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Polskie normy z 1989 r. dotyczqce badania skazenia mikrobiologicznego powie-
trza atmosferycznego w duzym stopniu ulegly dezaktualizacji. Polskich norm (PN)
dotyczgcych badania zanieczyszczeni biologicznych w pomieszczeniach wewnetrznych
brak. Utrudnia to lub uniemozliwia poréwnanie uzyskiwanych wynikéw miedzy sobg
i Z normami zagranicznymi.

WSTEP

W Polsce nie stosuje si¢ ujednoliconych metod oceny mikrobiologicznego zanieczysz-
czenia powietrza atmosferycznego i powietrza pomieszczen. W efekcie w badaniach stosu-
je sie rézne pozywki i w rdzny sposob osadza si¢ mikroorganizmy na/lub w pozywce (me-
toda plytek lanych). W praktyce utrudnia to lub wrecz uniemozliwia poréwnywanie uzy-
skiwanych wynikow.

Polskie Normy [3-6] dotyczace badania zanieczyszczenia mikrobiologicznego po-
wietrza atmosferycznego okreSlaja metodyke poboru probek powietrza, sktad podioz,
sposOb odczytu wynikow i ich interpretacje z uwzglednieniem podzialu na trzy klasy czy-
stosci.

Brak jest Polskiej Normy dotyczacej powietrza wewnatrz pomieszczen. Istniejg jedynie
propozycje wymagan dla wybranych pomieszczen opracowane przez Krzysztofika [cyt. za 1]
oraz klasy czysto$ci mikrobiologicznej powietrza wg polskich wytycznych projektowych [7],
ktore odnosza si¢ do obiektow stuzby zdrowia. Mimo, ze sg one z reguly bardziej toleran-
cyjne niz normy panstw zachodnich i USA, wiekszos¢ szpitali w kraju nie ma mozliwosci
technicznych ich dotrzymania (badania wtasne niepublikowane).

Wspomniane Polskie Normy, propozycje i wytyczne projektowe, pochodza z okresu,
gdy na polskim rynku nie byto dost¢pnych aparatéw zasysajacych powietrze (aspiratorow)
i osadzajacych mikroorganizmy na podiozach metoda zderzeniowa. Nie byto rdwniez moz-
liwosci powszechnego stosowania gotowych podtdz stosowanych szeroko w krajach Euro-
py Zachodniej i Ameryki Pétnocne;.

W efekcie wigkszo$¢ wynikow publikowanych w ostatnich latach w Polsce trudno po-
rowna¢ migdzy soba, lub z publikacjami zagranicznymi.
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Zdarza sig, ze zmiana metodyki pobierania probek, lub uzywanych podt6z uniemozli-
wia porownanie wynikdw kolejnych ekspertyz dotyczacych tego samego Zrddla zanieczysz-
czefi mikrobiologicznych powietrza, lub potraktowanie ich jako badafh wzajemnie si¢ uzu-
pelniajacych. W efekcie badania trzeba w catosci wykona¢ od nowa.

W niniejszej pracy uznano za celowe zbadanie jak duze r6znice mozna uzyskac, w wy-
niku stosowania réznych metod poboru probek i uzycia roznych podioz.

MATERIAL I METODY

Podtoza:

1) Sabouraud dextrose agar firmy Oxoid, o pH 5,6 = 0,2 bez dodatku antybiotykéw — zalecane do
izolacji grzybow w tym drozdzy. 2) Malt extract agar firmy Oxoid o pH 5,4 *+ 0,2 zalecane do wykry-
wania, izolacji i liczenia drozdzy i ple$ni. 3) Schaufus — Pollinger (krazki bibutowe z suchym podiozem
,pady”) firmy Sartorius, zalecane dla drozdzy i plesni. Podloze o wolniejszym w poréwnaniu do dwoch
pierwszych powigkszaniu si¢ powierzchni rosnacych koloni.

Aparat do kontroli mikrobiologicznej powietrza Micro Bio (Air sampler MB 1 plus) firmy De Vil-
le. Mikrobiologiczny probnik powietrza MAS — 100 (nowa wersja 2001 r.). Oba te aparaty pracuja me-
toda zderzeniowa. MB 1 osadza material na plytkach typu Rodac @ 55 mm. MAS - 100 na powszech-
nie uzywanych w mikrobiologii plytkach & 90 mm. Oba aparaty posiadaja glowice z otworami (dysza-
mi). Powietrze przechodzace przez jeden otwor trafia w jeden osobny punkt na pozywce. Do korek-
cji wyniku zanizonego w wyniku trafienia dwdch lub wigcej cfu (jednostek tworzacych kolonie) w je-
den punkt wprowadza si¢ poprawke wedlug wzoru Fellera.

Piytki z osadzonymi grzybami i ich zarodnikami umieszczano w temperaturze 25 °C (plytki z pod-
fozami agarowymi odwrdcone przykrywka do dotu). Codziennie poczawszy od 48 godz. plytki prze-
gladano i liczono rosnace kolonie. Liczenie przerywano wowczas, gdy w kolejnym dniu nie obserwo-
wano przyrostu liczby kolonii.

Badania poréwnawcze metoda zderzeniowg i sedymentacyjna prowadzono w pokoju o wymiarach
3,7 x 5,0 i wysokosci 4,1 m. Na godzing przed rozpoczgciem pomiaru zamykano okno i drzwi (prze-
wody wentylacji grawitacyjnej byly zaklejone). W dwunastu punktach na wysokosci ok. 1,3 m umiesz-
czano obok siebie plytki z podtozami (Saboraud i Malt extract agar) Jednoczesna ekspozycja wszyst-
kich plytek trwata 30 min. Bezposrednio po jej zakonczeniu na taka sama liczbg plytek pobierano za-
nieczyszczenia powietrza metoda zderzeniowa (na zmiang na plytke z jednym a nastgpnie z drugim
podlozem). Objetos¢ powietrza dobrano w taki sposob, aby liczba wyrostych na plytkach kolonii grzy-
bow byta podobna w metodzie sedymentacyjnej i zderzeniowej. W metodzie sedymentacyjnej liczbe
cfu (jednostek tworzacych kolonie) w 1 m* powietrza liczono korzystajac z wzoru zamieszczonego
w PN Z-4111/03 [5].

Oznaczana na réznych podiozach ogdlna liczba grzybdw moze si¢ znacznie rozni¢ (Ryc. 1).

Dla okreslenia roéznicy w uzyskiwanych wynikach przy uzyciu réznych aspiratoréw zasysano nimi
réwnoczes$nie te sama objeto$¢ powietrza na to samo podloze. Wyniki przedstawiono w tabeli II.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Uzyskane wyniki z zastosowaniem metod sedymentacyjnej i aspiracyjnej oraz podioz
Sabouraud i Malt extract agar przedstawiono w tabeli 1.

Liczba kolonii wyrostych na podtozu Sabouraud przy uzyciu metody sedymentacyjne;j
jest prawie dwukrotnie wyzsza niz na podfozu Malt extract agar. Przy uzyciu metody zde-
rzeniowe]j wzrost liczby kolonii wynidst 20%. Roznica wynikow uzyskanych metoda se-
dymentacyjna na obu uzywanych podiozach jest istotna statystycznie. W zamknietym
pomieszczeniu czasteczki pylu w tym i zarodniki grzybow oraz ich komorki opadaja.
Powietrze staje si¢ coraz czystsze. Mimo to w badaniu przeprowadzonym metoda aspi-
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Tabela I.  Ogodlna liczba grzybéw. Poréwnanie wynikéw otrzymanych metoda sedymentacyjna
(S) i zderzeniowg (A)
Total number of fungi. Comparison of results obtained with sedimentation (S) and
respiratory (A) methods

Cfu/m?
Grzyby

Sabouraud Malt extract agar
S A S A
102,7 263,7 56,2 213,9

Objasnienia: Kazda warto$¢ stanowi Srednig z 12 pomiardw. Roznice migdzy metodami sg istotne sta-
tystycznie, migdzy podlozami jedynie w metodzie sedymentacyjne;.

racyjna, bezposrednio po 30 minutowym badaniu metoda sedymentacyjng liczba koloni
grzybow/m? byla wielokrotnie wyzsza.

W sytuacji, gdy intensywnego ruchu powietrza nie mozna wyeliminowaé (wentylacja
grawitacyjna o roznym natezeniu, wentylacja mechaniczna, lub pomiary w powietrzu ze-
wnetrznym) badania metoda sedymentacyjng beda obarczone jeszcze wigkszym biedem.
W przypadku intensywnego ruchu powietrza wyniki obarczone najmniejszym btedem moz-
na uzyskac przy uzyciu aspiratora z wbudowanym miernikiem objetoSci rzeczywiscie prze-
plywajacego przez aparat powietrza (np. MAS - 100). Biorac pod uwage uzyskane wyniki,
rownorzedne traktowanie danych uzyskiwanych obiema omawianymi metodami wydaje
si¢ reliktem z okresu, kiedy aspiratory byly w kraju praktycznie niedostgpne. W wigkszo-
$ci badan metoda sedymentacyjna musi by¢ traktowana jako jakoSciowa. Pomimo, ze do
oznaczania og6lnej liczby grzybdw stosuje sie podioza, na ktdrych ro$nie wiele roznych ich
gatunkow nie mozna stworzy¢ podloza na ktorym roslyby wszystkie grzyby i na dodatek
mialyby one podobny czas wzrostu. W efekcie stosujac rozne podioza uzyskujemy rdzng
liczbe kolonii.

Na ryc. 1 przedstawiono og6lna liczbe grzybow w powietrzu atmosferycznym oznaczo-
n3 metoda zderzeniowa. W poszczegdlnych pomiarach pobierano ta sama objetosé
powietrza na rdzne podloza. Przedstawione wyniki sa fragmentem serii pomiardw pro-
wadzonych przez ponad rok.

Zjawisko to nasila si¢ w okresie od kwietnia do poczatku lipca (z pewnymi zmianami
zaleznymi od warunkoéw meteorologicznych) kiedy obserwujemy gwattowny wzrost liczeb-
noSci grzybow i ich zarodnikdw przy jednoczesnej bardzo wyraznej dominacji jednej gru-
py taksonomicznej. Na przetomie kwietna i maja obserwujemy cze¢sto bardzo szybki wzrost
dominujacych w tym czasie szczepow. W efekcie czesto zarastaja one cala powierzchnie
plytki nim zauwazymy wzrost innych koloni. W badaniach wtasnych, nie publikowanych,
stwierdzano w okresie wiosennym krotkotrwate wzrosty ogolnej liczby grzybow w powie-
trzu atmosferycznym do wartoSci przekraczajacych co najmniej trzykrotnie maksymalne
wartoSci z ryc. 1. Podobne krotkotrwate zmiany stezefi w powietrzu zarodnikéw pojedyn-
czych gatunkow grzybow zalezne od warunkdéw meteorologicznych byty wielokrotnie ob-
serwowane [2, 7].

Poréwnujac przedstawione w tabeli IT wyniki, uzyskane przy uzyciu réznych aspirato-
row: MAS - 100 z plytkami o powierzchni ok. 63,5 cm? i MB 1 z plytkami o powierzchni



396 A. Krogulski, T. Podsiadly Nr 4

O Sart
| |mMat
OSAB

cfu/m3

800

600

12.03.01 27.03.01 10.04.01 17.04.01 08.05.01 04.06.01 19.06.01 06.07.01 16.07.01

data badania
Ryc. 1. Ogdlna liczba grzybéw w powietrzu oznaczana metoda zderzeniowa na trzech podiozach
Total number of fungi in the air detected with respiratory method on three media

ok. 23,4 cm? stwierdzamy, ze przy zachowaniu pewnych warunkdw sa one bardzo zblizone.
Chodzi tu przede wszystkim o utrzymanie liczby koloni na jednej szalce w zakresie 15 — 40.
Gorna granica w zalezno$ci od oddzialywafh miedzy koloniami moze ulega¢ zmianom.
W okresie dominacji jednego szczepu, gdy prawie wszystkie kolonie rosng z ta samg szyb-
koscig jej warto$¢ moze by¢ znacznie wyzsza.

OczywiScie tak duza zbieznos¢ jak w trzech pierwszych badaniach jest w duzej mierze
kwestia przypadku. Jednak przy pomiarach w pomieszczeniach zamknietych lub przy
stabym wietrze w przypadku powietrza atmosferycznego wyniki nie bedg si¢ istotnie r6z-
ni¢. Zbyt duza liczba kolonii na plytce zawsze powoduje zanizenie wynikow. Zaréwno

Tabela II. Ogodlna liczba grzybow
Total number of fungi

o MAS-100 MB 1

Numer Objetosc Plytki @ 90 mm Plytki @ 55 mm

badania (w litrach)

1. koloni cfu/m3 1. koloni cfu/m3

1 200 25,7 128,3 25,7 128,6
2 500 43,0 86,0 43,0 86,0
3 100 37,5 375,0 37,9 379,0
4 50 88,5 1770,0 31,6 631,3
5 100 136,9 1369,0 59,0 590,0

Objasnienia: Kazde badanie byto wykonywane w tym samym pomieszczeniu réwnocze$nie dwoma
aspiratorami (MAS - 100 i MB 1) na tym samym podlozu (Malt extract agar). Kazda warto$¢ poda-
na w tabeli stanowi §rednia z co najmniej siedmiu powtorzen.
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w wyniku antagonistycznego dzialania miedzy koloniami (zanikiem cze$ci z nich nim be-
da widoczne) jak i przez zrastanie si¢ koloni, lub zastanianie wolniej rosnacych. Szalki
zarastaja jednolita murawg nim niektore z gatunkéw utworza widoczne makroskopowo
kolonie. Potwierdzeniem zanizania wynikow w przypadku zbyt gestego wzrostu kolonii
na plytce sa wyniki badan 4 i 5. Na ptytkach o ok. trzykrotnie wigkszej powierzchni wy-
rasta ponad dwa razy wiecej kolonii. W przypadku zbyt duzej liczby kolonii na szalce na-
lezy zdawac sobie sprawe z tego, ze uzyskane wyniki moga by¢ zanizone. Dlatego w przy-
padku rownolegtych badan z poborem roznych objetoSci powietrza do ostatecznej oce-
ny trzeba wybra¢ plytki z liczba koloni nie przekraczajaca 40 przy Srednicy 55 mm. Za-
leta aparatu MB 1 jest nizsza cena i nizsze koszty eksploatacji. Natomiast wadg wezszy
zakres objetosci powietrza, z ktérego mozna pobra¢ materiat do badan i uzyskac wiary-
godne wyniki.

WNIOSKI

1. Do badan og6lnej liczby grzybéw w powietrzu nalezy uzywaé metody zderzeniowej
oraz rownolegle dwu lub wiecej podldz powszechnie stosowanych na $wiecie.

2. W badaniach dotyczacych jednego obiektu nalezy uzywa¢ tych samych metod i pod-
16z, a najlepiej ujednolici¢ podstawowe wymagania dla danego typu badan.

3. Stosowanie aparatéw wykorzystujacych plytki o mniejszej Srednicy (ponizej 90 mm)
jest uzasadnione przy w badaniach rutynowych, gdy znany jest spodziewany poziom zanie-
czyszczen mikrobiologicznych powietrza.

A. Krogulski, T. Podsiadty

TOTAL CONCENTRATION OF FUNGI IN ATMOSPHERIC AND INDOOR AIR

Summary

Methods of evaluation of microbiological air pollution are not standardized in Poland. As a result
of this status miscellaneous media and various methods of sedimentation of microorganisms on/or
these media are applied in the studies. Additionally plates of various diameters are used. In practice
it makes difficult (or even impossible) comparison of results published studies and expert’s reports.
To illustrate the range of the problem in the presented paper are shown results of measurements of
total number of fungi performed paralelly with:

— sedimentation and respiratory methods

— plates 55 mm and 90 mm diameter

- three various media

Practical instructions concerned selection of measurements methods and interpretation of results
are presented.
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