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Streszczenie

Szkodliwe czynniki biologiczne stanowiq istotny
problem medycyny pracy i zdrowia Srodowi-
skowego.

Przy podejrzeniu, ze okre$lona grupa pracowni-
kow jest narazona na dzialanie szkodliwych czyn-
nikéw biologicznych, ktére moga powodowac
objawy chorobowe w tej grupie, nalezy zasadnos¢
takiego przypuszczenia potwierdzi¢ przez wykry-
cie danego czynnika w $rodowisku pracy i okre-
Slenie wielkosci narazenia, a takze przez bezpo-
srednie lub posrednie stwierdzenie obecnosci
czynnika biologicznego w organizmie chorego
pracownika. Do wykrywania obecnosci czynni-
kow biologicznych w érodowisku pracy i okresle-
nia rozmiaréw narazenia, najwieksze znaczenie
ma badanie bioaerozoli. Istotne moze by¢ réwniez
mikrobiologiczne badanie probek pytu osiadiego,

materiatu biologicznego pracownikéw oraz su-
TOWCOW.

W skali swiatowej brak jest ustalonych kryteriow
oceny narazenia na czynniki biologiczne, jak row-
niez uznanych wartosci normatywnych oraz zale-
cen metodycznych. Warunki pobierania probek
powietrza na stanowiskach pracy w odniesieniu do
mikroorganizméw i endotoksyn bakteryjnych zo-
staly okreslone w normie polskiej PN-EN 13098:
,Powietrze na stanowiskach pracy - Wytyczne
dotyczace pomiaru mikroorganizméw i endotok-
syn zawieszonych w powietrzu”.

W artykule dokonano przegladu istniejacych w
pismiennictwie przedmiotu sposobéw ilosciowej
i jakosciowej kontroli szkodliwych czynnikéw
biologicznych w srodowisku pracy.

! Publikacja przygotowana na podstawie wynikéw uzyskanych w ramach II etapu programu wieloletniego: ,,Poprawa
bezpieczenstwa i warunkow pracy” dofinansowanego w latach 2011-2013 w zakresie stuzb panstwowych przez
Ministerstwo Pracy i Polityki Spotecznej. Koordynator programu: Centralny Instytut Ochrony Pracy —

Panstwowy Instytut Badawczy.
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Summary

Harmful biological agents are an important
problem of occupational medicine and environ-
mental health. If there is a suspicion that a par-
ticular group of workers is exposed to harmful
biological agents, which can cause disease
symptoms in this group, the validity of this
assumption should be confirmed by detecting a
factor in the working environment and deter-
mining the level of exposure, directly or indi-
rectly determining the presence of a biological
agent in the worker who is ill. To detect the
presence of biological agents in the workplace
and to determine the magnitude of exposure, it
is most important to study the bioaerosols. Mi-
crobiological testing of settled dust samples,
biological material from workers and process

materials may also be relevant. On a global scale,
there are no generally accepted criteria for as-
sessing exposure to biological agents or general-
ly accepted threshold limit values and methodo-
logical recommendations. In Poland, Standard
PN-EN 13098 approved by the Polish Committee
for Standardization (PKN) in 2002 (and replaced
in 2007) "Workplace atmosphere. Guidelines for
measurement of airborne microorganisms and
endotoxin" determines the conditions of sampling
workplace air in relation to microorganisms and
bacterial endotoxins. This article reviews the
existing literature on the subject of quantitative
and qualitative methods of assessing harmful
biological agents in the working environment.

WPROWADZENIE

Dorosty czlowiek spedza prawie jedna trzecia
swojego zycia w pracy, gdzie jest narazony na
szkodliwe oddziatywanie réznych czynnikéw. W
ostatnim dziesigcioleciu obserwuje si¢ znaczny
wzrost zainteresowania biologicznymi czynnika-
mi zagrozenia zawodowego, ktére sa coraz czg-
Sciej spostrzegane jako istotny problem medycyny
pracy i zdrowia Srodowiskowego. Wedlug Euro-
pejskiej Agencji Bezpieczenstwa i Zdrowia w
Pracy, co roku w wyniku choréb zakaznych na
$wiecie umiera prawie 320 tys. pracownikow, z
czego okoto 5 tys. w panstwach Unii Europejskie;j.
Stwarza to potrzebe podjecia odpowiednich prac
badawczych oraz dziatan dotyczacych: rozpozna-
wania, monitorowania i prewencji okreslonych

czynnikéw i wywolywanych przez nie chordb.

W panstwach Unii Europejskiej kwestie doty-
czace ochrony zdrowia pracownikow przed ryzy-
kiem zwiazanym z ekspozycja na czynniki biolo-
giczne w miejscu pracy zostaly uregulowane
szczegdtowo w dyrektywie 2000/54/EC. W Polsce
podstawowym aktem prawnym dotyczacym
ochrony pracownikoéw przed ryzykiem zwigza-
nym z narazeniem na czynniki biologiczne w
miejscu pracy jest rozporzadzenie ministra
zdrowia z dnia 22.04.2005 r. w sprawie szko-
dliwych czynnikow biologicznych dla zdrowia
w $rodowisku pracy oraz ochrony zdrowia pra-
cownikoéw zawodowo narazonych na te czynniki
(DzU 2008 r., nr 48, poz. 288).

KRYTERIA OCENY ZAWODOWEGO NARAZENIA
NA CZYNNIKI BIOLOGICZNE

W odroznieniu od wiekszosci czynnikéw che-
micznych i fizycznych, w skali $wiatowej nie ma
ustalonych kryteriow oceny narazenia na szko-
dliwe czynniki biologiczne (SCB). Przy podej-
rzeniu, ze okreslona grupa pracownikow jest
narazona na dziatanie jednego lub kilku czynni-
kéw biologicznych, mogacych powodowac ob-
jawy chorobowe w tej grupie, nalezy zasadno$¢
takiego przypuszczenia potwierdzi¢ przez:

— wykrycie danego czynnika w $rodowisku
pracy i okreslenie wielkosci narazenia

— bezposrednie  stwierdzenie  obecnosci
czynnika biologicznego w organizmie chore-
go pracownika, najczesciej przez posiew ba-
danego materiatu klinicznego (np.: krwi, mo-
czu, katu, plwociny, wymazy z gardta, ptynu
mozgowo-rdzeniowego, punktatu z weztdw
chtonnych) na odpowiednie pozywki, rzadziej
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przez sporzadzenie preparatu mikroskopowe-
go, wstrzyknigcie materiatu klinicznego zwie-
rzetom do$wiadczalnym lub zastosowanie ta-
kich bardzo czutych metod genetycznych, jak
np. fancuchowej reakcji polimerazy (polymera-
se chain reaction, PCR)

— posrednie wykrycie kontaktu z tym czyn-
nikiem przez stwierdzenie dodatniej reakcji
immunologicznej pracownika na antygen da-
nego czynnika (ma to znaczenie zarowno w
ustaleniu czynnika wywotujacego chorobeg
zakazna, jak i alergiczng), najczgsciej za po-
moca: badania serologicznego (probki suro-
wicy krwi) testem immunoenzymatycznym
(ELISA), aglutynacji, precypitacji w zelu czy
radioimmunoabsorpcji (RAST).

Do wykrywania obecnosci czynnikow biolo-

gicznych w $rodowisku pracy i okreslenia roz-
miaréw narazenia, najwigksze znaczenie ma
badanie bioaerozoli. Istotne moze by¢ rowniez
mikrobiologiczne badanie probek pytu osiadlego:
surowcow (np. zboza, siana), gleby, odpaddw,
kompostu, nawozu, sciekow, wody i roslin, a takze
wymazow: ze $cian, z poditég i mebli. Badanie to
najkorzystniej wykonuje si¢ metoda rozcienczen
ptytkowych polegajaca na posiewie szeregu
rozcienczen danej probki na pozywki agarowe.
Badane probki mozna przetestowaé¢ rowniez na
obecnos¢: endotoksyny bakteryjnej, mikotoksyn
grzybiczych oraz drobnych roztoczy. Przy podej-
rzeniu choroby odzwierzgcej nalezy pobraé row-
niez materiat kliniczny od zwierzat (np. krew,
mocz, kal, mleko, wycinek tkanki, zeskrobiny
skory), ktéry poddaje sie badaniom zgodnie z
ogolnie przyjeta metodyka mikrobiologiczna.

METODY BADANIA BIOAEROZOLI W SRODOWISKU PRACY

Warunki pobierania w Polsce probek powietrza
na stanowiskach pracy w odniesieniu do mikro-
organizmow (ich calkowitej liczby oraz liczby
drobnoustrojow zdolnych do wzrostu) i endo-
toksyn bakteryjnych zostaly okreslone w nor-
mie polskiej PN-EN 13098 przyjetej przez
Polski Komitet Normalizacyjny (PKN) w 2002 r.
(i zastapionej w 2007 r.): ,,Powietrze na stanowi-
skach pracy — Wytyczne dotyczace pomiaru mi-
kroorganizméw i endotoksyn zawieszonych w
powietrzu”. W normie tej zawarto podstawowe
definicje, podano zalecenia dotyczace pobierania
probek metodami wolumetrycznymi, dopuszcza-
jac mozliwo$¢ oceny stopnia mikrobiologicznego
skazenia powietrza przez oznaczenie sktadnikow
komoérek mikroorganizmow (endotoksyn, gluka-
néw) oraz pierwotnych (np. ATP) i wtornych (np.
mikotoksyny) metabolitow.

Kolejnym aktem normatywnym jest przyjeta
przez PKN w 2004 r. (i zastapiona w 2006 r.)
norma polska PN-EN 14031 ,,Powietrze na stano-
wiskach pracy — Oznaczanie endotoksyn zawie-
szonych w powietrzu”. Okreslono w niej wytyczne
do oceny narazenia na endotoksyny obecne w
powietrzu na stanowiskach pracy. W normie tej
przedstawiono metody: pobierania, transportu,
przechowywania i oznaczania tych immunolo-
gicznie reaktywnych sktadnikéw bioaerozolu.

W czerwcu 2004 r. PKN uznal norme euro-
pejska ,,Powietrze na stanowiskach pracy —
Przewodnik uzytkowania i stosowania procedur
do oceny narazenia na czynniki chemiczne i
biologiczne” za norme¢ polska PN-EN 14042
(norma zostala zastgpiona w 2010 r.). W normie
tej zawarto wytyczne dotyczace procedur wybo-
ru, zastosowania i obstugi przyrzadéw pomia-
rowych wykorzystywanych do pobierania czyn-
nikéw chemicznych i biologicznych na stanowi-
skach pracy w $rodowisku zewngtrznym oraz
nieprzemystowym $rodowisku wnetrz. Omo-
wiono zasady doboru procedur pomiarowych,
charakterystyki dziatania przyrzadéow pomiaro-
wych wraz z opisem metod pobierania oraz prak-
tyczne zasady ich stosowania w pomiarach indy-
widualnych i stacjonarnych. W odniesieniu do
szkodliwych czynnikéw biologicznych przedsta-
wiono metody pomiaru zawieszonych w powietrzu
mikroorganizmoéw i endotoksyn z zastosowaniem:
impaktoréw, impingeréw i pobornikow z filtrem.

W 2005 r. zostata przez PKN przyjeta (a w
2008 r. zastgpiona) norma polska PN-EN 14583
~Powietrze na stanowiskach pracy — Wolume-
tryczne urzadzenia do pobierania probek bioae-
rozolu — wymagania i metody badan”. Okreslo-
no w niej wymagania i metody testowania shu-
zace wyznaczeniu sprawnosci miernikow wo-
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lumetrycznych uzywanych do szacowania bioa-
erozoli na stanowiskach pracy.

Obecnie w skali swiatowej nie istnieja po-
wszechnie obowigzujace wartosci dopuszczal-
nych stezen mikroorganizmow. Wynika to prze-
de wszystkim z faktu, iz:

— nie ma zadowalajacych danych okreslaja-
cych relacje¢ migdzy narazeniem na specyficz-
ny mikroorganizm a niekorzystnym skut-
kiem zdrowotnym bedacym wynikiem takie-
g0 narazenia
— nie jest mozliwa identyfikacja specyficz-
nego czynnika odpowiedzialnego za obserwo-
wany niekorzystny skutek zdrowotny
— wrazliwos$¢ organizmu czlowieka na da-
ny mikroorganizm jest jego cechg indywidu-
alng
— nie ma standardowych przyrzadow po-
miarowych, ktére z duza fizyczna i biolo-
giczng sprawno$cia pozwolityby na precy-
zyjna iloSciowa i jakosciowg oceng obec-
nosci mikroorganizméw w badanym $ro-
dowisku.

Wiekszos¢ dostgpnych propozycji  wartosci
dopuszczalnych stezen szkodliwych czynnikéw
mikrobiologicznych zostata opracowana na pod-
stawie klinicznego obrazu choroby powodowanej
przez szkodliwe czynniki mikrobiologiczne, z
uwzgledniem jedynie obecnosci danego czynnika
w okreslonym elemencie badanego srodowiska
bez wyznaczania limitéw ilosciowych dla wielko-
$ci stezenia czynnika w powietrzu. W pismiennic-
twie przedmiotu istniejg liczbowo wyrazone pro-
pozycje wartosci dopuszczalnych, ktére umozli-
wiaja interpretowanie uzyskanych empirycznych

Tabela 1.

danych pomiarowych. Maja one zazwyczaj cha-
rakter wartosci arbitralnych lub wzglednych/po-
rownawczych.

W strategii tworzenia normatywdéw higie-
nicznych dla mikroorganizméw kluczowa role
odgrywa stosowana metoda badawcza oraz kry-
teria: Srodowiskowe, zrodla, jakosciowe i ilo-
Sciowe. Jezeli brak jest mozliwosci wyznaczenia
Scistej relacji miedzy dawka szkodliwych czyn-
nikéw mikrobiologicznych a skutkiem zdrowot-
nym wywolanym jego dziataniem, wowczas
przez wielokrotny pomiar stezenia tegoz czyn-
nika mozna zbudowa¢ normatyw higieniczny,
ktéry pozwoli oceni¢ jakos$¢ (czystos$é/stopien
zanieczyszczenia) badanego srodowiska, a przez
to ustalenie, co dla danego srodowiska jest:
typowe i akceptowalne, a co jest: nietypowe i
nieakceptowalne. Zaprezentowane powyzej po-
dejscie zwane filozofig srodowiskowa tworzenia
normatywéw higienicznych dla szkodliwych
czynnikéw mikrobiologicznych wydaje si¢ by¢
obecnie rozsadng alternatywa wobec podejscia
zwanego klinicznym, wymagajacego dos¢ restryk-
cyjnie opisu relacji miedzy dawka szkodliwego
czynnika a odpowiedzig organizmu manifestujaca
sie okreslonym skutkiem zdrowotnym (Gorny i in.
2011).

W 2004 r. Zespdt Ekspertow ds. Czynnikow
Biologicznych Miedzyresortowej Komisji ds.
Najwyzszych Dopuszczalnych Stezen i Natgzen
Czynnikéw Szkodliwych dla Zdrowia w Srodo-
wisku Pracy zaproponowat przyjecie zalecanych
wartosci dopuszczalnych stgzen najpowszech-
niejszych kategorii mikroorganizméw i endo-
toksyny bakteryjnej w powietrzu pomieszczen
(tab. 1.).

Propozycje zalecanych stezen drobnoustrojow i endotoksyny w powietrzu pomieszczen opracowane przez
Zespét Ekspertéw ds. Czynnikow Biologicznych (Augustynska, Posniak 2007; Gorny 2004)

Dopuszczalne stezenie

Czynnik mikrobiologiczny

pomieszczenia robocze
zanieczyszczone pytem organicznym

pomieszczenia mieszkalne
i uzytecznosci publicznej

Bakterie (razem)
Bakterie Gram-ujemne
Termofilne promieniowce

1,0 - 10° jtk/m’ *
2,0 - 10* jtk/m*®
2,0 - 10* jtk/m’ *

5,0 - 10° jtk/m®
2,0 - 10% jtk/m’
2,0 - 10% jtk/m’

Grzyby 5,0 - 10% jtk/m® 5,0 - 10° jtk/m®

Czynniki z grupy 3. i 4. zagrozenia 0 jtk/m’ 0 jtk/m’

Endotoksyna bakteryjna 200 ng/m*® (2000 JE/m®) 5 ng/m’* (50 JE/m?)
Objasnienia:

jtk — jednostka tworzaca kolonie; JE — jednostka endotoksyczna.

* dla frakcji respirabilnej proponowane wartosci powinny by¢ o polowe mnigjsze i powinny wynosic: 5,0 - 10* jtk/m® dla bakterii mezofil-
nych; 1,0 - 10* jtk/m’ dla bakterii Gram-ujemnych; 1,0 - 10* jtk/m’ dla termofilnych promieniowcéw; 2,5 - 10* jtk/m’ dla grzybow.
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W odniesieniu do powietrza zewngtrznego,
w ocenie ilosciowej czynnikow mikrobiologicz-
nych w 2010 r. Zesp6t Ekspertow przyjal zato-
zenie, ze stezenie poszczegoélnych skladnikow
bioaerozolu w powietrzu atmosferycznym nie
powinno przekracza¢ wartosci dopuszczalnych

Tabela 2.

stezen dla powietrza w pomieszczeniach miesz-
kalnych, tj. w $rodowisku, w ktorym czlowiek
spedza wiekszo$¢ czasu w ciggu zycia. Propo-
nowane wartosci stezen szkodliwych czynnikéw
biologicznych dla powietrza atmosferycznego
przedstawiono w tabeli 2.

Propozycje oceny stopnia zanieczyszczenia mikrobiologicznego powietrza atmosferycznego (Gorny 2010)

Stopien zanieczyszczenia powietrza atmosferycznego

Sktadnik bioaerozolu

akceptowalny

nieakceptowalny

Bakterie (razem)
Bakterie Gram-ujemne
Termofilne promieniowce

<5,0 - 10° jtk/m’
<2,0 - 10% jtk/m’
<2,0 - 10% jtk/m’

>5,0-10° jtk/m’
>2,0- 107 jtk/m’
>2,0 - 10 jtk/m®

Grzyby <5,0-10° jtk/m’ >5.0-10° jtk/m’
Czynniki z grupy 3. i 4. zagrozenia 0 jtk/m’ 0 jtk/m’
Endotoksyna bakteryjna <50 JE/m’ > 50 JE/m’

Objasnienia:
jtk — jednostka tworzaca kolonie; JE — jednostka endotoksyczna.

METODY POBIERANIA CZASTEK BIOAEROZOLI

Metody pobierania czastek bioaerozoli sa de-
terminowane przez ich fizyczne i biologiczne
wlasciwosci. Proces ten ma na celu wychwyt jak
najwigkszej liczby czastek biologicznych z po-
wietrza, a nastepnie zgromadzenie ich (bez ich
zmiany i uszkodzenia struktury) w taki sposdb,
by umozliwi¢ pdzniejszg analize. Wspodlczesne
wymagania techniczne badan mikrobiologiczne-
go zanieczyszczenia powietrza zalecaja stoso-
wanie metod wolumetrycznych, polegajacych na
aktywnym pobieraniu probki powietrza o okre-
Slonej objetosci (Gorny 2010). Do pobierania
probek bioaerozoli najczesciej wykorzystuje sie:
metody zderzeniowe (impakcyjne), impinge-
ment czyli wychwyt czastek do cieczy, metody
filtracyjne oraz elektrostatyczne (Dutkiewicz,
Gorny 2002).

Impakcja

Impakcja jest jedna z najczesciej stosowanych
metod pobierania probek bioaerozoli. W celu
separacji czastek ze strumienia powietrza meto-
da ta wykorzystuje sile bezwladnosci. Proces

impakcji zalezy od takich wiasciwosci inercyj-
nych czastek, jak: ich wielkos¢, gestos¢, pred-
kos$¢ oraz od takich parametréw fizycznych
uzytego impaktora, jak: wymiary dyszy/dysz
oraz ich odlegto$¢ od powierzchni wychwytu
(determinujace predkos¢ przeptywu strugi po-
wietrza przez przyrzad pomiarowy), (Kulkarni i
in. 2011; Macher 1999). W impaktorach stru-
mien powietrza przechodzac przez otwor wlo-
towy przyrzadu pomiarowego, ulega gwaltow-
nej zmianie (najczgsciej pod katem 90°) co do
kierunku swego ruchu (rys. la i 1b). W wyniku
dziatania sity inercji czastki o wigkszej masie
wypadajg ze strugi powietrza na powierzchnie
wychwytu, natomiast czastki drobniejsze, nadal
utrzymujace si¢ w strudze, przechodza wraz ze
strumieniem powietrza na zewnatrz przyrzadu
lub kolejne pigtra impaktora (Gorny 2004).
Wsréd odmian impakcji stosowanych do wy-
chwytu czastek biologicznych z powietrza wy-
réznia sig:

impakcje bezwladnosciowa

impakcje wirowa

— impingement, czyli impakcj¢ do cieczy.
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b)

Rys. 1. Techniki pobierania bioaerozoli: a) impakcja bezwladnosciowa, b) impakcja wirowa (Kulkarni i in. 2011;

Macher 1999)

W metodzie wykorzystujacej impakcje bez-
wladnosciowa czastki wypadaja ze strugi powie-
trza na skutek sit inercji i s3 deponowane na
powierzchni wychwytu, np.: stalej pozywce
mikrobiologicznej, szkietku mikroskopowym
lub tasmie pokrytej substancjg o wlasciwosciach
adhezyjnych. Tego typu mechanizm wychwytu
czastek bioaerozoli znalazl zastosowanie m.in.
w: jednostopniowych (np.: surface air sampler,
MAS-100, impaktor N-6 Andersena) i wielo-
stopniowych impaktorach (np. impaktor kaska-
dowy Andersena) czy aparacie szczelinowym
Casella (Kulkarni i in. 2011; Macher 1999).

Metoda impakcji wirowej wykorzystuje iner-
cje czastek, ktore przed depozycja sa wprawiane
w ruch wirowy wewnatrz cylindrycznej komory.
W aspiratorze wirowym powietrze jest pobierane
do wnetrza glowicy przyrzadu przez wirujacy z
duza szybkoscig (4000 + 5000 obr./min) cylinder.
Wskutek dziatania sity od$rodkowej mikroorga-
nizmy zostaja zdeponowane na powierzchniach
Scianek aparatu pokrytych paskami z warstwa

agaru (Kulkarni i in. 2011; Gutarowska 2002;
Macher 1999). Impakcja wirowa jest wykorzy-
stywana m.in. w poborniku wirowym Reutera.
Impingement, czyli impakcja do cieczy (rys. 2.)
jest metoda polegajaca na réwnoleglej depozycji
czastek aerozolu w cieczy i ich dyfuzji w obrgbie
pecherzykow tejze cieczy (Kulkarni i in. 2011).
Najczesciej w metodzie tej stosuje sie wode jako
medium wychwytujace oraz ciecze o podobnej
do wody lepkosci lub ciecze nieparujace, kto-
rych lepkos¢ jest wielokrotnie wigksza od lep-
kosci wody (np. ,,lekki” lub ,,cigzki” olej mine-
ralny). Woda i ciecze do niej zblizone dos¢
szybko odparowuja, dlatego stosujac je, nalezy
redukowad czas trwania pobierania probki. Uzy-
cie cieczy o matym wspolczynniku parowania
(np. glicerol) pozwala na wydtuzenie czasu
pobierania probki aerozolu biologicznego (Ma-
cher 1999). Najpowszechniej stosowanymi im-
pingeramio sa: AGI-4, AGI-30 oraz BioSampler
(Duchaine i in. 2001; Dutkiewicz, Gorny 2002).

Rys. 2. Technika (impingement) pobierania bioaerozoli (Kulkarni i in. 2011; Macher 1999)
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Filtracja

Filtracja jest definiowana jako proces separacji
czastek z powietrza, w ktorym sg zawieszone,
przez przeplyw strugi przez porowate medium
(filtr), (rys. 3.). Typowe filtry stosowane do
pobierania probek bioaerozolu sg zazwyczaj
cienkie (zwykle < 2 mm grubosci) lub wielo-
krotnie uwarstwione, zawierajac liczne pory o
$rednicy od 0,2 pm do 3 um. Sprawnos¢ tego
typu metody pobierania zalezy od: fizycznych
wiasciwosci samych czastek (ich $rednicy aero-
dynamicznej), wlasciwosci filtru (Srednicy jego
poréow i uwarstwienia) oraz predkosci przepty-
wu strugi (Macher 1999). Do najczesciej stoso-
wanych filtrow w pomiarach bioaerozoli zalicza
si¢ filtry: poliweglanowe, Zelatynowe, teflono-
we, z polichlorku winylu, z widkna szklanego,

-

octanu celulozy i mieszaniny estrow celulozy
(Burton i in. 2007). W ostatnich latach wzrosto
zainteresowanie uzyciem filtréw wykonanych z
nanorurek weglowych (Guan, Yao 2010). Ze
wzgledu na swa prostote, stosunkowo nieduze
koszty i szeroki zakres zastosowan, filtracja jest
powszechnie wykorzystywana metoda pomiaru
aerozoli biologicznych. Znalazla ona zastoso-
wanie migdzy innymi jako metoda kontroli za-
nieczyszczen mikrobiologicznych powietrza w
instalacjach wentylacyjnych. Pobornik guziko-
wy (btton personal inhalable aerosol sampler),
gtowica GSP (gesamtstaub — probenahmesystem)
oraz PAAS (personal aeroallergen sampler) sa
przyrzadami dziatajacymi na podstawie opisanej
wcezesniej metody (Ainzenberg i in. 2000; Ma-
cher 1999; Yamamoto i in. 2006).

ol

-

Rys. 3. Technika filtracji pobierania bioaerozoli (Kulkarni i in. 2011; Macher 1999)

Elektrostatyczna precypitacja

W urzadzeniach, w ktérych zastosowano tego
rodzaju sposob pobierania bioaerozolu, separa-
cja czastek ze strugi powietrza zachodzi wsku-
tek elektrostatycznych oddziatywan. Znajdujace
sic w strudze powietrza czastki bioaerozolu
naturalnie obdarzone tadunkiem elektrycznym
przeptywaja przez jonizator, gdzie zostaja do-
datkowo ,,dotadowane” elektrycznie. Separa-
cja tak naelektryzowanych czastek wewnatrz

przyrzadu pomiarowego jest uwarunkowana ich
migracja i depozycja na odpowiednim medium
(przystosowanym do pozniejszej analizy) w
silnym polu elektrycznym (Kulkarni i in. 2011;
Han, Mainelis 2008; Mainelis i in. 2002; Par-
ker, Plaks 2004; Yao, Mainelis 2006). Wyko-
rzystanie naturalnych wilasciwosci elektrosta-
tycznych czastek powoduje, ze metoda ta jest
okreslana jako ,tagodna” i wysokosprawna
technika pobierania bioaerozolu (Yao, Mainelis
2005; 2006).

ANALIZA ILOSCIOWA I JAKOSCIOWA
AEROZOLI MIKROBIOLOGICZNYCH

Do wyznaczenia stgzenia i sktadu gatunkowego

stosowane metody: mikroskopowe, hodowlane,

mikroorganizméw w probkach powietrza sa metaboliczne i molekularne.
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Metody mikroskopowe

Metody mikroskopowe polegaja na bezposrednim
szacowaniu, w odpowiednio przygotowanych pre-
paratach, liczby drobnoustrojow (np. spor grzy-
béw) lub innych struktur biologicznych oraz obli-
czeniu ich zawartosci w jednostce objetosci powie-
trza. Probki powietrza sa pobierane zwykle na
szkietko mikroskopowe podstawowe lub inne
powierzchnie pokryte lepka substancja (np. waze-
ling, mieszaning zelatyny i gliceryny), (Dutkiewicz,
Gorny 2002; Dutkiewicz, Jablonski 1989). Do tej
grupy metod nalezy tez czesto stosowana meto-
da mikroskopii epiflourescencyjnej (Heldal i in.
1996; Palmgren i in. 1989). Zaleta metod mi-
kroskopowych jest rejestrowanie wszystkich
mikroorganizméw, tj. zywych i martwych, na-
tomiast wadg — brak mozliwosci precyzyjnej
identyfikacji gatunkowej mikroflory, szczegodl-
nie bakterii (Dutkiewicz, Jabloriski 1989).

Metody hodowlane

Metody hodowlane pozwalajg okresli¢ liczbe
zywych i zdolnych do rozwoju drobnoustrojow
w badanej objgtosci powietrza. Zgodnie z norma
PN-EN-13098:2007, do hodowli réznych gatun-
kéw bakterii zaleca sie stosowanie podtoza bo-
gatego w skladniki odzywcze, np. agaru odzyw-
czego, agaru tryptonowo-glukozowego czy
pozywki agarowej z hydrolizatem kazeinowo-
-sojowym. W celu zahamowania wzrostu grzy-
béw na wymienionych podtozach w normie
zaleca si¢ dodawanie odpowiednich antybioty-
kéw, np. cykloheksymidu. Do hodowli, namna-
Zzania i oznaczania iloSciowego grzybow -—
zgodnie z wyzej wymieniong normg — jest pole-
cany agar z ekstraktem maltozowym, agar z
glicerolem i dichloranem z dodatkiem antybio-
tykdw o wszechstronnym spektrum dziatania
hamujacych wzrost bakterii. Waznym elemen-
tem w metodzie hodowlanej jest temperatura i
czas inkubacji. Najczesciej zaleca si¢ temperatu-
re 30 + 37 °C dla bakterii oraz 20 + 27 °C dla
grzyboéw. Czas hodowli to zwykle 24 + 48 h dla
bakterii oraz 5 + 7 dni dla grzybow (Dutkiewicz
1997).

Wynik pomiaru stezenia bioaerozolu wyraza
si¢ w jednostkach tworzacych kolonie w 1 me-
trze szesciennym powietrza (jtk/m3). Jednostka
ta oznacza liczbg komorek lub agregatéw komo-
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rek drobnoustrojowych zdolnych do wzrostu na
odpowiedniej pozywce agarowej w postaci od-
dzielnych kolonii. Metody hodowlane umozliwiaja
identyfikacje izolowanych drobnoustrojow do
szczebla rodzaju lub gatunku (Dutkiewicz, Gorny
2002; Dutkiewicz, Jablonski 1989; Jensen, Schafer
1998).

Metody metaboliczne i molekularne

W metodach metabolicznych i molekularnych,
stezenie mikroorganizméw w powietrzu jest
wyznaczane na podstawie wykrycia obecnosci
produktéw ich metabolizmu lub materialu gene-
tycznego drobnoustrojéw. Metody te sa wyko-
rzystywane m.in. do oznaczania w powietrzu
stezenia: ergosterolu, endotoksyn, mikotoksyn,
glukanéw i kwasow ttuszczowych. W zaleznosci
od charakteru badanego czynnika stosuje si¢
odpowiednie techniki analityczne, np. wysoko-
sprawng chromatografi¢ cieczowag (HPLC),
gazowo-cieczowa (GLC), cienkowarstwowa
(TLC) czy spektrofotometri¢ UV (Gutarowska
2002; Szponar i in. 2000). Metody metaboliczne
oceniajagce zdolnos¢ mikroorganizmow do en-
zymatycznego rozktadu organicznych substra-
tow (np. szereg biochemiczny API) lub analizu-
jace metabolizm mikroorganizméw w odniesie-
niu do specyficznych zrédet wegla (np. system
Biolog) znalazly zastosowanie w identyfikacji
bakterii i grzybow. Bardzo czesto korzysta si¢ z
metod immunologicznych, opartych o stosowa-
nie przeciwcial monoklonalnych, poliklonalnych
czy markerow immunologicznych, ktére ujaw-
niajg obecnos$¢ okreslonych grup lub szczepoéw
drobnoustrojéw.

Wykorzystywane sa rowniez techniki biolo-
gii molekularnej z uzyciem komplementarnych
sond fluorescencyjnych identyfikujacych gen
16S rRNA, reakcji lancuchowej polimerazy
(PCR), ktore umozliwiaja identyfikacje poje-
dynczych gatunkéw mikroorganizméw, mikro-
macierzy DNA (Jensen, Schafer 1998; Kalia i
in. 2011; Kildesd, Nielsen 1997).

Metody molekularne majg istotng przewage
nad tradycyjnymi technikami, gdyz nie sg uza-
leznione od hodowli mikroorganizméw na pod-
fozach mikrobiologicznych. Pozwala to na zde-
cydowane przyspieszenie procedury badawczej.
Metody oparte na analizie materialu genetycz-
nego charakteryzujg sie: duza czutoscia, powta-
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rzalnoscia i bezpieczenstwem — metody te nie
wymagaja izolacji zywego czynnika infekcyjne-

go i moga by¢ przeprowadzone w chemicznie
inaktywowanych prébkach (Murray i in. 2009).

METODY OZNACZANIA STEZENIA ENDOTOKSYNY
BAKTERY]JNE]J] W POWIETRZU

Endotoksyne oznacza si¢ powszechnie testem
Limulus, w ktérym wykorzystuje siec wywolane
reakcjg enzymatyczng zjawisko koagulacji krwi
prymitywnego stawonoga morskiego skrzypto-
cza (Limulus polyphemus) w obecnosci mini-
malnych (rzedu 107 grama) ilosci endotoksyny.
W najprostszej wersji testu, probke powietrza
pobrana na filtr membranowy poddaje si¢ eks-
trakcji w apirogennej wodzie destylowanej, a
nastepnie sporzadza si¢ szereg rozcienczen,
ktory inkubuje sie w tazni wodnej z komercyjnie
dostgpnym odczynnikiem Limulus — zliofilizo-
wanym lizatem amebocytow skrzyplocza. Wy-
tworzenie si¢ skrzepu, ktéry nie splywa po od-
wroceniu probowki, jest dodatnim wynikiem
testu. Po odczytaniu testu, za pomoca wzoru
podanego przez producenta, oblicza si¢ stezenie
endotoksyny w aerogennym pyle i w powietrzu.
Test Limulus wykonuje si¢ obecnie w rdéznych
modyfikacjach, zwiekszajacych czuto$é i powta-
rzalnos¢ metody. W wiekszosci sa one oparte na
spektrofotometrycznym odczycie barwnej reak-

cji enzymatycznej. Najbardziej wiarygodne
wyniki daje metoda kinetyczna, w ktdrej jest
rejestrowana szybkos¢ biegu reakcji enzyma-
tycznej w ciggu okreslonego czasu, a wynik
oznaczenia uzyskuje si¢ na podstawie kompute-
rowej analizy predkosci tych zmian. W opisa-
nym wczesniej tescie dokonuje si¢ pomiaru
stezenia tylko tej endotoksyny, ktora jest aktyw-
na w tescie Limulus. Alternatywna dla tego testu
metoda mierzaca stezenie calkowite endotoksy-
ny bakteryjnej w powietrzu jest metoda polega-
jaca na skojarzonym zastosowaniu chromatogra-
fii gazowej i spektrometrii masowej (GC-MS)
do oznaczania 3-hydroksylowanych kwasow
thuszczowych, wchodzacych w sktad czasteczki
endotoksyny i uznawanych za jej chemiczne
markery. Jest to metoda kosztowniejsza, lecz
dajaca wiarygodne wyniki i co réwnie wazne,
pozwalajaca nie tylko na oznaczanie ilosciowe,
lecz takze na charakterystyke jakosciowa en-
dotoksyny (Lawniczek-Watczyk, Gorny 2010).

METODY OZNACZANIA INNYCH TOKSYCZNYCH SUBSTANC]I
MIKROBIOLOGICZNYCH W POWIETRZU

W przeciwienstwie do endotoksyny bakteryjne;j,
metody stuzace do oznaczania innych immuno-
toksycznych zwigzkéw chemicznych pochodze-
nia mikrobiologicznego nie znalazly jeszcze
powszechniejszego zastosowania. Stgzenie pep-
tydoglikanu okresla si¢ na podstawie oznaczenia
kwasu muraminowego metoda chromatografii
gazowej i spektrometrii masowej (GC-MS) lub
testem enzymatycznym przy wykorzystaniu jako
substratu plazmy larwy jedwabnika (silkworm
larvae plasma test, SLP). Obecnie (1—3)-B-D-
-glukany grzybicze oznacza si¢ albo za pomoca

zmodyfikowanego testu enzymatycznego Limu-
lus stuzacego do wykrywania endotoksyn bakte-
ryjnych, albo wspomnianym wczesniej testem
SLP lub przy zastosowaniu immunotestu (inhi-
bition enzyme immunoassay, EIA). Probki po-
wietrza stuzace do oznaczania mikotoksyn lub
mikrobiologicznych lotnych zwiazkéw orga-
nicznych (MLZO) pobiera si¢ do pochtaniacza
ptynnego lub statego (sorber weglowy lub filtr),
a nastgpnie oznacza metodami chromatograficz-
nymi.
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METODY OZNACZANIA STEZENIA
SWOISTYCH ALERGENOW W POWIETRZU

Stezenie swoistych alergendéw roslinnych i
zwierzgcych w powietrzu okresla sie, stosujac
metody immunologiczne. Schemat postepowa-
nia w tego typu badaniach obejmuje nastepuja-
ce etapy: a) przygotowanie surowic odporno-
Sciowych (np. chorych pracownikow), skierowa-
nych przeciw alergenom, ktore chcemy wykry¢,
b) pobranie probek powietrza na stanowisku robo-
czym (najkorzystniej na filtr lub do cieczy) w celu
oznaczenia zawartego w nim alergenu, c¢) wykona-
nie testu immunologicznego, okreslajacego, na
podstawie intensywnosci reakcji przeciwciala z

alergenem (uzytym w formie zageszczonego
przesaczu lub ekstraktu z filtru) jego stezenie w
powietrzu. Najczesciej uzywa si¢ do tego celu
testu inhibicji radioimmunoabsorpcji RAST lub
testu immunoenzymatycznego ELISA. Metody
okreslania stezenia swoistych alergenow w po-
wietrzu srodowiska pracy, chociaz obecnie jesz-
cze dos¢ drogie i skomplikowane, maja w przy-
sztosci szanse na upowszechnienie z uwagi na ich
warto$¢ w prognozowaniu ryzyka alergii zawo-
dowej w konkretnej grupie pracownikow.

METODY POBIERANIA PROBEK Z ZANIECZYSZCZONYCH
MIKROBIOLOGICZNIE POWIERZCHNI

Do najczesciej wykorzystywanych do pobierania

probek z zanieczyszczonych mikrobiologicznie

powierzchni zalicza si¢ nastepujace metody:
— odciskowa z wykorzystaniem tasmy sa-
moprzylepnej (doci$nigta do zanieczyszczo-
nej mikrobiologicznie powierzchni tasma
moze by¢ bezposrednio przeniesiona na
szkietko mikroskopowe i poddana analizie;
stosuje si¢ ja do ptlaskich i gtadkich po-
wierzchni)
— wymazéw (sterylny wacik zwilzony od-
powiednim ptynem, np.: sterylng woda, sola
fizjologiczng czy woda peptonowa — stuzy
do zebrania zdeponowanych na skazonej
powierzchni mikroorganizméw; zebrane mi-
kroorganizmy zawiesza si¢ w wigkszej obje-
tosci plynu — zwykle identycznego z tym za-
stosowanym do pobrania probki — i laborato-
ryjnie opracowuje tak zebrany material me-
todg seryjnych rozcienczen; technike t¢ sto-

suje sie na pofaldowanych i porowatych po-
wierzchniach)

— plytek kontaktowych/odciskowych (sto-
suje sie specjalne ptytki mikrobiologiczne
typu RODAC wypelnione odpowiednim
podtozem hodowlanym tworzacym menisk
wypukty, zwykle o powierzchni styku nie
mniejszej niz 20 cm?, ktore dociska si¢ przez
kilka sekund do skazonej biologicznie po-
wierzchni; bywa, ze w tym samym celu jest
stosowana tasma agarowa; te technike pobie-
rania stosuje si¢ do ptaskich i gtadkich po-
wierzchni)

— odkurzania (materiat jest pobierany za po-
mocg odkurzacza na jednorazowe filtry bawet-
niane, na ktorych jest najpierw oceniany gra-
wimetrycznie, a potem poddawany analizie
mikrobiologicznej metoda seryjnych rozcien-
czen; technike te mozna stosowaé do kazdego
rodzaju powierzchni).

INTERPRETACJA DANYCH POMIAROWYCH

W skiad bioaerozoli wchodza nie tylko mikroor-
ganizmy zywe i zdolne do tworzenia kolonii, lecz
takze takie organizmy, ktdre nie sg zdolne do two-
rzenia kolonii, a takze organizmy martwe. Te dwie
ostatnie grupy mikroorganizméw stanowia zna-
czaca czes¢ catkowitej liczby mikroorganizméw,
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poniewaz powietrze atmosferyczne nie stwarza
dogodnych warunkéw do ich wzrostu i rozwoju.
Analiza laboratoryjna pobranych probek
bioaerozoli opiera si¢ na analizie jakosciowej i
ilosciowej aerozolu bakteryjnego oraz grzybo-
wego. W ilosciowym opisie bioaerozoli catko-
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wite stezenie zywych mikroorganizmoéw okre-
$la sig¢ w jtk (jednostkach tworzacych kolonie)
w 1 m’ powietrza. Jednostka ta oznacza liczbe
komorek lub agregatéw komoérek drobnoustro-
jowych zdolnych do wyrosniecia na odpowied-
niej pozywce agarowej w postaci oddzielnych
kolonii i jest najczesciej stosowang jednostka
okreslajaca narazenie na szkodliwe czynniki
biologiczne. Natomiast do okreslenia catkowi-
tego stezenia mikroorganizmoéw (zywych i
martwych) w badanym powietrzu stosuje sie
metody mikroskopowe (wykorzystujace zjawi-
sko fluorescencji) czy tez techniki oparte na
biologii molekularnej. Badanie poziomu cal-
kowitego stezenia mikroorganizméw jest nie-
zwykle wazne ze wzgledu na obecno$¢ w
bioaerozolu substancji i struktur pochodzenia
drobnoustrojowego o dziataniu immunotok-
sycznym, ktére pomimo $mierci komorek wy-
kazuja biologiczna aktywnos¢. Rozpoznanie
wysokokonserwatywnych struktur obecnych u
wiekszo$ci mikroorganizmow jest sygnatem do
rozpoczecia obrony organizmu gospodarza (np.

cztowieka). Struktury te okresla si¢ jako zwig-
zane z patogenami wzory molekularne (patho-
gen — associated molecular pattern, PAMP),
za$ wigzace je receptory nazywa si¢ recepto-
rami rozpoznajacymi wzory (pattern recogni-
tion receptors, PRR). Najbardziej znanymi
przyktadami takich molekut s3: bakteryjny
lipopolisacharyd LPS, peptydoglikan (murei-
na), kwasy tejchojowe, tejchuronowe i lipotej-
chojowe, lipoproteiny, bakteryjny DNA, man-
nan w $cianie komorkowej drozdzy oraz glu-
kany i chityna w $cianie grzybow. Dodatkowo
obecno$¢ mikotoksyn oraz substancji, okresla-
nych jako VOCs, moze prowadzi¢ do patolo-
gicznej aktywacji systemu odpornosciowego.
Wybér wiasciwej techniki poboru bioaero-
zoli oraz metody laboratoryjnej analizy zalezy
od rodzaju i poziomu st¢zenia bioaerozolu w
badanym $rodowisku. W przypadku badania
narazenia na alergeny w Srodowisku bardziej
przydatne jest okreslenie catkowitego stezenia
mikroorganizmow (zywych i martwych).

PODSUMOWANIE

Szkodliwe czynniki biologiczne najpowszech-
niejsze zagrozenie w srodowisku stwarzaja, gdy
sg transportowane droga powietrzno-pylowa lub
powietrzno-kropelkowa jako sktadniki bioaerozo-
li. W ocenie narazenia na szkodliwe czynniki bio-
logiczne najwicksze znaczenie maja wyniki po-
miardw stezenia: bakterii, grzybow i endotoksyn w
powietrzu $rodowiska pracy. Warunki oceny nara-
zenia na szkodliwe czynniki biologiczne w $rodo-
wisku pracy sa w Polsce okreslone w normach
polskich: PN-EN 13098, PN-EN 14031, PN-EN
14042 oraz PN-EN 14583.

Do pobierania probek bioaerozoli najczgsciej
wykorzystuje si¢: metody zderzeniowe, impinge-
ment, czyli wychwyt czastek do cieczy, metody
filtracyjne oraz elektrostatyczne.

W interpretacji danych pomiarowych bioaero-
zoli wnetrz powszechnie przyjetym sposobem jest

postugiwanie si¢ wartosciami stezen mikroorgani-
zZmow zywych.

Obecnie w skali $wiatowej nie istniejg po-
wszechnie obowigzujace wartosci dopuszczalnych
stezen mikroorganizméw. W 2004 r. Zespdt Eks-
pertow ds. Czynnikow Biologicznych Miedzyre-
sortowej Komisji ds. Najwyzszych Dopuszczal-
nych Stezen i Natezen Czynnikéw Szkodliwych
dla Zdrowia w Srodowisku Pracy zaproponowat
przyjecie zalecanych wartosci dopuszczalnych
stezen najpowszechniejszych kategorii mikroorga-
nizméw i endotoksyny bakteryjnej w powietrzu
pomieszczen. Zalecenia te, stosowane juz od kilku
lat w Polsce, mogg by¢ pomocne nie tylko przy
ocenie narazenia na szkodliwe czynniki biologicz-
ne w Srodowisku pracy czy wnetrz, lecz takze przy
podejmowaniu odpowiednich dziatan profilaktycz-
nych i prewencyjnych w tych srodowiskach.
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