie byl podstawa do
posiewow na plytki z pozywka agarowa.

Probnik Burkard Aerosol Sampler, opi-
sany w pracy CYPROWSKI i wspétaut. (2008),
dziala na zasadzie metody zderzeniowej z
wykorzystaniem plytek Petriego o Srednicy
90 mm.

METODA FILTRACYJNA

Sposéb pobierania powietrza w tej me-
todzie polega na absorpcji bioaerozolu w
plynie absorpcyjnym, ktory znajduje sie w
ptuczce, lub na specjalny filtr membranowy.
Drobnoustroje zawarte w plynie lub wyptu-
kane z filtra posiewa sie na odpowiednie po-
zywki. Na tej metodzie oparte sa m.in. na-
stepujace urzadzenia:

— Impinger AGI 30 firmy Ace Glass In-
corporated, USA

Uwazany jest za jedno z najbardziej sku-
tecznych urzadzen do przechwytywania cza-
stek bioaerozolu o wielkosci od 0,8 pm do
15,0 pm, przy natezeniu przeplywu powie-
trza 12,5 dm?®/min. Strumien powietrza za
pomoca kapilarnej rurki kierowany jest w
poblize dna szklanego naczynia wypelnione-
go od 2 do 20 ml plynu absorpcyjnego. AGI
30 uzywano m.in. do badania powietrza na
terenie obiektéw komunalnych (MAY i HARP-
ER 1957, THORNE i wspétaut. 1992, LIN i
L1 1999, BRANDI i wspoétaut. 2000, DING i
WANG 2001).

— SKC BioSampler firmy SKC Ltd., Wiel-
ka Brytania

Urzadzenie to wzorowane jest na impin-
gerze AGI. Przeplyw powietrza odbywa sie
przez trzy dysze, w kazdej 4,2 dm?/min
(taczny przeptyw ok. 12,5 dm3/min). Uklad
dysz powoduje jednoczesnie wprowadze-
nie cieczy absorpcyjnej w ruch wirowy, co
zwieksza skutecznos¢ pochlaniania mikroor-
ganizmow. Probnik ten stosowany jest przez
badaczy powietrza (PATENTALAKIS i wspotaut.
2008, HaAs i wspotaut. 2010, GANGAMMA i
wspotaut. 2011, AHMED i wspoétaut. 2013, Li
i wspélaut. 2016).

— Pluczka Zajcewa

Jest zalecana przez Polskie Normy PN-
-89/Z-04111/02 i PnN-89/Z-04111/03 do
mikrobiologicznego badania powietrza. Zasa-
da dzialania polega na zasysaniu powietrza
przez szklang rurke, ktéra zanurzona jest w
plynie absorpcyjnym.

METODA ELEKTROPRECYPITACJI

Metoda wykorzystuje zjawisko posiadania
ladunku elektrycznego przez drobnoustro-
je, ktore zostaja przyciagniete do podlaczo-
nych do pradu plytek Petriego, pelniacych
role elektrod. Odbywa sie to w urzadzeniach
zwanych precypitatorami.



Metody badan mikrobiologicznego zanieczyszczenia powietrza

479

W samplerach pobierane prébki powie-
trza zawierajace czastki aerozoli o réznej
wielkosci uderzaja w lepkie podloze (pozywki
stale lub plynne) powodujac, ze czes¢ frakcji
zostaje zatrzymana na podlozu, a czes¢ ule-
ga odbiciu lub przelatuje wraz ze strumie-
niem powietrza. Predkos¢ przeplywu powie-
trza i zdolnoS¢ osadzania czastek zaleza od
ksztattu, wielkosci, ilosci dysz i odleglosci
uderzenia powietrza o lepkie podtoze, a tak-
ze Srednicy czastek, ich gestosci i lepkosci
podtoza. Na podstawie tych danych mozna
okreslic tzw. wydajnos¢ impaktora i wiel-
kos¢ odciecia (dg), czyli wartos¢ wskazuja-
ca, ze 50% czastek o réznej Srednicy zostaje
zatrzymanych na pozywce, a 50% przecho-
dzi przez impaktor. Zwykle przyjmuje sie, ze
d,, jest to Srednica czastki, powyzej ktorej
wszystkie wieksze czastki zostaja w calosci
zebrane. Wartos¢ Srednicy odciecia jest waz-
na cecha kazdego impaktora, jednak znana
jest ona tylko dla kilku samplerow. W roz-
nych samplerach natezenie przepltywu powie-
trza jest zréznicowane i waha sie od 10 do
180 dm?®/min. Moga one posiadac¢ jedna lub
kilka dysz. Graniczne wartosci d,, moga byc
zroznicowane i wahaja sie od mniej niz 0,4
um (AGI-30) do ponad 6 pm (ACI-I). Dlatego
przy poréownywaniu wynikéw badan powin-
no sie wykorzystywaé¢ urzadzenia o podobnej
Srednicy odciecia. Na wartos¢ koncowa obli-
czen (jtk/m?® ma takze wplyw czas poboru
probki oraz powierzchnia zasysania powie-
trza, liczba i wielko$¢ otworow w glowicy, a

MAS-100 Eco

ACI Andersen

takze przezywalnos¢ i zywotnos¢ pobranych
mikroorganizmow. Poniewaz mozna przyjac,
ze np. w jeden otwor glowicy (w przypadku
probnika Andersena, MAS-100 Eco jest 400
otworéw) wpadaja dwa drobnoustroje, ktore
tworza po okresie hodowli jedna widoczna
kolonig, a w inny otwor nie wpadnie zaden
mikroorganizm, dlatego do obliczen konco-
wych przyjmuje sie korekte wynikéw wedlug
tabeli statystycznych obliczen Fellera wyra-
zonych wzorem:

P = N[1/N + 1/(N-1) + 1/(N-2) +..+ 1/
(N-r + 1)]

w ktorym:

P_— wynik koncowy po korekcji (jtk/m?)
N - liczba otworéw w glowicy impaktora
r — liczba kolonii na plytce (jtk/m?)

Aby mie¢ pewnos$¢, ze badania wykony-
wane sa zgodnie z zalozeniami producen-
ta samplera, nalezy rowniez przeprowadzac
(samodzielnie lub w serwisie) okresowa ka-
libracje przyrzadu przy zastosowaniu danej
predkosci przepltywu powietrza (NEVALAINEN
i wspotaut. 1992, YAO i MAINELIS 2006, PaA-
STUSZKA i wspotaut. 2013).

Ryc. 1-7 przedstawiajg przykladowe sam-
plery wykorzystywane w badaniach mikro-
biologicznych powietrza.

Obecnie do badan mikrobiologicznych
na terenach oczyszczalni Sciekéw najczesciej
wykorzystuje sie metody wolumetryczne,
a wsrod urzadzen dominujg probniki serii

Air IDEAL —

A&

SKC BioSampler SAS Super IAQ

SAS Super ISO

Ryc. 1-7. Samplery do mikrobiologicznych badan powietrza (1 — MAS-100 Eco; 2 — ACI Andersen; 3 —
Air IDEAL; 4 — AGI 30; 5 — SKC BioSampler; 6 — SAS Super [IAQ; 7 — SAS Super ISO).
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Tabela 1. Podloza i warunki hodowli bakterii stosowane w badaniach mikrobiologicznego zanieczysz-

czenia powietrza.

B Warunki
Grupa bakterii Podtoze . Autor
hodowli

Catkowita liczba | Agar odzywczy 30°C, 48h GuUO i wspotaut. 2014; HAN i wspotaut. 2018

bakterii

Catkowita liczba | Agar drozdzowy 37°C BRANDI i wspétaut. 2000

bakterii z tryptonem i

glukoza

Bakterie hetero- | Agar bulionowy 26°C, 72h FILIPKOWSKA i wspotaut. 2000; KORZENIEWSKA i wspotaut.

troficzne 2009

Bakterie mezo- | Agar wzbogacony | 37°C, 24-48h Haas i wspotaut. 2010; GOTKOWSKA-PLACHTA i wspoétaut.

filne 2013; L1 i wspotaut. 2013; ADAMUS-BIALEK i wspoétaut.
2015; PASMIONKA i wspotaut. 2015

Bakterie mezo- Agar odzywczy 37°C, 24-72h BREZA-BORUTA i PALUSZAK 2007b; BREZA-BORUTA 2016;

filne KRUCZALAK i OLANCZUK-NEYMAN 2004; KARRA i KATSIVELA
2007; GOTKOWSKA-PELACHTA i wspotaut. 2008; BUDZINSKA i
wspotaut. 2011; MICHAELKIEWICZ i wspotaut. 2011; KOrw-
ZAN 2012b; VITEZOVA i wspétaut. 2012; SZYLAK-SZYDLOWSKI
i wspétaut. 2016

Bakterie mezo- Agar TSA 30-37°C, 1-7 BAUER i wspoétaut. 2002; GRISOLI i wspotaut. 2009; BAUER

filne dni i wspotaut. 2002; GANGAMMA i wspotaut. 2011; TEIXEIRA
i wspotaut. 2013; NIAzZI i wspotaut. 2015; Li i wspotaut.
2016; MALECKA-ADAMOWICZ i wspotaut. 2016; KRISTANTO i
Rosana 2017

Bakterie mezo- Agar bulionowy 37°C, 24h FILIPKOWSKA i wspotaut. 2000; KORZENIEWSKA i wspoétaut.

filne 2009

Bakterie mezo- R2A Agar 37°C, 48-120h | MICHALKIEWICZ i wspdtaut. 2018

filne

Bakterie mezo- Agar z krwia 37°C, 24h; WLAZLO i1 wspotaut. 2002

filne Gram-do- 22°C, 48h; 4°C,

datnie 72h

Bakterie Gram- | Agar z manni- 37°C, 48h TEIXEIRA i wspotaut. 2013

-dodatnie tolem

Bakterie mezofil- | Agar EMB (z 37°C, 24h; WLAZLO i wspotaut. 2002

ne Gram-ujemne | eozyna i blekitem | 22°C, 48h; 4°C,

metylenowym) 72h

Bakterie Gram- | Agar Mac Con- 37°C, 24-48h FRACCHIA i wspotaut. 2006; NOWOJEWSKI i MNISZEK 2006;

-ujemne key TEIXEIRA i wspoétaut. 2013

Bakterie psy- Agar odzywczy 20-22°C, 72h KRUCZALAK i OLANCZUK-NEYMAN 2004; GOTKOWSKA-PLACH-

chrofilne TA i wspotaut. 2008; MICHALKIEWICZ i wspotaut. 2011;
VITEZOVA i wspoétaut. 2012

Bakterie psy- R2A Agar 20-22°C, 72- HEINONEN-TANSKI i wspotaut. 2009; MICHALKIEWICZ i wspol-

chrofilne 120h aut. 2018

Bakterie psy- Agar PCA z cy- 22°C, 72h KorwzaN i wspotaut. 2012a

chrofilne kloheksamidem

Bakterie psy- Agar TSA 20-22°C, 3-7 KOWALSKI i wspotaut. 2017; WLAZLO i wspotaut. 2002

chrofilne dni

Bakterie psy- Agar z ekstrak- 22°C, 72h NOWOJEWSKI i MNISZEK 2006

chrofilne tem drozdzowym

Pseudomonas King B 26-30°C, 2-7 BREZA-BORUTA 2016; BREZA-BORUTA i PALUSZAK 2007b; BU-

fluorescens i dni DZINSKA i wspoétaut. 2011; FILIPKOWSKA i wspétaut. 2000;

Pseudomonas GOTKOWSKA-PLACHTA i1 wspotaut. 2008; GOTKOWSKA-PLACH-

sp. TA 1 wspotaut. 2013; KOLWZAN i wspétaut. 2012b; KORZE-
NIEWSKA i wspoétaut. 2009; KRUCZALAK i OLANCZUK-NEYMAN
2004; MICHALKIEWICZ i wspotaut. 2011

Pseudomonas King B z cyklo- 41 26°C, 3-7 KorwzaN i wspotaut. 2012a

fluorescens heksamidem dni

Pseudomonas sp. | King A 37°C, 48h FILIPKOWSKA i wspoétaut. 2000
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Pseudomonas Agar z cetrymi- 37°C, 24-48h AZEVEDO i wspétaut. 2014; NOWOJEWSKI i MNISZEK 2006
sp. dem
Gronkowce Agar z mannito- |37°C, 24-48h ADAMUS-BIALEK i wspoétaut. 2015; BRANDI i wspétaut.
mannitolo-dodat- | lem (Chapman) 2000; BREZA-BORUTA 2016; BUDZINSKA i wspotaut. 2011;
nie i mannitolo- FILIPKOWSKA i wspoétaut. 2000; GOTKOWSKA-PLACHTA i
ujemne wspotaut. 2013; GOTKOWSKA-PLACHTA i wspotaut. 2008;
KOrwzAN i wspotaut. 2012b; KORZENIEWSKA i wspotaut.
2009; KRUCZALAK i OLANCZUK-NEYMAN 2004; MALECKA-
-ADAMOWICZ i wspétaut. 2016; MICHALKIEWICZ i wspoétaut.
2011; PASMIONKA i wspoétaut. 2015; SZYELAK-SZYDLOWSKI i
wspoélaut. 2016
Gronkowce he- | Agar wzbogacony | 37°C, 48h BUDZINSKA i wspotaut. 2011; GOTKOWSKA-PLACHTA i wspotl-
molizujace z krwia aut. 2008
Gronkowce he- Agar z krwig 22°C, 72h KRUCZALAK i OLANCZUK-NEYMAN 2004
molizujace
Gronkowce he- | Agar Columbia z | 10°C, 2-7 dni KorwzaN i wspotaut. 2012a
molizujace krwig owcy
Bakterie hemoli- | Agar bulionowy z | 37°C, 24h FILIPKOWSKA i wspotaut. 2000
tyczne krwig
Escherichia coli | Agar VRBL 45°C BRANDI i wspoétaut. 2000
Escherichia coli | Agar Endo 44°C, 48h HaAs i wspétaut. 2010
Escherichia coli | Agar Endo-LES 37°C, 24h NOWOJEWSKI i MNISZEK 2006
Escherichia coli, | Agar m-FC 44-44,5°C, 24- | HEINONEN-TANSKI i wspotaut. 2009; VITEZOVA i wspoétaut.
bakterie grupy 48h 2012
coli
Bakterie grupy Agar Endo 37°C, 24-48h BREZA-BORUTA 2016; BREZA-BORUTA i PALUSZAK 2007b;
coli i Enterobac- GOFF i1 wspotaut. 1973; GOTKOWSKA-PLACHTA i wspotaut.
teriaceae 2008; HaAs i wspétaut. 2010; KOLWZAN i wspoétaut.
2012b; KORZENIEWSKA i wspoétaut. 2009; MICHALKIEWICZ i
wspotaut. 2011
Bakterie grupy Agar VRBL 37°C BRANDI i wspoétaut. 2000
coli
Bakterie grupy Agar CCA 37°C, 24-48h KRUCZALAK i OLANCZUK-NEYMAN 2004
coli
Enterobacteria- | Agar Mac Con- 37°C, 24h BUDZINSKA i wspoétaut. 2011; GRISOLI i wspoétaut. 2009;
ceae key’a SZYLAK-SZYDLOWSKI i wspoétaut. 2016
Enterococci Agar m-Entero- 37°C BRANDI i wspoétaut. 2000
coccus
Enterococci Agar KAA 37°C, 24h BREZA-BORUTA i PALUSZAK 2007b
Enterococcus Slanetz-Bartley 37°C, 48-72h FRACCHIA i wspotaut. 2006; GOTKOWSKA-PLACHTA i wspot-
faecalis aut. 2008; KARRA i KATSIVELA 2007; KORZENIEWSKA i
wspoéltaut. 2009
Clostridium sp. Agar SPS 37°C, 48h GRISOLI i wspoétaut. 2009
Salmonella sp. Agar SS (Salmo- |37°C BRANDI i wspétaut. 2000
nella — Shigella)
Salmonella sp. Agar BPL 37°C, 24h BREZA-BORUTA i PALUSZAK 2007b
Shigella sp. Agar SS 37°C BRANDI i wspoétaut. 2000
Aeromonas sp. m-Aeromonas 37°C BRANDI i wspoétaut. 2000
agar
Actinomycetes Pochon 26-28°C, 3-14 BREZA-BORUTA 2016; BREZA-BORUTA i PALUSZAK 2007b; BU-
(Actinobacteria) dni DZINSKA i wspoétaut. 2011; FILIPKOWSKA i wspétaut. 2000;
GOTKOWSKA-PLACHTA i wspoétaut. 2013; GOTKOWSKA-PLACHTA
i wspotaut. 2008; KOrwzaN i wspoltaut. 2012a; KOLWZAN
i wspotaut. 2012b; KORZENIEWSKA i wspotaut. 2009; Pa-
SMIONKA i wspotaut. 2015
Actinomycetes Syntetyczny agar | 28°C, 5 dni L1 i wspotaut. 2013
(Actinobacteria) Gause’a
Actinomycetes Agar izolinowy 26°C, 7 dni VITEZOVA i wspotaut. 2012
(Actinobacteria) | dla Actinomy-
cetes
Termofilne pro- |Agar ze skrobia 28°C i 48°C, FRACCHIA i wspotaut. 2006
mieniowce kazeinowa 5-10 dni
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Tabela 2. Podloza i warunki hodowli grzybéw mikroskopowych stosowane w badaniach mikrobiologicz-

nego zanieczyszczenia powietrza.

Grzyby mikroskopowe Podtoze Warunki hodowli |Autor
Grzyby Sabouraud 20-28°C, 1-7 dni |BRANDI i wspotaut. 2000; KRUCZALAK i OLAN-
CZUK-NEYMAN 2004; L1 i wspotaut. 2013; MA-
LECKA-ADAMOWICZ i wspotaut. 2017; MICHAL-
KIEWICZ i wspotaut. 2018; NiazI i wspotaut.
2015
Grzyby Sabouraud 37°C, 24-48h AZEVEDO i wspétaut. 2014
Grzyby Agar brzeczkowy z kwasem|26°C, 72h BREZA-BORUTA i PALUSZAK 2007b
cytrynowym
Grzyby Agar RBC 26-30°C, 3-7 dni |BUDZINSKA i wspotaut. 2011; GUO i wspot-
aut. 2014; KORZENIEWSKA i wspotaut. 2009
Grzyby Malt Extract Agar 25-30°C, 3-5 dni |CYPROWSKI i wspoétaut. 2008; KARRA i KAT-
SIVELA 2007; KRISTANTO i ROSANA 2017; LI i
wspotaut. 2016
Grzyby Agar z brzeczka 25°C, 3-7 dni BREZA-BORUTA 2016; CYPROWSKI i wspétaut.
2008
Grzyby Agar Czapka 25°C;  5°C  lub|CYPROWSKI i wspotaut. 2008; GOTKOWSKA-
37°C; 7 dni -PLACHTA i wspoétaut. 2013
Grzyby Agar Czapek-Doxa 25-26°C, 2-7 dni |KOLwWZzAN i wspotaut. 2012b; MICHALKIEWICZ
i wspotaut. 2011; VITEZOVA i wspotaut. 2012
Grzyby Waksman 26°C, 7 dni KOLWZAN i wspotaut. 2012b; MICHALKIEWICZ i
wspoétaut. 2011
Grzyby Agar PDA (ziemniaczano-|25°C, 4 dni BREZA-BORUTA 2016
-dekstrozowy)
Termotolerancyjne grzyby |Agar DG-18 37°C, 7 dni BAUER i wspotaut. 2002
Grzyby drozdzopodobne Sabouraud z TTC 26°C, 3-5 dni KOLWZAN i wspotaut. 2012a
Grzyby plesniowe Sabouraud z chloramfeni-|26°C, 3-5 dni KorwzaN i wspétaut. 2012a
kolem
Drozdze i plesnie Sabouraud 30°C, 5 dni FILIPKOWSKA i wspotaut. 2000
Mezofilne plesnie Agar DG-18 z chloramfeni-|25°C, 5-7 dni BAUER i wspoétaut. 2002; TEIXEIRA i wspol-
kolem aut. 2013

MAS-100 i kaskadowy impaktor Andersena.
Decydujaca role w badaniach bioaerozoli od-
grywa zaréowno dokladna znajomos¢ pobra-
nego powietrza, jak i mozliwo$é poréwnywa-
nia wynikow badan przy stosowaniu urza-
dzen o podobnej Srednicy glowic przepusz-
czajacych powietrze na standardowe plytki
Petriego o S$rednicy 90 mm z gotowymi po-
zywkami, a takze zblizone wartosci Srednicy
odciecia (dg).

W cytowanych powyzej pracach, omawia-
jacych sposob poboru powietrza do badan
mikrobiologicznych na terenach oczyszczalni
Sciekéw, autorzy zwracaja uwage na liczeb-
nos¢ wykrytych mikroorganizméw na roz-
nych etapach oczyszczania Sciekow, a takze
ich zréznicowanie i negatywne oddzialywanie
na pracownikow i mieszkancéw okolicznych
terenow. Czesto zdiagnozowane drobnoustro-
je zaliczane sa do chorobotwérczych lub po-
tencjalnie patogennych mikroorganizmoéw.

PODLOZA HODOWLANE

W pobranych probkach powietrza do ba-
dan mikrobiologicznych nalezy oznaczy¢ li-
czebnos¢ i sktad drobnoustrojow. Niezaleznie
od metody poboru probek bioaerozoli oraz
warunkéw ich hodowli i identyfikacji, obli-
czenia liczebnosci msikroorganizméw zawar-
tych w powietrzu zwykle przeliczane sa na
wspolna jednostke 1 m® powietrza. Do ho-
dowli drobnoustrojow wykorzystuje sie po-
zywki (podloza) oraz stosuje sie rozne wa-
runki ich inkubacji (czas i temperatura).
Zwykle w badaniach mikrobiologicznego za-
nieczyszczenia powietrza hodowane sa gru-
py bakterii oraz grzyby mikroskopowe, ktore
rosng na roéznych pozywkach. Ponadto sto-
sowanie sa rozne podioza do hodowli tych
samych drobnoustrojéow. W Tabelach 1-2
zestawiono badane grupy mikroorganizméw,
wykorzystywane pozywki, temperature i czas
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hodowli oraz autoréw prac, ktérzy omawiajg
te metody hodowlane.

Analizujac rodzaj stosowanych pozywek
do badan mikrobiologicznych mozna zauwa-
zy¢, ze dla oceny ogodlnej liczebnosci bakterii
najczesciej wykorzystuje sie agar odzywczy
lub wzbogacony, dla bakterii Pseudomonas
fluorescens podloze King B, dla gronkow-
coOw agar z mannitolem, dla bakterii grupy
coli podiloze Endo, dla promieniowcow (Ac-
tinobacteria) pozywke Pochona, natomiast
dla grzybéw mikroskopowych podloze Sabo-
uraud. W przypadku innych drobnoustro-
jow pozywki sa dos¢ zroznicowane. Jednak
porownujac warunki hodowli (temperatura,
czas) mozna stwierdzié, ze wystepuja tu nie-
kiedy znaczne réznice. Najczesciej w hodow-
li bakterii zwigzanych z czlowiekiem stosuje
sie temperature 37°C, dla bakterii psychro-
filnych zyjacych w Srodowisku zewnetrznym
20 do 22°C, natomiast dla grzybow 25°C.
Taka sytuacja powoduje, ze koncowa ocena
stopnia mikrobiologicznego zanieczyszczenia
powietrza przy stosowaniu roznych metod
poboru bioaerozoli, réznych pozywek i wa-
runkéw inkubacji, nie zawsze jest porowny-
walna. Przyczyna tego jest najczeSciej brak
znormalizowanych przepiséw (wytycznych,
norm, dyrektyw, itp.) obowiazujacych w po-
szczegolnych panstwach, we wszystkich kra-
jach lub np. na terenie Unii Europejskiej,
czy w panstwach Ameryki Poélnocnej i Po-
hudniowej, wedlug ktorych mozna jednako-
wo oceni¢ stopien mikrobiologicznego zanie-
czyszczenia powietrza.

PODSUMOWANIE

Obiekty komunalne, w tym oczyszczalnie
Sciekow sa antropogennym zrodlem emisji
bioaerozoli. W licznych publikacjach oma-
wiajacych mikrobiologiczne zanieczyszczenie
powietrza na terenach oczyszczalni Sciekow
przedstawiane sa rozne metody poboru pro-
bek powietrza do badan. Ze wzgledu na wy-
magang dokladno$sé pomiarow, obecnie naj-
czeSciej stosuje sie metody wolumetryczne,
ktére gwarantuja dokladne okreslenie obje-
tosci badanego powietrza.

W metodach hodowlanych do zidentyfi-
kowania i obliczenia skladnikow bioaerozo-
li wykorzystuje sie rézne podloza (pozywki).
Warunki inkubacji (czas i temperatura) sa
bardzo zréznicowane, mimo ze dotycza ho-
dowli tych samych bakterii i grzybow mikro-
skopowych.

Ze wzgledu na zroznicowanie metod po-
boru powietrza i warunkoéw hodowli drob-
noustrojow, bardzo trudno jest niekiedy po-
rownac¢ wyniki badan uzyskane przez roz-
nych autorow.

Brakuje ujednoliconych przepiséw doty-
czacych badania bioaerozoli, ktore obowigzy-
walyby np. w UE lub na calym Swiecie.

Streszczenie

W artykule przedstawiono podstawowe metody po-
boru i badan bioaerozolu emitowanego do atmosfery w
otoczeniu oczyszczalni Sciekéw. Dokonano przegladu lite-
ratury (ponad 100 pozycji), w ktorej cytowane sa liczne
prace dotyczace mikrobiologicznego zanieczyszczenia po-
wietrza na terenie i w sasiedztwie oczyszczalni Sciekow.
Z tego wzgledu, ze kazda z metod poboru probek po-
wietrza jest inna, bardzo trudno jest niekiedy poréwnac
wyniki badan prowadzonych przez roznych autoréw, ba-
dajacych powietrze réoznymi metodami. Obecnie najbar-
dziej powszechne sa wolumetryczne sposoby poboru po-
wietrza. W tym celu wykorzystuje sie liczne urzadzenia
o roznych zasadach dzialania. W dostepnej literaturze
stwierdza sie takze stosowanie bardzo réznych podiozy
do hodowli tych samych dOrobnoustrojow. W zalaczo-
nych tabelach zestawiono najczesciej badane grupy mi-
kroorganizmoéw, wykorzystywane pozywki, temperature
i czas hodowli oraz autoréw prac, ktérzy omawiaja te
metody hodowlane. Przyczyna takiej sytuacji jest najcze-
Sciej brak znormalizowanych przepisow obowigzujacych
w poszczegolnych panstwach, we wszystkich krajach lub
np. na terenie Unii Europejskiej, wedlug ktorych mozna
jednakowo oceni¢ stopien mikrobiologicznego zanieczysz-
czenia powietrza.
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METHODS FOR EVALUATION OF MICROBIOLOGICAL CONTAMINATION OF AIR - A LITERATURE REVIEW

Summary

This study presents the fundamental methods used for sampling and study of bioaerosols emitted to the at-
mosphere near wastewater treatment plants. Particular attention was paid to the literature reviews, which cite nu-
merous reports regarding microbiological contamination of air on the area of wastewater treatment plants and in
their vicinity. Due to the fact that each method of air sampling is different, it is challenging to compare the results
obtained by different authors who study air using different methods. Currently, the most common are volumetric
methods of air sampling. In the available literature there are reports on the use of various media for the cultivation
of the same microorganisms. In the attached tables lists the studied groups of microorganisms, the used media,
temperature and time of cultivation as well as the authors of reports, which discuss these cultivation methods. The
reason for such situation is usually associated with the lack of standardized regulations applicable in specific coun-
tries, in all countries or e.g. within the European Union, which would allow for an equal evaluation of microbial air
contamination.

Key words: air sampling, bioaerosol studies, bioaerosols, medium, wastewater treatment plants



