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Polskie normy (PN) z 1989 r. dotyczqce badan skazenia mikrobiologicznego
powietrza atmosferycznego w duzym stopniu ulegly dezaktualizacji, natomiast
polskich norm dotyczqcych badania zanieczyszczen biologicznych w pomiesz-
czeniach wewnetrznych brak. Utrudnia to, a czasem uniemozliwia poréwnywa-
nie uzyskiwanych wynikow miedzy sobq. W pracy pokazano na przykladach ska-
le problemu.
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WSTEP

W Polsce brak aktualnych norm dotyczacych oceny mikrobiologicznego zanieczyszcze-
nia powietrza. W efekcie w badaniach stosuje si¢ rozne metodyki. Najczeséciej nie sq one
wystarczajaco dokladnie opisane aby mozna bylo poréwnywac wyniki podane w réznych
publikacjach. Aktualne wydania norm dotyczacych pomiaru i oceny mikrobiologicznej czy-
stosci powietrza atmosferycznego pochodzg z 1989 roku [4-7]. Natomiast norm dotycza-
cych metodyki pomiaréw wykonywanych w pomieszczeniach zamknigtych brak. Sa jedy-
ni¢ krajowe wytyczne projektowe [10] okreslajace dopuszczalne stgzenia mikroorganizmow
w powietrzu wybranych pomieszczen obicktow stuzby zdrowia. Mimo uptywu ponad 20 lat
w szpitalach nie wyposazonych w klimatyzacj¢ podane w nich parametry w wigkszosci
pomieszczen nie sa mozliwe do utrzymania (wyniki wlasne nie publikowane).

Obecnie sens prowadzenia badan zgodnie z cytowanymi normami jest problematyczny
[3]. Za granica nie ma powszechnie akceptowanych zalecen metodycznych i ogdlnie przy-
jetych wartosci normatywnych. Istnieja zalecenia i propozycje organizacji narodowych,
pozarzadowych i niezaleznych grup badaczy [2].
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Z powodu braku w Polsce odpowiednich aparatow pomiarowych, w czasic tworzenia
omawianych norm, na réwnych prawach dopuszczono wykonywanie pomiaroéw metoda se-
dymentacyjna i aspiracyjna zderzeniowa. Obecnie metoda sedymentacyjna uwazana jest za
jeden z sposobow oceny zanieczyszczenia powierzchni przez mikroorganizmy znajdujace
si¢ W powietrzu.

Zgodnie z cytowanymi normami [4-7] do oznaczania ogdlnej liczby bakterii w powie-
trzu nalezy uzywac agaru odzywczego, (pod ta nazwa dostgpnych jest kilka podlozy r6znia-
cych si¢ migdzy soba). Obecnie na §wiecie zwykle do tego celu uzywa si¢ podloza TSA [9].

Opisana w wyzej wymienionych normach metoda aspiracyjna zaklada zatrzymanie
bakterii z powictrza w phuczkach betkotkowych. Z danych zawartych w normic PN-89/Z-
04008/08 latwo obliczy¢ ze na jedna plytke wysiewa si¢ maksymalnie mikroorganizmy
z 1,5 1 powietrza. Oznacza to, ze liczba kolonii na plytce moze w wielu pomiarach wynosi¢
zero lub kilka kolonii. Obecnie stosowane aparaty osadzajq bakterie bezposrednio na pod-
lozu hodowlanym metoda zderzeniowa (z szybkos$cia 100 I/min.). Cho¢ brak badan porow-
nawczych wiadomo, ze kazda dodatkowa operacja (uzycie pluczek) powoduje zanizenie
wyniku koncowego i zwigksza rozrzut wynikow uzyskanych w kolejnych powtdrzeniach.

Na wynik badania wptywaja mi¢dzy innymi: rodzaj pozywki, sposob osadzenia bakterii
na pozywce, temperatura inkubacji i liczba kolonii wyrosltych na plytce.

Dokladnos¢ wyniku zalezy od: liczby powtorzen osadzania bakterii z tej samej objgtosci
powietrza w jednym punkcie pomiarowym i liczby kolonii na plytce.

Zbyt niska liczba kolonii na plytkach obniza precyzj¢ uzyskanych wynikow (wysoki sto-
suneck odchylenia standardowego do $rednicj z powtorzen). Zbyt wysoka liczba kolonii na
plytkach mimo korekcji wyniku (uwzgledniajacej mozliwos¢ utworzenia jednej kolonii przez
kilka komérek bakteryjnych) powoduje jego zanizenie. W obu przypadkach bledy moga
wynosi¢ ponad 100% wartosci zmierzone;.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie zaleznosci uzyskiwanych wynikow od doboru
podloza, liczby kolonii rosnacych na jednej plytce i metody osadzania na niej bakterii.

MATERIAL | METODY

Podloza.1l) TSA —Tryptone soya agar f-my Oxoid o pH 7,3 + 0,2 w temperaturze 25°C,
bogate w sktadniki odzywcze podtoze, na ktorym rosnie wiele gatunkoéw mikroorganizmow. 2) Agar
odzywezy ( wyciag migsny, pepton proteoze f-my Difco 1%, agar f-my Difco 1,5%, Nacl 0,5%.
3) PCA — Plate count agar (tryptone glucose yeast agar) f-my Oxoid o pH 7.0 + 0,2. Podloze zalecane
do uzytku w przemysle mleczarskim.

Aparatura. Aparat do kontroli mikrobiologicznej powietrza Micro Bio (Air sampler MB
1 plus) firmy De Ville. Mikrobiologiczny probnik powietrza MAS-100 (nowa wersja 2001 r.). Oba te
aparaty wykorzystuja metode¢ aspiracyjna zderzeniowg. MB 1 osadza material na plytkach typu Ro-
dac @ 55 mm. MAS-100 na powszechnie uzywanych w mikrobiologii plytkach & 90 mm. Oba
aparaty posiadaja glowice z otworami (dyszami). Powietrze przechodzace przez jeden otwor trafia
w jeden osobny punkt na pozywce. Do korekeji wyniku zanizonego w wyniku trafienia dwoch lub
wigcej cfu (jednostek tworzacych kolonie) w jeden punkt wprowadza si¢ poprawke wedlug wzoru
Fellera [1]

Plytki z osadzonymi bakteriami inkubowano w temperaturze 30°C. Kolonie liczono po 48 godz.
inkubacji.

Badania pordéwnawcze, metoda zderzeniowa 1 sedymentacyjng prowadzono w pokoju o wymia-
rach 3,7 x 5,0 i wysokosci 4,1m. Na godzing przed rozpoczgciem pomiaru zamykano okno 1 drzwi
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(przewody wentylacji grawitacyjnej byly zaklejone). W dwunastu punktach na wysokosci ok. 1,3 m
umieszczano obok siebie plytki z podlozami (TSA, PCA, agarem odzywczym) Jednoczesna ekspo-
zycja wszystkich plytek trwala 30 min. Bezposrednio po jej zakonczeniu na taka sama liczbe plytek
pobierano zanieczyszczenia powietrza metoda zderzeniowa (na zmiang na plytke z TSA a nast¢pnie
z PCA). Objetosc zasysanego powietrza dobierano w taki sposob, aby liczba wyrostych na ptytkach
kolonii bakterii byla podobna w metodzie sedymentacyjnej i zderzeniowej. W metodzie sedymenta-
cyjnej liczbe cfu (jednostek tworzgcych kolonie) w 1 m?® powietrza liczono korzystajac z wzoru
zamieszczonego w PN-89/7-04111/03 [6]. Wykonano réwniez badanie metoda zderzeniowa osadza-
jac bakterie z powietrza atmosferycznego na podtozach: TSA 1 PCA.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Uzyskane wyniki pomiaréw prowadzonych metoda sedymentacyjna na podiozach: TSA,
PCA i agarze odzywczym przedstawiono w tabelach 11 II.

Tabela I. Ogodlnaliczba bakterii w powietrzu wewnetrznym. Metoda sedymentacyjna. Porowna-
nie podlozy: TSA 1 agaru odzywczego
Total number of bacteria in indoor air. Sedimentation method. Comparison of results
obtained on media: TSA and nutrient agar

Stezenie bakterii w powietrzu ( cfu/m?)

TSA Agar odzywezy
482,74 235,91
d=1543 5=110,9

Objasnienia: kazda srednia jest policzona z 12 pomiaréw. Roéznice migdzy podlozami s istotne
statystycznie (> 0,0002); & — odchylenie standardowe

Tabela II. Ogodlna liczba bakterit w powietrzu wewnetrznym. Metoda sedymentacyjna.
Poréwnanie podtozy: TSA1PCA
Total number of bacteria in indoor air. Sedimentation method. Comparison of results
obtained on media: TSA and PCA

Stezenie bakterii w powietrzu ( cfu/m?)

TSA PCA
605,1 469.6
5=197.8 5=1476

Objasnienia: kazda warto$¢ stanowi $rednig z 12 pomiaréw. Roznice migdzy podlozami sa istotne
statystycznie (0,04)

Na podtozu TSA bogatszym od agaru odzywczego wyroslo ponad dwukrotnie wigcej
bakterii. W poréwnaniu z PCA réznica w wynikach jest mnigjsza lecz réwniez istotna. Pod-
loze PCA jest zalecane do stosowania w obicktach przemyshi mleczarskiego. W pordwna-
niu z TSA na podtozu PCA czg¢$ciej rosna grzyby, co ogranicza jego przydatnos¢ w innych
badaniach (szczeg6lnie powietrza atmosferycznego).
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Wyniki pomiaréw prowadzonych na podlozach TSA i PCA, wykonywanych metoda aspi-
racyjna, w powietrzu atmosferycznym i wewngtrznym przedstawiono w tabelach (tab. IIT

i1V).

Tabela III. Ogolna liczba bakterii w powietrzu wewnetrznym. Metoda aspiracyjna zderzenio-
wa. Poréwnanie podlozy: TSA 1 PCA
Total number of bacteria in indoor air. Impact aspiratory method. Comparison of
results obtained on media: TSA and PCA

Lp. Stezenie bakterii w powietrzu ( cfu/m?)
TSA PCA
1 300,0 256,5
8=170,36 8=955
2 5281 462,3
8=131,1 8=1325

Objasnienia: kazda wartos¢ stanowi $rednia z 12 pomiaréw. Roznice migdzy podtozami nie sg istotne
statystycznie

Tabela IV. Ogolna liczba bakterii w powietrzu zewnetrznym. Metoda aspiracyjna zderzenio-
wa. Poroéwnanie podlozy: TSA1PCA
Total number of bacteria in outdoor air. Impact aspiratory method. Comparison of
results obtained on media: TSA and PCA

Stezenie bakterii w powietrzu ( cfu/m?)

TSA PCA
240,0 1450
5=99.4 5=94.1

Objasnienia: kazda warto$¢ stanowi $rednig z 12 pomiaréw. Roznice migdzy podlozami sa istotne
statystycznie (0,01)

Jedynie w przypadku badania powictrza zewngtrznego wyniki na podlozu TSA byly istot-
nie wyzsze.

Przeprowadzone w wzglednie idealnych warunkach, w duzym (ponad 75 m?®), zamknig-
tym od kilku godzin i pozbawionym wentylacji pomieszczeniu pomiary prowadzone me-
toda aspiracyjna i sedymentacyjna daja nie rdézniace si¢ statystycznie wyniki (tabela V).

W badaniach prowadzonych metoda sedymentacyjna wyniki w znacznym stopniu zaleza
od ruchu powietrza. Aspiratory sq o wicle mniej od niego zalezne. Niektdre aspiratory po-
siadaja wewnetrzny system pomiaru przeplywu zasysanego powietrza.

Gwarantuje on uzyskanie prawidlowych wynikéw mimo intensywnego ruchu powietrza.
Umozliwia to migdzy innymi wykonywanie pomiaréw w kanalach wentylacyjnych. Dzigki
temu w odroznieniu od metody sedymentacyjnej mozliwe jest ich uzycie do kontroli prawi-
dlowego dzialania stacji uzdatniania powietrza oraz catych systemow klimatyzacyjnych.
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Tabela V. Ogodlna liczba bakterii w powietrzu wewnetrznym. Poréwnanie wynikoéw uzyska-
nych metoda sedymentacyjng 1 aspiracyjng zderzeniowa (TSA)
Total number of bacteria in indoor air. Comparison of results obtained sedimenta-
tion and impact respiratory methods (TSA)

Stezenie bakterii w powietrzu — TSA. ( cfu/m?)

Sedymentacyjna Aspiracyjna
406,3 475,1
d=1719 8=194,0

Objasnienia: kazda wartos¢ stanowi $rednig z 12 pomiaréw. Roznice migdzy metodami nie sq istotne
statystycznie

Przy oznaczaniu liczby bakterii w wodzie za wiarygodne uznaje si¢ wyniki, gdy liczba
kolonii na ptytkach o & 90 mm wynosi od 25 do 300 [1]. Przy osadzaniu bakterii z powie-
trza 1 inkubacji przez 48 h w 30°C otrzymuje si¢ kolonie o silnie zréznicowanej Srednicy.
Niektére z kolonii zajmuja obszar na ktérym osiadaja bakterie przechodzace przez kilka
otworow glowicy aspiratora. Inne kolonie stykaja si¢. Jest to prawdopodobnie przyczyna ze
czgsto juz przekroczenie liczby 115 kolonii na plytce o & 90 mm powoduje istotne zanize-
nie wyniku badania (tab. VI). Z analizy wynikéw badan prowadzonych przez kilka lat
w naszym laboratorium wynika ze, zblizone wyniki (w cfu/m?®) uzyskuje si¢ najczesciej gdy
liczba kolonii na plytkach miesci si¢ miedzy 20 a 70. W konkretnych badaniach gérna
granica podanego zakresu zalezy migdzy innymi od $rednicy kolonii bakterii.

Tabela VI.  Ogolna liczba bakterii w powietrzu wewnetrznym. Poréwnanie wynikéw z badan
wykonanych w jednym pokoju réwnolegle, przy roznej liczbie kolonii na ptytkach
(seriaA1B)
Total number of bacteria in indoor air. Measurements executed in same chamber
parallelly. The results for different numbers of colony bacteriac on Petri-dishes

(Series A and B)
A (TSA) B (TSA)
Ip. | obj.1 | & ﬁ‘;l‘l’lml NPL |  cfwm® | objL | T ﬁ‘g‘flml NPL |  cfivm?®
1 | 100 58 63 630 300 122 145 483
2 | 100 71 78 780 300 128 154 513
3 | 100 65 71 710 300 112 131 437
4 | 100 63 68 680 300 103 119 397
5 | 100 64 70 700 300 132 160 533
% 64.2 70 700 119 142 473
5=5431 5=5560

Objasnienia: NPL liczba kolonii po uwzglednieniu poprawki zwiazanej z mozliwoscia zassania dwu
lub wigkszej liczby komorek przez jeden otwor w glowicy aspiratora. Roznice migdzy
pomiarami przy roznej liczbie kolonii na plytkach sq istotne statystycznie (0,0001)
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Wielko$¢ i szybkos¢ wzrostu kolonii zalezy migdzy innymi od zywotno$ci osadzanych
komérek bakterii. Ta z kolei od temperatury i wilgotnos$ci powietrza oraz czasu przebywa-
nia w nim bakterii. Dlatego z wyjatkiem sytuacji gdy znamy przyblizong liczb¢ bakterii
w powietrzu ( np. w przewodach klimatyzacyjnych ), dopiero osadzenie na plytkach bakte-
rii z co najmniej dwdch réznych objgtosci powictrza gwarantuje uzyskanie wiarygodnego
wyniku.

WNIOSKI

1. Wykonane réwnolegle w $cisle kontrolowanych warunkach (brak ruchu powietrza)
pomiary metoda aspiracyjna i sedymentacyjng daja wyniki nie rézniace si¢ istotnie.

2. Na agarze odzywczym i TSA istotnie r6zny % osadzonych bakterii tworzy kolonie.

3. Wplyw czynnikow takich jak rodzaj pozywki, metoda osadzania na niej bakterii
i liczba kolonii na plytce jest na tyle duzy na ostateczny wynik pomiaru, ze musi by¢ brany
pod uwage przy poréwnywaniu wynikéw badan wykonywanych réznymi metodami.

A. Krogulski

METODS OF DETERMINATION OF TOTAL CONCENTRATION OF BACTERIA
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. 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 presen-
ted paper are shown results of measurements of total number of bacteria performed paralelly with:
sedimentation and respiratory methods, three various media and clear different number of colony
bacteria on Petri-dishes. Practical instructions concerned selection of measurements methods and
interpretation of results are presented.
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